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RESUMEN

Debido a la prevalencia y a las significativas tasas de mortalidad de las enfermedades
cardiacas, es necesaria una caracterizacién molecular y celular detallada de la estructura
del corazdn humano. A partir de los avances recientes en la tecnologia de secuenciacién
de ARN unicelular (scRNA-seq) se ha logrado identificar el transcriptoma de células
individuales del corazon humano, permitiendo asi su clasificacion utilizando sus
caracteristicas moleculares. En tal virtud, esta investigacion tiene como finalidad analizar
el proteoma y genoma humano del corazén; para ello, se realizd un analisis in silico de
datos de scRNA-seq de corazon humano con fisiologia normal. En primer lugar,
utilizando la base de datos Single Cell Portal, se determinaron los genes que se encuentran
sobre expresados en los 17 subtipos celulares cardiacos caracterizados por Tucker et.al.
Posteriormente, se realizo una red de interaccion de proteinas, utilizando todos los genes
sobre expresados identificados inicialmente, donde ademés se determiné el grado de
centralidad. Finalmente, para conocer la funcién de los genes en estudio se realiz6 un
analisis de ontologia génica. Como resultado se reconocieron en total 804 genes sobre
expresados en el corazén humano. En la red de interaccion de proteinas, se determinaron
cinco proteinas con mayor grado de centralidad: PI3KR1, ATG7, FN1, EGFR,y ACTN2,
relacionadas con el metabolismo energético, autofagia y estructura muscular del corazon.
Finalmente, los 804 genes identificados con sobre expresion mostraron que los procesos
bilégicos relevantes en el corazon estan relacionados con el uso de la actina para
modelamiento del citoesqueleto y contraccién de fibras musculares y adhesion celular.
Ademas, se identificaron cinco rutas metabdlicas mas relevantes: AMPK, adrenérgica,
cGMP-PKG, PI3K-Akt y apelina, donde se encuentran involucrados los genes en estudio.
Finalmente, con este estudio se determind la relevancia bioldgica que tienen los genes
sobre expresados en los procesos metabdlicos del corazon y su regulacion, los que
seguramente obedecen a la necesidad de grandes cantidades de energia que requiere el

corazon para mantener la funcion contractil.

Palabras: Corazén humano, scRNA-seq, metabolismo cardiaco, proteoma,

transcriptoma, bioinformatica.
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ABSTRACT

Due to the prevalence and significant mortality rates of heart disease a detailed molecular
and cellular characterization of human heart structure is necessary. Recent advances in
single-cell RNA sequencing technology (scCRNA-seq) have made possible to identify the
transcriptome of individual cells of human heart, thus allowing their classification using
their molecular characteristics. Therefore, this research aims to analyze human heart
proteome and genome; an in silico analysis of ScCRNA-seq data from human heart non-
failing was performed. First, using the Single Cell Portal database, the genes that are
overexpressed, were determined. Subsequently, using all the overexpressed genes
initially identified, a protein interaction network and a degree centrality analysis were
performed. Finally, a gene ontology analysis was performed to determine the genes
studied function. As a result, a total of 804 overexpressed genes were recognized in the
human heart with physiology. In the protein interaction network, five essential proteins
with highest centrally degree: PI3KR1, ATG7, FN1, EGFR, and ACTN2, related to
metabolism, autophagy, and heart muscle structure. Finally, the 804 genes identified with
overexpression showed that the relevant biliary processes in the heart are related to
cytoskeleton actin and cell adhesion. In addition, the five most relevant metabolic
pathways were identified, AMPK, Adrenergic, cGMP-PKG, PI3K-Akt and Apelin, where
the genes studied are involved. This study determined the biological overexpressed genes
relevance in the metabolic processes on non-failing heart and their regulation, which are
probably due to the need for large amounts of energy required by the heart to maintain

contractile function.

Key words: Human heart, sScRNA-seq, cardiac metabolism, proteome, transcriptome,

bioinformatics.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El cuerpo humano estd conformado por aproximadamente 4x10%% células que
muestran una gran diversidad en términos de formay funcion, las mismas que constituyen
los mdaltiples 6rganos de la anatomia humana (Faculty of Biological Sciences, 2004).
Estas células y organos trabajan de manera armoénica para mantener la homeostasis del
cuerpo humano. La alteracion en la homeostasis puede llevar a varias condiciones
patoldgicas. Por lo tanto, es esencial identificar las caracteristicas genéticas y proteicas
de las células en los dérganos y sus redes reguladoras para entender los mecanismos

bioldgicos relacionados con la salud y la enfermedad (Olsen & Baryawno, 2018).

A partir del nacimiento de las tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento en
2005, se han desarrollado estudios del transcriptoma de cualquier organismo biolégico,
incluyendo los tejidos humanos (Margulies et al., 2005). Sin embargo, como el ARN
extraido examina el genoma de una poblacion celular, como por ejemplo un cultivo
celular, un tejido, un 6rgano o un organismo completo, su resultado es un promedio de
miles a millones de transcriptomas de células individuales que forman parte de una sola
muestra, por lo que no es posible determinar las diferencias celulares potencialmente
significativas a nivel molecular (Andrews y Hemberg, 2018). Por ejemplo, se puede
secuenciar una muestra de tejido muscular, donde sus células que son morfolégica y
genéticamente idénticas cuando se ven como una coleccidn pueden ser draméaticamente
heterogéneas cuando se estudian individualmente (National Academies of Sciences

Engineering and Medicine, 2019) .
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Figura 1. Diferencia entre andlisis de secuenciacion de células individuales y analisis convencional de

secuenciacion. Obtenido de (Harris, 2020)

Es asi como en 2009, solamente cuatro afios después de que la secuenciacion de
alto rendimiento revolucionara el campo de la biologia, se publico el primer protocolo
para realizar la secuenciacion del ARN célula por célula (sScCRNA-seq, por sus siglas en
inglés) (Tang et al., 2009). Este avance permitid la separacion la secuenciacién de ARN
de subpoblaciones celulares muy distintas que, hasta hace poco, simplemente se unificaba
en un conjunto total del tejido analizado (Figura 1) (Chaudhry et al., 2019; Harris, 2020).
En los primeros estudios de scCRNA-seq, se analizaron y caracterizaron entre 10 y 100
células y desde entonces el método se ha perfeccionado y mejorado gradualmente;
actualmente se analizan alrededor de 20 mil células de distintos tejidos y organismos
(Kumar et al., 2014; Picelli et al., 2013; Shalek et al., 2013).

La técnica de scRNA-seq ha dilucidado un nuevo ambito de subpoblaciones
celulares y variaciones transcripcionales que estan asociadas con la fisiologia patoldgica
en una amplia variedad de enfermedades y la fisiologia normal; como por ejemplo se han
identificado mutaciones importantes en células cancerosas, ademas, ha permitido
explorar las variaciones progresivas del epigenoma que ocurre durante el desarrollo
embrionario y evaluar como una poblacion aparentemente de células homogéneas expresa

genes especificos (Vaga, 2022; L. Wang et al., 2020).
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En tal virtud en 2020, Tucker et al. realizd una secuenciacion de ceélulas
individuales del corazén humano con fisiologia normal, donde se logr6 determinar 17
subtipos celulares distribuidos en las cuatro cavidades del corazén las cuales son:
Fibroblastos I, I1'y 111, Cardiomiocitos: Atriales, Ventriculares I, 11y 111, Citoplasmaticos
I 'y II, Ventriculares 1, Pericitos, Macrofagos, Células Endoteliales I y Il, Adipocitos,
Células Vasculares de Musculo Liso, Células Neuronales y Linfocitos. Los resultados de
esta investigacion se publicaron en el software Single Cell Portal.

Norbert Kaminski definid el analisis unicelular como el estudio de la gendmica,
la transcriptomica, la protedmica y la metabolomica a nivel unicelular. Estos analisis
omicos dan lugar a la medicina de precision que busca evaluar el tratamiento y prevencién
de enfermedades tomando en cuenta la variabilidad de los genes, el entorno y estilo de
vida de cada persona (National Library of Medicine, 2020), por ejemplo, las ciencias
omicas han mejorado la comprension de la arquitectura molecular de la Esclerosis Lateral
Amiotrofica, con lo que han identificado subtipos de pacientes y ha permitido el
descubrimiento de biomarcadores y nuevos tratamientos individualizados. (Morello et al.,
2020; National Academies of Sciences Engineering and Medicine, 2019). Por lo tanto
scRNA-seq, se ha convertido en un método de gran interés para la investigacion
biomédica, en el desarrollo de farmacos y diagnostico temprano de enfermedades, dando

lugar a la medicina de presion (Hwang et al., 2018).

1.2 Planteamiento del problema

Las enfermedades cardiacas son la causa mas comdn de muerte, alrededor de 7
millones de personas en todo el mundo sufren un infarto cada afio. (EuroStemCell, 2016).
Ademas, se conoce que estas enfermedades causan el 72% de las muertes anuales en
Ecuador, es decir, de las 71000 muertes en el pais que se registraron en el 2019, 51000
fueron relacionadas con problemas del corazén y enfermedades cerebrovasculares (The
Economist Inteligence Unit, 2019). Por otro lado, el Unico tratamiento actual para los
problemas cardiacos es un trasplante ya que a diferencia de otros 6rganos, el corazén no

puede regenerarse (L. Wang et al., 2020).

Debido estas las altas tasas de mortalidad de las enfermedades cardiacas, resulta

fundamental una caracterizacion histolégica, celular y molecular del corazon humano, y
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esto se ha visto obstaculizado, en gran medida por la diversidad celular del tejido cardiaco
la complejidad de adquirir muestras del tejido cardiaco con fisiologia normal (L. Wang
et al., 2020).

Por otra parte, se sabe que histologicamente no existen células exactamente iguales
y la unica forma de comprender esta heterogeneidad bioldgica es perfilarlas
individualmente, y asi comprender mejor la homeostasis, estructura y funcion de cada
una de las células del corazén (Fuchs, 2019). Debido a que la histologia tradicional toma
en cuenta unicamente las caracteristicas fenotipicas mediante la morfologia basada en
técnicas de microscopia, dejando de lado a las caracteristicas genéticas, no se habia
logrado obtener una clasificacion real funcional de la diversidad celular cardiaca (Fuchs,
2019). Ademas, durante aafios se han estudiado Gnicamente a los cardiomiocitos como la
unidad funcional del corazon, sin embargo, existen otras familias celulares como células
de musculo liso, células endoteliales, neuronas, entre otras, que también estan
involucradas en el tejido cardiovascular y su funcion, por lo que es importante también

estudiarlas como parte del sistema cardiovascular.

A pesar de que en 2020 Tucker realiz6 un estudio de la Diversidad transcripcional
y Celular Cardiaca utilizando la técnica de scRNA-seq, aun no se conoce suficiente
acerca de la regulacion genética y la diversidad proteica de cada subtipo celular que

conforma el tejido cardiaco (Cui et al., 2019)

1.3 Justificacion

Un analisis transcriptomico y protedmico del corazén humano permite identificar
los tipos de celulares afectados en diferentes enfermedades cardiovasculares (Hwang et
al., 2018). Los avances recientes en las técnicas de sScRNA-seq mejoran la comprension
del transcriptoma de células cardiacas individuales y facilita una nueva vision del corazén
(Olsen & Baryawno, 2018). Ademas, el resultado de los perfiles de expresion génica
derivados de la secuenciacion de ARN permite interpretar las diferencias moleculares
entre los tipos celulares o tejidos para resaltar su importancia en estados de correcto

funcionamiento o fallo cardiaco (Hwang et al., 2018).
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Los estudios de alteraciones fenotipicas en ceélulas especificas, asi como la
caracterizacion de los genes expresados, determinacion de su interaccion proteica y el
andlisis de sus funciones y procesos biolégicos en los que se desenvuelven los subtipos
de células cardiacas, han sido considerados como factores cruciales en la identificacion
de patologias subyacentes como insuficiencia cardiaca y aterosclerosis (Andrews y
Hemberg, 2018). asi como también facilitard los esfuerzos en el descubrimiento de
farmacos al definir modelos de dianas terapéuticas mas especificas (Lopez-Cortés et al.,
2020). Por esta razén, es de gran interés e importancia, describir células individuales
basadas en fenotipos transcripcionales, ya que brinda la capacidad de asignar
caracteristicas moleculares detallas e identificar cambios especificos en el desarrollo de
enfermedades en estas subpoblaciones celulares (Chaudhry et al., 2019).

1.4 Pregunta directriz
¢Existe diferencia transcripcional en los subtipos celulares que conforman el
corazoén con fisiologia normal?
1.5  Objetivos
1.5.1 Obijetivo general.

Analizar datos del genoma y proteoma humano de 17 subtipos celulares

del corazén por medio de herramientas bioinformaticas.
1.5.2 Objetivos especificos

— Analizar el nivel de expresion genética en los diferentes subtipos celulares del
corazon, utilizando Single Cell Portal de transcritos de una sola célula.

— Determinar el grado de interaccion del proteoma humano en los diferentes
subtipos celulares del corazon mediante un analisis de interaccién proteina-

proteina.

— ldentificar procesos biolégicos relacionados a los genes en estudio, mediante

ontologia génica.
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CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1.El corazén humano

El corazon es una bomba muscular que impulsa la sangre a alta presion por todo el
cuerpo a través de los vasos sanguineos y es considerado el érgano central en el sistema
circulatorio; por lo que su buen funcionamiento y desarrollo es vital (Kajstura et al.,
2008). A nivel anatdbmico se compone de cuatro cavidades, arterias y venas (Figura 2).
Las auriculas izquierda y derecha en la region superior, reciben sangre, mientras que los
ventriculos izquierdo y derecho, ubicados en la region inferior, bombean la sangre

expulsandola del corazon (Institute National Heart, 2017).

Aorta

\ Arteria

Vena Cava —— Pulmonar

Auricula Auricula
Derecha Tzquierda
’
Ventriculo = BT Ventriculo
Derecho ' Izquierdo

Figura 2. Seccion de corazon humano. Venas, Arterias y Cavidades

El tejido del mdsculo cardiaco o miocardio es un tipo de tejido altamente
especializado y organizado, el mismo que es irrigado por las arterias coronarias, cada una
lleva sangre oxigenada a diferentes zonas del ventriculo izquierdo, mientras que el
ventriculo derecho envia sangre baja en oxigeno hacia los pulmones. (Kajstura et al.,
2008). Los impulsos eléctricos y el sistema de conduccion nerviosa hacen que se
contraigan las auriculas y los ventriculos, marcando el ritmo cardiaco. Una membrana de
dos capas, denominada pericardio (Figura 3) envuelve el corazon, la capa externa rodea
el nacimiento de los principales vasos sanguineos del corazén (Meilhac et al., 2014), la
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capa interna del pericardio se encuentra unida al masculo cardiaco. Una capa de liquido
pericial separa estas dos capas que conforman el pericardio, esto permite que el corazon,
al latir, permanezca en la ubicacién correcta (Institute National Heart, 2017).

Seccién Coronal del Pericardio

Pared Externa

Pared Interna

Pericardio Created in BioRender.com bio

Figura 3. Pericardio del corazon. Pared interna, externa y liquido pericardial.

2.1.1. Histologia del corazén
Las caracteristicas celulares del corazdn juegan un papel vital en el funcionamiento

normal (Craik, 2010). Este 6rgano tiene tres capas:

2.1.1.1.Endocardio

Es la capa mas interna del corazon que recubre las auriculas, los ventriculos y las
valvulas cardiacas. Contiene células como: fibroblastos, vasos sanguineos, vasos
linfaticos y adipocitos (Parada Piug, 2019). Ademas, esta capa se encuentra comprendida
por un tejido conectivo laxo con algunos macrofagos y fibras nerviosas, las mismas que
estan encargadas de la conduccion de impulsos eléctricos llamadas las fibras de Purkinje,
que permiten el bombeo del corazén (Faculty of Biological Sciences, 2004).
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Tabla 1. Tipos celulares y su funcién en el corazén.

Tipo celular Fisiologia Referencia
Son criticos en el mantenimiento estructural y mecénico del )
. . : . - (Tallquist y
Fibroblastos corazon, coordinan la produccién y remodelacién de la red )
Molkentin, 2017)

Cardiomiocitos

Pericitos

Macrofagos

Endoteliales

Vasculares de

musculo liso

de colageno, fundamental para garantizar la conectividad y

el ritmo en todo el corazén.

El grupo de células mas abundante en el corazén son células
musculares estriadas cilindricas y son responsables de la

fuerza contractil en el corazén.

Se encuentran recubriendo los capilares y vasos sanguineos.
Participan en la angiogénesis y estabilizan y maduran los
vasos recién brotados, ademas de ayudar a mantener la

integridad vascular.

Son componentes integrales del miocardio donde tienen
funciones para la homeostasis tisular y en respuesta a la
inflamacién, lesién 'y remodelacion tisular. Estan
implicados en la conduccion cardiaca, el desarrollo y

maduracién coronaria.

Forman la capa interna de vasos sanguineos y linfaticos.
Estan involucrados en el tono vasomotor y el flujo
trafico de

sanguineo, la permeabilidad vascular, el

leucocitos y la angiogénesis. Tiene un rol en la

remodelacion cardiaca y la regeneracion.

Impulsa directamente la contraccion de la pared vascular vy,
por lo tanto, regula el tamafio del interior de los vasos
sanguineos. Ademas, participa en la generacion de la matriz

extracelular.

(Doll et al., 2017)

(Vu y Kofidis,
2014) (Woodcock
& Matkovich, 2005)

(Lee y Chintalgattu,
2019)

(Ma et al., 2018)
(Sansonetti et al.,
2020)

(Lother et al., 2018)
(Talman y Kivelg,
2018)

(Zhuge et al., 2020)
(Brozovich et al.,
2016)
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Son células que circulan en la sangre y son parte del sistema

inmunolégico. Estas células en el corazén modulan el (Adamo et al.,
Linfocitos crecimiento y la contractilidad del miocardio. Modulan la  2020) (Lawrence,

proliferacion del musculo liso durante la reparacion 2020)

vascular.

El tejido adiposo es un protector y regulador crucial de la
salud cardiovascular. Juega un papel en la remodelacién

Adipocitos cardiaca, como la reduccién del infarto y la mejora de la (Linetal., 2021)
neovascularizacién, ademas de la regulacion del sistema

inmune.

2.1.1.2.Miocardio

Es la capa més grande, que se encuentra en medio del epicardio y el endocardio. Aqui
se ubican las células de fibras musculares cardiacas o cardiomiocitos que hacen posible
la contraccion y relajacion auricular durante el bombeo de la sangre (Faculty of Biological
Sciences, 2004). Ademas, contiene tejido conectivo endomisial suelto que sostiene a los
capilares (Parada Piug, 2019).

2.1.1.3.Epicardio

Es la capa mas externa del corazdn; esta compuesto por un epitelio simple
denominado mesotelio, contiene tejido conectivo de tipo fibroelastico, vasos sanguineos,
vasos linfaticos y tejido adiposo (Parada Piug, 2019). En esta capa ocurre el
almacenamiento de grasa sobre el tejido muscular cardiaco y se encuentran muchos vasos
coronarios, ganglios y células nerviosas (Meilhac et al., 2014). Ademas, el epicardio tiene
un papel importante como fuente de sefiales troficas que contribuyen a mantener el
crecimiento y la diferenciacién continua del corazén durante su desarrollo (Faculty of

Biological Sciences, 2004).

2.1.2. Tipos celulares cardiacos

Debido a la complejidad de la estructura del corazén, existe una gran variedad
celular en el tejido cardiaco (Meilhac et al., 2014). Hasta la actualidad se han identificado
fibroblastos, cardiomiocitos, células del musculo liso y celulas endoteliales como las

principales lineas celulares que forman el corazon; siendo los cardiomiocitos de mayor
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importancia, dada la funcion central del corazén que es bombear sangre, (L. Wang et al.,
2020). Sin embargo, los cardiomiocitos no funcionan de forma aislada, sino que son parte
de un conjunto complejo de tipos de células especializadas que incluyen las responsables
de la perfusidn tisular, la remodelacion del espacio intersticial y aquellas que regulan la

funcién auténoma (Kajstura et al., 2008).

2.1.3. Expresion génica en el corazon

Durante el desarrollo del corazon, los conjuntos transcripcionales conservados
gobiernan el destino de las células cardiacas, la diferenciacion de los cardiomiocitos y la
morfogénesis cardiaca (Olson, 2006). La identificacion de genes especificos del corazén
y la elucidacion de sus patrones de expresion, son fundamentales para comprender los
procesos de desarrollo fisioldgicos y patoldgicos del corazon. Los perfiles
transcripcionales caracteristicos propios de auriculas y ventriculos en corazon se han
relacionado con diferencias especificas en morfogénesis, estructura, contractilidad y
propiedades electrofisiologicas (Bao et al., 1999; Barth y Martin, 2005).

A partir de un analisis de expresion del genotipo de tejido GTEX, Ahn J et.al., en 2020,
identifico 56 genes especificos del corazdn con sobre expresion. Mediante un andlisis de
ontologia geénica de dichos genes, se determind una relacion con enfermedades y
funciones cardiacas. Estos hallazgos proporcionan conocimientos moleculares sobre
reguladores esenciales de la fisiologia y fisiopatologia cardiacas y posibles nuevos

objetivos terapéuticos para las enfermedades de corazon (Ahn et al., 2020).

2.2.Ciencias Omicas

En las dltimas dos décadas, la capacidad del estudio de los sistemas celulares y
moleculares se ha transformado a través del desarrollo de las ciencias omicas (Boja et al.,
2014). Las palabra dmicas se refiere a las tecnologias colectivas usadas para explorar la
relacién y la accion de varios tipos de moléculas como el ADN, proteinas y moléculas de
ARN (Barh et al., 2017). Dependiendo del tipo de molécula que se analice las ciencias
omicas incluyen la genémica, transcriptomica, proteébmica y metabolémica, sin embargo,
en este estudio nos enfocaremos en la transcriptomica y proteémica (Hasin et al., 2017;
Vailati-Riboni et al., 2017).
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2.2.1. Transcriptomica

La transcriptomica se refiere al estudio total de ARN expresado en una célula o tejido,
gue muestra una representacion de la actividad de la célula (Cui et al., 2019). Examina el
ARN de dos formas: cualitativa, es decir que transcritos estdn presentes y
cuantitativamente, es decir cuanto se expresa de cada transcrito (Hasin et al., 2017). Para
que sea posible llevar a cabo estos andlisis de ARN, es fundamental la tecnologia de
Secuenciacion de ADN de Siguiente Generacion NGS, en donde se realiza una retro
transcripcion para sintetizar artificialmente ADN a partir de una plantilla de ARN
mensajero, y posteriormente el proceso de secuenciacion, cuya metodologia ha
revolucionado la transcriptomica desarrollandola en una escala masiva (ARNseq) (Barh
etal., 2017).

Los primeros transcriptomas humanos se publicaron hace 15 afios, en el analisis de
Expresion de Genotipo Tisular (GTEX), el cual acumul6 y public6 datos de secuenciacion
de ARN en 43 tejidos humanos de 175 individuos (Ardlie et al., 2015). A partir de estos
ensayos, de transcriptémica, se ha demostrado que es posible alcanzar un alto nivel de
detalle bioldgico mediante la examinacion de genes expresados en estados especificos
fisiologicos y patoldgicos, que no se habia comprendido estudiando la citologia, (Ametaj,
2017).

En cuanto al objetivo de la investigacion transcriptémica, esencialmente, radica en
interpretar la clave funcional de la produccion del genoma, comparar células o tejidos
bajo condiciones definidas o tejidos enfermos para identificar cambios en la expresion
(Karczewski & Snyder, 2018). Ademas, provee conocimientos de los aspectos
cuantitativos y cualitativos del transcriptoma, por lo tanto, es una herramienta
fundamental para el desarrollo biolégico y médico que permite, por ejemplo, el
descubrimiento de nuevas dianas diagndsticas o terapéuticas (Shalek et al., 2013).

De esta manera, para el desarrollo adecuado de la investigacién transcriptémica, ha
sido fundamental las mejoras en la tecnologia para analizar el ARN y las cuales han
logrado impulsar los descubrimientos en las ciencias bioldgicas durante las ultimas cuatro
décadas (Reimand et al., 2019). Actualmente, las transcripciones de ARN se pueden

identificar y cuantificar a partir de tejidos complejos y células individuales (Olsen y
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Baryawno, 2018). Considerando que la expresion génica esta regulada dentro de las
células, el respectivo andlisis deberia realizarse idealmente utilizando células

individuales, por esta razon se desarroll6 la técnica de SCRNA-seq (Fuchs, 2019).

2.2.1.1.Analisis de Single Cell ARN sequencing

La secuenciacién de ARN unicelular o de una sola célula (scRNA-seq) es una
herramienta molecular donde las células se aislan individualmente y el ARNm total es
purificado (Hwang et al., 2018). Esto permite lograr una secuenciacion de ARNm de
longitud completa in situ, generando bibliotecas de secuenciacion de transcripciones de
células individuales; estas células pueden estar completamente sanas o con alguna
patologia (Olsen & Baryawno, 2018). El desarrollo de esta tecnologia permite el estudio
de las propiedades bioldgicas de células individuales, con una resolucién excepcional y
han aclarado el panorama de subpoblaciones celulares y variaciones transcripcionales
asociadas a la fisiologia normal y patoldgica en una amplia variedad de enfermedades
(Chaudhry et al., 2019).

La transcriptomica unicelular (SCT) integra el perfil de todo el ARN mensajero
en una sola célula, y ademas, representa un nuevo método que influye en gran medida en
varias areas, como por ejemplo en la biologia de célula madre, inmunologia y la biologia
de las células cancerosas (Angerer et al., 2017). EI SCT es muy util, porque identifica la
actividad celular durante la diferenciacion y el desarrollo, incluso de aquellas células que
se encuentran estrechamente relacionadas y que muestran heterogeneidad bioldgica
(Kolodziejczyk y Lonnberg, 2017)

Al mismo tiempo, los datos de secuenciacién de ARNm de células individuales se
utilizan para investigar los patrones de variacion del transcriptoma en varios tejidos e
individuos (Cui et al., 2019). Es asi como, la secuenciacion de ARN de células
individuales ha revelado caracteristicas novedosas en la expresion de genes y la variacion
de la expresion génica causada por diferentes antecedentes genéticos (Fuchs, 2019).
Simultaneamente, el analisis computacional de los datos genéticos de SCRNA-seq permite
la identificacion de las caracteristicas de los subtipos de células, para descubrir relaciones
reguladoras entre genes, rastrear las rutas de distintos linajes celulares en desarrollo,

caracterizar la diversidad de los subtipos celulares y ademéas ayuda a comprender las
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interacciones intercelulares dinamicas que contribuyen procesos bioldgicos celulares
(Hwang et al., 2018).

2.2.1.2.Analisis transcriptomico Single Cell RNA Seq en el corazén

En 2020 Tucker et al, realizaron una secuenciacion de ARN de una sola célula en
siete corazones humanos con fisiologia normal, para definir la diversidad celular y
transcripcional en las cuatro cAmaras del corazén humano normal. Utilizo datos de >280
000 nucleos de diferentes celulas, que permitieron identificar mas de 20 de células dentro

del corazén humano.

Con combinacion de datos genéticos y secuenciacion scCRNA se logré identificar
los tipos de células méas relevantes para mdltiples enfermedades cardiovasculares
comunes (Chaudhry et al., 2019). Esta identificacion de subtipos de células discretas y
genes expresados diferencialmente en el coraz6n humano facilitard los esfuerzos del
descubrimiento de farmacos al permitir modelos de objetivos terapéuticos especificos del
tipo de célula (Barabasi et al., 2011).

Dentro de estos grupos celulares clasificados por sus diferencias transcripcionales,
se identificaron 17 subtipos principales que incluyen: fibroblastos I, II, y I,
cardiomiocitos atriales, ventriculares I, 11y 111, y citoplasmaticos 1 y Il, también pericitos,
macrofagos, células endoteliales 1, y 11, adipocitos, células vasculares de musculo liso,
células neuronales y linfocitos (Tucker et al., 2020). Estos datos transcriptdmicos
generados en dicho estudio seran utilizados para el desarrollo de esta investigacion.

2.2.2. Protedmica

Se trata del estudio de la caracterizacion de la estructura, funcion y cuantificacion de
todo un set de proteinas en una célula, érgano o un organismo (Barh et al., 2017). Dichas
proteinas representan la principal maquinaria funcional de las células, por lo que la
expresion del proteoma difiere de una célula a otra. Por esta razén, su estudio resulta
interesante para identificar las diferencias fenotipicas a nivel molecular de cada célula
(Strack, 2019).
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Sin embargo, la captura de informacion protedmica de células individuales ha
demostrado ser un desafio técnico sustancial. La espectrometria de masas, la técnica mas
utilizada de la proteémica permite detectar proteomas casi completos y su cuantificacion,
pero tales experimentos se llevan a cabo tipicamente con decenas de miles de células
(Karczewski & Snyder, 2018; Strack, 2019). Debido a ello, en una sola célula de
mamifero tipica, un andlisis confiable por espectrometria de masas s6lo ha sido posible
para las proteinas mas abundantes (Doll et al., 2017)

A partir del desarrollo de SCRNA-seq es posible alcanzar un perfil proteico hipotético
mucho maés especifico, que se aplicaria, por ejemplo, para el desarrollo de anticuerpos e
identificacion de dianas terapéuticas (Strack, 2019). A su vez, el andlisis del proteoma,
provee el inventario de proteinas de una célula o tejido, facilitando el descubrimiento de
nuevos biomarcadores, y localizacion de modificaciones postraduccionales y estudio de

interaccion de proteinas (Barh et al., 2017).

2.2.2.1.Analisis de redes en biologia

Los sistemas bioldgicos son a menudo representados como redes, 0 grupos
complejos de interacciones binarias entre diferentes entidades (Porras, 2016).
Esencialmente, cada entidad bioldgica tiene interacciones con otras entidades bioldgicas,
desde lo molecular hasta nivel de ecosistema y brinda la oportunidad de modelar la
biologia utilizando muchos tipos de diferentes redes, como redes de interaccion

ecoldgicas, neuroldgicas, metabolicas o moleculares (Reimand et al., 2019).

La cantidad de datos que se originaron a partir de estudios 6micos en la
investigacion bioldgica requirio el desarrollo de enfoques mas sistematicos para el
analisis de datos (Ametaj, 2017). El estudio de sistemas bioldgicos tienen como objetivo
comprender las entidades bioldgicas a nivel sistémico, analizandolas no solo como
componentes individuales, sino también como sistemas que interactan y sus propiedades
emergentes (Porras, 2016). En este contexto, la biologia de redes permite la
representacion y analisis de sistemas bioldgicos utilizando herramientas derivadas de la
teoria de grafos (Glen, 2017).
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2.2.2.2.Teoria de Grafos

Los analisis de redes bioldgicas se originan desde las herramientas y conceptos de
andlisis de redes sociales y la aplicacion de la teoria de grafos para las ciencias sociales.
Pertenece a un area de las matematicas que analiza gréaficos, en este caso redes, las mismas
que estan conformadas por vértices o nodos que se conectan mediante lineas o aristas
(Hansen et al., 2020a). De esta manera, la teoria de grafos es el estudio de la relacion
entre estos veértices y aristas; donde una gréfica es un par (V, E) donde V es un conjunto

finito de vértices y E un conjunto finito de aristas (Hansen et al., 2020b).

Las redes pueden ser representadas por diferentes tipos de datos; los nodos
representan diferentes entidades, por ejemplo, proteinas o genes en redes bioldgicas, y las
lineas o aristas representan la informacion sobre las uniones entre los nodos (Glen, 2017).
Dependiendo de la naturaleza de las aristas, se llevan a cabo diferentes tipos de analisis.
Por esta razén, es importante resaltar los principales tipos de aristas o enlaces (Figura 4)

que pueden ser encontrados en una red:

e Enlaces directos:

Este tipo de aristas se encuentra en la interaccidn proteina-proteina (PPi) y la
relacién entre los nodos es una conexion simple donde solo determina que A se une a B
y B se une a C (Zhang y Luo, 2017).

e Enlaces indirectos:

Este tipo de conexién se encuentra, por ejemplo, en las redes metabdlicas o de
regulacién genética, donde hay un claro flujo de sefializacién implicito y la red puede
organizarlo jerarquicamente por ejemplo una proteina C puede estar relacionada a una

proteina A por medio de la interaccion que ambas tienen con B (Porras, 2016).

e Enlaces ponderados:

Las lineas directas o indirectas también pueden tener un peso o un valor cuantitativo
asociado (Porras, 2016). Esto se usa para representar conceptos como la confiabilidad de
una interaccion, la expresion cuantitativa del cambio que un gen induce sobre otro o

incluso cuan estrechamente relacionado estan dos genes en términos de similitud de
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secuencia (Glen, 2017). Las lineas también se pueden ponderar por sus valores de

centralidad o varios otros parametros topoldgicos (Zhang y Luo, 2017).

Cada red puede estar expresada matematicamente en la forma de una matriz de
adyacencia (Porras, 2016). En estas matrices, las filas y las columnas se asignan a los
nodos en lared y la presencia de un vértice o linea es simbolizado por un valor numérico
(Hansen et al., 2020a). Mediante una matriz con los valores de la red se puede calcular
propiedades tales como el grado de centralidad y otros pardmetros aplicando conceptos
basicos de algebra lineal (Zhang & Luo, 2017).
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Figura 4.Matrices Adyacentes para Grafos

Una red con lineas indirectas y no ponderadas estara representada por una matriz
simétrica contando solo los valores de 1 y 0 para representar la presencia y ausencia de
conexiones respectivamente (Porras, 2016). Por otra parte, las redes directas y ponderadas
pueden usarse con diferentes valores numéricos en la matriz para expresar relaciones mas
complejas. El resultado de los valores en las matrices ponderadas, por ejemplo, a veces

es usado para indicar estimulacion o inhibicion (Hansen et al., 2020a).
2.2.2.3.Redes de interaccion proteina- proteina

Las interacciones proteina- proteina PPi son esenciales para casi cada proceso en

la célula, por ello es crucial su analisis para entender la fisiologia celular en estado normal
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y enfermo (Doncheva et al., 2019). Es también esencial en el desarrollo de medicamentos,

ya que los farmacos pueden afectar los PPi (Reimand et al., 2019).

Las redes de interaccion proteina- proteina son representaciones matematicas del
contacto fisico entre proteinas en la célula (Jassal et al., 2020). Estos contactos son
especificos, ocurren entre sitios definidos de union en las proteinas y cumplen una funcion
biologica especifica (Doncheva et al., 2019). Se puede utilizar para caracterizar las
relaciones entre proteinas que forman complejos multimoleculares como, por ejemplo: la
mitocondria (Carbon et al., 2019).

2.2.2.4.Interactoma

Es el conjunto de redes de interaccion proteina- proteina que ocurren en la célula,
organismo o en un contexto biol6gico especifico (Porras, 2016). Las técnicas como la
espectrofotometria de masas para purificacion por afinidad de alto rendimiento y el
ensayo de dos hibridos de levadura, ha provocado una gran cantidad de datos de PPi y la
construccién de interactomas a gran escala son cada vez mas completos y complejos
(Reimand et al., 2019). Esto se complementa con la prediccion de PPi mediante la
biologia computacional, por lo que mucha de esta informacion esta disponible a través de
bases de datos de interaccion molecular (Carbon et al., 2019).

2.2.2.5.Métricas o Medidas en el analisis de redes
Las métricas en redes se utilizan para analizar las interacciones de sus nodos. Se han
desarrollado numerosas medidas de centralidad para identificar nodos centrales en redes

grandes. Se utilizan tres medidas principales de centralidad:

e Lacentralidad de proximidad:

Consiste en la suma de las distancias entre un nodo (proteina) y los deméas nodos
(otras proteinas); si la longitud entre nodos es corta, la centralidad de proximidad seré alta
(Zhang y Luo, 2017).

e Lacentralidad de intermediacion
El sentido de las vias o caminos es fundamental para el estudio de redes (Zhang y

Luo, 2017). La distancia entre proteinas que no son cercanas, son medidas por el menor
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numero de saltos de vecino a vecino de uno a otro (Hansen et al., 2020b). La centralidad
de intermediacién es una medida de la frecuencia con la que un nodo o vértice dado se
encuentra en la ruta mas corta entre otros dos vértices, esto se puede considerar como una
especie de valor “puente”, una medida de cuanto interrumpiria la eliminaciéon de una
proteina las conexiones entre otras proteinas en la red (Jassal et al., 2020). Una proteina
tendrd una alta centralidad de intermediacién si esta representa la Unica manera de

comunicarse, conectarse o interactuar con otros nodos.

e Grado de centralidad

El grado de centralidad es un conteo simple del numero total de concesiones o
enlaces vinculadas a un vértice o nodo (Zhang y Luo, 2017). Grado es la medida del
namero total de aristas conectadas a un vértice particular; para enlaces directos, hay dos
medidas: el grado de numero de conexiones que apuntan hacia adentro y el namero de
conexiones que se originan de un vértice y apuntan hacia otros vértices (Hansen et al.,
2020a). Esta medida de centralidad se utilizara para el andlisis de la red de proteinas del

corazén.

2.2.3. Andlisis protedmicos en el corazén

Al igual gue otros tejidos musculares, el corazon esta dominado por un pequefio
namero de proteinas involucradas en el aparato contréctil, por ejemplo, existen isoformas
proteicas especificas del corazon, como las troponinas cardiacas, que se utilizan en el
diagnostico de infarto de miocardio (Cui et al., 2019) . Se sabe relativamente poco sobre
la composicion proteica de las diferentes regiones y tipos de células del corazon. El alto
rango dindmico del proteoma muscular presenta un desafio formidable para el andlisis
integral del corazon a nivel de proteinas expresadas. Esto se debe a que las proteinas muy
abundantes dificultan la deteccion de proteinas reguladoras poco abundantes en la misma
muestra (L. Wang et al., 2020). La mayoria de los estudios solo identifican unos pocos
miles de proteinas, y hay una escasez de estudios del corazon humano no enfermo debido

a la dificultad para obtener el tejido relevante (Barabasi et al., 2011).

En 2017 se determind el proteoma del corazén humano con fisiologia normal
midiendo 16 regiones anatdmicas Yy tres tipos principales de células cardiacas mediante

protedmica basada en espectrofotometria de masas. Se cuantificaron alrededor de 10700
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proteinas, sin embargo, se identificaron proteinas que representaron el 25% del total de
moléculas en las cavidades, las proteinas: miosina 7 (MYH7), titina (TTN), actina
especifica del muasculo cardiaco (ACTC1), alfa-actinina-2 (ACTN2) y hemoglobina.
(HBA1y HBB). Ademas, identificaron también proteinas reguladoras como los factores
de transcripcion GATA4, GATAG, TBX20, TBX3 y TBX5 que controlan la expresion

génica especifica del corazon (Doll et al., 2017).

Desde una perspectiva fisiologica y fisiopatoldgica, es necesario obtener
conocimientos mas profundos sobre las caracteristicas moleculares del corazén a nivel
espacial y celular (Picelli et al., 2013). En particular, la caracterizacion del estado
saludable del corazon humano seria un importante punto de partida para investigar las
enfermedades del corazon, que, a pesar de los grandes avances, sigue siendo la principal
causa de muerte en los paises desarrollados y estd aumentando rapidamente en los paises
en desarrollo (Chaudhry et al., 2019).

2.3.0ntologia Genética

La ontologia genética (GO) es una herramienta informatica que conjuga bases de
datos para determinar las funciones de genes y proteinas. Es considerada una de las
principales fuentes de informacion bioldgica ya que proporciona una definicién especifica
la actividad de genes y sus productos proteicos (Gaudet, 2019). Uno de los resultados de
las ciencias omicas, es el conjunto de genes o proteinas potencialmente involucrados en
diferentes procesos bioldgicos, con funciones bioldgicas distintas (Ashburner et al.,
2000). Por lo que, la ontologia génica como herramienta bioinformatica describe estos
conjuntos de genes y las caracteristicas de los productos génicos con respecto a tres

aspectos:

2.3.1. Funcién Molecular

Describen actividades que ocurren a nivel molecular, realizadas por los productos
genéticos, como "catalisis" o "transporte”, generalmente pueden ser realizadas por
productos génicos individuales, es decir, una proteina 0 ARN, o también son realizadas
por complejos moleculares compuestos por multiples productos génicos (Hill et al.,
2008). Algunos ejemplos de funciones mas especificos son las proteinas receptoras de la
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membrana y dentro de las funciones amplias se encuentran por ejemplo la actividad

catalitica y la actividad transportadora (Carbon et al., 2019)

2.3.2. Componente celular

Se refiere a las ubicaciones en las estructuras celulares en las que un producto génico
realiza una funcion, ya sea en compartimentos celulares, por ejemplo, la mitocondria o
complejos macromoleculares estables de los que forman parte como el ribosoma (Hill et
al., 2008). A diferencia de los otros aspectos de ontologia génica, las clases de
componentes celulares no se refieren a procesos sino a una anatomia celular (Ashburner
et al., 2000).

2.3.3. Procesos Biologicos

Determina aquellos procesos mas grandes, o "programas biologicos" realizados
por multiples actividades moleculares; algunos ejemplos de estos procesos bioldgicos son
reparacion de ADN o transduccion de sefiales y en términos mas especificos son los
procesos biosintéticos de nucleobase de pirimidina o transporte transmembrana de
glucosa (Ashburner et al., 2000).
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CAPITULO HI
3. METODOLOGIA
3.1.Datos de expresion de ARN individual
Para el desarrollo de esta investigacion, se utilizaron los datos del transcriptoma de
17 subtipos celulares; esta informacién forma parte del estudio  Diversidad
Transcripcional y Celular del Corazén llevado a cabo por Tucker et al. (2020) publicado
en el Software Single Cell Portal (The Broad Institute of MIT and Harvard, 2020)

(https://singlecell.broadinstitute.org/single_cell). Los tipos celulares incluidos en el

estudio preliminar son: fibroblastos I, 11, y I11, cardiomiocitos atriales, ventriculares I, |1
y 11, y citoplasmaticos | y Il, también pericitos, macrofagos, células endoteliales I, y 11,
adipocitos, células vasculares de masculo liso, células neuronales y linfocitos (Tucker et
al., 2020).

En base a la limitacion del software Single Cell Portal unicamente permite analizar
listas de 25 genes, los 19221 genes que conforman el genoma humano fueron divididos
en 769 listas con formato de texto, utilizando el Software Visual Basic. Una vez,
obtenidas las listas, cada una de ellas fueron analizadas en Single Cell Portal donde se
identificaron los genes sobre expresados. Este anélisis incluyé la evaluacion de los genes
cuyos ARN se encuentran significativamente sobre expresados, es decir, puntuacion Z >2
(Lopez-Cortés et al., 2020). La puntuacién Z corresponde a una medida numérica que
describe la relacién de un valor de expresion con la media de expresion de un grupo de
valores y es medida en términos de desviaciones estandar de la media, es decir si una
puntuacién de Z es 0 (Figura 5), indica que es idéntica a los valores de la media (Hayes,
2020).
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Figura 5.Representacion del Valor Z en funcion de la sobre expresion y sub expresion génica

Una puntuacion Z de 2.0 o mas se refiere a un valor que esta por encima de la media,
lo que significa que un gen se encuentra sobre expresado en comparacion con la expresion
génica promedio (Lopez-Cortés et al., 2020). Ademas, Single Cell Portal, también
muestra el porcentaje de expresion, es decir, el porcentaje del gen expresado en el total
de las células de la muestra. Para este estudio se tomo en cuenta Unicamente aquellos
genes que tenian un porcentaje de expresion mayor al 50% y con un valor de Z>2 (Lo6pez-
Cortés et al., 2020).

Los resultados obtenidos de sobre expresion de genes en los 17 subtipos celulares
establecidos se representaron en dotplots o graficas de puntos, las mismas fueron
realizadas en el software Single Cell Portal (The Broad Institute of MIT and Harvard,
2020).

3.2. Interactoma proteina-proteina

Una vez identificados los genes que estan sobre expresados, se plantearon sus
interacciones. Para ello, inicialmente se realiz6 una lista que contenia todos los genes
sobre expresados en las 17 lineas celulares del corazdn. Esta lista fue analizada mediante

el software STRING app (https://string-db.org/); este software elaboré una red de

interaccion proteina-proteina (PPi), para lo cual se utilizo un nivel de confianza estadistica

mayor a 90%, que cuantifican la exactitud de la red (Doncheva et al., 2019).
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Una vez realizada la red en STRING app, se visualizo mediante el Software

Cytoscape v.3.8.0 (https://cytoscape.org/) utilizando el modelo orgénico. Los datos de la

red se analizaron bajo los criterios de informacion de datos de investigaciones previas,
interacciones experimentales e interacciones in silico (predichas mediante modelos
bioldgicos computacionales), segun la base de datos del Software hasta marzo del 2021
(Doncheva et al., 2019). Posteriormente, se realizé una categorizacion de las proteinas
tomando en cuenta: el grado de centralidad, el cual se calculd utilizando la aplicacion

CytoNCA (https://apps.cytoscape.org/apps/cytonca) (Lopez-Cortés et al., 2020).

3.3. Analisis ontologia génica
El desarrollo de este anélisis permitié conocer los procesos biolégicos en los que se
estan involucrados los genes sobre expresados identificados previamente. Para ello se

utilizé el Software g:GOSt (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost), el cual determind las

anotaciones significativas la lista de 804 genes. El software cuenta con mas de 16000
procesos bioldgicos de humanos y para reducir la cantidad de falsos positivos, g:GOSt
utilizé Benjamini- Hochberg como prueba de correccion de errores. Para el desarrollo de
esta investigacion se considerd un FDR <0.001, es decir una proporcion 1/1000 de

obtener falsos positivos (Lopez-Cortés et al., 2020; Raudvere et al., 2019).

Adicionalmente mediante este anélisis, también se identifico cuél es la asociacion
de proteinas en estudio de acuerdo con la Enciclopedia de Kyoto de Vias de Sefializacion
de Genes y Genomas KEGG (Kanehisa Laboratories, 2018). Posteriormente se llevo a
cabo una curacion manual, considerando el valor de p ajustado dado por el software
0:GOSt. Este valor de p ajustado es aquel que devuelve el software como resultado del
analisis de correccion de errores para identificar la significancia del proceso bioldgico y
via de sefializacion en base al grupo de genes analizado. Mientras menor es el valor de p,
es mas significativo el proceso biologico o via de sefializacion. Utilizando este valor
estadistico y una exhaustiva revision de literatura utilizando bases de datos como Elsevier
y NCBI, se identifico las rutas metabolicas de interés seleccionando los procesos
biolégicos de mayor relevancia en los que se encontraban participando los genes en
estudio (Doncheva et al., 2019).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Sobre expresion génica en el corazén humano
En el andlisis de sobre expresion de genes en los 17 (Anexo 1-16) subtipos celulares
del corazén humano con fisiologia normal, se identificaron en total 804 genes con valores

de Z>2 como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2.Resultados Sobre expresion de genes

Genes sobre

Total de Genes
expresados con

Subtipos celulares Sobre nivel de expresion
expresados > 50%
01 Fibroblastos | 112 5
02 Fibroblastos Il 709 52
03 Cardiomiocito auricular 508 45
04 Cardiomiocito Ventricular | 4401 382
05 Cardiomiocito Citoplasmatico | 335 9
06 Cardiomiocito Ventricular Il 40 1
07  Pericitos 315 18
08 Macrofagos 1377 27
09 Endoteliales | 643 18
10 Endoteliales I 682 45
11  Adipocitos 2439 128
12 Cardiomiocitos Citoplasmaticos |1 419 19
13 Vasculares de musculo liso 503 26
14  Fibroblastos Il 785 48
15 Cardiomiocito Ventricular 111 269 37
16  Neuronales 716
17  Linfocitos 720 8
Subtotal de Genes Sobre expresados en el Corazén 14973 874
Genes Sobre expresados en mas de una célula 70
Total de Genes Sobre expresados en el Corazon 804

Estos resultados demostraron una clara diferencia entre el nimero de genes que
se sobre expresan en cada uno de los subtipos celulares. Esto puede ser debido a las

funciones que cumplen cada uno de estos. Por otro lado, el cardiomiocito ventricular |
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con 382 genes, es el subtipo celular con mayor nimero de genes sobre expresados,
seguido por el adipocito con 128 genes. Debido a que este estudio tiene un enfoque 6mico,
este conjunto de genes fue analizado, en funcién a la interaccion que tienen y los procesos
bioldgicos que realizan. Esto se detallaran en el apartado 4.2 y 4.3. Los resultados de cada
uno de los subtipos celulares se mostraran en graficas de puntos o dotplots (Figuras 6-
15). En estas gréficas se muestra horizontalmente los 17 subtipos celulares y en vertical
estan cada uno de los genes que se sobre expresan respectivamente. Los tamafios de los
puntos indican el porcentaje de expresion, mientras mayor sea, el punto serd méas grande.
Las tonalidades indican el valor de Z, de igual forma mientras mayor sea la sobre

expresion el color va a ser rojo.

4.1.1. Fibroblastos I, 1y 11l

Los resultados obtenidos en el analisis de expresion de los Fibroblastos I, 11y 11l
se muestran en la Figura 6, donde se puede visualizar los genes con sobre expresion en
tonalidades rojas y con circulos grandes ya que su porcentaje de expresion es >50%.
Ademas, dentro del grafico se puede observar una notable diferencia entre el nimero de
genes sobre expresados en cada uno de los subtipos de fibroblastos. En los fibroblastos |
Unicamente se encuentran 5 genes sobre expresados, relacionados con funciones en el
metabolismo de lipidos. Por otra parte, en los fibroblastos tipo 11, existen 52 genes sobre

expresados y en los fibroblastos tipo 111 se sobre expresan 48 genes.
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Figura 6. Datos de andlisis de secuenciacion de ARN de una sola célula de Fibroblastos en el corazén. Grafico de puntos de
genes sobre expresados significativos (Z> 2) en fibroblastos tipo | (A), tipo 11 (B) y tipo 111 (C). El porcentaje de expresion
se representa por el tamafio de los puntos y el valor de Z score es representada por los colores. Los recuadros indican los

genes que tienen una mayor sobre expresion o se detallan en el texto.

En el caso de los fibroblastos | se identificaron 3 genes sobre expresados (ABCAGS,
ACBA8y ABCAV9) (Figura 6) que codifican a los transportadores ABC que corresponden
a actividad ligasa de acidos grasos en la homeostasis lipidica (Stelzer et al., 2016). Esta
sobre expresion, podria estar relacionada con la sintesis de energia a partir de lipidos en
el corazon, ya que se ha demostrado importancia de los transportadores ABC en la
biosintesis del &cido mono carboxilico y transporte de lipidos, ademas de la regulacion
del potencial de la membrana mitocondrial (The UniProt Consortium, 2021). Por esta
razon, este subtipo celular ademés de cumplir las funciones estructurales propias de los
fibroblastos (Tabla 1), seguramente también esta relacionado con la alta produccién
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energética en el corazon que obedece a la necesidad de mantener la contraccion (Cui et
al., 2019).

Por otro lado, en los fibroblastos 11 (Figura 6B) el gen MFAP5 se puede observar
con una tonalidad roja ya que tuvo un mayor indice de expresion con un valor de Z=3.09.
Este gen codifica para una glicoproteina asociada a microfibrillas de la matriz
extracelular, es decir cumple una funcion estructural (Stelzer et al., 2016). Este gen ha
sido relacionado como un constituyente estructural importante en la matriz extracelular
MEC, de modo que juega un papel fundamental a nivel del corazon humano con fisiologia
normal, ya que la MEC acta como base para los componentes celulares del miocardio,
un importante comunicador intercelular que integra cada una de las células, para una
contraccion coordinada y sistematica del corazon (Meagher et al., 2021). Por otro lado,
se ha descrito que MFAPS5, es relevante en la hematopoyesis, es decir la produccién de
globulos rojos, ademas de participar en la sefializacion celular para el mantenimiento de

la integridad de los vasos sanguineos (The UniProt Consortium, 2021).

Finalmente, en los fibroblastos 111 (Figura 6C), el gen con mayor sobre expresion
fue de ACSL4 con un valor de Z=3.88. Este gen codifica para una isoenzima ligasa de
acidos grasos de cadena larga, desempefiando un papel clave en la biosintesis de lipidos
y la degradacion de acidos grasos, por lo que es probable que este tipo de fibroblastos al
igual que los fibroblastos I, estan involucrados en el metabolismo de lipidos, esencial en
la produccién energética cardiaca (The UniProt Consortium, 2021). Mientras que los
fibroblastos tipo | sobre expresan genes que codifican transportadores ABC encargados
de la homeostasis lipidica, los fibroblastos I11 sobre expresan una enzima catalizadora de
acidos grasos de cadena larga. Aungue ambas funciones se relacionan con el metabolismo
de &cidos grasos, cumplen funciones distintas. Por esta razén, es posible determinar una
clara diferencia entre las células a nivel genético y transcripcional, a pesar de que se

relacionan en funcion y estructura.

4.1.2. Cardiomiocito auricular
Los cardiomiocitos son células especializadas que forman las fibras musculares
del corazdn. Este subtipo de cardiomiocito se encuentra ubicado en la cavidad auricular.

En la Figura 7 se puede observar los 45 genes que se sobre expresan (Z>2) de los
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cardiomiocitos auriculares, en tonalidades rojas y con un porcentaje de expresion mayor
al 50%, representada por el tamafio de los puntos. Los genes con mayor sobre expresion
son L3AMBTLA4 (Z=3.72) y NTN1 (Z=3.72), los cuales estan sefialados en la gréafica. Se
ha identificado a L3MBTL4 como un gen de susceptibilidad para la hipertension (Liu et
al., 2016), mientras que NTN1 es un gen codificador de la proteina llamada Netrina 1, la
cual pertenece a una familia de proteinas relacionadas con laminina. Aunque la funcién
de este gen en el corazon no se ha definido, se conoce que Netrina 1 esta involucrada en
la guia de axones y migracion celular (Stelzer et al., 2016). Sin embargo, esta bien
establecido que la Netrina 1 participa tanto en la angiogénesis como en la morfogénesis
de la vasculatura durante la vida fetal y también en la homeostasis de los vasos sanguineos
del adulto (Claro & Ferro, 2020). Segun estos resultados, posiblemente en esta funcion

vascular también estan involucrados los cardiomiocitos auriculares.
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Figura 7. Datos de andlisis de secuenciacion de ARN de una sola célula de Cardiomiocitos Auriculares en el corazon.
Grafico de puntos de genes sobre expresados significativos (Z> 2) en cardiomiocitos auriculares. El porcentaje de
expresion es dada por el tamafio de los puntos y el valor de Z score es representada por los colores. Los recuadros

indican los genes que tienen una mayor sobre expresion.
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4.1.3. Cardiomiocito Ventricular I, 11y 111

El cardiomiocito ventricular I es el subtipo celular con mayor nimero de genes
sobre expresados con un total de 382 genes (Anexo 1), en la Figura 8 Unicamente se
indican los 50 genes con mayor porcentaje de expresion, por lo que el tamafio de los
circulos es mayor. Los genes con mas sobre expresion en este subtipo celular son INADL,
FNIP2, 1QCJ- SCHIP1, FOCAD, ACADVL y ITGAYV, todos con un valor de Z=3.88
(Anexo 1). Estos genes se los ha relacionado con procesos bioldgicos como la contraccion
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Figura 8. Datos de analisis de secuenciacion de ARN de una sola célula de Cardiomiocitos Ventriculares en el
corazén Grafico de puntos de genes sobre expresados significativos en cardiomiocitos ventriculares tipo | (A) y
tipo 111 (B). El porcentaje de expresion es dada por el tamafio de los puntos y el valor de Z score es representada

por los colores. Los recuadros indican los genes que tienen una mayor sobre expresion o se detallan en el texto.
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de mdasculo estriado y el desarrollo de células musculares (Stelzer et al., 2016). Es
probable que los cardiomiocitos al formar las fibras musculares, sea necesaria la sobre

expresion de estos genes para mantener la contraccion cardiaca.

En los cardiomiocitos ventriculares Il, Unicamente el gen FHL2 tuvo una
expresion mayoral 50%, con un valor de Z=2.29, por lo que no se pudo realizar la gréafica
de puntos; ademaés, este gen también se encuentra sobre expresado en cardiomiocitos
ventriculares I, con un valor de Z=2.32 y un porcentaje de expresion de 98.2%. Este gen
regula negativamente la via de sefializacion de calcineurina / NFAT en cardiomiocitos
(Stelzer et al., 2016). Esta via de sefializacion se encarga de la regulacion de la
maduracion del corazén durante el desarrollo, asi como también de la regulacion de la
hipertrofia cardiaca adulta. Resulta importante la sobre expresion de este gen debido a
que actia en respuesta al aumento del calcio intracelular, especificamente en
cardiomiocitos que es un tejido sensible al calcio, ya que este es indispensable en la
contraccion y relajacion del musculo cardiaco (Schulz & Yutzey, 2004).

Por otra parte, FHL2 también inhibe la actividad apoptética del gen FOXOL1 que
regula el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial, que podrian ser importantes en el
metabolismo energético del corazén (W. He et al., 2018). Ademas este gen se encuentra
sobre expresado en adipocitos (Z=2.62; expresion 92.13%), por lo que probablemente
exista una interaccion importante con este subtipo celular (The UniProt Consortium,
2021).

Con respecto a los cardiomiocitos ventriculares 111, un total de 37 genes tienen
una expresién mayor al 50% (Figura 8B). El gen con mayor sobre expresion fue ACTAL
(Z2=3.45), que proporciona instrucciones para producir una proteina llamada alfa-actina
esquelética (Stelzer et al., 2016). La familia de las actinas son las principales proteinas
del sarcémero, la unidad principal de las células musculares (Figura 18), la funcion y
estructura de la actina se describird con detalle mas adelante en el apartado de ontologia
génica. Inicialmente se creia que la isoforma de actina 1 se encuentra Unicamente en el
musculo esquelético, sin embargo se demostro en 2005 que la actina alfa- esquelética es

la isoforma sarcomérica predominante en el corazon (Ilkovski et al., 2005).
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Los resultados de este analisis muestran diferencias evidentes en términos de
sobre expresion génica en los cardiomiocitos ventriculares. Ademas de las diferencias
funcionales, se observé claramente un contraste en términos de cantidad de genes sobre
expresados. Por un lado, el subtipo I tiene mas de 300 genes sobre expresados, mientras
que en el cardiomiocito ventricular Il Gnicamente hay un gen con sobre expresion y en el
cardiomiocito ventricular Il son 37. Este contraste probablemente se deba a la ubicacién

y funcion de cada uno de los ventriculos.

4.1.4. Cardiomiocito Citoplasmatico 1 y 11

Existen dos subtipos de cardiomiocitos citoplasmaticos: Cardiomiocitos
citoplasmaticos I y 11. En cuanto a los Cardiomiocitos citoplasmaticos I, se sobre expresa
un total de 9 genes, los cuales son NPPA, MYL4, ACTC1, MYL7, MT-CO3, TCAP, MT-
ND2, CRYAB, y MT-CYB. NPPA es el gen con mayor sobre expresion (valor de Z=
2.65) (Figura 9A) que codifica una proteina perteneciente a la familia de péptidos
natriuréticos. Esta hormona desempefia un papel clave en la mediacién de la homeostasis
cardiorrenal y esta implicada en la remodelacion vascular y la regulacion del metabolismo
energético. La sobre expresion de este gen en cardiomiocitos parece ser indispensable ya
que se conoce que también participa en la inhibicion de la remodelacion cardiaca y la
hipertrofia cardiaca al inducir la apoptosis de los cardiomiocitos y atenuar el crecimiento

de cardiomiocitos y fibroblastos (The UniProt Consortium, 2021).

En cuanto a los genes mitocondriales MT-CO3, MT-CYB, codifican subunidades
de los citocromos C y B, respectivamente, mientas que MT-ND2 codifica la proteina
NADH, todas ellas fundamentales en la cadena transportadora de electrones (Stelzer et
al., 2016). Recientemente, se ha demostrado que el deterioro de la cadena trasportadora
de electrones podria desencadenar insuficiencia cardiaca, debido a que existe un deterioro
energético cardiaco por la capacidad reducida para trasferir ATP al citosol y una
utilizacion ineficiente de la energia producida. Por esta razén es probable que la sobre
expresion de estos genes mitocondriales que se involucran en la cadena trasportadora de
electrones sea fundamental para mantener una correcta actividad metabélica y energética
(Noordali et al., 2018).
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Figura 9. Datos de anélisis de secuenciacion de ARN de una sola célula de Cardiomiocitos Citoplasmaticos en el corazén. Gréafico
de puntos de genes sobre expresados significativos en cardiomiocitos citoplasmaticos tipo | (A) y tipo Il (B). El porcentaje de
expresion se representa por el tamafio de los puntos y el valor de Z score es representada por los colores. Los recuadros indican

los genes que tienen una mayor sobre expresion o los que se detallan en el texto.

Por otra parte, en los cardiomiocitos citoplasmaticos 11 se observé 19 genes sobre
expresados (Figura 9B). EI gen MYL2 es el gen con mayor sobre expresion con un valor
de Z=3.44. MYL2 codifica la cadena ligera de miosina 2, la cual es una proteina contractil
que juega un papel en el desarrollo y la funcién del corazon (Stelzer et al., 2016). Es
probable que la sobre expresion de la miosina sea indispensable en los cardiomiocitos ya
que esta proteina es indispensable en la cinética de la contraccion del musculo cardiaco,
debido que forma parte del disco Z conformada por actina y miosina, las cuales son la
base de las células musculares (Sysa-Shah et al., 2012). La interaccion de las cabezas de
miosina se une a la actina, formando un puente cruzado que empuja los filamentos de

actina, causando asi la contraccion cardiaca (Figura 21) (McCain et al., 2012).

Los genes ACTC1 y CRYAB, aunque con diferentes valores de Z se sobre
expresan en los dos subtipos de cardiomiocitos (Figura 9). A pesar de que en los dos
subtipos celulares existen diferentes genes sobre expresados, estos genes se encuentran

muy relacionados entre si, como, por ejemplo, los genes MYL4 y MYL7 en los CMs
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citoplasmaticos 1y los genes MYL2 y MYL3 en los CMs citoplasmaticos 1. Estos genes
son cadenas de miosina son parte fundamental del movimiento del musculo cardiaco, y
se sobre expresan en dos subtipos de CMs Citoplasmaticos. Este resultado evidencia que,
aunque exista una similitud entre células en términos de fenotipo, a nivel molecular
pueden ser diferentes, en este caso ambos subtipos celulares expresan cadenas de miosina,
sin embargo, genéticamente son diferentes; es asi como se demuestra que es probable que
sea fundamental un andlisis celular a nivel de genes y proteinas para lograr la

caracterizacioén de esta diversidad.

4.1.5. Pericitos

En los pericitos se identificaron un total de 18 genes con un alto nivel de expresion
(Figura 10). El gen con sobre expresion mayor fue EGFLAM con un valor Z de 3.84. Este
gen codifica una proteina involucrada en procesos biolégicos como la organizacion de la
matriz extracelular. Su principal funcion es la unién de iones de calcio del reticulo
sarcoplasmico (EmbI-Ebi, 2021). Esta unién permite la liberacién del calcio suficiente
que permite la sefial eléctrica del sistema nervioso para iniciar la contraccién del musculo
cardiaco, (Sutanto y Heijman, 2019). Aunque no se ha identificado la funcién de los
pericitos en el corazon, la sobre expresion de EGFLAM en este subtipo celular, podria

indicar que cumple un rol importante en la contraccién cardiaca.
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Figura 10. Datos de analisis de secuenciacion de ARN de una sola célula Pericitos en el corazén Grafico de puntos de genes
sobre expresados significativos (Z> 2) en pericitos. El porcentaje de expresion se representa por el tamafio de los puntos y el
valor de Z score es representada por los colores. Los recuadros indican los genes que tienen una mayor sobre expresion o se

detallan en el texto.
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4.1.6. Macrdéfagos

Un total de 27 genes se sobre expresan en los macréfagos (Figura 11), dentro de
ellos, el gen con una sobre expresion mayor es el MRC1, como se puede observar en la
gréfica. Este gen codifica una proteina llamada receptor de manosa de macrofagos, el cual
actla como receptor fagocitico de bacterias, hongos y otros patdégenos (The UniProt
Consortium, 2021). Se sabe que en el corazén, los macréfagos cardiacos tienen funciones
bioldgicas generalizadas, incluidas funciones en la presentacion de antigenos, fagocitosis
e inmunorregulacién, mediante la formacion de diversas citocinas y factores de
crecimiento; por lo tanto, estas células desempefian un papel activo en la reparacion de

tejidos después de una lesion cardiaca (Chen et al., 2020).
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Figura 11. Datos de analisis de secuenciacion de ARN de una sola célula de Macrdfagos en el corazén. Gréfica de
puntos de genes sobre expresados significativos (Z> 2) en macréfagos. El porcentaje de expresion se representa por
el tamafio de los puntos y el valor de Z score es representada por los colores. Los recuadros indican los genes que

tienen una mayor sobre expresion.

49



4.1.7. Endoteliales 1 y 11

Existen dos subtipos de células endoteliales: 1 y 1. En las células endoteliales | se
determinaron 18 genes sobre expresados (Figura 12A), de los cuales, el gen F8 obtuvo el
mayor valor de Z=3.56. El gen F8 proporciona instrucciones para producir una proteina
Ilamada factor V111 de coagulacion (Stelzer et al., 2016); actia generalmente después de
una lesion, los codgulos protegen el cuerpo sellando los vasos sanguineos dafiados y
evitando la pérdida de sangre (of Medicine, 2020). En base a estos resultados, es probable
que las células endoteliales, ademas de su funcién (Tabla 1) quizas este involucrada en la

reparacion de los vasos sanguineos después de ser dafiados (L. Wang et al., 2020).
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Figura 12. Datos de analisis de secuenciacion de ARN de una sola célula de células Endoteliales en el corazon. Grafico
de puntos de genes sobre expresados significativos (Z> 2) en células endoteliales | (A) y 1l (B). El porcentaje de
expresion se representa por el tamafio de los puntos y el valor de Z score es representada por los colores. Los recuadros

indican los genes que tienen una mayor sobre expresion.

En cuanto a las células endoteliales 11 se determinaron 45 genes sobre expresados

(Figura 12B), de los cuales DENND1A (Z=3.88), es el gen con mayor sobre expresion
50



en este subtipo celular. Este gen esta involucrado en la regulacion de la hipertrofia
cardiaca mediante la via endocrina mediada por clatrina (L. He et al., 2016).

Aunque su funcion especifica en células endoteliales no ha sido descrita, los resultados
muestran que las células endoteliales podrian estar involucradas en la regulacion de la

hipertrofia cardiaca (Stelzer et al., 2016).

4.1.8. Adipocitos

Este subtipo celular es el segundo con mayor numero de genes sobre expresados
después de los cardiomiocitos ventriculares 1l. En total 128 genes se encontraron sobre
expresados en los adipocitos cardiacos (Anexo 1). Sin embargo, en la figura 18 se puede
identificar los 50 genes con mayor sobre expresion. Los genes GPAM, ADIPOQ Yy ITGA
sefialados en la grafica, tienen un valor de Z=3.88 son los genes con mayor sobre
expresion. ADIPOQ es un gen que esta relacionado con el metabolismo de las grasas y la
sensibilidad de la insulina (Stelzer et al., 2016). Por otro lado ITGA, codifica una
integrina que estd relacionada con la adhesion célula -matriz, importante en la
comunicacion celular (The UniProt Consortium, 2021). GPAM, codifica una enzima,

esencial en la biosintesis de triglicéridos y otros glicerolipidos (Stelzer et al., 2016).

Es interesante como este subtipo celular representa uno de los que mayores genes
sobre expresados tiene. Los adipocitos en el corazon proporcionan la reserva energética
mas importante, necesaria para el correcto bombeo del corazon. Mas adelante se detallara

la importancia del metabolismo de lipidos en el sistema cardiovascular.
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En las células vasculares del musculo liso se identificaron 26 genes sobre

Figura 13. Datos de andlisis de secuenciacion de ARN de una sola célula de Adipocitos en el corazén. Grafico de
puntos de genes sobre expresados significativos (Z> 2) en adipocitos. El porcentaje de expresion se representa por el
tamafio de los puntos y el valor de Z score es representada por los colores. Los recuadros indican los genes que tienen
expresados (Figura 14). El gen ITGAS es el que tiene una mayor sobre expresion con un

4.1.9. Células vasculares de musculo liso

una mayor sobre expresion.



valor de Z=3.88. Codifica para una integrina esencial en la adhesion celular, el
remodelamiento citoesquelético y la activacion de las vias de sefializacion celular, méas
adelante se detallara la importancia de los mecanismos de adhesion en el corazon (The
UniProt Consortium, 2021).
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Figura 14. Datos de andlisis de secuenciacion de ARN de una sola célula de células Vasculares de Musculo Liso en el
corazon. Gréfico de puntos de genes sobre expresados significativos (Z> 2) en células vasculares de masculo liso. El
porcentaje de expresion se representa por el tamafio de los puntosy el valor de Z score es representada por los colores.

Los recuadros indican los genes que tienen una mayor sobre expresion o se detallan en el texto.
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4.1.10. Células Neuronales
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Figura 15. Datos de andlisis de secuenciacion de ARN de una sola célula de células neuronales en el corazon. Grafico
de puntos de genes sobre expresados significativos (Z> 2) en células neuronales. El porcentaje de expresion se
representa por el tamafio de los puntos y el valor de Z score es representada por los colores. Los recuadros indican los

genes que tienen una mayor sobre expresion.

En este subtipo celular se determinaron 7 genes con sobre expresion (Figura 15).
Estos genes estan relacionados con la adhesion neuronal (NCAM2, ADGRB3 y
CADMZ2). Ademas SCN7A codifica una proteina esencial del canal de sodio dependiente
de voltaje, que permite la transduccion de sefiales para la contraccién cardio muscular
(Stelzer et al., 2016). Aunque no se ha estudiado a profundidad las células neuronales en
el corazon, estas son esenciales en la contraccion y relajacion del corazén. El
mantenimiento y sincronizacion de estas células, es fundamental en el correcto

funcionamiento cardiaco (Kolodziejczyk & Ldénnberg, 2017).
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4.2. Red de interaccion proteina - proteina
A partir de los 804 genes sobre expresados, en los distintos subtipos celulares del
corazon, se obtuvo una red de 366 proteinas que interactdan entre si por medio de 1670

enlaces, como se representa en la Figura 16.
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Figura 16. (A) Red de interaccion PPi de proteinas sobre expresadas en el corazén humano con fisiologia

normal generado con STRING. La red se compone de 366 nodos y 1670 interacciones. La diferencia de color
de los nodos indica el grado de centralidad. El grado de centralidad 1 en amarillo y el mayor grado de

centralidad en morado. (B) Aumento de la red PPi de las 5 proteinas con mayor grado de centralidad.
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Por otra parte, a partir del analisis de grado de centralidad se determino el nimero
de interacciones de cada una de las proteinas para revisar todas las proteinas y su grado

de centralidad se encuentran en el anexo 3.

Tabla 3. Las 5 proteinas con mayor grado de centralidad en la red PPi

Grado de
Proteinas ) Célula
Centralidad
1 PI3KR1 39 Cardiomiocito ventricular |
2 ATG7 31 Macrofagos
3 FN1 31 Vasculares de Musculo Liso
4 EGFR 28 Fibroblastos 111
5 ACTN2 26 Cardiomiocitos Ventriculares 111

Dentro del estudio de las redes de interaccion, es importante la identificacion de
las proteinas mas centrales ya que estas proteinas al tener un mayor numero de
interacciones, es probable que su ausencia afecte la funcion de un nimero excepcional de
otras proteinas (Barabasi et al., 2011). Por esta razon, al ser un analisis 6mico, a
continuacion, se discutiran las funciones de las proteinas con mayor grado de centralidad
(Tabla 3).

4.2.1. Subunidad 1 reguladora de fosfatidilinositol-3-quinasa (P13KR1)

La proteina mas importante y con mayor indice de centralidad es PI3KR1, con un
total de 39 interacciones en la red (Tabla 3) (Oudit y Penninger, 2009). La PI3KR1 es una
subunidad que regula la actividad de la enzima Ilamada fosfatidilinositol 3-quinasa PI3K
(Sysa-Shah et al., 2012), que juega un papel importante en las acciones metabdlicas de la
insulina, se conoce que una mutacion en esta proteina se ha asociado con la resistencia a
esta hormona (Durrant y Hers, 2020). Se ha demostrado que la via de PI3K-AKT protege
a los cardiomiocitos de la apoptosis isquemica e hipoxica a travez de su funcion

mitocondrial (Song et al., 2018).

Es posible que la importancia de la PI3K radique en que, al igual que otras
quinasas participa en la fosforilacion de moléculas de sefializacion célular (Durrant y
Hers, 2020). Ademas, la interaccion que se demostré con mas de 30 proteinas en el

corazén se deba a que la sefializacion de PI3K es fundamental para varias actividades
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celulares, incluyendo el movimiento de celular, el transporte de materiales dentro de las
células y la supervivencia celular sobre todo es un regulador indispensable de la
proliferacion y apoptosis celular, ademas de ser un regulador clave de hormonas
(Oskouian y Saba, 2010).

Por otra parte, estudios recientes han relacionado la activacion de la via PI3K con
la sefializacion del calcio Ca?* el cual es indispensable en la contraccion y relajacion del
corazén (Figura 17). Por esta razon es probable que PI3K no solo regule la actividad
energética de los cardiomiocitos, sino tambiéen su funcidn contractil. El equilibrio entre la
contractilidad con el control metabdlico es crucial para las células del sistema
cardiovascular y esta emergiendo para desempefiar un papel clave en el desarrollo de
enfermedades (Ghigo et al., 2017).
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Figura 17. Via de sefializacion PI3K- Akt. Funciones principales de la via, crecimiento celular, apoptosis, metabolismo de

la glucosa, supervivencia celular, progresion del ciclo celular y sintesis de proteinas.
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En consecuencia, debido al alto grado de centralidad de PI3KR1, es posible
precisar que esta proteina no solo funciona como cardioprotector, sino que también es
indispensable en la regulacién de la contraccion cardiaca y el metabolismo energético
del corazdn (Oudit y Penninger, 2009). Ademas es probable que, al ser una proteina con
un alto ndmero de interacciones, la alteracion de su funcion tendria consecuencias
negativas; actualmente se le ha relacionado a PI3K con el desequilibrio energético que es
un desencadenante de diversas patologias cardiacas, incluida la insuficiencia cardiaca
(Sysa-Shah et al., 2012).

4.2.2. Proteina 7 relacionada con la autofagia (ATG?7)

La proteina ATG7 cuenta con un total de 31 interacciones con genes sobre
expresados en el corazon (Tabla 3), es la segunda proteina mas relevante en funcién a su
namero de interacciones. ATG7 es una proteina que actia como ligasa y juega un rol
central en la formacion de autofagosomas y cuando esta via se bloquea, los organulos
dafados y las proteinas alteradas se acumulan incluso en condiciones basales en los
hepatocitos (Karvela et al., 2016). En el corazon, ATG7 induce la autofagia basal y
atenla la acumulacién de proteinas mal plegada (lliadis et al., 2011). La importancia de
esta proteina probablemente se deba a que, en el corazon en condiciones normales, la
autofagia degrada y recicla componentes citoplasmaticos, como proteinas y organulos, y
elimina selectivamente las mitocondrias dafiadas como mecanismo citoprotector (Ha y
Bauer, 2018) (Wu y Lu, 2019). Al ser una proteina con un alto nimero de interacciones,
una alteracion, podria desencadenar enfermedades; se ha demostrado que la acumulacion
de proteinas y organulos anormales, especialmente mitocondrias, puede causar

directamente disfuncion cardiaca (Karvela et al., 2016).

4.2.3. Fibronectina 1 (FN1)

El gen FN1 proporciona instrucciones para producir dos tipos de proteina fibronectina
1. fibronectina 1 plasmatica soluble y fibronectina 1 celular insoluble (Warkala et al.,
2021). Esta proteina present6 un total de 31 interacciones (Tabla 3). Aunque no se ha
detallado una funcidn especificamente en el corazdn, se sabe que en las células del higado
producen fibronectina 1 plasmatica soluble y la liberan al torrente sanguineo, donde

participa principalmente en la coagulacion de la sangre y la cicatrizacion de heridas
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(Lockhart etal., 2011), por lo que posiblemente cumpla el mismo rol en el tejido cardiaco.
Por otra parte, la fibronectina 1 plasmatica soluble funciona en los espacios extracelulares
(Figura 18), adhiriéndose a la superficie de las células y uniéndose a proteinas como por
ejemplo el colageno (Fountoulaki y Dagres, 2015) para formar fibras que ayudan a reparar
los tejidos despues de una lesion, ademas, ayuda con la formacion continua de la matriz
extracelular (Warkala et al., 2021).

Por otro lado, se sabe que la fibronectina juega un papel esencial estando presente
tanto en tejidos con fisiologia normal como lesionados en proceso de curacion y
regeneracion (Warkala et al., 2021). Asi mismo, esta proteina tiene una participacion en
el control del comportamiento celular y ademaés tiene un rol fundamental en el control de
la adhesion, propagacion, migracion celular, proliferacién y diferenciacion celular
(Lockhart et al., 2011).
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Figura 18. Fibronectina unida al colageno interactuando con actina

Es importante recalcar que FN1 se encuentra sobre expresado en los macréfagos, es
decir que probablemente estas células ademas de su actividad inmunolégica podrian
intervenir en el desarrollo de la matriz extracelular en el corazon (Lockhart et al., 2011).
La alta interaccion de esta proteina seguramente se deba a que la matriz extracelular es
importante en el corazon ya que durante el desarrollo contiene numerosas moléculas que
forman un entorno dindmico que juegan un papel activo y crucial en la regulacion de los
eventos celulares (McCain et al., 2012). Ademas, las moléculas de matriz extra celular

que se encuentran en el corazén incluyen hialuronato, fibronectina, fibrilina,
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proteoglicanos y colagenos, las mismas que son imprescindibles en la estructura y

bombeo del corazén (Lockhart et al., 2011).

4.2.4. Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR)

La proteina EGFR esta sobre expresado en fibroblastos 111 en el corazén humano
y presenta un total de 28 interacciones (Tabla 3). Este gen proporciona instrucciones para
producir una proteina llamada receptor del factor de crecimiento epidérmico, que
atraviesa la membrana celular de modo que un extremo de la proteina permanece dentro
de la célula y el otro extremo se proyecta desde la superficie exterior de la célula (Iwabu
et al., 2004). Este posicionamiento permite que el receptor se una a otras proteinas
Ilamadas ligandos como el Factor de crecimiento epidérmico o EGF, fuera de la célula'y
reciba sefiales que ayudan a la célula a responder a su entorno, como por ejemplo, permite
la activacion de vias de sefializacion dentro de la célula que promueven el crecimiento, la

division y la supervivencia celular (Sysa-Shah et al., 2012).

Posiblemente la importancia este receptor, se deba a que también se ha
demostrado que tiene actividad en el desarrollo cardiaco normal, y cumple un rol en la
modulacién del tono vascular basal y la homeostasis vascular (Schreier et al., 2014). Por
otro lado, es probable que la alta interaccion que tiene EGFR en el corazén, sea debido a
su relacion en la regulacién de la presion arterial y de la remodelacion cardiaca. De igual
manera, se conoce que la sobre expresion de EGFR activa la sefializacion de pro-
supervivencia cardiacay las vias hipertroficas en los cardiomiocitos, incluida la via PI3K
/ AKT, que regula la supervivencia de los cardiomiocitos y la traduccion de proteinas
(Piper-Vallillo et al., 2020). Las proteinas de sefializacion downstream de la EGFR,
inician varias cascadas de transduccion de sefiales, principalmente las vias de la quinasa
regulada por sefial extracelular ERK / MAPK, y jun quinasa (JNK), regulando asi la
proliferacion celular, supervivencia, diferenciacion, migracion, inflamacion vy

homeostasis de la matriz (Chaudhary y Gajra, 2010).

4.2.5. Actinaen la contraccién del corazon (ACTN2)
La proteina ACTN2 con 26 interacciones (Tabla 3), perteneciente al disco Z Alfa
Actina 2, es un componente principal del disco Z del sarcomero expresado en el musculo

cardiaco y esquelético como se puede apreciar en la Figura 19. El alto grado de
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centralidad que presenta esta proteina seguramente se debe a que es la Unica isoforma
muscular de la a-actina expresada en el musculo cardiaco, la cual desempefia la funcién
mas importante del corazén, la contraccién. Como se puede visualizar en la Figura 18,
ACTN2 actlia como un anclaje de estructura y un sensor de estiramiento del sarcomero,
y participa en la organizacion de los canales idnicos en el Disco Z de los cardiomiocitos
(Park et al., 2021). Por otro lado, ACTN2 interactta directamente con los canales ionicos
cardiacos de potasio y de sodio. A través de la Alfa Actina 2 se ha reportado el
acoplamiento molecular de un canal de K* activado por Ca?*a los canales de Ca?* de tipo
L (Ehler, 2018).

Cardiomiocito
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Figura 19. Base estructural del cardiomiocito formado por fibras musculares. El sarcomero esta formado por filamentos de

actina y miosina. Se puede apreciar el disco Z de color azul en la fibra muscular.

Como se ha descrito, ACTN2 al ser una proteina con un alto nimero de interacciones,
un cambio conformacional y funcional podrian causar enfermedades; estudios previos
informaron que la mutacién ACTN2 puede conducir a diversas miocardiopatias, como
miocardiopatia dilatada, miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia restrictiva y
miocardiopatia no compactada del ventriculo izquierdo, asi como arritmias, fibrilacion

ventricular idiopatica, arritmias auriculares juveniles y muerte subita inexplicable (Park
61



et al., 2021; Rangaraju et al., 2012). Por esta razon ACTN2 es fundamental tanto a nivel

estructural como funcional en el corazén (llkovski et al., 2005).

4.3.0ntologia génica del corazén

Durante los andlisis de ontologia génica de los 804 genes sobre expresados en el
corazon humano, se observaron un total de 346 procesos bioldgicos, y 27 vias de
sefializacion en la Enciclopedia de Kyoto de Vias de Sefializacion de Genes y Genomas
KEGG (Kanehisa Laboratories, 2018). A partir de una curacién manual tomando en
cuenta la significancia estadistica en funcion del valor de P ajustado propio de cada
proceso bioldgico y ruta metabdlica e incluyendo una exhaustiva revision de literatura, se
determinaron 8 procesos biolégicos y 7 vias de sefializacion en KEGG mas
representativos, en los que se involucran todos los genes sobre expresados estudiados
(Figura 20, 22 y 23) los cuales fueron agrupados en tres conjuntos importantes: actina,

adhesion y vias de sefalizacion.

Los resultados de este analisis fueron representados en un Manhattan Plot (Figura
20, 22 y 23). En el Eje de las X se muestra las anotaciones, es decir se muestran los
procesos bioldgicos y vias de sefializacion. El Eje de las Y, muestra el logaritmo negativo
del valor de P ajustado, el cual es el resultado del analisis de correccion de errores
realizado por g:GOSt. Cada circulo de la grafica representa un solo proceso bioldgico o
via de sefializacion y estan escalados segun el nimero de genes identificados en ese
término. Los circulos mas claros representan términos insignificantes mientras que,
aquellos con mayor intensidad fueron los resultados significativos de la investigacion.
Adicionalmente, la tabla enumera los procesos bioldgicos seleccionados en el Manhattan
Plot y muestra cada uno de los valores de P, los cuales estan codificados por colores con

mayor intensidad los més significativos.

4.3.1. Actina

Los genes sobre expresados identificados previamente, mostraron que estaban
altamente relacionados con los procesos biologicos de actina (Figura 20). Para
comprender la funcion de la actina en el corazon, es necesario conocer la estructura
muscular del corazon (Ehler, 2018). El sarcomero es la unidad basica la fibra muscular,

los cuales contienen miosina y actina, las dos proteinas que se deslizan una sobre la otra
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para provocar una contraccion muscular (Figura 21) (McCain et al., 2012). Durante cada
latido del corazén, los cardiomiocitos sufren cambios de longitud y carga. Las neuronas
motoras llevan las sefiales desde el sistema nerviosos central a la fibra muscular, el cual
genera el potencial de accién, que a su vez causa la liberacion de iones de calcio (Kumar
et al., 2014). La unién desplazamiento de la actina sobre la miosina utilizando ATP,
permite la contraccion muscular, la cual esta regulado por los potenciales de accion y
concentraciones de calcio (Woodcock & Matkovich, 2005).
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Figura 20. Mapa de enriquecimiento de genes sobre expresados en el corazén humano relacionados a la actina. En la
grafica se expresan los valores de P ajustado para los procesos biolégicos que estan relacionados con actina. Cada
circulo representa un proceso hioldgico, los circulos enumerados representan aquellos sefialados en el recuadro. El
color naranja representa los procesos bioldgicos y el color rosa representa las vias de sefializacion de la base de datos
KEGG.

En la Figura 20 se muestran 4 procesos bioldgicos y una via de sefializacion
asociadas a la actina. El primero corresponde a los procesos basados en filamentos de
actina (P=4.722x10%) que comprende cualquier proceso celular que dependa de aquella
parte de las fibras musculares que incluye filamentos de actina y sus proteinas asociadas
(EMBL, 2020). Por otro lado, la organizacion de citoesqueleto de actina (P=1.701x10")
que es el resultado del ensamblaje y la disposicion de estructuras citoesqueléticas a nivel
celular (Rangaraju et al., 2012). Como se mencion0 anteriormente, el citoesqueleto forma
el armazon de los cardiomiocitos, proporciona integridad mecénica y resistencia,
estabiliza las proteinas sarcomérica y regula la forma celular, por lo que este proceso
resulta fundamental para la funcionalidad contractil y la estructural del corazon (Kolwicz
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etal., 2013). Algo semejante ocurre con la contraccion del musculo cardiaco (P=5.799x10
-10) es precisamente un proceso basado en filamentos de actina, por lo que seguramente
la regulacion y organizacion de actina serian fundamentales en el corazén (Ehler, 2018).
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Figura 21. Proceso de contraccion del musculo. Por intervencion de energia y calcio el sarcomero se contrae.

Por otro lugar tenemos la regulacion del citoesqueleto de actina (P=6.868x10),
la cual es fundamental ya que la vida media de la actina en el cardiomiocito varia entre 3
a 10 dias, por lo que resulta esencial la renovaciéon y ensamblaje de los filamentos de
actina (lliadis et al., 2011). Para llevar a cabo este proceso se necesita de varios factores
que puedan promoverlo. Es visible que el citoesqueleto de actina es dinamico y que los
cambios sutiles en estos procesos, alteraran la funcién normal de un cardiomiocito
(Woodcock y Matkovich, 2005).

4.3.2. Adhesion

El analisis de ontologia génica evidenci6 una alta significancia en los procesos de
adhesion (Figura 22). Seguramente se debe a que la adhesion celular es esencial en la
comunicacion y regulacion celular, y es de fundamental importancia en el desarrollo y
mantenimiento de los tejidos (Khalili y Ahmad, 2015). Por otra parte, interacciones
mecanicas entre una célula y su matriz extracelular, es decir la adhesion célula-matriz
(P=5.790x10®), pueden influir y controlar el comportamiento y la funcion de la célula.
Es probable que estos resultados también se deban a que la adhesion entre los miocitos
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cardiacos es esencial para que el corazon funcione como un sincitio electromecanico, es
decir es fundamental en la homeostasis ionica en el bombeo del corazon (Meagher et al.,
2021).
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Figura 22. Mapa de enriquecimiento de genes sobre expresados en el corazén humano relacionados a la adhesion. En
la grafica se expresan los valores de P ajustado para los procesos hiolégicos que estan relacionados con adhesion.
Cada circulo representa un proceso bioldgico, los circulos enumerados representan aquellos sefialados en el recuadro.
El color naranja representa los procesos biol6gicos y el color rosa representa las vias de sefializacion de la base de
datos KEGG.

Considerando que Meagher y colaboraciones demostraron que las moléculas de
adhesion como integrinas, con niveles elevados de expresion en el corazon, proveen un
ambiente estable durante el crecimiento, la diferenciacion y la migracion celular
(Meagher et al., 2021), es probable que procesos biolégicos de adhesién, de matriz y
adhesion focal (P=3.271x10'%) son fundamentales en el funcionamiento del corazon
(Haverslag et al., 2008).

Hay que mencionar, ademas el estudio de Fountoulaki Dagres en el 2015 que a
pesar de no haber realizado un analisis gendmico, detectaron que las moléculas de
adhesion focal trasmiten la fuerza mecéanica y las sefiales que regulan la matriz
extracelular (Fountoulaki & Dagres, 2015). Cabe sefialar también que este tipo de
adhesion prevalece en los filamentos de actina, siendo estas proteinas estructurales
principales del corazon, cumpliendo un rol importante en la contraccion del corazon
(Patel et al., 2020).
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Por lo tanto es probable que la arquitectura general del corazon esta determinada
por mecanismos de adhesion que involucran no solo interacciones célula-célula sino
también interacciones célula-matriz (Craik, 2010). La adhesion celular y la adhesion de
la matriz aseguran la comunicacion entre distintos subgrupos celulares cardiacos como
los fibroblastos y células endoteliales (Chaudhry et al., 2019). Ademaés, permite la
comunicacion celular y la estabilidad de la matriz extracelular, regulando asi la
homeostasis para el buen funcionamiento del corazon con fisiologia normal (Meagher et
al., 2021).

4.3.3. Vias de sefializacion

El resultado de este trabajo ademas permitié conocer las vias de sefializacién mas
significativas en el corazon humano. Se seleccionaron las cinco principales vias de
sefializacion obtenidas en KEGG (Figura 23). A continuacion, se detallaré la funcién y la

importancia de cada una de estas vias de sefializacién en el corazon.
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Figura 23. Mapa de enriquecimiento de vias de sefializacion de los genes sobre expresados en el corazén humano. En
la grafica se expresan los valores de P ajustado de las vias de sefializacion significativas. Cada circulo representa una

via de sefializacion, los circulos enumerados representan aquellos sefialados en el recuadro.
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4.3.3.1.Via de sefializacion AMPK

En la Figura 23 se puede observar en primer lugar la via de sefializacion AMPK
(P=3.193x107). La proteina quinasa activada por AMP (AMPK) es una serina treonina
quinasa que estd altamente conservada a lo largo de la evolucion. Es posible que su
significancia se deba a que el sistema AMPK actia como sensor del estado energético
celular (X. Li et al., 2019). Seguramente tiene un rol fundamental en el bombeo del
corazon ya que se activa por aumentos en la proporcién celular entre AMP y ATP causada
por tensiones metabdlicas que interfieren con la produccion de ATP, por ejemplo: la
privacion de glucosa u oxigeno, o el consumo acelerado de ATP como lo es la contraccion
muscular (Kolwicz et al., 2013). Por otro lado, una vez activada la AMPK conduce a una
inhibicion afin de las vias biosintéticas que consumen energia, como la sintesis de
proteinas, acidos grasos y glucogeno, y la activacion de las vias catabélicas productoras

de ATP, como la oxidacién y la glucolisis de los &cidos grasos (Herzig & Shaw, 2018) .

Otro aspecto por tomar en cuenta es que el corazén con fisiologia normal es un
organo muy eficaz; en el ser humano, impulsa mas de 5L de sangre por minuto, 7000L
por dia y 2,6 millones de litros por afio (Sutanto & Heijman, 2019). Para mantener este
trabajo, el corazon necesita un gran suministro de energia, aproximadamente mas de 6 kg
de ATP por dia. En corazones con fisiologia normal, la energia principal proviene de la
oxidacion de &cidos grasos, que representa entre el 40 y el 60% de la produccion de ATP,
mientras que la glucosa un 20%, lactato 10% al igual que las cetonas y aminoacidos
(Noordali et al., 2018).

La flexibilidad metabdlica multifacética del corazon con fisiologia normal permite
optimizar la produccién de energia, proporcionando la cantidad precisa de ATP necesaria
para una funcion contractil adecuada. El papel importante de la via AMPK seguramente
se debe a que actlia como sensor de energia, ademas se ha demostrado que tiene efectos
cardioprotectores pleiotrépicos y desempefia un papel fundamental en la progresion de la
insuficiencia cardiaca, por esta razon podria ser un objetivo terapéutico potencial (Bairwa
et al., 2016). La alteracién de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) podria ser
el causal de varias enfermedades, ya que existe evidencia que una alteracion del
metabolismo energético del miocardio juega un papel importante en el desarrollo y

progresion de la insuficiencia cardiaca (Sung et al., 2015).
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4.3.3.2.Via de sefializacion adrenérgica en cardiomiocitos

Para conocer la importancia de esta via de sefializacion, es necesario primero
conocer que en el corazon son necesarios varios mecanismos neurohormonales para
mantener el gasto cardiaco, para ello es importante la accion del sistema nervioso
simpatico (SNS). El Sistema nervioso simpético es una de las dos ramas del sistema
nervioso que participa en la regulacion de numerosos mecanismos homeostaticos,

incluida la funcion cardiaca (Sysa-Shah et al., 2012).

Las dos moléculas que se utilizan en la sefializacion del SNS son la epinefrina
(Epi), liberada por la médula suprarrenal, y norepinefrina (NEpi), también liberada por la
médula suprarrenal, asi como por las terminaciones nerviosas simpaticas (de Lucia et al.,
2014). Estos mediadores circulan por todo el cuerpo y actlan sobre receptores
adrenérgicos como los que se expresan en el corazon (Figura 24), provocando una
respuesta inotropica positiva (Dai et al., 2006); las respuestas inotropicas son aquellas
que ejercen un efecto sobre la contractilidad cardiaca. Por esta razén es probable que los

resultados de esta investigacion muestran que la via adrenérgica es esencial en el corazon.

(o & 1 \
). \\f @ Contractile Proteins
2 L-type Ca?* Functional Response:
|  channels

Contractility

Figura 24. Receptores adrenérgicos beta y respuesta funcional contractilidad. Obtenido de
(Madamanchi, 2007)

Hay que mencionar, ademas la inervacion densa del corazén por parte del sistema
nervioso simpatico (SNS) permite que el gasto cardiaco responda adecuadamente a las
necesidades del cuerpo en diversas condiciones, pero ocasionalmente el inicio abrupto de
la actividad del SNS puede desencadenar arritmias cardiacas. (J. Li et al., 2019; Rengo,
2014).
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Considerando que los receptores adrenérgicos pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) cuya sefializacion juega un papel critico en
la regulacion de la funcion y los procesos del sistema cardiovascular, es necesaria su sobre
expresion en el corazon humano. Por otra parte, se conoce que los cardiomiocitos
expresan al menos seis subtipos de receptores adrenérgicos (RA) B1, B2 y B3 y alfa
(Figura 24). En el corazon los receptores adrenérgicos B1 y B2 son los mas abundantes,
en una proporcion aproximada de 70:30 seguramente porque ambos subtipos aumentan

la frecuencia cardiaca y la contractilidad (Madamanchi, 2007).

4.3.3.3.Via de sefializacion cGMP-PKG

En la via de sefializacion cGMP-PKG, PKG es activado por el segundo mensajero
cGMP y luego transmite sefiales extracelulares. EI cGMP tiene tres objetivos principales:
proteina cinasa dependiente de cGMP o proteina cinasa G (PKG), fosfodiesterasa
regulada por cGMP (PDE) y canal ionico controlado por guanosina ciclico (CNG) de
nucledtidos ciclicos cationicos. PKG, una quinasa Ser / Thr eucariota universal, es el
objetivo méas importante aguas debajo de cGMP (Takimoto, 2012).

Seguramente la importancia de la via de sefializacién de cGMP-PKG se deba a
que media muchos procesos tales como la regulacién de la relajacion y contraccion de las
células del musculo liso vascular, anti-hipertrofia cardiaca, anti-aterosclerosis y anti-
lesion / reestenosis vascular (Tohse et al., 1995). La modificacion de esta via promueve
la reduccion de la tensién pasiva basada en la titina y, por lo tanto, puede representar un
objetivo terapéutico prometedor para reducir la rigidez del miocardio. Ademas, en el
corazon, el cGMP regula el tono vascular, la funcion plaquetaria, la contraccion de los
cardiomiocitos, la funcion mitocondrial y la sefializacion de la respuesta al estrés, por lo
que los resultados de esta investigacion concuerdan con la bibliografia (D. I. Lee & Kass,
2012; Takimoto, 2012).

4.3.3.4.Via de sefializacion PI3K-Akt

La via de sefalizacion fosfatidilinositol 3 '-quinasa, PI3K-Akt, es activada por
muchos tipos de estimulos extracelulares y regula funciones celulares fundamentales
como la transcripcion, traduccién, el metabolismo, proliferacion, crecimiento, la

supervivencia y la angiogénesis (Figura 17). La unién de factores de crecimiento a su
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receptor tirosina quinasa (RTK) o receptores acoplados a proteina G (GPCR) estimula
isoformas de PI3K. Ademas, PI3K cataliza la produccion de fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3) en la membrana celular. PIP3 a su vez sirve como un segundo mensajero
que ayuda a activar Akt. Una vez activo, Akt puede controlar procesos celulares clave
fosforilando sustratos involucrados en la apoptosis, sintesis de proteinas, metabolismo y

ciclo celular (Figura 25) (Kanehisa Laboratories, 2018)

Se ha demostrado en el corazon que la via PI3K (fosfoinositido 3-quinasa) ligada
a la produccidén del segundo mensajero lipidico PIP3 (Figura 17), estd potencialmente
implicada en la regulacion metabdlica, la activacion de hipertrofia y vias de
supervivencia. Ademas, es probable que la importancia de esta via de sefializacion se deba
a que, segin (Song et al., 2018) probd que en casos de isquemia, tiene efectos
cardioprotectores; asimismo, es probable que posea ventajas potenciales debido a que
normaliza las alteraciones de los canales ionicos a través de PIP3, eliminando
caracteristicas proarritmicas (Ghigo et al., 2017). De igual manera, la sefializacion de

Aktl es un regulador clave del crecimiento fisioldgico del corazon.

Es importante mencionar también que, en el corazon, la activacion de Akt esta
regulada por la insulina y el estado nutricional, el entrenamiento fisico, sobrecarga de
presion y enfermedad avanzada. Dado que, en estado normal la insulina interviene en la
viaPI3K / Akt y luego regula el transporte de glucosa, la sintesis de glucégeno y la sintesis
de proteinas, seguramente juega un rol importante en el metabolismo energético del
corazon. Ademas, la via de sefializacion PI3K / Akt promueve la biosintesis de lipidos e

inhibe la lipdlisis, las cuales regulan el metabolismo (Oudit & Penninger, 2009).

Por ultimo, se ha descubierto que los inhibidores de PI3K utilizados en el
tratamiento del cancer causan proarritmia, por lo cual se convierte en una via potencial
para la investigacion y evaluacion de la eficacia potencial de medicamentos antiarritmicos

y contra el cancer que estan actualmente en uso o en desarrollo (Durrant & Hers, 2020).

4.3.3.5.Via de sefializacion de apelina
El receptor de apelina-APJ es un receptor acoplado a proteina G de clase A, similar
a la rodopsina, con una amplia distribucion en todo el cuerpo humano (W. Wang et al.,

2013). Esta implicado en diferentes procesos fisiologicos clave como la angiogénesis, las
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funciones cardiovasculares, la proliferacion celular y la regulacién del metabolismo
energético (Figura 26). Por otro lado, el complejo ligando-receptor apelina-APJ también
estd involucrada en varias patologias que incluyen diabetes, obesidad, enfermedades

cardiovasculares y cancer (Kanehisa Laboratories, 2018).
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Figura 25.Via de sefializacion Apelina. Funciones principales de la via, crecimiento celular, apoptosis, metabolismo de

la glucosa, supervivencia celular, progresion del ciclo celular y sintesis de proteinas

Es posible que la importancia de esta via en el corazon radique en que la
sefializacion de Apelin-APJ tiene efectos cardioprotectores, se ha demostrado que la
administracion de apelina-13 a cardiomiocitos cultivados privados de glucosa tuvo un
efecto inhibitorio significativo sobre la apoptosis (Dai et al., 2006; Wysocka et al., 2018).
De igual forma, los niveles de apelina miocardica se reducen en pacientes con
insuficiencia cardiaca isquémica, y estos niveles mas bajos se asocian con mayores tasas
de mortalidad y remodelado cardiaco menos efectivo después de la lesion (W. Wang et
al., 2013).

Por otro lado, cabe sefialar que algunos de los aspectos mas indiscutibles de la
fisiologia de la apelina-APJ, desde la perspectiva del desarrollo de farmacos, estan
relacionados con sus efectos en el sistema cardiovascular, ya que la apelina se considera
uno de los agentes inotrépicos conocidos mas potentes (Szokodi et al., 2002), ademas, se
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ha demostrado que las dosis altas en ratones aumentan la contraccién del miocardio y
reducen la carga cardiaca sin inducir hipertrofia patoldgica (Dai et al., 2006).Ademas, la
apelina también es secretada por el tejido adiposo (Boucher et al., 2005), lo que lleva a
su descripcion como adipocina. Por esta razdn, es probable que la via de sefializacion de

apelina, sea uno de los componentes fundamentales en el funcionamiento del corazon.

Parece que esta via de sefalizacion es indispensable ya que en condiciones
normales los miocitos cardiacos expresan apelina y APJ y se ha demostrado que tienen
un efecto inotrdpico positivo in vitro (Szokodi et al., 2002), ademas que participa en la
disminucion de la presion arterial (Tatemoto et al., 2001) induciendo vasodilatacion (Japp
et al., 2008) y mejorando el gasto cardiaco, por ende, corrige la resistencia vascular
periférica en pacientes con insuficiencia cardiaca (Japp et al., 2010). Cabe sefialar también
que este peptido también puede abolir la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), reducir el estrés oxidativo y prevenir la hipertrofia cardiaca (Foussal et al., 2010).
Por ultimo, se sabe que la pérdida de apelina en ratones con inactivacién del gen, aumentd
la mortalidad por infarto de miocardio, el tamafio del infarto y la inflamacién, con una
reduccion de la via de supervivencia a través de la fosfatidil inositol 3-quinasa / proteina
quinasa B (PI3K / Akt), por esta razon y por lo anteriormente expuesto es posible afirmar
que el correcto funcionamiento del corazon depende en gran manera de esta via de
sefializacion (W. Wang et al., 2013).

En general, la evaluacion de los genes sobre expresados en el corazén demostro6
que la regulacion del metabolismo energético de lipidos es fundamental en el corazon con
fisiologia normal, lo que seguramente obedece a la necesidad de grandes cantidades de
energia que requiere corazdn para mantener la funcion contractil. Ademas, es claro que
la autofagia y la regulacion de los mecanismos neurohumorales en el corazén son
indispensables para mantener el ritmo cardiaco. Por otra parte, se identifico que los genes
que codifican a las proteinas con mayor nimero de interacciones, se sobre expresan en
células como cardiomiocitos ventriculares, macréfagos, células vasculares de muasculo
liso y fibroblastos 111, lo que indica que el correcto funcionamiento cardiaco no solo
depende de los cardiomiocitos, sino que también estan involucrados otros subtipos
celulares que cumplen funciones especificas que ayudan a mantener la fisiologia normal

del corazon.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Se obtuvieron 804 genes sobre expresados en el corazon. La sobre expresion de
estos genes no se han descrito previamente en el corazon y esta informacion
puede ayudar a identificar funciones nuevas en los diferentes subtipos celulares.
Las proteinas que presentan mayor nimero de interacciones son PI3KR1 y
ATG7, que estdn relacionadas el metabolismo energético y la autofagia,
respectivamente.

Por otro lado, las proteinas FN1, EGFR, ACTN2 que también presentaron un alto
grado centralidad, estan involucrados con la estructura de la matriz extracelular,
y muscular.

Los 804 genes sobre expresados mostraron que los procesos biol6gicos mas
relevantes en el corazon estan relacionados con el uso de la actina para
modelamiento del citoesqueleto y contraccion de fibras musculares y adhesién
celular.

Las vias de sefializacion més significativas estan relacionadas a la produccion y

regulacion de la energia, mecanismos neurohormonales y cardio proteccion.

5.2.Recomendaciones

Es recomendable analizar la sobre expresion de los genes por cada subtipo celular
para poder obtener un perfil funcional de cada uno.

Esta investigacion puede utilizarse como una base de datos moleculares para
contrastar con investigaciones de corazones con alguna cardiomiopatia, lo que
permitiria identificar los cambios de genes y proteinas especificas involucradas
en diferentes enfermedades que afectan al corazon.

Se recomienda una investigacion sobre la interaccion de los distintos subtipos
celulares, para poder conocer mejor sobre su mecanismo de comunicacion y cuél
es su funcidn en conjunto para poder realizar la contraccion cardiaca.

Se recomienda desarrollar o mejorar un software para realizar un anélisis de

ontologia génica que tome en cuenta los subtipos celulares.
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ANEXOS

Anexo 1. Genes sobre expresados en cada una de las células del Corazén

Célula Genes Z-score % de expresion
Fibroblastos | ACSM3 2,45 83,57
Fibroblastos | ABCAG6 2,3 75,41
Fibroblastos | ABCAS 2,24 74,79
Fibroblastos | ABCA9 2,2 64,95
Fibroblastos | DCN 2,21 88,76
Célula Genes Z-score % de expresion

Fibroblastos I1 PID1 2 91,98

Fibroblastos 11 GAB?2 2,01 67,65

Fibroblastos Il ABCA9 2,03 73,05

Fibroblastos Il ECE1 2,04 59,67

Fibroblastos Il ABCAG6 2,05 82,57

Fibroblastos Il ZFHX3 2,05 78,81

Fibroblastos I1 NNMT 2,05 57,99

Fibroblastos 1l NAV2 2,06 72,41

Fibroblastos Il ACSM3 2,07 87,88

Fibroblastos Il SMAD3 2,07 52,17

Fibroblastos Il KAZN 2,08 74,56

Fibroblastos Il COL8A1 2,09 50,37

Fibroblastos Il LAMC1 2,1 74,17

Fibroblastos Il PDXDC1 2,1 67,43

Fibroblastos Il UNC5C 2,1 65,89

Fibroblastos I1 NID1 2,11 70,16

Fibroblastos I1 TIMP3 2,12 88,71

Fibroblastos Il LRRC16A 2,12 64,73

Fibroblastos Il COL4A4 2,13 59,25

Fibroblastos Il TBX20 2,15 60,67

Fibroblastos Il TSHZ2 2,16 74,31

Fibroblastos I1 LPAR1 2,17 66,73

Fibroblastos Il SPOCK1 2,18 70,17

Fibroblastos |1 KCNT2 2,18 51,8

Fibroblastos I1 DCN 2,19 95,91

Fibroblastos Il DCLK1 2,2 84,36
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Fibroblast 11 SESTD1 2,2 60,86

Fibroblast 11 ABCA10 2,2 52,78

Fibroblast 11 ABCAS8 2,22 83,95

Fibroblast 11 UGGT2 2,22 74,97

Fibroblast 11 DDR2 2,23 60,06

Fibroblast 11 SLIT2 2,25 55,53

Fibroblast 11 BICC1 2,32 68,71

Fibroblast 11 GSN 2,34 97,56

Fibroblast 11 LGR4 2,34 70,05

Fibroblast 11 CFH 2,34 65,17

Fibroblast 11 ABI3BP 2,39 69,33

Fibroblast 11 ROBO1 2,4 50,31

Fibroblast 11 FBN1 2,42 78,61

Fibroblast 11 COLGBA3 2,43 56,56

Fibroblast 11 MAMDC2 2,45 70,62

Fibroblast 11 C7 2,48 78,09

Fibroblast 11 ABTB2 2,48 60,78

Fibroblast 11 CFD 2,49 78,2

Fibroblast 11 OSBPL9 2,49 69,07

Fibroblast 11 ADD3 2,5 51,09

Fibroblast 11 SPATAG 2,54 52,6

Fibroblast 11 TXNRD1 2,58 65,86

Fibroblast 11 ELN 2,65 90,89

Fibroblast 11 MGP 2,66 53,65

Fibroblast 11 PCOLCE2 2,73 60,11

Fibroblast 11 MFAP5 3,09 50,82

Célula Genes Z-score % de expresion
Atrial Cardiomyocyte NTN1 3,72 66,97
Atrial Cardiomyocyte L3MBTL4 3,72 53,23
Atrial Cardiomyocyte TPM3 3,69 54,91
Atrial Cardiomyocyte ZNF385B 3,63 55,23
Atrial Cardiomyocyte TBX5 3,59 60,24
Atrial Cardiomyocyte CADPS 3,51 64,78
Atrial Cardiomyocyte STAT4 341 58,69
Atrial Cardiomyocyte ASTN2 3,29 64,74
Atrial Cardiomyocyte PGM5 3,28 71,6
Atrial Cardiomyocyte PRKAG2 3,14 90,74
Atrial Cardiomyocyte MYH6 3,09 96,01
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Atrial Cardiomyocyte MYL7 2,99 91,48
Atrial Cardiomyocyte MYL4 2,86 76,49
Atrial Cardiomyocyte RABGAP1L 2,81 92,25
Atrial Cardiomyocyte PAM 2,78 94,54
Atrial Cardiomyocyte FRMD5 2,77 53,02
Atrial Cardiomyocyte CAMK1D 2,63 63,9
Atrial Cardiomyocyte GREBI1L 2,62 63,21
Atrial Cardiomyocyte LTBP1 2,6 85,17
Atrial Cardiomyocyte FAM129A 2,58 86,37
Atrial Cardiomyocyte EYA4 2,57 71,13
Atrial Cardiomyocyte EDA 2,53 51,18
Atrial Cardiomyocyte IGF1R 2,37 70,16
Atrial Cardiomyocyte RALYL 2,35 57,24
Atrial Cardiomyocyte GPC5 2,34 54,63
Atrial Cardiomyocyte CALD1 2,33 95
Atrial Cardiomyocyte XYLT1 2,3 56,74
Atrial Cardiomyocyte ERBB4 2,29 81,41
Atrial Cardiomyocyte SRL 2,24 63,01
Atrial Cardiomyocyte ACTN4 2,23 53,08
Atrial Cardiomyocyte DAPK2 2,21 64,89
Atrial Cardiomyocyte PXDNL 2,18 79,39
Atrial Cardiomyocyte MYO18B 2,17 87,67
Atrial Cardiomyocyte TRDN 2,16 82,86
Atrial Cardiomyocyte NPPA 2,14 94,12
Atrial Cardiomyocyte PPARGC1A 2,14 66,38
Atrial Cardiomyocyte SAMD4A 2,12 86,84
Atrial Cardiomyocyte PCDH9 2,11 82,73
Atrial Cardiomyocyte ROR1 2,11 73,03
Atrial Cardiomyocyte MGAT5 2,11 55,03
Atrial Cardiomyocyte BTBD9 2,1 62,11
Atrial Cardiomyocyte PDLIM3 2,1 61,19
Atrial Cardiomyocyte ATP2A2 2,03 78,28
Atrial Cardiomyocyte TACC2 2 75,69
Atrial Cardiomyocyte MPP3 2 62,77
Célula Genes Z-score % de expresion

Ventricular Cardiomyocyte | INADL 3,88 91,54
Ventricular Cardiomyocyte | FNIP2 3,88 66,1
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2,35
2,35
2,35
2,34
2,34
2,33
2,33
2,33
2,33
2,32
2,32
2,32
2,32
2,31
2,31

2,3

2,3

23

52,21
61,53
66,66

56,7

95,5
88,23
74,25
72,87
62,08
50,24
78,38
63,27
54,38
93,58

82,3
80,59

76,4
70,23
60,65
54,94
81,44
69,72
93,74
68,71
61,52
94,37
50,76
96,18
92,25
58,02
57,52

98,2
91,41
83,07
70,02

92,2
74,38
79,37
79,14
78,48
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Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |

Ventricular Cardiomyocyte |

VCL
ATRX
RCAN2
CCSER1
HOOK2
HOMER1
FNIP2
PRELID2
SCAF11
RNF150
PNISR
ATXN1
CPED1
BACH1
TRAK1
CPEB4
GSK3B
SOX6
NCKAP5
HIPK3
MAP3K5
RUNX1T1
SLC16A7
ERC1
FILIP1L
PPARA
UBR5
FAM160A1
ETFA
PAFAH1B1
CDH13
SRPK?2
BRE
MGAT5
RNF111
MYOZ2
ILIRAPL1
PIBF1
DTNA
INSR

2,3

2,3
2,29
2,29
2,29
2,29
2,29
2,29
2,29
2,28
2,28
2,28
2,28
2,28
2,28
2,27
2,27
2,26
2,26
2,26
2,26
2,26
2,25
2,24
2,24
2,24
2,23
2,23
2,23
2,22
2,21
2,21
2,21
2,19
2,19
2,18
2,18
2,18
2,17
2,17

77,96
60,34
94,32
89,66
78,29
71,14

66,1
66,09
58,49
87,13
80,07
75,16
72,64

57,5
50,51
85,09

54,9
88,62

71,5
67,83
64,73
55,79
80,66
84,53
67,33
51,17
61,24
53,69
51,25
63,25
96,96
63,78

60,9
69,55
51,71
93,56
89,19

50,7

91,7

85,4

98



Ventricular Cardiomyocyte |
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Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |
Ventricular Cardiomyocyte |

Ventricular Cardiomyocyte |

EPS15
PAPD4
PHACTR1
TACC2
CAST
VPS13A
UBR2
THSD4
PPP1R12B
PARK?2
MLLT10
C200rf194
NEBL
MLIP
TBC1D5
ATP11A
FHIT
SLC7A6
PLCB4
GTF2lI
ANKH
MAST4
RERE
HERC1
EDA
RGL1
ABLIM1
EXOC6B
CAMK2D
PSD3
MAP4
WNK1
ELAVL1
FNDC3A
DDX17
ZMYM2
ADRA1A
PLEKHAS
SYNPO2
SLC20A2

2,17
2,17
2,16
2,16
2,16
2,16
2,16
2,15
2,14
2,13
2,13
2,12
2,11
2,11
2,11
2,11

2,1

2,1

2,1

2,1

2,1
2,09
2,09
2,09
2,09
2,09
2,08
2,08
2,08
2,08
2,08
2,08
2,08
2,07
2,07
2,07
2,07
2,06
2,06
2,06

61,67
56,89
93,78
92,27
62,49
54,39
50,31
96,36
97,72
96,71
60,41
64,48
97,76
97,23
79,49
56,28
96,07
74,25
68,73
57,25
56,73
95,39
84,74
59,27
57,15

54,6
98,77
96,57
95,72
94,92
94,74
68,01
51,22
70,72
65,59
57,86

56,5
97,29
92,99
71,51
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Ventricular Cardiomyocyte | CADM1 2,06 51,77
Ventricular Cardiomyocyte | CDH2 2,05 95,89
Ventricular Cardiomyocyte | FGD4 2,05 68,93
Ventricular Cardiomyocyte | NFATS 2,05 66,84
Ventricular Cardiomyocyte | DST 2,04 94,55
Ventricular Cardiomyocyte | OBSCN 2,04 87,14
Ventricular Cardiomyocyte | ANK2 2,03 94,62
Ventricular Cardiomyocyte | ATP2A2 2,03 91,68
Ventricular Cardiomyocyte | SON 2,03 65,53
Ventricular Cardiomyocyte | PCDH7 2,02 90,15
Ventricular Cardiomyocyte | SRL 2,02 74,37
Ventricular Cardiomyocyte | USP34 2,02 73,07
Ventricular Cardiomyocyte | PALMD 2,02 70,9
Ventricular Cardiomyocyte | TPM2 2,02 67,89
Ventricular Cardiomyocyte | GREBI1L 2,01 70,1
Ventricular Cardiomyocyte | BRAF 2,01 69,21
Ventricular Cardiomyocyte | RAB7A 2,01 56,04
Ventricular Cardiomyocyte | CD36 2 98,7
Ventricular Cardiomyocyte | QKI 2 97,06
Ventricular Cardiomyocyte | PALM2-AKAP2 2 50,17

Célula Genes Z-score % de expresion
Cytoplasmic Cardiomyocyte | NPPA 2,65 94,81
Cytoplasmic Cardiomyocyte | MYL4 2,3 63,88
Cytoplasmic Cardiomyocyte | ACTC1 2,21 78,59
Cytoplasmic Cardiomyocyte | MYL7 2,14 80,06
Cytoplasmic Cardiomyocyte | MT-CO3 2,13 82,15
Cytoplasmic Cardiomyocyte | TCAP 2,11 68,35
Cytoplasmic Cardiomyocyte | MT-ND2 2,05 54,89
Cytoplasmic Cardiomyocyte | CRYAB 2,03 58,51
Cytoplasmic Cardiomyocyte | MT-CYB 2 64,41
Célula Genes Z-score % de expresion

Pericyte EGFLAM 3,84 52,15
Pericyte GUCY1A2 3,79 61,84
Pericyte FRMD3 3,69 73,2
Pericyte RGS5 3,69 53,87
Pericyte FAMG65C 3,58 56,08
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Pericyte ABCC9 3,37 56,26
Pericyte PDGFRB 3,35 58,83
Pericyte EPS8 2,79 75,5
Pericyte DLC1 2,72 97,54
Pericyte MAP1B 2,72 50,63
Pericyte ZNF407 2,59 51,23
Pericyte PDZD2 2,33 85,95
Pericyte CPM 2,28 58,44
Pericyte HIP1 2,27 55,21
Pericyte ADAMTS9 2,22 62,77
Pericyte PLA2G5 2,16 91,34
Pericyte PTEN 2,03 60,95
Pericyte LHFP 2 75,91
Célula Genes Z-score % de expresion
Macrophage MRC1 3,82 72,09
Macrophage CD163 3,81 71,21
Macrophage SLC11A1 3,8 50,4
Macrophage FMN1 3,79 79,45
Macrophage MERTK 3,79 51,24
Macrophage RBM47 3,78 69,68
Macrophage F13A1 3,77 80,76
Macrophage COLEC12 3,67 50,68
Macrophage RAB31 3,66 52,12
Macrophage RBPJ 3,65 84,9
Macrophage AP2A2 3,6 55,54
Macrophage RNF149 3,59 57,19
Macrophage FRMD4B 3,38 71,26
Macrophage SIPA1L1 3,36 52,78
Macrophage MYO1F 3,25 51,59
Macrophage SLC9A9 2,87 66,71
Macrophage ATG7 2,81 54,45
Macrophage DPYD 2,8 84,43
Macrophage ZEB2 2,68 78,21
Macrophage MTSS1 2,65 53,28
Macrophage LDLRADA4 2,6 74,27
Macrophage ZSWIM6 2,41 56,04
Macrophage GNAQ 2,4 57
Macrophage SPIDR 2,25 58,39
Macrophage Cl10orf11 2,17 78,44
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Macrophage MAN1A1 2,09 55,91
Macrophage DOCK4 2,08 57,18
Célula Genes Z-score % de expresion

Endothelium | ANO2 3,18 74,68
Endothelium | DOCK9 3,04 52,06
Endothelium | EMCN 2,27 61,88
Endothelium | ENG 2,16 75,45
Endothelium | EPAS1 2,71 52,44
Endothelium | F8 3,56 55,41
Endothelium | FLT1 3,06 62,26
Endothelium | KIAA1217 2,02 68,2
Endothelium | LDB2 2,2 86,95
Endothelium | NCOA3 2,45 53,26
Endothelium | PLEKHG1 3,28 51
Endothelium | PTPRB 3,17 66,21
Endothelium | RIN2 2,53 51,94
Endothelium | ST6GALNAC3 2,47 85,31
Endothelium | SYNE1 2,68 77,37
Endothelium | SYNE2 3,19 57,17
Endothelium | TMTC1 2,5 67,85
Endothelium | VWF 3,22 65,52
Célula Genes Z-score % de expresion
Endothelium 11 ADAMTS9 2,24 67,46
Endothelium 11 ARGLU1 2,49 51,91
Endothelium I ARHGAP26 2,69 87,09
Endothelium 11 ASAP1 2,69 79,4
Endothelium I BMPR2 2,54 69,99
Endothelium 11 CADPS2 2,52 54,85
Endothelium 11 CALCRL 2,64 65,06
Endothelium 11 CD9 2,82 53,62
Endothelium 11 DENND1A 3,88 51,98
Endothelium I EMCN 2,98 78,05
Endothelium Il ENG 2,5 88,46
Endothelium 11 EPB41L4A 3,18 55,94
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Endothelium Il EVALC 2,55 62,8
Endothelium 11 FOXP1 2,11 81,77
Endothelium I GMDS 3,72 77,2
Endothelium 11 GULP1 3,32 58,9
Endothelium 11 HIPK2 2,22 65,98
Endothelium Il HMCN1 3,38 54,65
Endothelium I HSPG2 2,43 66,73
Endothelium I ITGA9 2,57 50,82
Endothelium 11 KMT2E 2,14 50,32
Endothelium 11 LDB2 3 96,05
Endothelium 11 MYRIP 3,69 62,56
Endothelium 11 NOSTRIN 3,54 54,8
Endothelium Il PCDH15 3,86 61,4
Endothelium Il PDE7B 2,8 61,37
Endothelium Il PECAM1 3,11 69,93
Endothelium Il PIBKC2A 2,75 50,95
Endothelium 11 PITPNC1 2,52 92,09
Endothelium 11 PKHD1L1 3,81 72,28
Endothelium 11 PLPP1 2,1 65,17
Endothelium 11 POSTN 3,84 52,72
Endothelium Il PRKCH 2,55 54,65
Endothelium I RALGAPA2 3,07 53,79
Endothelium I SASH1 2,4 56,49
Endothelium I SETBP1 2,15 53,58
Endothelium 11 SLCO2A1 2,59 53,35
Endothelium 11 SPTBN1 2,23 78,07
Endothelium 11 ST6GAL1 2,24 62,53
Endothelium 11 ST6GALNACS3 2,67 89,55
Endothelium I TMEM108 3,42 52
Endothelium I TMEM132C 2,34 65,66
Endothelium I TMEM2 3,22 58,71
Endothelium 11 TMTC1 2,32 73,1
Endothelium 11 WWTRL1 3,11 58,15
Célula Genes Z-score % de expresion

Adipocyte CCDC91 2,29 60.04

Adipocyte EBF1 2,28 97,08

Adipocyte ACACB 3,28 96,94

Adipocyte PDE3B 3,32 94,07
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Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte

SIK2
FOXO1
GHR
GBE1
MGST1
GPAM
COL4A2
PPARG
AGBL4
UBE2E2
FRMDA4A
MGEA5
BCL2
PLXNA4
ITPR2
PRKAR2B
COL4A1L
SAT1
ACSL1
APBB2
LPL
AQP7
MYCBP2
TMEM135
EHBP1
MAPK10
TMEM132C
ITSN1
PDESB
TRPS1
PTPRS
LIPE
TENMS3
CLMP
GPC6
TLN2
ADH1B
PTEN
LAMA4
SLC7A6

3,41
2,62
3,78
2,43
2,13
3,88
2,18
3,72
3,09

2,7
2,85
3,74
3,03
3,62
3,11
3,86
2,58
2,98
3,58
2,32
2,58
3,05
3,19
3,38
2,45
3,32
2,73
3,88
3,65
2,07

2,2
3,87
3,51
2,87

2,75
2,44
2,21
3,54
2,57

92,39
92,13
91
90,67
88,95
88,91
88,6
86,49
85,39
84,43
83,53
82,14
81,2
80,84
80,04
80,04
79,06
78,55
77,85
77,43
77,35
75,12
74,39
74,09
73,97
73,75
73,46
73,35
72,57
71,74
71,25
71,11
70,33
69,98
69,33
68,2
67,84
67,76
67,61
67,53
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Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte

RHOBTB3
FOXP2
SLC16A7
SLC1A3
ASPH
SOX5
TPRG1
ELMODS3
ADIPOQ
TEAD1
CPM
ECHDC2
RTN4
APBBL1IP
PCCA
ANGPTL4
PLINS
IGF1
HOOK2
TNS1
ANOB
ADRBK2
MLXIPL
SOS1
PALMD
OSBPL1A
ACSS2
DHRS3
CTIF
PLIN1
ADIPOR2
MME
SH3KBP1
PCSK5
FASN
ANKRD12
RTN3
ACACA
TNRC6A
TCF7L2

2,94
2,25
2,14
2,32
3,55
3,26

35
3,83
3,88
2,63
2,13
2,24
2,52
3,43
3,19
3,71
3,42
2,87
2,17
2,44
3,41
3,66
3,84
2,82
2,28
3,55
3,53
3,39
3,55
3,88
2,48
3,88
3,59
2,57
3,87

2,3
3,75
3,31
2,04
211

67,52
67,01
66,98
66,72
66,08

65,6
65,34
64,99
64,56
63,91

63,8
63,64
63,22
63,07
63,05
63,04
62,43

62,4
62,36

62,3
62,09
62,07
61,86
61,68
61,61
61,18
61,16
60,82
60,66
60,24
60,13
59,93
59,78
59,46

59,4
59,19
58,77
58,51
57,47
57,03
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Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte
Adipocyte

TMEM164
ADRA1A
ACSS3
ROCK?2
MDFIC
TRHDE
UVRAG
VKORCI1L1
SUMF1
CRLS1
FABP4
SRSF11
SLC39A11
ME1
HIVEP3
LRP1
NCOR1
GYG2
PTPRF
ATXN2
FAM13A
LIMAL
FAM214A
SNX9
BCKDHB
MLLT10
LIMS1
LPIN1
RAB2A
PFKFB3
ELOVL5
ITGA7
SVEP1
DOCK11
USP33
PSMA1
GTF21
MARC1
SLTM
PBRM1

2,99
2,94
2,14

2,6
3,38
3,69
2,78
3,79

2,4
3,64

3,6
2,08
2,32
3,36
2,22
2,63

2,4
3,88
3,86

2,2
3,26
3,12
3,43
2,47
2,93
2,34
3,09
3,75
3,05
3,63

3,5
3,88
2,75
3,17
2,98

3,5
2,52
3,86
3,06
2,64

56,8
56,63

56,4
56,32
56,16
56,16
55,94
55,49
55,28
54,86
54,72
54,55
54,46
54,39
54,29
54,26
54,05
53,78
53,77
53,65
53,59
53,42
53,35
53,23
53,13

52,9
52,88
52,73
52,64
52,48
52,45
52,44
52,04
51,55
51,09
50,94
50,77
50,72

50,6
50,57
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Adipocyte CLSTN2 2,34 50,49
Adipocyte BCL6 2,79 50,29
Adipocyte LDLRAD3 3,2 50,22
Adipocyte MNAT1 3,07 50,09

Célula Genes Z-score % de expresion
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MYL2 3,44 92,75
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il COX7C 3,34 55,68
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il TNNC1 3,32 73,21
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MYL3 3,13 54,96
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MB 3,1 88,81
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il CRYAB 2,85 70,46
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MT-ND1 2,82 65,19
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MT-ATP6 2,81 80,03
Cytoplasmic Cardiomyocyte 1l SLC25A4 2,71 60,07
Cytoplasmic Cardiomyocyte 1l MT-CYB 2,38 69,19
Cytoplasmic Cardiomyocyte 1l MT-ND4 2,38 64,84
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MT-CO2 2,37 66,64
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il DES 2,36 66,47
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il TNNI3 2,31 85,8
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MT-ND3 2,22 51,75
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MT-CO3 2,15 80,82
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MT-ND2 2,15 54,46
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il MYH7 2,13 76,23
Cytoplasmic Cardiomyocyte Il ACTC1 2,07 82,06
Célula Genes Z-score % de expresion
Vascular Smooth Muscle ITGAS 3,88 74,49
Vascular Smooth Muscle MYH10 3,8 52,13
Vascular Smooth Muscle MYH11 3,79 80,99
Vascular Smooth Muscle LMOD1 3,68 63,97
Vascular Smooth Muscle ACTA2 3,65 74,63
Vascular Smooth Muscle CNTN4 3,52 65,07
Vascular Smooth Muscle PDZRN4 3,51 51,43
Vascular Smooth Muscle PPP1R12A 3,39 60,85
Vascular Smooth Muscle KCNABL1 3,29 75,73
Vascular Smooth Muscle MYO1D 3,27 66,62
Vascular Smooth Muscle SDK1 2,98 58,08
Vascular Smooth Muscle ETV6 2,93 56,43
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Vascular Smooth Muscle FN1 2,67 56,06
Vascular Smooth Muscle NBEAL1 2,6 63,31
Vascular Smooth Muscle FRY 2,59 66,83
Vascular Smooth Muscle KALRN 2,57 69,48
Vascular Smooth Muscle SLIT3 2,47 56,6
Vascular Smooth Muscle RBPMS 2,32 85,12
Vascular Smooth Muscle LPP 2,29 97,23
Vascular Smooth Muscle ARHGAP10 2,23 73,99
Vascular Smooth Muscle KIF13A 2,2 56,74
Vascular Smooth Muscle MTHFD1L 2,16 59,76
Vascular Smooth Muscle MSRB3 2,13 70,3
Vascular Smooth Muscle RASAL2 2,12 78,15
Vascular Smooth Muscle SYNPO2 2,11 75,66
Vascular Smooth Muscle KLF12 2,06 52,2
Célula Genes Z-score % de expresion

Fibroblast 111 ACSL4 3,88 51,22
Fibroblast 111 BANP 3,78 50,47
Fibroblast 111 PGAP1 3,72 82,69
Fibroblast 111 GFPT2 3,58 78,57
Fibroblast 111 SPSB1 3,58 55
Fibroblast 111 DPYSL3 3,56 57,2
Fibroblast 111 CHD1 3,55 50,93
Fibroblast 111 MT2A 3,55 66,3
Fibroblast 111 ATP1B3 3,42 92,12
Fibroblast 111 NAMPT 3,34 79,56
Fibroblast 111 FGFR1 3,3 65,08
Fibroblast 111 CRISPLD2 3,28 89,18
Fibroblast 111 CMSS1 3,12 63,22
Fibroblast 111 PHLDB?2 31 65,91
Fibroblast 111 BACH2 2,99 56,47
Fibroblast 111 AXL 2,94 67,02
Fibroblast 111 ESYT2 2,91 55,59
Fibroblast 111 SLC2A13 2,87 73,06
Fibroblast 111 AKAP12 2,85 78,75
Fibroblast 111 CREB5 2,71 66,93
Fibroblast 111 VCAN 2,66 77,34
Fibroblast 111 THBS1 2,65 50,81
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Fibroblast 111 ATP13A3 2,62 56,3
Fibroblast 111 EPB41L3 2,61 55,52
Fibroblast 111 MARCH3 2,61 52,69
Fibroblast 111 STAT3 2,6 64,44
Fibroblast 111 PHF20 2,55 55,75
Fibroblast 111 GLIS3 2,49 75,64
Fibroblast 111 SMAD3 2,42 52,06
Fibroblast 111 TBX20 2,37 57,27
Fibroblast 111 ADGRD1 2,36 54,71
Fibroblast 111 ELL2 2,34 85,85
Fibroblast 111 PLPP3 2,33 63,27
Fibroblast 111 KAZN 2,29 74,02
Fibroblast 111 COL4A4 2,19 54,71
Fibroblast 111 SIK3 2,19 80,24
Fibroblast 111 SPOCK1 2,19 65,1
Fibroblast 111 ARID1B 2,16 78,79
Fibroblast 111 DDR2 2,11 53,19
Fibroblast 111 DCLK1 2,1 77,57
Fibroblast 111 ABI3BP 2,09 58,15
Fibroblast 111 CFH 2,08 55,93
Fibroblast 111 BNC2 2,05 68,33
Fibroblast 111 EGFR 2,05 55,07
Fibroblast 111 MTHFD1L 2,04 60,28
Fibroblast 111 ABTB2 2 50,32
Fibroblast 111 MKL1 2 58,92
Fibroblast 111 UGGT?2 2 66,55
Célula Genes % de expresion
Ventricular Cardiomyocyte 111 ACTAl 3,45 54,96
Ventricular Cardiomyocyte 111 NRAP 3,21 73,49
Ventricular Cardiomyocyte 111 ARHGEF12 3,19 67,11
Ventricular Cardiomyocyte 111 DUSP27 3,19 53,22
Ventricular Cardiomyocyte Il ABHD?2 3,04 62,84
Ventricular Cardiomyocyte Il GPAT3 2,93 55,36
Ventricular Cardiomyocyte Il ANKRD1 2,72 89,95
Ventricular Cardiomyocyte Il STOX2 2,69 51,29
Ventricular Cardiomyocyte 111 MYPN 2,67 74,87
Ventricular Cardiomyocyte 111 FNDC3A 2,55 53,37
Ventricular Cardiomyocyte 111 CLIC5 2,44 56,09
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Ventricular Cardiomyocyte Ill MYO18B 2,44 89,89
Ventricular Cardiomyocyte Il ACTN2 2,43 86,62
Ventricular Cardiomyocyte Il FHL1 2,43 50,07
Ventricular Cardiomyocyte Il PDK4 2,38 84,19
Ventricular Cardiomyocyte Il CASQ2 2,37 52,03
Ventricular Cardiomyocyte Ill MYOM2 2,37 82,41
Ventricular Cardiomyocyte Ill Cl50rf41 2,35 75,42
Ventricular Cardiomyocyte Ill SLMAP 2,34 66,67
Ventricular Cardiomyocyte Il ACTN4 2,28 47,52
Ventricular Cardiomyocyte Il PHACTR1 2,26 78,18
Ventricular Cardiomyocyte Il TANC1 2,24 66,75
Ventricular Cardiomyocyte Ill FAM46A 2,23 56,21
Ventricular Cardiomyocyte Il PDLIM3 2,23 54,6
Ventricular Cardiomyocyte 111 LPL 2,2 64,99
Ventricular Cardiomyocyte 111 OBSCN 2,2 67,01
Ventricular Cardiomyocyte 111 SVIL 2,16 85,89
Ventricular Cardiomyocyte Il RNF115 2,15 50,05
Ventricular Cardiomyocyte Il GTF2IRD1 2,13 52,6
Ventricular Cardiomyocyte Il ELL2 2,11 77,06
Ventricular Cardiomyocyte Ill RNF150 2,08 62,14
Ventricular Cardiomyocyte 111 AKAP13 2,07 93,41
Ventricular Cardiomyocyte 111 C9orf3 2,05 68,37
Ventricular Cardiomyocyte 111 WBSCR17 2,04 65,97
Ventricular Cardiomyocyte 111 LARGE 2,02 91,59
Ventricular Cardiomyocyte Il MYOM1 2,01 94,63
Ventricular Cardiomyocyte Ill ROR1 2,01 66,41
Célula Genes Z-score % de expresion

Neuronal NRXN1 3,88 82,4

Neuronal NRXN3 3,74 76,53

Neuronal CADM2 3,35 67,47

Neuronal ADGRB3 2,03 66,58

Neuronal SCN7A 2,9 61,48

Neuronal NCAM?2 2,56 60,14

Neuronal XKR4 3,88 57,08

Célula Genes Z-score % de expresion

Lymphocyte SKAP1 3,88 55,29

Lymphocyte SYTL3 3,81 50,7
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Lymphocyte PARP8 3,77 60,61

Lymphocyte PTPRC 3,54 55,82
Lymphocyte CCND3 3,47 65,2
Lymphocyte ARHGAP15 3,29 64,54
Lymphocyte ANKRD44 2,57 52,5
Lymphocyte B2M 2,42 57,82

Anexo 2. Proteinas de la red de interaccion con su respectivo grado de centralidad y

célula a la que pertenecen.
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Proteinas Grado de Célula
Centralidad

1 PI3KR1 39 Ventricular Cardiomyocyte |
2 ATG7 31 Macrophage
3 FN1 31 Vascular Smooth Muscle
4 EGFR 28 Fibroblast 111
5 ACTN2 26 Ventricular Cardiomyocyte |1l
6 WWP1 26 Ventricular Cardiomyocyte |
7 VCL 26 Ventricular Cardiomyocyte |
8 UBE2D2 25 Ventricular Cardiomyocyte |
9 SOS1 25 Adipocyte
10 NCOAZ2 24 Ventricular Cardiomyocyte |
11  ITGAV 23 Ventricular Cardiomyocyte |
12 RNF111 23 Ventricular Cardiomyocyte |
13 FBXO040 22 Ventricular Cardiomyocyte |
14  FBXWT7 22 Ventricular Cardiomyocyte |
15 ASB15 22 Ventricular Cardiomyocyte |
16 VWF 22 Endothelium 1
17 FBXL20 22 Ventricular Cardiomyocyte |
18 PPARGC1A 22 Atrial Cardiomyocyte
19 FBXO032 22 Ventricular Cardiomyocyte |
20 SPSB1 22 Fibroblast 111
21  LMO7 22 Ventricular Cardiomyocyte |
22 HERC2 21 Ventricular Cardiomyocyte |
23  PARK2 21 Ventricular Cardiomyocyte |
24  UBE2R2 20 Ventricular Cardiomyocyte |
25 TPM3 20 Atrial Cardiomyocyte
26 HERC1 20 Ventricular Cardiomyocyte |
27 NCOR1 20 Adipocyte
28  RNF115 20 Ventricular Cardiomyocyte 111
29  ARIH2 20 Ventricular Cardiomyocyte |
30 UBR2 20 Ventricular Cardiomyocyte |
31 UBE2H 20 Ventricular Cardiomyocyte |
32 HECTD1 20 Ventricular Cardiomyocyte |
33 UBE2E2 20 Adipocyte
34  TPM2 18 Ventricular Cardiomyocyte |
35 ACTAl 18 Ventricular Cardiomyocyte IlI
36 MYL2 18 Cytoplasmic Cardiomyocyte Il
37 RHOT1 18 Ventricular Cardiomyocyte |
38  AKAP9 18 Ventricular Cardiomyocyte |
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