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RESUMO

A insuficiéncia cardiaca (IC) secundaria a cardiomiopatia dilatada ndo isquémica (CMDNI)
lidera as indicacGes de transplante cardiaco (TxC) no Brasil, no entanto seu estudo concentra-
se majoritariamente na cardiomiopatia dilatada idiopatica (CDI). A cardiomiopatia chagasica
cronica (CCC), altamente prevalente na América Latina, apresenta maior severidade e pior
desfecho se comparada as outras cardiomiopatias. Uma vez que os eventos moleculares da IC
que conduzem o curso clinico distinto de pacientes com CMDNI ainda sdo pouco
compreendidos, o presente estudo caracteriza e discrimina os perfis de proteinas e metabol6litos
em plasma de 15 pacientes com IC avangada submetidos ao TxC — 8 pacientes com CCC e 7
com CDI — por espectrometria de massas. Comparados aos 12 doadores de coracgdo, incluidos
para reproduzir experimentalmente as condic@es fisioldgicas (grupo CTRL), pacientes com IC
avancada exibiram maior abundéncia de proteinas associadas & defesa antioxidante, com
destaque para o catabolismo do peroxido de hidrogénio e transporte de dxido nitrico, e um
desequilibrio metabdlico global indicativo principalmente de um acimulo de acidos graxos,
aminoacidos e componentes do ciclo de Krebs. Dentre as etiologias, 6 proteinas foram
discriminantes entre pacientes com CCC e CDI, além da regulacdo positiva de proteinas
efetoras da resposta imune pré-inflamatoria e do transporte reverso de colesterol na CMDNI
chagasica. As analises CCC vs. CDI revelaram ainda uma disparidade metabolica entre as
condicdes patoldgicas, com 12 metabdlitos de maior representatividade para a CCC e 11 para
a CDI. Os distarbios foram relacionados principalmente ao perfil de metabolismo de
aminoécidos. Embora a disfuncdo mitocondrial possa ser um evento mecanicista central na
predisposicdo a IC, a regulagdo diferencial de proteinas e 0 comprometimento metabélico
associados diferem entre as populacdes de CCC e CDI, corroborando as observacdes clinicas

guanto ao progndstico de pacientes com doenca de Chagas.

Palavras chave: cardiomiopatia dilatada ndo isquémica, insuficiéncia cardiaca avancada,

cardiomiopatia chagasica crénica, protedmica, metabolémica, espectrometria de massas.



ABSTRACT

Heart failure (HF) secondary to non-ischemic dilated cardiomyopathy (NIDCM) leads the
indications for heart transplantation (HT) in Brazil, however its study mainly focuses on
idiopathic dilated cardiomyopathy (IDC). Chronic Chagas cardiomyopathy (CCC), highly
prevalent in Latin America, presents greater severity and worse outcome compared to other
cardiomyopathies. Since the molecular events of HF that drive the distinct clinical course of
patients with NIMDC are still poorly understood, the present study characterizes and
discriminates the protein and metabololite profiles in plasma of 15 patients with advanced HF
that underwent HT — 8 patients with CCC and 7 with IDC — by mass spectrometry. Compared
to 12 heart donors, included to experimentally reproduce physiological conditions (CTRL
group), patients with advanced HF exhibited a greater abundance of proteins associated with
antioxidant defense, with emphasis on hydrogen peroxide catabolism and nitric oxide transport,
and a global metabolic imbalance indicative mainly of an accumulation of fatty acids, amino
acids and components of the Krebs cycle. Among the etiologies, 6 proteins were discriminating
between patients with CCC and IDC, in addition to the positive regulation of pro-inflammatory
immune response and reverse cholesterol transport effector proteins in chagasic NIMDC. CCC
vs. CDI analyses also revealed a metabolic disparity between pathological conditions, with 12
metabolites most representative of CCC and 11 of CDI. Disturbances were mainly related to
amino acid metabolism profile. Although mitochondrial dysfunction may be a central
mechanistic event in predisposing to HF, the differential protein regulation and metabolic
impairment associated differ between CCC and IDC populations, corroborating clinical

observations regarding the prognosis of patients with Chagas disease.

Keywords: non-ischemic dilated cardiomyopathy, advanced heart failure, chronic chagasic

cardiomyopathy, proteomics, metabolomics, mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO
1.1. CARDIOMIOPATIA DILATADA NAO ISQUEMICA AVANCADA

A cardiomiopatia dilatada (CMD) é uma doenca do musculo cardiaco atribuida a
causas genéticas ou ndo genéticas (Quadro 1) cujo desenvolvimento pode ocorrer a partir de
uma longa fase pré-clinica sem dano cardiaco, mas que independentemente da etiologia,
progride a um fendtipo patoldgico final comum caracterizado por dilatacdo e disfuncéo
sistélica do ventriculo esquerdo (VE) ou de ambos os ventriculos (ELLIOTT et al., 2007).
Por definicdo, o comprometimento sistélico global ndo deve ser resultante de quadros de
hipertensdo ou de doenca valvar, congénita ou coronariana, sendo necessario avaliar em
especial a presenca de lesbes graves em artérias coronarias a fim de excluir a contribuicao de
um componente isquémico a etiologia da doenga, 0 que caracterizaria uma entidade
patolégica propria de fendtipo comparéavel — a cardiomiopatia isquémica (REICHART et al.,
2019). Assim, o uso do termo “CMD ndo isquémica” (CMDNI) tornou-se frequente para
esclarecer a condicdo em estudo, embora falhe ainda em excluir a CMD por sobrecarga de

volume ou presséo.

Etiologias Genéticas ‘

Grupo Subgrupo ou Agente

TTN, LMNA, MYH7, TNNT2, MYBPC3, RBM20, MYPN,
SCN5A, BAG3, PLN

Principais genes associados a predominancia do fenétipo cardiaco

Doengas neuromusculares Distrofia muscular de Duchenne, de Becker e de Steinert
Erros inatos do metabolismo Doencas mitocondriais e sindrome de Barth
Grupo Subgrupo ou Agente

Antitumorais (taxol, anticorpos monoclonais, inibidores de tirosina
quinase e outros), psiquidtricas (clozapina, risperidona,
antidepressivos triciclicos e outros), cloroquina; acido all-trans-
retingico; agentes anti-retrovirais; fenotiazinas
Etanol, cocaina, anfetaminas, ecstasy, arsénio, cobalto, esteroides
anabglicos/androgénicos, sobrecarga de ferro

Deficiéncias nutricionais Deficiéncia de selénio, tiamina (beribéri), carnitina, zinco e cobre

Medicamentos

Sobrecarga toxica

Ditarbios hidroeletroliticos Hipocalcemia, hipofosfatemia

Hipo e hipertireoidismo, doenga de Addison, sindrome de Cushing,
feocromocitoma, acromegalia e diabetes mellitus
Viral (incluindo HIV), bacteriana (incluindo doenga de Lyme),

micobacteriana, fungica, parasitaria (doenga de Chagas)
Miocardite de células gigantes, CMD inflamatéria,

polimiosite/dermatomiosite; sindrome de Churg-Strauss;

granulomatose de Wegener; lapus eritematoso sistémico,

sarcoidose

Periparto -

Disturbios hormonais e metabélicos

Infecgdes

Doengas auto-imunes

Idiopatica -
Quadro 1: Causas da cardiomiopatia dilatada ndo isquémica.
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CMD: cardiomiopatia dilatada; TTN: titina; LMNA: laminina A/C; MYH?7: cadeia pesada da B-miosina; TNNTZ2;
troponina T; MYBPC3: proteina C ligante de miosina; RBM20: proteina de ligagdo ao RNA 20; MYPN:
miopaladina; SCN5A: subunidade o do canal de sédio; BAG3: atanogene 3 associada a BaCl2; PLN; fosfolamba.
Fonte: adaptado de Pinto et al. (2016).

Frente a dificuldade em estabelecer perfis epidemiolégicos de cardiomiopatias na
populacdo mundial — devido a caréncia de dados sistémicos, a complexidade do diagnostico
de algumas condicdes e a frequente reclassificacdo —, a maioria dos estudos descritos na
literatura reportam estatisticas de populacdes regionais ou tendem a extrapolar dados obtidos
para subgrupos da doenca. Todavia, de acordo com os ultimos dados disponibilizados pela
ferramenta de consulta Global Health Data Exchange (http://ghdx.healthdata.org/gbd-results-
tool), criada pelo colaboradores do Global Burden of Disease (GBD), estima-se que em 2019 a
incidéncia de cardiomiopatia/miocardite em adultos com mais de 20 anos foi superior a 1
milhdo de novos casos e que mais de 8 milhdes de dbitos na faixa etaria foram atribuidos as
causas.

Recentemente, as diretrizes da Sociedade Europeia de Cardiologia para o tratamento
de cardiomiopatias (ARBELO et al., 2023) resumiu que a prevaléncia da CMDNI em adultos
varia entre 0.036-0.400%, baseando-se nos estudos de Codd et al. (1989) e Hershberger,
Hedges e Morales (2013) da forma idiopatica. Considerando que a prevaléncia de
cardiomiopatias em paises subdesenvolvidos e tropicais é maior, 0 nimero total de casos de
CMDNI na América Latina presumivelmente supera as taxas reportadas para a forma idiopatica
nos Estados Unidos (36,5:100.000) e no Japdo (14:100.000) (CODD et al., 1989; MIURA et
al., 2002).

Acerca do espectro molecular da CMDNI, inicialmente observa-se uma estimulagdo
dos sistemas simpatico adrenérgico e renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e a
mobilizacdo de peptideos natriuréticos a fim de aumentar o tdnus vascular, o inotropismo e a
retencdo de sodio e adgua de maneira a sustentar a homeostase cardiaca. A medida que a
doenca progride, 0 comprometimento desses mecanismos leva ao remodelamento hipertrofico
e predispGe gradativamente a insuficiéncia cardiaca (IC) (DADSON; HAUCK; BILLIA,
2017; VOLPE; CARNOVALI; MASTROMARINO, 2015). Ndo a toa, pacientes com
CMDNI avancada regularmente apresentam sinais e sintomas de baixo débito e/ou congestéo
cardiaca, como dispneia progressiva, inchaco do tornozelo, ortopneia e capacidade de
exercicio reduzida.

Uma vez constatada a incapacidade de bombear sangue de forma a atender as

necessidades metabdlicas tissulares ou a efetivacdo somente com elevadas pressdes de
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enchimento intracardiaco (ROHDE et al., 2018), a IC é classificada de acordo com a fragdo
de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE), gravidade dos sintomas (NEW YORK HEART
ASSOCIATION. CRITERIA COMMITTEE, 1994) e progressdo da doenca (HUNT et al.,
2009) (Quadro 2).

De ao de encia cardiaca de acordo com a fracao de ejecao do ve 0 esquerdo
ICFEr ICFEi ICFEp
FEVE < 40% FEVE 40 — 49% FEVE > 50%
BNP > 35-50pg/mL ou BNP > 35-50pg/mL ou BNP > 35-50pg/mL ou
NT-proBNP > 125pg/mL NT-proBNP > 125pg/mL NT-proBNP > 125pg/mL
x . [ Alteracdo estrutural e/ou disfuncéo Alteracéo estrutural e/ou disfuncéo
Alteracdo estrutural e disfuncéo sistélica A R
diastdlica diastdlica
a acao onal de acordo com a gravidade do oma A
Classe Defini¢do Descricao
| Auseéncia de sintomas Assintomatico
" Limitacdo leve em atividades fisicas Sintomas leves
habituais

Limitacdo importante em atividades fisicas.
Confortavel somente em repouso
Incapacidade para realizar qualquer

11 Sintomas moderados

i atividade. Sintomas até em repouso Sl (e
agl0s de progressao da e a caraiaca (A AHA
Estagio Descricao Abordagens
A Sem alteracdo estrutural ou sintomas de Monitorar cardiotoxicidade. Controle de
IC (sob risco de desenvolver) fatores de risco para IC
~ " IECA, B-bloqueador e antagonistas

B Alteracéo estrutural. Sem sintomas de IC e e s

o Alteracéo estrutural e sintomas de IC Tratamento Qtlmlzado_para IQF_Er,_TRC,
CvDI, cirurgia e manejo multidisciplinar

Medidas para estéagio C, transplante
D IC refrataria ao tratamento clinico cardiaco e dispositivos de assisténcia

ventricular

Quadro 2: Classificagdo da insuficiéncia cardiaca.

BNP: peptideo natriurético do tipo B; NT-proBNP: fracdo N-terminal do peptideo natriurético do tipo B; FEVE:
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; NYHA: New York Heart Association; ACC/AHA: American College of
Cardiology/American Heart Association; IC: insuficiéncia cardiaca; ICFEr: insuficiéncia cardiaca com fragdo de
ejecdo reduzida; ICFEi: insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo intermedidria; ICFEp: insuficiéncia cardiaca
com fracdo de ejecdo preservada; CvDI: cardioversor desfibrilador implantavel; IECA: inibidor da enzima
conversora de angiotensina; TRC: terapia de ressincronizacéo cardiaca. Fonte: adaptado de Rohde et al. (2018).

Dados obtidos no primeiro registro BREATHE demonstram que a CMDNI, ndo
hipertensiva e ndo valvar é a segunda etiologia mais comum de IC no Brasil, correspondendo
a 25,4% dos casos, dos quais 10,8% foram atribuidos a forma chagasica (ALBUQUERQUE
et al., 2015). Nos Estados Unidos, dois tercos dos oObitos de pacientes com CMD ocorrem
devido a IC (BOZKURT et al., 2016), pois apesar do impacto positivo dos avangos
terapéuticos na qualidade de vida e sobrevivéncia desses pacientes, alguns individuos
progridem desfavoravelmente com sintomas incapacitantes e resisténcia ao tratamento
otimizado, caracterizando a IC avancada (estagio D). Nesta fase, o transplante cardiaco (TxC)
passa a ser considerado como uma opc¢ao terapéutica de prolongamento da vida, e em 2020 nos
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Estados Unidos as cardiomiopatias representaram 60% das 4 mil indicagdes ao tratamento
(COLVIN et al., 2022).

No Brasil, apesar da cardiomiopatia isquémica ser predominante, a IC secundaria a
CMDNI lidera as indicacdes de TxC (BACAL et al., 2018). Tal estatistica refere-se a menor
incidéncia de comorbidades, cujos impactos sdo considerados na relacdo risco-beneficio ao
paciente (MANGINI et al., 2015). Dentre as etiologias, as CMDNI chagésica e idiopéatica
destacam-se em namero de casos, visto que o pais € um dos principais focos endémicos da
Doenca de Chagas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017) e a definicéo do subtipo da
doenga permanece desconhecida em 14,6% dos pacientes com IC (ALBUQUERQUE et al.,
2015).

1.2. CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA

A Doenca de Chagas (DCh), também conhecida como Tripanossomiase Americana, €
uma das 20 doencas tropicais negligenciadas que ameaca mais de 75 milhdes de pessoas no
mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). A infec¢édo, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, € um dos maiores obsticulos a saide publica na América Latina devido a
infraestrutura rudimentar propicia a reproducdo dos vetores de transmissao triatomineos
(ECHEVERRIA; MORILLO, 2019), com aproximadamente 7 milhdes de casos relatados nas
regides endémicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Dentre os 21 paises listados,
a Bolivia possui 0 maior indice de prevaléncia estimada, com cerca de 6% de sua populacdo T.
cruzi soropositiva, enquanto Argentina e Brasil lideram em nimero de pessoas infectadas, com
mais de 1 milh&o de casos estimados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015, 2017).

Nos Ultimos anos, registros crescentes de casos na América do Norte e Europa
demonstram que a globalizacdo e os padrbes migratérios da populacdo ocasionaram uma
alteracdo no comportamento epidemioldgico da doenca, antes considerada de carater rural
(HOTEZ et al., 2013; REQUENA-MENDEZ et al., 2015; STRASEN et al., 2014; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022). Diferentemente, em regides ndo endémicas o contagio da
doenca ocorre primariamente por transmisséo vertical, de mée para filho, e também por meio
de transfusdes sanguineas, uma vez que somente a minoria destes paises implementaram
programas de triagem para doadores de sangue (ANGHEBEN et al., 2015; CARLIER et al.,
2015; STRASEN et al., 2014).

A cada ano, mais de 10 mil mortes sdo atribuidas a manifestagdes clinicas da DCh,

decorrentes principalmente do acometimento dos sistemas nervoso central, digestivo e
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cardiovascular (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017, 2021). Clinicamente, a doenca
apresenta-se em 2 fases consecutivas: uma fase aguda, que na maioria dos casos €
assintomatica, e uma fase cronica, geralmente caracterizada sob a forma indeterminada a
principio (CARLOS PINTO DIAS et al., 2016; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE; MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Manifestagfes clinicas durante a infecgéo aguda
ocorrem em somente 30% dos pacientes e, em alguns casos, o desenvolvimento de sintomas
vagos podem dificultar o diagnodstico da doenca nessa fase (GROOM; PROTOPAPAS;
ZOCHIQOS, 2017; MAGARAKIS et al., 2018). Aspectos clinicos especificos incluem intensa
reacdo inflamatéria no local da infeccdo vetorial (chagoma e Sinal de Romafia) e
envolvimento cardiaco definido como miocardite aguda (GROOM; PROTOPAPAS;
ZOCHIOS, 2017; VIEIRA et al., 2019).

Tipicamente, a resolucdo dos sintomas agudos ocorre de forma espontanea em até 8
semanas e 60 a 70% dos pacientes, apesar de soropositivos, permanecem assintomaticos em
fase cronica indeterminada por um longo periodo (FALCHETTO; COSTA; ROCHITTE,
2015; ROSCOE et al., 2018). Casos de progressao direta entre fase aguda e cronica
sintomatica sdo raros, no entanto cerca de 30% dos portadores progridem e manifestam
eventualmente alguma disfuncdo cardiaca devido ao tropismo do parasita pelas células do
miocardio, caracterizando a cardiomiopatia chagasica crénica (CCC) (FALCHETTO; COSTA;
ROCHITTE, 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).

Considerada a manifestacdo clinica de pior prognéstico da DCh, a CCC ¢é uma
condicdo inflamatoria degenerativa progressiva que ocasiona primariamente o acumulo de
colageno no intersticio miocérdico e perturbacdo do sistema condutor cardiaco (MARIN-
NETO et al., 2007; ROSCOE et al., 2018). A medida que o sinergismo entre fatores
imunoldgicos, inflamatérios, autondmicos e microvasculares promove a remodelacdo
miocardica (MARIN-NETO et al., 2007) e consequente progressao ao fenétipo final comum
as CMDNI - dilatacdo e disfungdo sistolica do ventriculo esquerdo ou de ambos os
ventriculos — (ELLIOTT et al., 2007; HAMMERSLEY; HALLIDAY, 2020; PINTO et al.,
2016), quadros de arritmia, complicagdes tromboembolicas, IC e morte subita s&o observados
adicionalmente (MAGARAKIS et al., 2018; VIEIRA et al., 2019).

A IC, outro grande problema de saude publica na Ameérica Latina, é frequentemente
relatada em portadores de CCC, uma vez que a progressao clinica desses pacientes apresenta
maior severidade e pior desfecho se comparada a portadores de outras cardiomiopatias
(BARBOSA et al., 2011; BERTOLINO et al., 2010; ROHDE et al., 2018; SHEN et al., 2017;

VILAS BOAS et al., 2013). Quando descompensada, sua presenca esté altamente associada
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ao mau prognostico e baixo indice de sobrevida de individuos chagésicos (BESTETTI et al.,
1994; CARLOS PINTO DIAS etal., 2016; MADY et al., 1994; RASSI et al., 2006; XAVIER;
SOUSA; HASSLOCHER-MORENO, 2005), provavelmente devido ao maior grau de
comprometimento cardiaco (menor fracdo de ejecdo) e de instabilidade hemodinamica
(hipotensédo arterial e frequéncia cardiaca mais baixas), aumento da ativacdo do sistema
renina-angiotensina (hiponatremia), deterioracdo da funcéo renal e aumento dos niveis séricos
de citocinas (TNF-a) (CARDOSO et al., 2010a; SILVA et al., 2008).

Em pacientes com DCh especificamente, apenas a ICFEr é observada (BESTETTI,;
DANIEL, 2016) e a FEVE deve ser monitorada regularmente para prevencao da IC manifesta
(estagio C), uma vez que 3 a 20% desses pacientes apresentam dilatacdo assintomatica do VE
prévia (estagio B) (GONCALVES et al., 2010; PETTI et al., 2008; ROHDE et al., 2018).
Auxiliarmente, para fins de progndstico, aplica-se também o sistema de pontuacdo proposto
por Rassi et al. (2006) para estratificacdo do risco de morte em pacientes com CCC (Quadro
2).

Fatores de risco Pontos
NYHA classe Il ou IV 5
Cardiomegalia (radiografia de torax) 5
Anormalidade de motilidade global ou segmentar (ecocardiograma 2D) 3
Taquicardia ventricular ndo sustentada (Holter 24h) 3
Baixa voltagem no QRS (eletrocardiograma) 2
Sexo masculino 2
Total de Pontos Mortalidade Risco
5 anos 10 anos
0-6 2% 10% Baixo
7-11 18% 44% Intermediério
12-20 63% 84% Alto

Quadro 3: Escore de risco de mortalidade por cardiomiopatia chagéasica crénica.
NYHA: New York Heart Association. Fonte: adaptado de Rassi et al. (2006).

Diante dos dados epidemiologicos da DCh e de estudos comparativos de coorte com
amplas populac6es de IC descompensada demonstrando que a etiologia chagéasica é um dos
principais fatores determinantes da mortalidade cardiovascular (FREITAS et al., 2005;
RASSI et al., 2005), é natural que a IC chagasica refrataria (estagio D) represente a terceira
causa mais comum de indicagdo ao transplante no Brasil (BACAL et al., 2018; MANGINI et
al., 2015; SEGURO et al., 2014). No entanto, seu prognostico pds-operatorio por vezes

melhor que o observado em casos equiparados de outras etiologias colabora para o carater
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imprevisivel da doenca (BACAL et al., 2018; BESTETTI; THEODOROPOULOS, 2009;
BOCCHI; FIORELLI, 2001).

1.3. CARDIOMIOPATIA DILATADA IDIOPATICA

Identificar a causa subjacente das cardiomiopatias € essencial para a definicdo da
estratégia terapéutica, monitoramento da evolucao da doenca e progndéstico. No entanto, quando
ndo é possivel atribuir uma das etiologias a CMDNI detectada — mesmo ap0s extensa avaliacao
clinica incluindo técnicas de imagem cardiaca, historico familiar, eletrocardiograma,
marcadores soroldgicos e por vezes bidpsia endomiocardica —, qualifica-se por critérios de

exclusdo (Quadro 4) como cardiomiopatia dilatada idiopatica (CDI).

CMDNI de Etiologia Idiopatica

Critérios de Incluséo

FEVE < 50%

DDVE > ao percentil de 95% para sexo e altura

Critérios de Excluséo

DAC causando cardiomiopatia isquémica

Doenca valvar priméria

Exposi¢do a medicamentos cardiotdxicos

Outras causas detectaveis de cardiomiopatia

Doenga cardiaca congénita/estrutural

Sarcoidose

Amiloidose

Sobrecarga de ferro

Doenga multissistémica ativa causando CMD

Hipertensio grave sem tratamento otimizado

Quadro 4: Critérios para diagnostico da cardiomiopatia dilatada idiopética.

CMD: cardiomiopatia dilatada; CMDNI: cardiomiopatia dilatada ndo isquémica; DAC: doenca arterial
coronariana; DDVE: diametro diast6lico do ventriculo esquerdo; FEVE: fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo.
Fonte: adaptado de Kinnamon et al. (2017).

Atualmente, o uso do termo CDI como referéncia a um diagnéstico de exclusdo tem
sido questionado por estudos como o DCM Precision Medicine Study, que investiga um
possivel componente genético associado ao desenvolvimento da CDI, inclusive em casos nao
familiares (KINNAMON et al., 2017). De fato, ha evidéncias de origem familiar em 23% dos
casos de CDI estudados por metanalise e estes foram irrogados a causas genéticas (PETRETTA
et al.,, 2011). Mutacgbes familiares que resultam em truncamentos da titina (VtTTN) sdo
observadas em aproximadamente 25% dos casos de CDI (HERMAN et al., 2012). Além disso,
0 inicio da doenca pode ser particularmente insidioso nas CMDNIs familiar e idiopatica

23



(BOZKURT et al., 2016), e a escassa investigacao por testes genéticos pode ser um importante
fator para o diagnostico ndo diferencial (ABABIO et al., 2023).

Perante a auséncia de evidéncias de causas isquémicas ou conhecidas e os achados
histologicos inespecificos, a literatura epidemiologica da CDI acaba por confundir-se com o
historico de relatos da CMDNI. Como visto anteriormente, os dados de distribuicdo da CMDNI
em sua maioria sdo extrapolados a partir da CDI, assim estima-se que sua prevaléncia seja de
1:250-400 individuos em populacdes de estudo (CODD et al., 1989; HERSHBERGER,;
HEDGES; MORALES, 2013). Recentemente, em um estudo observacional retrospectivo, com
validacéo clinica dos diagndsticos, a prevaléncia de CDI nos Estados Unidos foi estimada em
59,23:100.000 individuos, considerando a proporc¢do obtida de 49,3% dentre os diagnosticos
ratificados de CMDNI (ABABIO et al., 2023). Embora o nimero de casos relatados tenha sido
superior ao observado em estudos populacionais anteriores, demonstrando a relevancia
crescente da elucidacdo da etiologia idiopatica, ainda desconhece-se o verdadeiro peso clinico
da CMDNI potencialmente genética.

Obter estimativas da verdadeira prevaléncia da CDI requer que o diagnostico seja
relatado apOs examinacdo completa, de forma precisa e consistente, refletindo as diretrizes de
diagnostico atuais e incluindo as minorias raciais, visto que afro-americanos por exemplo
possuem risco aumentado para CDI (COUGHLIN; LABENBERG; TEFFT, 1993). No que se
refere a progressao a IC, definir a causa subjacente agrega valor progndstico, uma vez que
pacientes com CDI apresentam melhores taxas de sobrevivéncia do que aqueles portadores de
outras cardiomiopatias, como chagasica e isquémica (FELKER et al., 2000; SHEN et al., 2017).
Em populacBes de estudos mais recentes, a sobrevida de pacientes com IC secundéria & CDI
chegou a 93% em 5 anos quando tratados de acordo com as diretrizes atuais, sendo 84% livre
de transplante (BROCH et al., 2015).

1.4. PROTEOMICA E METABOLOMICA NA CMDNI CHAGASICA E IDIOPATICA

A dificuldade em obter correspondéncia entre o diagndstico ecocardiografico pré-
transplante e os achados anatomopatolédgicos de coragdes explantados reflete o quéo desafiador
é o diagndstico das cardiomiopatias, até mesmo em estagios avancados, e a necessidade de
novas ferramentas de investigacao para por fim estabelecer uma estratégia terapéutica adequada
(BEHZADNIA etal., 2021). Atualmente, na suspeita clinica de IC em consequénciaa CMDNI,
a confirmacdo da etiologia chagésica é realizada por testes soroldgicos para deteccdo de

anticorpos anti-T. cruzi (ANDRADE et al., 2011; BACAL et al., 2018; ROHDE et al., 2018)
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e da etiologia idiopética via exclusdo das demais causas. Quando o diagnostico de IC é
inconclusivo, a dosagem de peptideos natriuréticos pode auxiliar na definicdo do quadro,
embora exista uma incerteza sobre o ponto de corte ideal para pacientes ambulatoriais e
restricbes quanto a sua especificidade que limitam sua aplicacdo na pratica (DANIELS et al.,
2006; HOGENHUIS et al., 2007; MCCULLOUGH et al., 2003; REDFIELD et al., 2002;
ROBERTS et al., 2015; ROHDE et al., 2018; TSUTAMOTO et al., 2006).

De uma perspectiva translacional, a caracterizacdo de assinaturas moleculares
fenotipicas pode aprofundar nosso conhecimento sobre CMDNI, CCC e CDI em um nivel de
detalhamento ndo alcancavel pelas ferramentas ambulatoriais atualmente disponiveis e assim
fornecer alicerce as decisdes clinico-terapéuticas. Até o0 momento, ndo hé sinais, sintomas ou
alteracBes em exames complementares descritas como patognoménicas da CCC, embora esta
por vezes apresente evolucao clinica dessemelhante as outras cardiomiopatias (CARDINALLI-
NETO et al., 2007; CARDOSO et al., 2010b; MARTINELLI FILHO et al., 2013). Mesmo o
escore de Rassi et al. (2006), amplamente empregado para avaliar a sobrevida desses
pacientes, considera fatores de risco inespecificos da doenca e o ndmero de evidéncias
cientificas capazes de corroborar tal distin¢do ainda é limitado, favorecendo a vigéncia de
diretrizes baseadas em extrapolacfes de resultados obtidos para outras etiologias em seu manejo
clinico (CLELAND et al., 2005; MOSS et al., 2009).

Comparados a individuos controles, pacientes com CDI e CCC demonstram
concentragOes de interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a (TNF-a) elevadas em
plasma, no entando, a ativacdo local ou sistémica de vias inflamatorias especificas e
dependentes de IL-6 pode estar associada ao pior prognéstico da CCC se comparada a CDI
(MOCELIN et al.,, 2005). Em estudo protedbmico comparativo de amostras de tecido
miocardico, portadores de IC refrataria decorrente de CCC e CDI ndo s6 apresentaram um
maior niumero de proteinas desreguladas em relacdo aos individuos controle do que portadores
da etiologia isquémica, como também partilharam cerca de 77% dessas proteinas — em sua
maioria relacionadas a disfuncdo mitocondrial. Apesar das semelhancas entre as CMDNIs,
pacientes da etiologia chagésica exibiram maior enriquecimento das vias de p-oxidacéo de
acidos graxos (AGSs), baixo potencial transmembranar mitocondrial e necrose cardiaca,
sugerindo que a gravidade do prognostico na CCC pode estar relacionado a intensidade do
desequilibrio do metabolismo energético mitocondrial (TEIXEIRA et al., 2021).

Tal severidade também pode ser atribuivel a remodelacao cardiaca progressiva, tendo
em vista o alto indice de arritmias ventriculares e complicacGes tromboembdlicas relatadas

na CCC (VIEIRA et al., 2019). Para esses pacientes, alteracdes no padrdo de expressao dos
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peptideos natriuréticos BNP e NT-proBNP podem néo s6 fornecer indicios de remodelagao
do 6rgdo (AZEVEDO etal., 2016; GRUPO DE ESPECIALISTAS EM BIOMARCADORES,
2014; ROHDE et al., 2018; ZORNOFF et al., 2009) como também sinalizar um desequilibrio
do metabolismo cardiaco de lipideos associado a progressdo da doenca, uma vez que 0S
mesmos desempenham papel lipolitico em adipdcitos humanos (DESSI-FULGHERI;
SARZANI; RAPPELLI, 2003; SENGENES et al., 2000) — local onde o T. cruzi remanesce e
modifica suas funcdes a partir da regulacéo da lipolise e da inflamagdo (COMBS et al., 2005;
NAGAJYOTHI et al., 2009, 2012).

Dentre outras consequéncias que refletem em dano cardiaco, a modulagdo do
metabolismo lipidico induz variagdes nos niveis de metabdlitos séricos, como acilcarnitinas,
aminoacidos, aminas biogénicas, glicerofosfolipideos e esfingolipideos, que resultam em
sobrecarga hepética e podem assim predispor a CCC (LIZARDO et al., 2019). Com efeito, a
infecgdo por T. cruzi, mesmo com diferentes cepas, altera 0 metaboloma de camundongos em
regibes cardiacas especificas e distintas dos sitios de maior carga parasitaria na DCh cronica,
sobretudo no que se refere a abundancia relativa de acilcarnitinas e glicerofosfocolinas
(DEAN et al., 2021). Resultados semelhantes foram observados no estudo da DCh aguda,
revelando que a modulacdo destes metabdlitos pode estar associada ao mau prognostico de
pacientes chagasicos (MCCALL et al., 2017).

No contexto da patogénese da IC, relatos utilizando a abordagem metabolémica, em
sua maioria, comparam portadores a pacientes controle (CHENG et al., 2015; MURASHIGE
et al., 2020; SUN et al., 2016; WANG et al., 2013), ou IC em diferentes classes de FEVE
(DEIDDA et al., 2015; HAGE et al., 2020; ZHAO et al., 2021), ou IC de origem idiopatica e
isquémica, desconsiderando pacientes com CCC apesar de sua importancia clinica e
epidemioldgica. Diversos metabolitos envolvidos na glicélise e no ciclo do &cido citrico ja
foram descritos em soro de pacientes com IC idiopatica com até até 5,7 vezes a abundancia
observada em individuos controle (HAAS et al., 2021). Outros 140 metabd6litos foram
detectados em plasma de portadores de IC idiopatica e isquémica em um estado de
desregulacdo semelhante (ZHAO et al., 2020). Além disso, bidpsias do VE de ambas as
condigdes apresentam alteragdes em proteinas da matrix extracelular condizentes com a
remodelacdo cardiaca, desequilibrio de vias de sinalizacdo do horménio tireoidiano e
reducdes significativas do cofator riboflavina-5-monofosfato da oxidoredutase e do

intermediario glicolitico frutose-6-fosfato (L1 et al., 2020).

2. JUSTIFICATIVA
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A IC secundéria @ CMDNI lidera as indica¢fes de TxC no Brasil, com destaque em
numero de casos para as CMDNIs chagasica e idiopatica. A CCC, considerada a complicacéo
tardia mais importante da DCh, apresenta o pior prognostico dentre as formas cronicas da
infecgdo e evolugdo clinica por vezes dissimilar aquela observada em outras cardiomiopatias.
Na prética, um dos maiores obstaculos é o monitoramento da progressdo da doenga, uma vez
que quadros de IC descompensada sdo frequentemente relatados e sua presenca, nestes
portadores em especial, estd altamente associada ao mau prognostico e baixo indice de
sobrevida. Por ora, o nimero reduzido de evidéncias cientificas capazes de corroborar as
diferencas observadas entre as cardiomiopatias favorece a vigéncia de diretrizes baseadas em
extrapolacdes de resultados obtidos para outras etiologias no manejo clinico da CCC.

Por outro lado, a CDI é uma condicdo cardiaca complexa e desafiadora, de causa
subjacente desconhecida e melhores taxas de sobrevivéncia se comparada a outras
cardiomiopatias, como a chagasica. Contudo, embora hajam indicios de componentes genéticos
associados ao seu desenvolvimento, atualmente o termo “CDI” abrange um grupo muito
heterogéneo de doencas, tanto no que diz respeito a causa quanto no que tange as manifestacoes
clinicas, e definir a causa subjacente em estagios avancados de I1C agrega valor progndstico.

Sendo assim, o estudo das CMDNIs chagasica e idiopatica torna-se imperativo ndo so
diante de suas prevaléncias estimadas e impacto na salde publica, mas também devido a uma
urgente necessidade em se caracterizar fatores moleculares associados as doencas, com
poténcial discriminativo, a fim de elucidar as patogéneses por tras dos diferentes desfechos
observados na clinica. Tais relatos devem ser meticulosos na descri¢do do acervo amostral para
que os resultados sejam reprodutiveis, considerando a complexidade do diagndstico e possiveis
reclassificaces que dificultam a comparacao direta com coortes historicos.

Dados acerca da caracterizacdo do perfil de proteinas e metabolitos em amostras de
plasma obtidas de pacientes com CCC ou CDI no pré-TxC em centros de referéncia, podem
auxiliar a expandir a atual compreensdo dos aspectos moleculares sistémicos da IC avancada
ndo isquémica, desmistificando aqueles associados as etiologias, de forma minimamente
invasiva e fiel a homogeneidade dentro e entre os grupos de estudo. Explorar estagios
avancados por meio de estudos de descoberta é fundamental para o entendimento dos potenciais
impactos patofisiologicos a serem investigados em estudos translationais maiores e no futuro
desenvolvimento de estratégias de monitoramento mais precisas, tratamentos especificos e,

potencialmente, medidas preventivas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

— Caracterizar o perfil de proteinas e metabdlitos em plasma de pacientes com IC
avancada secundaria as cardiomiopatias chagasica e idiopatica por espectrometria de

massas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Caracterizar o perfil de proteinas e metab6litos em plasma de pacientes com IC néao
isquémica avancada em contraste a condicdo controle;

— Caracterizar o perfil de proteinas e metabdlitos em plasma de pacientes com CCC/CDI
em estagio avancado em contraste a condicdo controle;

— Discriminar as assinaturas protedmica e metabolémica associadas as etiologias

chagésica e idiopatica na IC avancada.

4. PACIENTES E METODOS

4.1. POPULACAO DE PESQUISA

No presente estudo, participam 15 pacientes portadores de IC avancada secundéria a
CMDNI - 8 pacientes com CCC e 7 com CDI — encaminhados ao Servico de Cirurgia Cardiaca
do Instituto de Cardiologia e Transplante do Distrito Federal (ICTDF) para TxC. Também
foram incluidos 12 doadores de coracdo para reproduzir experimentalmente as condicBes
fisiolégicas (grupo CTRL) e, por fim, discriminar as caracteristicas moleculares
particularmente associadas aos estagios avancados de IC n&o isquémica, CCC e CDI. Para a
elegibilidade, foram aplicadas as mesmas condutas dispostas na 3* Diretriz Brasileira de
Transplante Cardiaco (BACAL et al., 2018) e na Portaria MS-GM n° 2.600, de 21 de outubro
de 2009 (https://saude.gov.br), as quais regulamentam os critérios adotados pelo pais na
classificacdo de doadores de coracéo e potenciais receptores de transplante do 6rgao.

As amostras de sangue periférico foram coletadas do acesso venoso central no

intraoperatorio do TxC e anteriormente a heparinizacdo e esternotomia. Ap0s a separacao
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induzida por centrifugacdo em tubos EDTA, os respectivos plasmas foram aliquotados e

mantidos sob criopreservagio em super freezer a -80°C até a realizagdo dos procedimentos

laboratoriais. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do ICTDF

(Parecer Consubstanciado 3.385.202) (ANEXO A), segundo os critérios preconizados pela

norma vigente para pesquisa com seres humanos regulamentado na Resolugédo 196/96 do

Ministério da Saude.

4.1.1.

Critérios de Inclusio

A selecdo de pacientes com IC considerou os seguintes critérios:

VI.

VIL.

IC secundaria @8 CMDNI chagésica ou idiopatica;

Condic&o refratéria (estagio D);

Classe funcional NYHA 11l ou IV;

ICFEr (FEVE < 40%);

Etiologia chagasica confirmada por dois testes soroldgicos para pesquisa de
anticorpos anti-T. cruzi positivos;

Etiologia idiopatica confirmada por exclusdo das demais causas conhecidas de
CMD;

Encaminhamento ao TxC no ICTDF.

Para pacientes doadores, estes diagnosticados com morte encefélica, porém com suas

funcdes fisioldgicas sustentadas por aparelhos, considerou-se:

4.1.2.

Idade inferior a 50 anos;
Auséncia de doenga cardiaca prévia ou atual;
Encaminhamento ao TxC no ICTDF, a fim de preservar o0 método de coleta das

amostras.

Critérios de Exclusio

As principais contraindicagOes avaliadas na triagem de pacientes com IC foram:

Retransplante;
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Il.  ldade superior a 70 anos;
[1l.  Hipertens&o significativa,;
IV. Historico de infarto agudo do miocardio, doenca arterial coronariana e/ou
valvar;
V. Doencas cerebrovasculares, vasculares periféricas graves, hepéaticas ou
pulmonares prévias;
VI. IC secundaria as cardiomiopatias isquémica, valvar, periparto, congénita,

hipertensiva e alcoolica.

Do mesmo modo, para a exclusdo de pacientes doadores foram considerados 0s

seguintes critérios:

I.  Malformacdo cardiaca ou disfuncdo ventricular significativa ao
ecocardiograma;
Il.  Septicemia ou sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS);
I1l.  Paradas cardiacas sem causas circunstanciais;
IV.  Testes soroldgicos positivos e confirmatdrios para DCh, hepatite B, hepatite C,
sifilis, toxoplasmose, citomegalovirus, HIV e/ou HTLV l e Il

4.2. TECNICA DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Dentre as estratégias para caracterizacdo de assinaturas moleculares, a espectrometria
de massas (MS) destaca-se pela sensibilidade, aplicabilidade em amostras complexas como
fluidos e tecidos bioldgicos, potencial multidisciplinar e compatibilidade a multiplataformas,
permitindo a avaliacdo dos dados adquiridos de forma individual ou em conjunto, como em
andlises multiémicas.

Na pratica, a técnica permite identificar, quantificar e elucidar propriedades fisico-
guimicas de compostos e moléculas de interesse a partir da conversdo em ions em fase gasosa
e separacdo de acordo com a razdo massa/carga (m/z) do analito (FENN et al., 1989). O
instrumento — basicamente constituido por uma fonte de ions, um sistema de alto vacuo, um
analisador de massas, um detector e um sistema de aquisi¢cdo de dados (Figura 1) — gera
graficos (espectros de massas) em sinais da abundancia versus razdo m/z de cada ion. Assim,
métodos baseados em MS podem ndo so enriquecer a compreensdo das mais diversas doencas,

como tambeém favorecer a extensdo futura para a clinica.
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Figura 1: Principais componentes de um espectrémetro de massas.
Fonte: elaborada pela autora (2023).

4.3. ANALISE PROTEOMICA

A protedbmica baseada em MS revolucionou a compreensdo da complexidade de
peptideos e proteinas, suas modificacdes e regulacdo nas mais diversas esferas. Na medicina,
a cromatografia liquida combinada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS)
encontra-se atualmente em transicao entre o pioneirismo e a simplificacdo da estrutura fisica
e do preparo de amostras para adaptacédo a rotina laboratorial (SEGER; SALZMANN, 2020).
O método possibilita a identificacdo direta e sensivel de proteinas em misturas complexas
como o plasma, e ja compde diversos protocolos de estudo da DCh, CCC, CDI e IC
(CAMINHA et al., 2019; CAO et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2021; VALERO-MUNOZ et
al., 2022; ZAGO et al., 2019).

Aqui, a avaliagéo do perfil protedmico das amostras foi realizada a partir de protocolos
gue permitem a caracterizacdo do painel global e abundancia relativa das proteinas em cada

grupo indicado no desenho experimental. O processo de analise esta resumido na Figura 2.

Processamento
e Anélise de
Dados

Deplegdo de
Proteinas
Abundantes

Anotagdes

Digestdoem Dessalinizagdo
Solugdo de Peptideos

N

Figura 2: Fluxograma do método de andlise protedmica.
Resumo das principais etapas do processo de caracterizacdo e discriminacdo do perfil de proteinas em plasma de
pacientes portadores de CCC e CDI, e pacientes CTRL. Fonte: elaborada pela autora (2023).

LC-MS/MS

Funcionais

4.3.1. Preparo de Amostras

Considerando que diversas proteinas de interesse estdo presentes em baixas quantidades

no plasma e sdo dificeis de detectar na presenca de proteinas altamente abundantes, as amostras
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foram inicialmente depletadas em um Unico passo utilizando mini colunas spin pré-
empacotadas com resina de afinidade por anticorpos imobilizados para albumina, IgA, 1gD,
IgE, IgM, IgG, IgG cadeias leves « e A, a-l-acidoglicoproteina, o-l-antitripsina, a-2-
macroglobulina, apolipoproteina A1, fibrinogénio, haptoglobina e transferrina (High-Select™
Topl14 Abundant Protein Depletion Mini Spin Columns, Thermo Fisher Scientific).

Nesta etapa, aliquotas de 10uL de plasma ndo diluido foram diretamente aplicadas nas
colunas, que contém tampdo de PBS 10mM e azida sédica 0,02% (pH 7,4) para armazenamento,
diluicdo e ligacdo. Apds incubacdo em homogeneizador rotatério por 10 min e temperatura
ambiente, as colunas foram acopladas a tubos coletores e centrifugadas a 1000xg por 2 min para
eluicdo das proteinas de interesse, posteriormente quantificadas utilizando o método de
Qubit™, Os filtrados de proteinas abundantes foram coletados em novos tubos e estocados a -
80°C.

4.3.2. Quantificacdo de Proteinas e Peptideos

A gquantificacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi realizada a partir da
detecgdo de fluorescéncia pela técnica de Qubit™ (Invitrogen). A primeira etapa compreende
0 preparo do reagente fluorescente a partir da juncdo entre as solucdes de fluoréforo e tampéo
na proporcdo de 1:200. Em seguida, adicionou-se 5l de amostra diluida em agua Milli-Q®
(1:3) ao reagente a fim de atingir o volume final de 200ul. As misturas foram incubadas por 15
min cada, em temperatura ambiente, de forma sequencial, e entdo analisadas no equipamento
portatil Qubit™,

Apos a leitura de cada amostra, a concentracgdo final foi obtida multiplicando-se o valor
da leitura pelo fator de diluicdo escolhido. O protocolo do fabricante é apresentado na Figura
3.
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Figura 3: Quantifica¢io por Qubit™,
Instrugdes do fabricante acerca do procedimento para calibracdo e quantificacdo. Fonte: adaptado do fabricante
(Invitrogen).

4.3.3. Digestdo Triptica de Proteinas em Solucdo (Classica)

Foram aliquotadas 30ug de proteina em tubos de baixa adsor¢do para proteinas e
peptideos (Eppendorf® LoBind) para o processo de digestdo. Apos liofilizacdo em
concentrador rotatério SpeedVac™ SC100 (Savant™), os extratos proteicos foram
ressuspendidos em solugéo de TEAB 20mM, ureia 8M e DTT 5mM (pH 7,9) e incubados em
thermomixer por 25 min a 55°C e 400rpm. Apos resfriamento, adicionou-se solucdo de 1AA
suficiente para atingir concentracédo final de 14mM e incubou-se novamente por 40 min a 21°C
e 400rpm no escuro. Ao final, adicionou-se solucdo de DTT suficiente para atingir concentracdo
final de 5mM a fim de parar a reacédo de alquilagéo.

As amostras foram diluidas em seguida na raz&do 1:5 com solucéo de TEAB 20mM (pH
7,9) devido a intolerancia da enzima tripsina as altas concentragdes de ureia, ja considerando a
adicdo de solucéo de CaCl> suficiente para atingir concentracéo final de 1mM e a adigéo de
tripsina (Promega) na razdo 1:50 (tripsina:proteina). Apos incubacdo por 13 horas a 37°C e
300rpm para digestdo, adicionou-se TFA na concentracdo final de 1% a fim de parar a reacédo

e evitar clivagens inespecificas. Os digestos proteicos foram dessalinizados imediatamente.
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4.3.4. Dessalinizacdo de Peptideos

Os peptideos tripticos foram dessalinizados em micro colunas home-made de fase
reversa. Construidas em ponteiras P200 a partir de discos Empore™ SPE (Sigma-Aldrich,
USA), com particulas C18 de caracteristica hidrofobica, as micro colunas permitem a
purificacdo e enriquecimento dos peptideos a partir da retirada de sal e subsequente eluicdo dos
mesmaos.

Para o seu preparo, foram realizadas sequéncias de centrifugacdo a 1000xg por 3 min
com 100uL de metanol, seguido de 100uL de &cido acético 0,5% v/v em acetonitrila 80% v/v,
e por fim 100uL de acido acético 0,5% v/v. Os digestos proteicos foram entdo adicionados as
colunas, centrifugados a 900xg durante 4 min e dessalinizados duas vezes com 100pL de acido
acetico 0,5% v/v a 1000xg por 3 min.

A eluicdo dos peptideos foi realizada com concentragdes crescentes de acetonitrila
(25%, 50%, 80% e 100%), mantendo-se a concentracdo de &cido acético a 0,5% nas solugdes,
e centrifugaces lentas de 600xg durante 3 min. As fracdes, de 20uL cada, foram coletadas em
um unico tubo Eppendorf® LoBind por amostra e, apos liofilizacdo em concentrador rotatério
SpeedVac™ SC100 (Savant™), armazenadas a -80°C até a quantificagdo na plataforma
Qubit™,

4.3.5. Andlise Label-Free por LC-MS/MS

As amostras foram analisadas em sistema Dionex Ultimate 3000 UHPLC (Thermo
Fisher Scientific) acoplado a um espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Fisher
Scientific). Da fracdo de peptideos dessalinizados, 2ug foram injetados em pré-coluna home-
made (100um de didmetro interno x 4cm de comprimento) com particulas esféricas de silica
revestidas por C18 ReprosilPur de 5um e poros de 120A (Dr. Maich GmbH) para remogao de
residuos de sais. O gradiente de elui¢do foi composto de 98% de fase A (acido férmico 0,1%
v/IVv) a 2% de fase B (acido formico 0,1% v/v em acetonitrila) em fluxo de 3uL/min. Em seguida,
os peptideos foram fracionados em coluna analitica home-made (75um de didmetro interno x
20cm de comprimento) com particulas C18 ReprosilPur de 3um e poros de 120A (Dr. Maich
GmbH) utilizando um gradiente de eluicdo em fluxo de 0.250uL/min composto de 95% de fase
A a 45% de fase B por 180 min e 45% a 80% de fase B durante 10 min, totalizando 190 min

(Figura 4). Apo0s cada corrida, a coluna foi reequilibrada com 98% de fase A por 20 min.
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Figura 4: Gradiente de eluicédo dos peptideos tripticos fracionados em sistema LC-MS/MS.
Fonte: adaptado do software Xcalibur™ (Thermo Fisher Scientific).

Os espectros de massas foram adquiridos em modo positivo com aquisi¢do de espectros
de MS/MS dependente de dados (Data Dependent Acquisition — DDA). Em MS1 foram obtidos
espectros de precursores em alta resolucdo (120.000 FWHM), entre 350 — 1650 m/z. Cada
varredura foi seguida por fragmentacdo (MS2) pelo método de dissociacdo induzida por colisdo
de alta energia (HCD) dos 15 ions mais intensos de carga > 2, também em alta resolucao (15.000
FWHM). As sequéncias de ions detectadas na faixa de erro de 10ppm foram excluidas
dinamicamente por 90 seg e a janela de isolamento foi definida considerando precursores > 2

m/z, energia de colisdo normalizada a 35% e sinal minimo requerido de 3000.

4.3.6. Andlise de Dados

Os espectros foram processados no software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics©),
onde primeiramente sdo submetidos ao alinhamento do tempo de retencdo cromatografico e
normalizagdo baseados em uma corrida de referéncia, e em seguida a quantificacdo de acordo
com a area de intensidade integrada dos picos recuperados do cromatograma de ions extraidos
(EIC, Extracted lon Chromatogram).

Os peptideos detectados foram entdo triados utilizando o filtro ANOVA (p <0,05), a
fim de garantir dados estatisticamente significantes. Peptideos com maximo de 5 fragmentagdes
foram aceitos para exportacado e identificacdo na plataforma Peaks® Studio 7.0 (Bioinformatics
Solutions, Inc.) obedecendo os seguintes parametros: proteinas com minimo de 2 peptideos,
taxonomia Homo sapiens, banco de dados UniProtKB - SWISS-PROT/TrEMBL (nov/2023),
acuracia em MS1 de 10ppm; acuracia em MS2 de 0,05Da; até 2 locais de clivagem perdidos;
carbamidometilagdo de cisteinas como modificacdo fixa; oxidagcdo de metionina como
modificacdo variavel; até 5 modificacBGes varidveis permitidas por peptideo. Apos filtrar o
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espectro-peptideo correspondente (PSM, Peptide-Spectrum Match) por taxa de falsas
descobertas (FDR, False Discovery Rate) (< 1%), a lista de proteinas identificadas foi exportada
para revisdo dos padrBes de expressao e escores de identificacdo no software Progenesis QI. A
relacdo final pode ser observada no APENDICE A.

Para avaliar o potencial discriminativo das proteinas identificadas em i) IC x CTRL e ii)
CCC x CDI x CTRL, construiu-se um arquivo com os dados de abundancia bruta
correspondentes em cada amostra para processamento no software Viime
(http://www.Viime.org) (CHOUDHURY et al., 2020). Os dados foram inicialmente
normalizados por soma e, devido ao grande nimero de varidveis, transformados em escala
logaritmica. Os dados foram inicialmente filtrados por significancia (p < 0,05) e previsdo
estatistica (FDR < 0,05) aplicando-se i) teste de Wilcoxon associado ao teste de Hocheberg e
i) ANOVA associado ao teste post hoc de Tukey para todos 0s possiveis pareamentos de grupos
— CCC x CTRL, CDI x CTRL, CCC x CDIL. Os resultados foram hierarquicamente agrupados
por mapa de calor e tanto para i) como para ii), avaliou-se ainda a correlagdo (> 0.06) entre
proteinas filtradas e a magnitude da variacdo entre as abundancias detectadas para cada proteina
identificada (fold change > +1.2), a fim de garantir ndo s6 dados estatisticamente significantes

mas também com variagdes relativas a abundancia entre os cenarios.

4.3.7. Anotacdes Funcionais

Para obter informacdes mais detalhadas sobre as proteinas que melhor distinguem o0s
cenarios experimentais, foram realizados enriquecimentos baseados em ontologia génica (GO,
Gene Ontology) quanto a fungdo molecular e processo biol6gico no software Metascape
(https://www.metascape.org) (ZHOU et al., 2019), que além das anotacGes também identifica
regibes densamente conectadas em redes de interacdo proteina-proteina. Os trés termos GO
mais significativamente enriquecidos nessas regides sdo combinados para anotar putativamente
papeis bioldgicos para o possivel complexo molecular detectado (MCODE, Molecular Complex
Detection). Todas as anotagdes sdo filtradas por significancia (p < 0.01) e as interagdes
combinam dados dos software STRING (escore > 0.132), OmniPath, InWeb_IM and BioGrid.

4.4. ANALISE METABOLOMICA

A MS ¢é considerada uma tecnologia emergente em analises de lipideos e metabdlitos,

campo no qual ja foi implementada ndo apenas na prética clinica, mas também no centro
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cirargico por meio das tecnologias iKnife e MasSpec Pen (BALOG et al., 2013; EBERLIN et
al.,, 2012; ST JOHN et al.,, 2017; ZHANG et al., 2016, 2017). Dentre os métodos, a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é considerada o padréo-
ouro para a caracterizacdo do perfil de pequenas moléculas desde a década de 1970, devido as
suas bibliotecas publicas padronizadas e unifica¢do de todos os ions fragmentados em espectros
de massa purificados (FIEHN, 2016).

Aqui, a técnica compde o protocolo de estudo do perfil metabolémico das amostras a
fim de caracterizar o painel global e a abundancia relativa de pequenas moléculas em cada

grupo indicado no desenho experimental. O processo de anélise é resumido na Figura 5.

Identificacdo Andlise
e Integracdo

dos picos

Tratamento
de Dados

Deconvolugdo
Espectral

Univariada e
Multivariada

Derivatizacdo GC-MS/MS

Figura 5: Fluxograma do método de analise metabolémica.
Resumo das principais etapas do processo de caracterizagdo e discriminacéo do perfil de metabolitos em plasma
de pacientes portadores de CCC e CDI, e pacientes CTRL. Fonte: elaborada pela autora (2023).

4.4.1. Preparo de Amostras

Para realizar a analise por cromatografia gasosa (GC) acoplada a MS €é necessario que
os analitos possuam boa volatilidade e estabilidade térmica. Dessa forma, compostos de alta
massa molar e/ou contendo grupos funcionais fortemente polares (-COOH, -OH, -NH, -SH)
devem ser derivatizados a fim de gerar novos produtos com melhores propriedades
cromatograficas. Adotou-se aqui o protocolo de duas etapas que abrange oximacao e sililagdo
(MASTRANGELDO et al., 2015).

Inicialmente, aliquotas de 50uL de plasma foram diluidas em 150uL de acetonitrila fria
contendo 15ppm de padrdo interno para controle de derivatizagdo (&cido 4-nitrobenzoico) e
vigorosamente vortexadas por 2 min. Apés 5 min em repouso no gelo, para facilitar a
precipitacdo de proteinas, as misturas foram centrifugadas a 154000xg por 10 min a 4°C para
induzir a separacdo de fases. Recuperados os sobrenadantes, aliquotas de 100uL foram
transferidas para um frasco equipado com insert proprio para GC e liofilizadas a 30°C em um
concentrador a vacuo (SpeedVac Concentrator, Thermo Fisher Scientific, EUA). As amostras
foram reconstituidas em 10uL de piridina contendo 15ppm de hidrocloreto de o-metoxiamina

e homogeneizadas por vortex e sonicagdo em Tip Sonicador Q125 (QSonica) com intensidade
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a 40% do potencial em 3 ciclos de 10 seg cada. Para permitir a metoximagdo completa, os
frascos foram mantidos no escuro em temperatura ambiente por 16 horas.

No dia seguinte, 10uL de N, O-bistrifluoroacetamida (BSTFA) contendo 1% de
clorotrimetilsilano (TMCS) foram adicionados em cada frasco. Apos agitacdo em vortex por 5
min, as amostras foram primeiramente incubadas a 70°C por 1 hora e entdo mantidas em
temperatura ambiente por mais 1 hora no escuro para a sililagdo completa. Em seguida, 100puL
de heptano contendo 20ppm de tricosano (padrdo interno para controle de injecdo) foram
adicionados e homogeneizados por 2 min em vortex. Para finalizar, as amostras foram
centrifugadas a 2500rpm por 15 min a 20°C.

Também foram derivatizadas, de forma aleatoria para evitar possiveis vieses, quatro
brancos de amostragem, substituindo o plasma pela mesma quantidade de agua Milli-Q®
(50uL), e cinco controles de qualidade (QC), aliquotados (50pL) a partir da mistura homogénea

de 100uL de cada amostra de paciente participante do estudo.

4.4.2. Andlise por GC-Q-TOF

As amostras foram analisadas por um cromatografo gasoso modelo 7890A (equipado
com amostrador automatico 7693, Agilent Technologies) acoplado a um espectrometro de
massas do tipo quadrupolo tempo-de-voo 7200 (Q-TOF, Agilent Technologies). Da fragdo de
amostras derivatizadas, 1uL foi injetado em pré-coluna J&W 122-5532G de 10m (Agilent
Technologies, EUA) e fracionado em coluna analitica DB5-MS (60m x 0,25mm x 0,25um,
filme 95% dimetil/5% difenilpolisiloxano) aplicando-se um gradiente de temperatura de 60°C
a 325°C, com aquecimento de 10°C/min, e 10 min a 325°C para eluigéo. A injecdo foi realizada
em modo splitless, na razdo 1:10, mantendo-se a porta a 250°C para vaporizacdo da amostra e
o fluxo do gés de arraste (hélio) em 1ml/min. As temperaturas da fonte de ionizacao e da linha
de transferéncia foram mantidas a 200°C e 280°C, respectivamente.

O espectrometro de massas foi operado em modo varredura na faixa de 50-500 m/z com
a fonte de ionizacdo por impacto de elétrons (EI) constante a -70eV, tendo em vista que a
fragmentacdo diretamente na fonte gera espectros caracteristicos e de alta reprodutibilidade,
por conseguinte permite a comparacdo as bibliotecas para posterior identificacdo dos
compostos. Para a aquisicdo, de 5 espectros/segundo, utilizou-se a ferramenta Instrument
Control do software MSD ChemStation (Agilent Technologies). Todos 0s cromatogramas e
picos de padrbes internos foram cuidadosamente analisados para verificar a qualidade da

derivatizacdo dos compostos, estabilidade analitica e qualidade dos dados. Uma mistura de n-
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alcanos (1uL, Cs-Cas, Sigma-Aldrich, USA) foi analisada no inicio do experimento como
padrdo externo de referéncia para posterior identificagdo e caracterizagdo dos compostos.

A sequéncia de andlise incluiu a injecdo inicial de dois brancos e cinco QCs, para
remover quaisquer compostos residuais, equilibrar e verificar a estabilidade do sistema pré-
andlise. A cada bloco de cinco amostras de estudo, um QC foi injetado para assegurar as
condicBes do sistema e, ao final da analise, injetou-se dois brancos para garantir que néo

ocorresse a acumulacédo de analitos.

4.4.3. Processamento de Dados

Os cromatogramas de ions totais (TICs, Total lon Chromatograms) das amostras foram
inicialmente submetidos a deconvolugéo espectral no software Unknowns Analysis (Agilent
Technologies), para identificacdo e desdobramento de possiveis compostos coeluidos, e em
seguida ao alinhamento do tempo de retencdo cromatografico no software Mass Profile
Professional 14,9 (Agilent Technologies).

Considerando que a identificagdo putativa dos compostos requer dois parametros
independentes, inicialmente construiu-se um arquivo de calibracdo no software MassHunter
Qualitative B.10.00 (Agilent Technologies) com numero de carbonos, tempo de retencao
experimental e indice de retencdo (RI) (consultado no software NIST MS Search —
Gaithersburg, MD, EUA) dos n-alcanos analisados. Estes parametros foram em sequéncia
utilizados para o célculo do RI de cada composto detectado, cujos resultados foram comparados
aos RI descritos nas bibliotecas Fiehn 2013, NIST17 e PCDL (in-house) para colunas analiticas
semelhantes. Os espectros de fragmentacdo dos compostos também foram comparados aos
padrdes de fragmentacdo presentes nessas bibliotecas.

Apbs conferéncia e refinamento das anotacdes manualmente, aplicou-se 0 método
semiquantitativo de normalizacdo para a integracdo das areas percentuais dos picos (area% =
areainteresse/areatotar X 100) recuperados do EIC no software Mass Hunter Quantitative B.08.00
(Agilent Technologies), considerando um ion quantificador e dois ions qualificadores (95% de
confianca). A integracdo foi checada e corrigida manualmente, e uma tabela contendo os
metabolitos/entidades moleculares (unknown) e suas respectivas areas de intensidade em cada
amostra analisada foi gerada. Nesta, os valores ausentes foram substituidos por zero e a area
média dos brancos de amostragem foi subtraida da area de cada analito em cada amostra de

paciente e QC analisados. Finalmente, os valores negativos foram substituidos por “NA”
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(missing value) e as analises dos brancos de amostragem removidas, gerando uma matriz de
dados brutos.

Para assegurar a qualidade dos dados obtidos, os metabolitos que estavam presentes em
menos que 70% das amostras de cada grupo do desenho experimental e/ou cujos desvios
padrdes relativos (RSD) das areas eram superiores a 25% nos QCs foram ainda removidos, e 0
conjunto de dados normalizado pelos padrbes internos de derivatizacdo e injecao (acido 4-

nitrobenzdico e tricosano, respectivamente), gerando duas novas matrizes de dados.

4.4.4. Andlise de Dados

Tanto a matriz de dados brutos quanto as matrizes de dados normalizados foram direcionadas
a plataforma online MetaboAnalyst 4.0® (http://www.metaboanalyst.ca) (CHONG et al., 2018)
para analise multivariada. Inicialmente, os missing values foram substituidos por um valor
estimado segundo o algoritmo KNN e os dados normalizados via mediana, transformagéo
logaritmica e escala de Pareto. Em seguida, a andlise dos componentes principais (PCA,
Principal Component Analysis) permitiu observar o agrupamento natural dos QCs, para
certificar a confiabilidade do método experimental, e das amostras, a fim de selecionar a matriz
mais adequada para a analise dos dados — no presente estudo a matriz normalizada pelo padréo

acido 4-nitrobenzoico (Figura 6).
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Figura 6: PCA scores plot dos dados metabolémicos obtidos por GC-Q-TOF.
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Dados normalizados pelo padrdo interno de derivatizacdo acido 4-nitrobenzdico. Fonte: adaptado do software
MetaboAnalyst.

Uma vez definida, a matriz referéncia foi conduzida as anélises supervisionadas PLS-
DA e OPLS-DA para avaliagdo das capacidades preditiva e descritiva dos modelos segundo a
selecdo de variaveis discriminativas. Também foram avaliados o agrupamento hierarquico por
mapa de calor dos metabolitos de maior contribuicdo para a caracterizagdo dos cenarios (VIP
score > 1,0), e suas interagdes fisicas ou funcionais (escore de confianga > 0,900) segundo
fontes experimentais, bancos de dados e vizinhanca gendmica na plataforma online STITCH
(KUHN et al., 2010).

Para avaliar o potencial discriminativo dos metabolitos individualmente, também foram
realizadas andlises univariadas a partir da matriz referéncia para i) IC x CTRL e ii) CCC x CDI
x CTRL utilizando a linguagem estatistica R (versdo 4.1.0) e seguindo os pacotes Nortest, Stats,
Onewaytests e Ggplot2. A principio, o teste de Shapiro-Wilk verificou a normalidade dos dados
em ambas as andlises. Isto posto, dados com distribuicdo paramétrica foram filtrados por
significancia (p < 0,05) e homogeneidade das variancias (p > 0,05) aplicando-se i) teste T ndo-
pareado associado ao teste F e ii)) ANOVA associada ao teste de Bartlett. Aos dados nao
paramétricos, foram aplicados os testes de i) Wilcoxon e ii) Kruskal-Wallis com a mesma
finalidade.

Por fim, a aplicacdo do critério de previsao estatistica FDR < 0,05 permitiu refinar os
resultados observados nos testes de significancia em i) e em ii) os testes post hoc de Tukey e
de Dunn — para dados paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente — examinaram todos
0s possiveis pareamentos de grupos (CCC x CTRL, CDI x CTRL, CCC x CDI) a fim de
identificar os metabdlitos estatisticamente significantes entre as condicBes. Para as
comparagdes entre 2 grupos, foram ainda calculadas as variagdes percentuais entre as areas

médias de intensidade de cada metabolito prospectado.

5. RESULTADOS

5.1. DADOS CLINICOS

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com IC
avancada avaliados no presente trabalho. Individuos com CCC e CDI foram pareados por sexo,
idade, peso, indice de massa corporal, classe funcional de NYHA, perfil hemodinamico,

histérico médico, dados fisicos, ecocardiograficos e laboratoriais, medicamentos em uso e
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dispositivos cardiacos. Com excecdo da idade, pressao arterial diastolica e frequéncia cardiaca,
ndo foram identificadas diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05) entre 0s grupos e

todos os pacientes com IC apresentavam disfuncédo ventricular direita.

Tabela 1. Caracteristicas basais dos pacientes com CCC e CDI.
CCC (n=8) CDI(n=7)

Caracteristicas

Sexo masculino 6 (75%) 4 (57,14%) 0,855
Idade, anos 56,6 (+10,6) 29,3 (+21,9) 0,03
Peso, kg 57,5 (¢12,5) 61,1 (£20,9) 1
IMC, kg/m? 21,2 (+4,81) 22,7 (£7,93) 1
Classe funcional de NYHA @ - 0,232
11 0(0%) 1 (14,29%) -
I 4(50%) 2 (28,57%) -
v 4(50%) 4 (57,14%) -
Perfil hemodinamico @ - 0,935
A 1 (12,5%) 1 (14,29%) .
B 4 (50%) 4 (57,14%) -
C 3(37,5%) 2 (28,57%) -
Historico - -
Hipertenséo 1 (12,5%) 1 (14,29%) 1
Dislipidemia 4 (50%) 1 (14,29%) 0,36
Infarto do miocérdio 0 (0%) 0 (0%) -
Acidente vascular cerebral 3 (37,5%) 1 (14,29%) 0,506
Tabagismo 0 (0%) 1 (14,29%) 1
Fibrilagdo atrial 2 (25%) 2 (28,57%) 0,506
Exame Fisico - -
PA sistélica, mmHg 95,4 (+16,8) 105 (+12,8) 0,152
PA diastolica, mmHg 58,4 (+9,2) 71,9 (£13) 0,042
Frequéncia cardiaca, bpm 64,2 (+11) 83,1 (+18,6) 0,02
Saturacéo O, % 99 (1) 99 (+0,9) 0,7
Ecocardiograma - -
FEVE, % 26 (+7) 25 (+8) 0,955
DDVE, mm 69,4(7,76) 64 (+9,19) 0,473
Disfuncéo diastolica 6 (75%) 7 (100%) 0,344
Disfuncéo ventricular direita 8 (100%) 7 (100%) -
Laboratério - -
Hemoglobina, g/dL 12,7 (£2,29) 12,1 (x2,11) 0,601
Uréia, mg/dL 80,5 (+29,9) 64,4 (£51,9) 0,281
Creatinina, mg/dL 2,2 (£2,14) 1,21 (x0,815) 0,129
Sédio, mEg/L 138 (+1,85) 137 (+1,99) 1
AST, U/L 35,6 (+28,1) 18,7 (+5,38) 0,145
ALT, U/L 30,3 (+26,5) 17 (+8,49) 0,442
Bilirrubina total, mg/dL 1,0 (x0,92) 1,21 (x0,85) 0,52
Fosfatase alcalina, U/L 106 (+43,9) 76 (£8,28) 0,127
y-GT, U/L 97,6 (+68,7) 98,7 (£62,8) 0,897
Medicamentos - -
IECA 2 (25%) 1 (14,29%) 0,4
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BRA 2 (25%) 3 (42,86%) 0175

B-bloqueadores 8 (100%) 4 (57,16%) 0,155
Espironolactona 6 (75%) 7 (100%) 0,509
Diuréticos de alca 6 (75%) 6 (85,71%) 1
Diuréticos tiazidicos 1(12,5%) 1 (14,29%) 1
Hidralazina/nitrato 4 (50%) 1 (14,29%) 0,36
Digoxina 2 (25%) 0 (0%) 0,509
Amiodarona 5 (62,5%) 1 (14,29%) 0,17
Escore de Rassi @ 14,8 (x2,2) - -
Dispositivos cardiacos ¥ 5 (62,5%) 2 (28,58%) 0,23

Fonte: Dados cedidos pelo Instituto de Cardiologia e Transplante do Distrito Federal (ICTDF).

Nota: (IECA) Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina; (ALT) Alanina Aminotransferase; (BRA)
Bloqueadores dos Receptores da Angiotensina Il; (AST) Aspartato Transaminase; (IMC) Indice De Massa
Corporal; (GT) Glutamil Transferase; (DDVE) Diametro Diast6lico do Ventriculo Esquerdo; (FEVE) Fracdo de
Ejecdo do Ventriculo Esquerdo; (NYHA) New York Heart Association; (O2) Oxigénio. Sinais convencionais
utilizados: (-) ndo se aplica. Os dados sdo expressos como média (£ desvio padrdo) ou como nimero (%).

@ Classificagdo funcional de acordo com a gravidade dos sintomas.

@ Estratificagdo por grau de congestdo e adequaco da perfuséo.

© Escore para predicdo do risco de morte em pacientes com CCC.

@ Cardioversores desfibriladores implantaveis, marcapassos e terapia de ressincronizagio cardiaca (estimulagio
biventricular).

5.2. INSUFICIENCIA CARDIACA AVANCADA vs. CONTROLE
A fim de caracterizar as assinaturas protedmica e metabolémica da IC avancada e
observar a estratificacdo de pacientes atualmente praticada, foram inicialmente comparados 0s

perfis de pacientes com CCC e CDI vs. pacientes CTRL.

5.2.1. Andlise Protebmica

Dentre as 118 proteinas identificadas, 51 apresentavam-se em estado de regulacao
positivo em plasma de pacientes com IC avangada e 67 em regulacdo negativa se comparadas
aos pacientes CTRL. Na avaliagdo por PCA, a contribuicdo de cada proteina para a
caracterizacdo das amostras resultou em uma tendéncia de agrupamento semelhante aos
cenarios fenotipicos em estudo, demonstrando que na IC ocorre uma alteracdo do perfil global
de proteinas plasmaticas (Figura 7A). Para a presente comparacao, o poder estatistico obtido com

a média de 13 replicatas por condicdo € equivalente a aproximadamente 75% (Figura 7B).
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Figura 7: Perfil de proteinas reguladas diferencialmente em plasma de pacientes com IC avancada (IC vs.
CTRL).

(A) PCA biplot. As amostras de pacientes com IC avancada séo representadas em azul e de pacientes CTRL em
roxo. Em cinza, as proteinas sdo ordenadas de acordo com a representatividade para a carateriza¢do dos cenarios.
(B) Poténcia estatistica do conjunto de dados protedmicos. Fonte: adaptado do software Progenesis QI.

As anotagdes funcionais por GO para processos biolégicos e fungGes moleculares
demonstraram que as proteinas reguladas positivamente na IC estdo significativamente
implicadas no catabolismo do peroxido de hidrogénio (Figura 8A). Além disso, a densa
interacdo entre 6 proteinas envolvidas no transporte de dxido nitrico e ligacdo a haptoglobina
sugerem maior atividade de um complexo molecular associado ao papel das hemoglobinas na
IC (Figura 8B).
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Figura 8: Anotacdes GO quanto ao processo bioldgico e fungdo molecular das proteinas reguladas
positivamente em plasma de pacientes com IC avangada (IC vs. CTRL).

(A) Rede de termos enriquecidos. Os termos sdo apresentados em ordem decrescente de significancia (p < 0.01).
(B) Rede de interagdo proteina-proteina e componentes MCODE identificados. Fonte: adaptado do software
Metascape.

Em analise univariada, 44 proteinas foram consideradas estatisticamente significantes
para a discriminacdo dos cenarios, sendo 36 reguladas positivamente na IC e 8 reguladas

negativamente em comparacdo ao CTRL (Tabela 2).

Tabela 2. Proteinas estatisticamente significantes na discriminacgéo de pacientes com IC avangada e

pacientes CTRL
Proteinas p-Valor FDR ‘

Reguladas Positivamente na IC avancada
APOAL1 (Epididymis secretory sperm binding protein) 6.21266E-06 0.000664755
LUM (Epididymis secretory sperm binding protein) 5.63281E-05 0.005238514
ADID (Adiponectin D) 0.000527869 0.039590172
BTD (Biotinidase - fragment) 7.7037E-05 0.006933328
AOA7HOTJICS6 (Heparin cofactor 11 splice isoform) 6.21266E-06 0.000664755
AOABQ3WL25 (Coagulation factor XII) 4.03823E-05 0.003876699
HBD (Delta globin) 0.00010458 0.009203019
CP (CP protein) 8.28E-07 9.36041E-05
A6XGL1 (Transthyretin) 4.03823E-05 0.003876699
B2R7F8 (Plasminogen) 9.31899E-06 0.000969175
B2R8I2 (cDNA, FLJ93914, highly similar to homo sapiens histidine-rich glycoprotein, mMRNA) 3.93468E-06 0.000428881
B2RBS8 (cDNA, FLJ95666, highly similar to homo sapiens albumin, mRNA) 2.87853E-05 0.002878532
KLKB1 (cDNA, FLJ51250, highly similar to plasma kallikrein) 0.000139992 0.011759322
B7Z8Q5 (cDNA FLJ56762, highly similar to hyaluronan-binding protein 2) 0.000318502 0.025161684
ECM1 (Truncated extracellular matrix protein 1) 2.00876E-05 0.002028847
D3JV41 (C-X-C motif chemokine - fragment) 3.93468E-06 0.000428881
CLEC3B (C-type lectin domain family 3 member B) 5.63281E-05 0.005238514
ATRN (Attractin) 1.38749E-05 0.001429119
SERPINC1 (Antithrombin-111) 0.000139992 0.011759322
A2M (Alpha-2-macroglobulin) 0.000411278 0.03166841
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SPTAL (Spectrin alpha chain, erythrocytic 1) 0.000318502 0.025161684

AHSG (Alpha-2-HS-glycoprotein) 4.14E-07 4.76304E-05

HPX (Hemopexin) 3.93468E-06 0.000428881

APOD (Apolipoprotein D) 2.48506E-06 0.000278327

GSN (Gelsolin) 4.14E-07 4.76304E-05

APOA4 (Apolipoprotein A-1V) 5.63281E-05 0.005238514

THBS1 (Thrombospondin-1) 2.00876E-05 0.002028847

FBLN1 (Fibulin-1) 9.31899E-06 0.000969175

AFM (Afamin) 0.00010458 0.009203019

Q53H26 (Serotransferrin - fragment) 0.000139992 0.011759322

RBP4 (Retinol-binding protein) 0.000411278 0.03166841

Q6GMXO (Ig-like domain-containing protein) 0.000244158 0.019776758

DKFZp686N02209 (Uncharacterized protein) 7.7037E-05 0.006933328

PGLYRP2 (N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase) 0.000139992 0.011759322

APOA2 (Apolipoprotein A-11 - fragment) 7.7037E-05 0.006933328

HEL-S-11 (Carbonic anhydrase) 4.03823E-05 0.003876699
Reguladas Negativamente na IC avancada

B3KS79 (cDNA, FLJ35730 FIS, clone TESTI2003131, highly similar to alpha-1-antichymotrypsin) 0.000244158 0.019776758

E1A689 (Mutant Apo B 100) 9.31899E-06 0.000969175

CRP (C-reactive protein) 8.28E-07 9.36041E-05

S100A8 (Protein S100-A8) 0.000154499 0.01282344

S100A9 (Protein S100-A9) 4.03823E-05 0.003876699

SAA1 (Serum amyloid A-1 protein) 2.07E-07 2.44365E-05

SAA2 (Serum amyloid A-2 protein) 4.14E-07 4.76304E-05

LBP (Lipopolysaccharide-binding protein) 0.000527869 0.039590172

Fonte: elaborada pela autora (2023).
Nota: (FDR) False Discovery Rate; (RSD) Relative Standard Deviation.

A intensidade relativa e inter-relagcdo das 44 proteinas, bem como o agrupamento das

amostras resultante, sdo demonstrados por escala de cor na Figura 9A. A correlacdo entre as

mesmas, detalhada de forma interativa ao lado (Figura 9B), demonstra que a maioria das

proteinas estdo diretamente correlacionadas, logo a medida que a abundancia de uma

determinada proteina aumenta ou diminui, 0 mesmo acontece com aquelas cujo grau de

correlacdo é positivo. Todas as proteinas apresentaram ao menos uma relacdo de covariancia

significante.
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Figura 9: Inter-relacdo das proteinas estatisticamente significantes na discriminagdo de pacientes com IC
avancada e pacientes CTRL.

(A) Agrupamento hierdrquico por mapa de calor. Os arranjos expressam a relagéo entre as proteinas ou amostras.
Cores mais quentes representam uma distribuicdo mais intensa. (B) Rede de correlagdo (r > 0.6). Linhas mais
espessas representam correlagbes mais fortes, sendo cinza para correlagfes positivas e laranja para correlacoes
negativas. Fonte: adaptado do software Viime.

O estado de regulacdo e graus de significancia e magnitude das proteinas identificadas
sdo condensados na Figura 10. Todas as 44 proteinas foram qualificadas nos filtros aplicados.
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Figura 10: Volcano plot das proteinas discriminantes entre pacientes com IC avancada e pacientes CTRL.

A linha horizontal determina o limiar de significancia (p <0.05) e as linhas verticais os limiares negativo e positivo
de magnitude (fold change > +1.2). Cada ponto no grafico representa uma proteina, onde aquelas cuja abundancia
esta reduzida em relagdo ao grupo CTRL estdo localizadas a esquerda e aquelas cuja abundancia esta elevada séo
ilustradas a direita. Proteinas estatisticamente significantes com variagdes de pelo menos 20% sao representadas
em azul e vermelho. Fonte: adaptado do software Viime.
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5.2.2. Andlise Metabol6mica

Nas analises univariadas, 13 metabodlitos foram considerados estatisticamente
significantes para a discriminacdo das condicdes, sendo varia¢Ges positivas indicativas de maior
intensidade em plasma de pacientes com IC e varia¢Ges negativas de menor intensidade (Tabela
2).

Tabela 3. Metabdlitos estatisticamente significantes na discriminagéo de pacientes com IC avangada e

pacientes CTRL.

Compostos QC (RSD%) Variacéo (%)
Acido Glicérico 0,0002 18,3 166,9
Acido Linoleico 0,001 5,4 174,1
L-5-Oxoprolina 0,005 17,8 76,0

Acido 3-Hidroxibutirico 0,005 16,2 400,1

Acido Oleico 0,005 5,5 1452

Acido 2-Ceto-3-Metilvalérico 0,006 10,3 89,3
Colesterol 0,006 9,6 -35,9

Acido Palmitico 0,01 45 160,6
Acido 13-Octadecen6ico 0,01 5,7 87,4
Mio-Inositol 0,02 18,5 28,7

Acido Palmitoleico 0,02 52 1215
Acido Glicdlico 0,02 19,8 79,0
Unknown 11 0,02 15,8 -64,6

Fonte: elaborada pela autora (2023).
Nota: (FDR) False Discovery Rate; (RSD) Relative Standard Deviation.

Na estatistica multivariada, a avaliacdo por OPLS-DA revelou um perfil metabdlico
distinto no comprometimento cardiaco, com validade preditiva (Q?) de 0,83 (Figura 11A e 11B,

respectivamente).
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Figura 11: OPLS-DA de pacientes com IC avancada e pacientes CTRL.

(A) Scores plot. A porcentagem de cada eixo revela a variancia explicada em cada projecdo plotada e as regides
elipticas correspondem ao intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Cada ponto no gréafico corresponde a uma
amostra de paciente. (B) Validacdo do modelo. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.

O modelo permitiu ainda a analise dos metabolitos de maior representatividade e
contribuicdo para a diferenciacdo dos cenarios (Figura 12). Dentre os 24 metabdlitos de
contribuicdo considerada significativa (VIP score > 1.0), 21 apresentaram maior intensidade
relativa em pacientes com IC avancada. A variagdo na intensidade desses compostos em cada

condicdo fenotipica, exceto daqueles ndo identificados, € detalhada na Figura 13 por box plot.
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Figura 12: Metabolitos discriminantes na caracterizagdo de pacientes com IC avancada e pacientes CTRL
por OPLS-DA.

(A) VIP score. Os metabolitos estdo organizados em ordem de representatividade e as caixas coloridas a direita
indicam suas intensidades relativas em cada grupo fenotipico. Cores mais quentes representam uma distribui¢éo
mais intensa. (B) Agrupamento hierdrquico por mapa de calor. Os arranjos expressam a relagdo dos metabdlitos
ou das amostras e a escala colorida & direita indica a intensidade relativa de cada metabdlito em cada amostra.
Cores mais quentes representam uma distribuicdo mais intensa. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.
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Figura 13: Boxplot dos metabdlitos discriminantes na caracterizacdo de pacientes com IC avancada e

pacientes CTRL por OPLS-DA.
O diagrama mostra a distribuicdo dos compostos em quartis para cada condicdo. Cada ponto fora do intervalo
corresponde a uma amostra outlier. Fonte: elaborada pela autora (2023).

Dos 21 metabolitos mais intensos em pacientes com IC avangada, um (1) era uma
entidade desconhecida (unknown), ndo sendo possivel identifica-la; cinco (5) pertencem a
classe dos AGs e conjugados; quatro (4) a aminoacidos, peptideos e analogos; dois (2) a alcoois
e polidis; dois (2) a carboidratos e conjugados de carboidratos; um (1) a acidos benzdicos e
derivados; um (1) a B hidroxiacidos e derivados; um (1) a acidos dicarboxilicos e derivados;
um (1) a acidos linoleicos e derivados; um (1) a purina e derivados de purina; um (1) a
cetoacidos de cadeia curta e derivados; e um (1) a acidos tricarboxilicos e derivados (Figura

14A). A potencial rede de interacdo desses metabolitos é demonstrada na Figura 14B.
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Figura 14: Rede metabdlica associada & IC avangada de acordo com OPLS-DA (VIP score IC vs. CTRL).
(A) Agrupamento em classes bioquimicas por mapa de calor dos metabolitos discriminantes entre as condigdes. A
escala colorida a direita indica a intensidade relativa de cada metabdlito em cada grupo. Cores mais quentes
representam uma distribuicdo mais intensa. (B) Rede de interacdo dos metabdlitos representativos para a
caracterizacdo da IC avancada. Os nos esféricos representam parceiros funcionais previstos e as cores das linhas
indicam o tipo de evidéncia da interacdo, sendo azul para bancos de dados curados, rosa para determinados
experimentalmente e roxo para homologia de proteinas. Fonte: # elaborada pela autora (2023) e B adaptado do
software STITCH.

5.3. CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA vs. CONTROLE

A fim de caracterizar os perfis protedmico e metaboldomico especificamente na

cardiomiopatia chagésica, tais pacientes foram comparados a condicdo nao patoldgica.

5.3.1. Andlise Protebmica

Dentre as 118 proteinas identificadas, 50 apresentavam-se em estado de regulacao
positivo em plasma de pacientes com CCC e 68 em regulacdo negativa se comparadas aos
pacientes CTRL. A Figura 15A apresenta simultaneamente a contribuicdo de cada proteina para
a caracterizacao dos cenarios e a tendéncia de agrupamento das amostras resultante, revelando
um desequilibrio do perfil proteémico circulante na CCC. O poder estatistico obtido com a

média de 10 replicatas é de aproximadamente 65% (Figura 15B).
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Figura 15: Perfil de proteinas reguladas diferencialmente em plasma de pacientes com CCC (CCC vs.
CTRL).

(A) PCA biplot. As amostras de pacientes com CCC sdo representadas em azul e de pacientes CTRL em roxo. Em
cinza, as proteinas sdo ordenadas de acordo com a representatividade para a caraterizacdo dos cenarios. (B)
Poténcia estatistica do conjunto de dados protedmicos. Fonte: adaptado do software Progenesis Ql.

As anotagdes funcionais por GO para processos biolégicos e fungbes moleculares
revelaram que as proteinas reguladas positivamente na CCC estdo envolvidas de forma
significativa no transporte reverso do colesterol (Figura 16A). Em conformidade, o
enriquecimento em especial da rede de interacdo entre 3 proteinas implicadas na regulacdo da
enzima lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) sugere o aumento da esterificacdo de
colesterol na CCC (Figura 16B).
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Figura 16: AnotacBes GO quanto ao processo bioldgico e funcdo molecular das proteinas reguladas
positivamente em plasma de pacientes com CCC (CCC vs. CTRL).
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(A) Rede de termos enriquecidos. Os termos sdo apresentados em ordem decrescente de significancia (p < 0.01).

(B) Rede de interacéo proteina-proteina e componentes MCODE identificados.
Fonte: adaptado do software Metascape.

Na analise univariada, foram elegidas 56 proteinas com significancia estatistica na

discriminagdo dos cenarios, das quais 40 demonstravam regulacdo positiva na CCC e 16

reguladc¢do negativa em comparacdo ao CTRL (Tabela 4).

Tabela 4. Proteinas estatisticamente significantes na discriminacéo de pacientes com CCC e pacientes

CTRL

Proteinas p-Valor Post hoc

Reguladas Positivamente na CCC

APOAL1 (Epididymis secretory sperm binding protein)
Gc (Vitamin D binding protein - fragment)
LUM (Epididymis secretory sperm binding protein)
ADID (Adiponectin D)

BTD (Biotinidase - fragment)
AOA7HOTJIC6 (Heparin cofactor Il splice isoform)
AO0ABQ3WL25 (Coagulation factor XII)

HBD (Delta globin)

CP (CP protein)

AB6XGL1 (Transthyretin)

B2R7F8 (Plasminogen)

B2R8I2 (cDNA, FLJ93914, highly similar to homo sapiens histidine-rich glycoprotein, mMRNA)
B2RBS8 (cDNA, FLJ95666, highly similar to homo sapiens albumin, mRNA)
KLKB1 (cDNA, FLJ51250, highly similar to plasma kallikrein)
KNGL1 (Kininogen 1, isoform CRA_b)

B7Z8Q5 (cDNA FLJ56762, highly similar to hyaluronan-binding protein 2)
TTN (Titin)

ECML1 (Truncated extracellular matrix protein 1)
D3JV41 (C-X-C motif chemokine - fragment)
CLEC3B (C-type lectin domain family 3 member B)
ATRN (Attractin)

SERPINC1 (Antithrombin-111)

A2M (Alpha-2-macroglobulin)

AHSG (Alpha-2-HS-glycoprotein)

HPX (Hemopexin)

APOD (Apolipoprotein D)

GSN (Gelsolin)

APOA4 (Apolipoprotein A-1V)

THBS1 (Thrombospondin-1)

FBLN1 (Fibulin-1)

AFM (Afamin)

Q53H26 (Serotransferrin - fragment)

ITIH2 (Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 2)
RBP4 (Retinol-binding protein)

Q6GMXO (Ig-like domain-containing protein)

0.000107717
0.004833661
0.000245076
2.28252E-05
0.002346534
0.000176642
0.000244144
0.009641473
7.06E-07
3.99123E-05
8.558E-05
0.000201831
0.002393156
0.003654625
0.018049266
0.002005676
0.028053475
0.000124817
5.42459E-05
3.8613E-05
0.000414838
0.002902381
0.043814401
1.1202E-06
0.000249417
3.94151E-06
1.91E-07
0.00012004
0.003342304
8.68733E-05
0.000208394
0.007708136
0.004779655
0.000135114
0.01054921
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DKFZp686N02209 (Uncharacterized protein) 0.003569263
PGLYRP2 (N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase) 0.003182732
APOA2 (Apolipoprotein A-11 - fragment) 5.03128E-05
HEL-S-163pA (Epididymis secretory sperm binding protein Li 163pA) 0.001225982
HEL-S-11 (Carbonic anhydrase) 0.004793102
Reguladas Negativamente na CCC

FCGBP (FC gamma binding protein) 0.029728245
AOA8Q3SID8 (Complement factor H) 0.010044327
B3KS79 (cDNA FLJ35730 FIS, clone TESTI2003131, highly similar to alpha-1-antichymotrypsin) 0.018031977
FGG (Fibrinogen gamma chain) 0.019575825
E1A689 (Mutant Apo B 100) 0.000260125
FGA (Fibrinogen alpha chain) 0.003256331
FGB (Fibrinogen beta chain) 0.006062016
CRP (C-reactive protein) 3.2797E-05
S100A8 (Protein S100-A8) 0.001462729
S100A9 (Protein S100-A9) 0.000605193

SAA1 (Serum amyloid A-1 protein) 1.37E-09

SAA2 (Serum amyloid A-2 protein) 2.30E-07
ORM2 (Alpha-1-acid glycoprotein 2) 0.017983194
HGFAC (Hepatocyte growth factor activator) 0.014823338
LBP (Lipopolysaccharide-binding protein) 0.00633611
SERPINA10 (Protein Z-dependent protease inhibitor) 0.024458848

Fonte: elaborada pela autora (2023).
Nota: (FDR) False Discovery Rate; (RSD) Relative Standard Deviation.

A escala de cor na Figura 17A ilustra a intensidade relativa das 56 proteinas, dispostas
de acordo com a inter-relacdo presente e o agrupamento resultante das amostras. A rede de
correlacdo entre essas proteinas indica, na maioria das interagdes, um grau de correlacdo
positivo e direto entre as abundancias observadas (Figura 17B). N&o foi possivel identificar
covariancias significativas para 2 das proteinas (ORM2 e TTN).
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Figura 17: Inter-relagdo das proteinas estatisticamente significantes na discriminacdo de pacientes com
CCC e pacientes CTRL.

(A) Agrupamento hierdrquico por mapa de calor. Os arranjos expressam a relagéo entre as proteinas ou amostras.
Cores mais quentes representam uma distribuicdo mais intensa. (B) Rede de correlagdo (r > 0.6). Linhas mais
espessas representam correlagcbes mais fortes, sendo cinza para correlagfes positivas e laranja para correlacfes
negativas. Fonte: adaptado do software Viime.

A Figura 18 resume o estado de regulacdo e graus de significancia e magnitude das

proteinas identificadas. No total, 53 proteinas foram qualificadas conforme os filtros aplicados.
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Figura 18: Volcano plot das proteinas discriminantes entre pacientes com CCC e pacientes CTRL.

A linha horizontal determina o limiar de significancia (p < 0.05) e as linhas verticais os limiares negativo e positivo
de magnitude (fold change > +1.2). Cada ponto no grafico representa uma proteina, onde aquelas cuja abundancia
esta reduzida em relagdo ao grupo CTRL estdo localizadas a esquerda e aquelas cuja abundancia esta elevada sao
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ilustradas a direita. Proteinas estatisticamente significantes com variagdes de pelo menos 20% sdo representadas
em azul e vermelho. Fonte: adaptado do software Viime.

5.3.2. Andlise Metabol6mica

A estatistica univariada demonstrou que 12 metabdlitos se mantiveram no intervalo de
erro padrdo e por isso foram considerados estatisticamente significantes, sendo variacdes
positivas indicativas de maior intensidade em pacientes com CCC e varia¢Ges negativas de
menor intensidade (Tabela 5).

Tabela 5. Metabdlitos estatisticamente significantes na discriminacdo de pacientes com CCC e pacientes

CTRL.

Compostos p-Valor Post hoc QC (RSD%) Variagéo (%) ‘
Acido Glicérico 0,002 18,3 186,1
Acido Linoleico 0,005 5,4 182,3

Acido 3-Hidroxibutirico 0,002 16,2 597,3

Acido Oleico 0,005 55 185,0

L-5-Oxoprolina 0,010 17,8 73,7

Acido 2-Ceto-3-Metilvalérico 0,023 10,3 83,6
Mio-Inositol 0,005 18,5 90,9

Acido Palmitico 0,015 45 200,0
Acido 13-Octadecen6ico 0,016 5,7 118,6
Acido Palmitoleico 0,014 5.2 186,5

Unknown 11 0,019 15,8 -74,3
Acido Hipurico 0,029 11,0 749,9

Fonte: elaborada pela autora (2023).

Nota: (RSD) Relative Standard Deviation.

O modelo multivariado OPLS-DA revelou uma discriminacdo metabdlica robusta entre
os cenarios, com validade preditiva (Q?) de 0,8 (Figura 19A e 19B, respectivamente) e 18

metabdlitos determinantes (VIP score > 1.0) para a caracterizacdo da CCC (Figura 20).
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Figura 19: OPLS-DA de pacientes com CCC e pacientes CTRL.

(A) Scores plot. A porcentagem de cada eixo revela a variancia explicada em cada projecdo plotada e as regides
elipticas correspondem ao intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Cada ponto no gréafico corresponde a uma
amostra de paciente. (B) Validacdo do modelo. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.
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Figura 20: Metabdlitos discriminantes na caracterizagdo de pacientes com CCC e pacientes CTRL por
OPLS-DA.
Os metabdlitos estdo organizados em ordem de representatividade (VIP scores) e as caixas coloridas a direita

indicam suas intensidades relativas em cada grupo fenotipico. Cores mais quentes representam uma distribuicdo
mais intensa. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.

5.4. CARDIOMIOPATIA DILATADA IDIOPATICA vs. CONTROLE
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Os perfis protedmico e metaboldmico da cardiomiopatia idiopatica também foram

caracterizados mediante a comparagdo com a condicéo ndo patoldgica.

5.4.1. Andlise Protebmica

Dentre as 118 proteinas identificadas, 50 apresentavam-se em estado de regulacéo
positivo em plasma de pacientes com CDI e 68 em regulacdo negativa se comparadas aos
pacientes CTRL. A Figura 21A apresenta de forma simultanea a contribuicdo de cada proteina
para a caracterizagdo dos cenarios e o agrupamento natural das amostras resultante,
demonstrando uma alteracdo do perfil de proteinas em plasma de pacientes com CDI. O poder

estatistico obtido com a média de 10 replicatas é de aproxidamente 70% (Figura 21B).
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Figura 21: Perfil de proteinas reguladas diferencialmente em plasma de pacientes com CDI (CDI vs. CTRL).
(A) PCA biplot. As amostras de pacientes com CDI sdo representadas em azul e de pacientes CTRL em roxo. Em
cinza, as proteinas sdo ordenadas de acordo com a representatividade para a caraterizagdo dos cenarios. (B)
Poténcia estatistica do conjunto de dados protedmicos. Fonte: adaptado do software Progenesis QI.

As anotacdes em termos GO para processos bioldgicos e fungdes moleculares indicaram
gue as proteinas reguladas positivamente na CDI atuam de maneira significativa no catabolismo
do peroxido de hidrogénio (Figura 22A). As redes de interagdo proteina-proteina com maior
enriquecimento de termos sugerem elevada atividade de dois complexos moleculares

associados ao papel das hemoglobinas via transporte de 0xido nitrico e ligagéo a haptoglobina,
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e ao transporte de substancias organicas como lipideos e compostos hidroxila na CDI (Figura
22B).

M processo catabdlico de peroxido de hidrogénio s f . B
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M resposta ao ferimento =
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ligagdo de carboidratos

MCODE GO Description Log10(P)
MCODE_ I GO:0030185 transporte de éxido nitrico -10.7
MCODE_L G0:0031720 ligagio & haptoglabina 9.6
MCODE_ I GO:0005344 ativ. carraadora de oxigénio a1
MCODE 2 GO:0005319  ativ. de transportadorlipidico 6.1

MCODE_ 2 GO:0015850 transp, comp. hidroxila orgénicos  -6.1

o
-
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MCODE 2 GO:0008869 transporte lipidica -5.2

Figura 22: AnotagBes GO quanto ao processo bioldgico e fungdo molecular das proteinas reguladas
positivamente em plasma de pacientes com CDI (CDI vs. CTRL).

(A) Rede de termos enriquecidos. Os termos sdo apresentados em ordem decrescente de significancia (p < 0.01).
(B) Rede de interacéo proteina-proteina e componentes MCODE identificados. Fonte: adaptado do software
Metascape.

Das 118 proteinas identificadas, 59 foram consideradas estatisticamente significantes
para sob andlise univariada, sendo 41 reguladas positivamente na CDI e 18 reguladas
negativamente em comparacdo ao CTRL (Tabela 6).

Tabela 6. Proteinas estatisticamente significantes na discriminacéo de pacientes com CDI e pacientes
CTRL

Proteinas p-Valor Post hoc

Reguladas Positivamente na CDI
APOAL1 (Epididymis secretory sperm binding protein) 0.000541825
LUM (Epididymis secretory sperm binding protein) 0.002570312
BTD (Biotinidase - fragment) 0.000279135
AOA7HOTJIC6 (Heparin cofactor Il splice isoform) 0.000723479
AOABQ3WKT?7 (Complement C8 alpha chain) 0.016616428
AOABQ3WL25 (Coagulation factor XII) 0.00177592
HBD (Delta globin) 0.010667324
CP (CP protein) 1.68664E-05
AB6XGL1 (Transthyretin) 0.004614253
B2R7F8 (Plasminogen) 0.005135734
B2R8I2 (cDNA, FLJ93914, highly similar to homo sapiens histidine-rich glycoprotein, mMRNA) 0.004876069
B2RBS8 (cDNA, FLJ95666, highly similar to homo sapiens albumin, mRNA) 0.000293938
B4DF70 (cDNA FLJ60461, highly similar to peroxiredoxin-2) 0.039305377
KLKB1 (cDNA, FLJ51250, highly similar to plasma kallikrein) 0.002000108
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KNG1 (Kininogen 1, isoform CRA_b) 0.041953895
B7Z8Q5 (cDNA, FLJ56762, highly similar to hyaluronan-binding protein 2) 0.009868176
ECM1 (Truncated extracellular matrix protein 1) 0.001026801
D3JV41 (C-X-C motif chemokine - fragment) 7.2356E-05
CLEC3B (C-type lectin domain family 3 member B) 0.002305265
ATRN (Attractin) 0.000454929
SERPINC1 (Antithrombin-111) 0.021251968
A2M (Alpha-2-macroglobulin) 0.000381839
SPTAL (Spectrin alpha chain, erythrocytic 1) 0.015545137
SLC4A1 (Band 3 anion transport protein) 0.030453922
AHSG (Alpha-2-HS-glycoprotein) 7.17474E-06
HPX (Hemopexin) 8.94781E-05
APOD (Apolipoprotein D) 0.001711371
GSN (Gelsolin) 2.76357E-05
APOA4 (Apolipoprotein A-1V) 0.005805193

THBS1 (Thrombospondin-1) 7.30E-07
FBLNZ1 (Fibulin-1) 7.57792E-06
AFM (Afamin) 0.001039918
PONB3 (Serum paraoxonase/lactonase 3) 0.019375167
Q53H26 (Serotransferrin - fragment) 0.00078827
Q6GMXO (Ig-like domain-containing protein) 0.004006601
IGK@ (IGK@ protein) 0.002949458
DKFZp686N02209 (Uncharacterized protein) 0.005835453
PGLYRP2 (N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase) 0.000771911
APOA2 (Apolipoprotein A-11 - fragment) 0.000522335
HEL-S-163pA (Epididymis secretory sperm binding protein Li 163pA) 0.012026169
HEL-S-11 (Carbonic anhydrase) 0.004821112

Reguladas Negativamente na CDI

C10B (Complement C1Q B chain - fragment) 0.014518154
AO0A8Q3SI37 (Complement C9) 0.026811653
B3KS79 (cDNA, FLJ35730 FIS, clone TESTI2003131, highly similar to alpha-1-antichymotrypsin) 0.000178156
B4E118 (cDNA, FLJ54228, highly similar to leucine-rich alpha-2-glycoprotein) 0.006298089
E1A689 (Mutant Apo B 100) 4.94733E-05
ITIH3 (Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3) 0.007363773
TNC (Tenascin C) 0.001285252
CRP (C-reactive protein) 8.51963E-06
APCS (Serum amyloid P-component) 0.020296072
S100A8 (Protein S100-A8) 0.001915953
S100A9 (Protein S100-A9) 0.001100384
C1S (Complement C1S subcomponent) 0.017043818

SAA1 (Serum amyloid A-1 protein) 1.27E-10

SAA2 (Serum amyloid A-2 protein) 5.18E-09
DEFA1B; DEFAL (Neutrophil defensin 1) 0.00413196
HGFAC (Hepatocyte growth factor activator) 0.049747297
SERPINGL (Serine/cysteine proteinase inhibitor clade G member 1 splice variant 2 - fragment) 0.030665214
LBP (Lipopolysaccharide-binding protein) 0.001347056

Fonte: elaborada pela autora (2023).
Nota: (FDR) False Discovery Rate; (RSD) Relative Standard Deviation.
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A intensidade relativa e a inter-relacdo das 59 proteinas, assim como o agrupamento

resultante das amostras, sdo ilustrados por meio de uma escala de cor na Figura 23A. O grau de

correlacéo entre as mesmas, detalhado no diagrama interativo ao lado (Figura 23B), demonstra

que a maioria das proteinas exprimem uma correlacdo positiva e direta entre as abundancias

detectadas. N&o foi possivel identificar covariancias significativas para 1 das proteinas

(B4DF70).
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Figura 23: Inter-relagéo das proteinas estatisticamente significantes na discriminacao de pacientes com CDI

e pacientes CTRL.

(A) Agrupamento hierdrquico por mapa de calor. Os arranjos expressam a relagéo entre as proteinas ou amostras.
Cores mais quentes representam uma distribuicdo mais intensa. (B) Rede de correlagdo (r > 0.6). Linhas mais
espessas representam correlagcbes mais fortes, sendo cinza para correlagfes positivas e laranja para correlacfes

negativas. Fonte: adaptado do software Viime.

As proteinas identificadas foram ainda triadas de acordo com o estado de regulacéo,

significancia e magnitude (Figura 24). Ao todo, 55 proteinas foram qualificadas.
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Figura 24: Volcano plot das proteinas discriminantes entre pacientes com CDI e pacientes CTRL.
A linha horizontal determina o limiar de significancia (p <0.05) e as linhas verticais os limiares negativo e positivo
de magnitude (fold change > +1.2). Cada ponto no gréafico representa uma proteina, onde aquelas cuja abundancia
esta reduzida em relagdo ao grupo CTRL estdo localizadas & esquerda e aquelas cuja abundancia esta elevada séo
ilustradas a direita. Proteinas estatisticamente significantes com variagdes de pelo menos 20% s8o representadas
em azul e vermelho. Fonte: adaptado do software Viime.

5.4.2. Andalise Metabol6mica

Nove (9) metabolitos foram considerados estatisticamente significantes na analise
univariada, sendo variagdes positivas indicativas de maior intensidade em plasma de pacientes

com CDI e variagdes negativas de menor intensidade (Tabela 7).

Tabela 7. Metabdlitos estatisticamente significantes na discriminagéo de pacientes com CDI e pacientes

CTRL.

Compostos p-Valor Post hoc QC (RSD%) Variagao (%)
Acido Glicérico 0,003 18,3 -59,2
Acido Linoleico 0,008 5,4 62,2

Acido Oleico 0,035 55 -49,9

Colesterol 0,006 9,6 76,3
L-5-Oxoprolina 0,025 17,8 -44,0

Acido 2-Ceto-3-Metilvalérico 0,017 10,3 -48,9
Acido Glicélico 0,008 19,8 -50,0
L-Hidroxiprolina 0,020 15,4 -66,2
Glicina 0,049 16,9 -59,4

Fonte: elaborada pela autora (2023).

Nota: (RSD) Relative Standard Deviation.

Na estatistica multivariada, a discriminag@o por OPLS-DA demonstrou uma dissocia¢ao
entre os cenarios, com validade preditiva (Q?) de 0,65 (Figura 25A e 25B, respectivamente) e

25 metabdlitos representativos (VIP score > 1.0) de maior intensidade na CDI (Figura 26).
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Figura 25: OPLS-DA de pacientes com CDI e pacientes CTRL.
(A) Scores plot. A porcentagem de cada eixo revela a variancia explicada em cada projecdo plotada e as regides
elipticas correspondem ao intervalo de confianga de 95% (p < 0,05). Cada ponto no gréafico corresponde a uma
amostra de paciente. (B) Validacdo do modelo. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.
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Figura 26: Metabdlitos discriminantes na caracterizacdo de pacientes com CDI e pacientes CTRL por

OPLS-DA.

Os metabdlitos estdo organizados em ordem de representatividade (VIP scores) e as caixas coloridas a direita
indicam suas intensidades relativas em cada grupo fenotipico. Cores mais quentes representam uma distribui¢éo
mais intensa. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.
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5.5. CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA vs. CARDIOMIOPATIA
DILATADA IDIOPATICA vs. CONTROLE

Com o intuito de verificar se a discriminacdo etiologica influencia as assinaturas
protedmica e metaboldmica da IC avangada, as trés condigbes CCC, CDI e CTRL foram

comparadas.

5.5.1. Andlise Protedmica

Na avaliacdo por PCA, a contribuicdo de cada proteina para a caracterizacdo das
amostras resultou em uma tendéncia de agrupamento discriminativa entre 0s cenarios
patoldgicos e ndo patologico, porém discreta entre as etiologias da IC avancada (Figura 27A).

Para esta comparagdo, o0 poder estatistico obtido com a média de 9 replicatas por condicdo é
equivalente a cerca de 65% (Figura 27B).
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Figura 27: Perfil de proteinas reguladas diferencialmente em plasma de pacientes portadores de CCC e
CDI, e pacientes CTRL (CCC vs. CDI vs. CTRL).

(A) PCA biplot. As amostras de pacientes com CCC séo representadas em azul, de pacientes com CDI em roxo e
de pacientes CTRL em laranja. Em cinza, as proteinas sdo ordenadas de acordo com a representatividade para a
caraterizacdo dos cenérios. (B) Poténcia estatistica do conjunto de dados protedmicos. Fonte: adaptado do software
Progenesis QI.

Dentre as 118 proteinas identificadas, 73 foram consideradas estatisticamente
significantes (Tabela 8).
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Tabela 8. Proteinas estatisticamente significantes na discriminacéo de pacientes portadores de CCC e

CDI, e pacientes CTRL
Proteinas p-Valor

APOAL (Epididymis secretory sperm binding protein) 3.27639E-05
FCGBP (FC gamma binding protein) 0.038152509
C1QB (Complement C1Q B chain - fragment) 0.010041881
Gc (Vitamin D binding protein - fragment) 0.005614725
LUM (Epididymis secretory sperm binding protein) 0.000119532
ADID (Adiponectin D) 3.66152E-05
BTD (Biotinidase - fragment) 0.00012584
AOA7HOTJC6 (Heparin cofactor 11 splice isoform) 5.23834E-05
AOA8Q3SI37 (Complement C9) 0.024175071
AO0A8Q3SID8 (Complement factor H) 0.009323393
AOABQ3WKT?7 (Complement C8 alpha chain) 0.018098048
AOABQ3WL25 (Coagulation factor XII) 0.000100712
HBD (Delta globin) 0.002944936
CP (CP protein) 2.32E-07
ABXGL1 (Transthyretin) 3.67654E-05
B2R7F8 (Plasminogen) 7.05294E-05
B2R8I2 (cDNA, FLJ93914, highly similar to homo sapiens histidine-rich glycoprotein, mRNA) 0.0001353
B2RBS8 (cDNA, FLJ95666, highly similar to homo sapiens albumin, mRNA) 0.000131693
B3KS79 (cDNA FLJ35730 FIS, clone TESTI2003131, highly similar to alpha-1-antichymotrypsin) 0.000190767
B4DF70 (cDNA FLJ60461, highly similar to peroxiredoxin-2) 0.040754257
KLKB1 (cDNA FLJ51250, highly similar to plasma kallikrein) 0.000591434
KNGL1 (Kininogen 1, isoform CRA_b) 0.009734811
B4E1I8 (cDNA FLJ54228, highly similar to leucine-rich alpha-2-glycoprotein) 0.008580068
B7Z8Q5 (cDNA FLJ56762, highly similar to hyaluronan-binding protein 2) 0.000997251
TTN (Titin) 0.034225738
ECM1 (Truncated extracellular matrix protein 1) 4.90401E-05
FGG (Fibrinogen gamma chain) 0.024507329
D3JV41 (C-X-C motif chemokine - fragment) 7.47185E-06
E1A689 (Mutant Apo B 100) 1.37243E-05
ITIH3 (Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3) 0.005530196
CLEC3B (C-type lectin domain family 3 member B) 2.85518E-05
TNC (Tenascin C) 0.001289629
CFI (Complement factor I) 0.044994016
ATRN (Attractin) 6.93982E-05
SERPINC1 (Antithrombin-111) 0.001871205
A2M (Alpha-2-macroglobulin) 0.000465139
SPTAL (Spectrin alpha chain, erythrocytic 1) 0.015414383
FGA (Fibrinogen alpha chain) 0.003261776
FGB (Fibrinogen beta chain) 0.007879279
SLC4A1 (Band 3 anion transport protein) 0.026943976
CRP (C-reactive protein) 1.61305E-06
APCS (Serum amyloid p-component) 0.012783148
AMBP (Protein AMBP) 0.015643684
AHSG (Alpha-2-HS-glycoprotein) 2.17E-07
HPX (Hemopexin) 1.96588E-05
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4.07429E-06
0.000337617
1.08E-07
0.000143503
9.62983E-05
1.06177E-06
0.019083562
1.65E-11
1.47E-09
0.023706831
2.361E-06
6.99644E-05
0.004415262
0.009267932
0.019128542
0.000454069
0.004810289
0.027120257
0.000206929
0.001661295
0.00318799
0.001111438
0.000607293
0.000294277
0.02861954
1.92168E-05
0.000765498
0.00119288

Fonte: elaborada pela autora (2023).
Nota: (FDR) False Discovery Rate; (RSD) Relative Standard Deviation.

A escala de cor na Figura 28 ilustra a intensidade relativa das 73 proteinas, dispostas de
acordo com a inter-relagcdo presente e o agrupamento resultante das amostras.
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Figura 28: Agrupamento hierarquico por mapa de calor das proteinas estatisticamente significantes na
discriminacgdo de pacientes portadores de CCC e CDI, e pacientes CTRL.

Os arranjos expressam a relacdo entre as proteinas ou amostras. Cores mais quentes representam uma distribuicéo
mais intensa. Fonte: adaptado do software Viime.

5.5.2. Analise Metabol6mica

Na andlise univariada, 16 metabdlitos foram considerados significantes (Tabela 9).

Tabela 9. Metabdlitos estatisticamente significantes na discriminacdo de pacientes portadores de CCC e
CDI, e pacientes CTRL.

Compostos QC (RSD%)
Acido Glicérico 0,0003 18,3
Acido Linoleico 0,0015 5,4

Acido 3-Hidroxibutirico 0,0025 16,2

Acido Oleico 0,0035 55

Colesterol 0,0044 9,6
L-5-Oxoprolina 0,0046 17,8

Acido 2-Ceto-3-Metilvalérico 0,0062 10,3
Mio-Inositol 0,0071 18,5

Acido Glicolico 0,0095 19,8

Acido Palmitico 0,0103 45
Acido 13-Octadecendico 0,0116 5,7
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Acido Palmitoleico 0,0141 5.2

Unknown 11 0,0175 15,8
L-Hidroxiprolina 0,0248 15,4
Acido Hipurico 0,0302 11,0
Glicina 0,0550 16,9

Fonte: elaborada pela autora (2023).
Nota: (RSD) Relative Standard Deviation.

O modelo multivariado PLS-DA identificou perfis distintos para cada condi¢cdo, com
maior distancia entre os grupos CCC e CTRL (Figura 29A). O modelo obteve validade preditiva
(Q?) de 0,8 e P = 0.02 em 2000 permutacdes (Figuras 29B e 29C, respectivamente).
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Figura 29: PLS-DA de pacientes portadores de CCC e CDI, e pacientes CTRL.

(A) Scores plot. A porcentagem de cada eixo revela a variancia explicada em cada projecdo plotada e as regides
elipticas correspondem ao intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Cada ponto no gréafico corresponde a uma
amostra de paciente. (B) Detalhes da validacdo cruzada. (C) Permutacdo. Fonte: adaptado do software
MetaboAnalyst.

Variagdes na intensidade relativa de 20 metabolitos (VIP score > 1,0) foram cruciais

para a caracterizacdo dos cenarios (Figura 30).
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Figura 30: Metabdlitos discriminantes na caracterizacéo de pacientes portadores de CCC e CDI, e pacientes
CTRL por PLS-DA.

Os metabdlitos estdo organizados em ordem de representatividade (VIP scores) e as caixas coloridas a direita
indicam suas intensidades relativas em cada grupo fenotipico. Cores mais quentes representam uma distribui¢éo
mais intensa. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.

5.6. CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA vs. CARDIOMIOPATIA
DILATADA IDIOPATICA

Finalmente, CCC e CDI foram confrontadas diretamente para investigar um potencial
paralelo entre os panoramas protedmico e metabolémico e a severidade da cardiomiopatia em

pacientes chagasicos.

5.6.1. Andlise Protedmica

Dentre as 118 proteinas identificadas, 56 apresentavam-se em estado de regulacédo
positivo em plasma de pacientes com CCC e 62 em regulacdo negativa se comparadas aos
pacientes com CDI. A Figura 31A apresenta simultaneamente a contribuicdo de cada proteina
para a caracterizacdo dos cenarios e a tendéncia de agrupamento das amostras resultante,
revelando uma sutil discrepancia do perfil protebmico circulante na CMDNI chagasica. O poder

estatistico obtido com a média de 7 replicatas é de cerca de 10% (Figura 31B).
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Figura 31: Perfil de proteinas reguladas diferencialmente em plasma de pacientes com CMDNI chagasica
(CCcCvs. CDI).

(A) PCA biplot. As amostras de pacientes com CCC séo representadas em azul e de pacientes com CDI em roxo.
Em cinza, as proteinas sdo ordenadas de acordo com a representatividade para a caraterizagdo dos cendrios. (B)
Poténcia estatistica do conjunto de dados protedmicos. Fonte: adaptado do software Progenesis Ql.

As anotacBes em termos GO para processos bioldgicos e fungBes moleculares
demonstraram que as proteinas reguladas positivamente na CCC estdo significativamente
implicadas nas respostas imune de fase aguda e humoral (Figura 32A). Quanto a rede de
interagdo proteina-proteina, 0 enriquecimento em especial de 2 complexos moleculares
sugerem um aumento da atividade de mecanismos efetores da resposta imune inata e do

transporte reverso de colesterol na etiologia chagasica (Figura 32B).
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Figura 32: AnotagBes GO quanto ao processo bioldgico e fungdo molecular das proteinas reguladas
positivamente em plasma de pacientes com CMDNI chagésica (CCC vs. CDI).

(A) Rede de termos enriquecidos. Os termos séo apresentados em ordem decrescente de significancia (p < 0.01).
(B) Rede de interagdo proteina-proteina e componentes MCODE identificados.

Fonte: adaptado do software Metascape.

Em andlise univariada, 8 proteinas foram consideradas estatisticamente significantes
para a discriminacdo dos cenarios, sendo 1 regulada positivamente na CCC e 7 reguladas

negativamente em comparacdo a CDI (Tabela 10).

Tabela 10. Proteinas estatisticamente significantes na discriminacdo de pacientes com CCC e CDI
Proteinas p-Valor Post hoc ‘

Reguladas Positivamente na CMDNI chagésica

C10B (Complement C1Q B chain - fragment) 0.022861845
ADID (Adiponectin D) 0.021217745
AOABQ3SID8 (Complement factor H) 0.033586952
ITIH3 (Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3) 0.016328968
TNC (Tenascin C) 0.00933492
CFI (Complement factor I) 0.041559146
AMBP (Protein AMBP) 0.014642785

Reguladas Negativamente na CMDNI chagésica
THBS1 (Thrombospondin-1) 0.012785743

Fonte: elaborada pela autora (2023).

Nota: (FDR) False Discovery Rate; (RSD) Relative Standard Deviation.

A intensidade relativa e inter-relacdo das 8 proteinas, bem como o agrupamento das
amostras resultante, sdéo demonstrados por escala de cor na Figura 33A. Segundo a rede
interativa de correlacdo (Figura 33B), 6 proteinas estdo diretamente correlacionadas e somente
1 apresenta grau de correlacdo negativo, com abundancias inversamente associadas. Nao foi

possivel identificar covariancias significativas para 1 das proteinas (ADID).
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Figura 33: Inter-relagdo das proteinas estatisticamente significantes na discriminagédo de pacientes com
CCCeCDL.

(A) Agrupamento hierdrquico por mapa de calor. Os arranjos expressam a relagéo entre as proteinas ou amostras.
Cores mais quentes representam uma distribuicdo mais intensa. (B) Rede de correlacdo (r > 0.6). Linhas mais
espessas representam correlagcbes mais fortes, sendo cinza para correlagfes positivas e laranja para correlacfes
negativas. Fonte: adaptado do software Viime.
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O estado de regulacdo e graus de significancia e magnitude das proteinas identificadas
sdo demonstrados na Figura 34. Em suma, 6 proteinas foram qualificadas com base nos filtros

aplicados.
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Figura 34: Volcano plot das proteinas discriminantes entre pacientes com CCC e CDI.

A linha horizontal determina o limiar de significancia (p < 0.05) e as linhas verticais os limiares negativo e positivo
de magnitude (fold change >=+1.2). Cada ponto no gréfico representa uma proteina, onde aquelas cuja abundancia
esta reduzida em relagdo ao grupo CDI estdo localizadas & esquerda e aquelas cuja abundancia esta elevada séo
ilustradas a direita. Proteinas estatisticamente significantes com variagdes de pelo menos 20% sdo representadas
em azul e vermelho. Fonte: adaptado do software Viime.
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5.6.2. Andalise Metabol6mica

Embora nenhum metabdlito tenha sido selecionado pelos critérios post hoc aplicados na

estatistica univariada, a avaliacdo por OPLS-DA demonstrou uma disparidade metabdlica entre

as condicBes patologicas, com validade preditiva (Q?) de 0,54 (Figura 35A e 35B,

respectivamente).
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Figura 35: OPLS-DA de pacientes com CCC e pacientes com CDI.

(A) Scores plot. A porcentagem de cada eixo revela a variancia explicada em cada projecéo plotada e as regides
elipticas correspondem ao intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Cada ponto no gréfico corresponde a uma
amostra de paciente. (B) Validacdo do modelo. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.

Dos 23 metabdlitos de maior representatividade e contribuicéo para a diferenciacao dos

cenarios no modelo multivariado (VIP score > 1.0), 12 apresentaram maior intensidade relativa
em pacientes com CCC e 11 intensidade caracteristica da CDI (Figura 36). A variacdo na

intensidade desses compostos em cada cenario fenotipico é detalhada na Figura 37 por box plot.
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Figura 36: Metabdlitos discriminantes na caracterizacdo de pacientes com CCC e CDI por OPLS-DA.
(A) VIP score. Os metabdlitos estdo organizados em ordem de representatividade e as caixas coloridas a direita
indicam suas intensidades relativas em cada grupo fenotipico. Cores mais quentes representam uma distribuicdo
mais intensa. (B) Agrupamento hierdrquico por mapa de calor. Os arranjos expressam a relagdo dos metabdlitos
ou das amostras e a escala colorida a direita indica a intensidade relativa de cada metabdlito em cada amostra.
Cores mais quentes representam uma distribuicdo mais intensa. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.
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Figura 37: Boxplot dos metabdlitos discriminantes na caracterizacdo de pacientes com CCC e pacientes com
CDI por OPLS-DA.

O diagrama mostra a distribuicdo dos compostos em quartis para cada condi¢do. Cada ponto fora do intervalo
corresponde a uma amostra outlier. Fonte: elaborada pela autora (2023).

Dentre 0s metabdlitos de alta contribuicdo para a CCC, sete (7) pertencem a classe dos
carboidratos e conjugados de carboidratos; um (1) a acidos carbénicos organicos e derivados;
um (1) a alcoois e poliois; um (1) a cresoéis; um (1) a B hidroxiacidos e derivados; e um (1) a
acidos benzoicos e derivados, enquanto nos metabolitos caracteristicos da CDI oito (8)
pertencem a classe dos aminoacidos, peptideos e analogos; um (1) a &cidos carb6nicos

organicos e derivados; um (1) a alcoois e poliois; e um (1) a acidos indolil carboxilicos e
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derivados (Figura 38A). A potencial rede de interacdo dos metabdlitos caracteristicos da CCC
é demonstrada na Figura 38B.
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Figura 38: Rede metabdlica associada & CCC de acordo com OPLS-DA (VIP score CCC vs. CDI).

(A) Agrupamento em classes bioquimicas por mapa de calor dos metabdlitos discriminantes entre as condigdes. A
escala colorida a direita indica a intensidade relativa de cada metabdlito em cada grupo. Cores mais quentes
representam uma distribuicdo mais intensa. (B) Rede de interacdo dos metabdlitos representativos para a
caracterizacdo da CCC. Os nds esféricos representam parceiros funcionais previstos e as cores das linhas indicam
0 tipo de evidéncia da interacdo, sendo azul para bancos de dados curados, rosa para determinados
experimentalmente e roxo para homologia de proteinas. Fonte: A elaborada pela autora (2023) e B adaptado do
software STITCH.

6. DISCUSSAO

6.1. FISIOPATOLOGIA DA INSUFICIENCIA CARDIACA AVANCADA

6.1.1. Requlacdo Diferencial de Proteinas

Embora a evolucéo clinica dos pacientes com IC relacionada a DCh seja pior em
comparagdo a pacientes ndo chagasicos (CARDOSO et al.,, 2010a), as caracteristicas
moleculares que diferenciam a patogénese e, consequentemente, o desfecho clinico da CCC e
da CDI ainda ndo foram elucidadas. No presente estudo, pacientes com IC avancada,
independentemente da etiologia, exibiram um desequilibrio no perfil de proteinas circulante em
plasma (Figura 7), com maior abundancia de proteinas associadas de forma significativa a
defesa antioxidante, com destaque para o catabolismo do perdxido de hidrogénio e transporte

de 6xido nitrico (Figura 8).
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Em condigdes fisioldgicas, as espécies reativas de oxigénio (ROS, Reactive Oxygen
Species) e nitrogénio (RNS, Reactive Nitrogen Species) exercem funcdes de mensageiros
secundarios na sinalizacao celular, atuando na regulacdo da expressao de genes sensiveis aos
sinais redox, como aqueles dependentes do fator nuclear k B (NF-xB, Nuclear Factor « B), e
modulando a sintese de moléculas ativas como proteinas quinases e isoprostanos (MACHADO
et al., 2005). Além disso, a diferenciagdo de células tronco embrionérias em cardiomidcitos
requer niveis basais de ROS (JI et al., 2010), e os processos de angiogénese, regeneracao
cardiaca e apoptose dos cardiomidcitos sdo sensiveis ao balanco redox (RAMACCINI et al.,
2021).

No coracdo, as fontes de ROS incluem células endoteliais, neutréfilos e cardiomidcitos,
cuja producao de radicais superdxidos durante a respiracdo mitocondrial € conhecidamente
elevada na IC (IDE et al., 1999). Diversos mecanismos podem contribuir para a disfuncéo
mitocondrial e consequente producdo desregulada de ROS/RNS, como ativagdo neuro-
hormonal, sobrecarga de pressdo e volume, metabolismo energético cardiaco alterado e
comorbidades pré-inflamatorias como a diabetes (AIMO et al., 2020; PAULUS; TSCHOPE,
2013; TSUTSUI; KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2011). O excesso de ROS/RNS causa danos
aos componentes celulares, incluindo o DNA, e peroxidacdo de proteinas e lipideos,
promovendo um ciclo vicioso de geracdo de radicais livres e potencializacdo do estresse
oxidativo (AIMO et al., 2020).

Maladaptacbes em resposta a essas condicbes promovem o remodelamento do
miocardio e progressdo mais rapida a IC (TSUTSUI; KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2011),
visto que as ROS ativam quinases sinalizadoras de hipertrofia e fatores de transcrigcdo
subsequentes (SABRI; HUGHIE; LUCCHESI, 2003), estimulam a proliferacéo de fibroblastos
cardiacos e ativam as metaloproteinases da matriz (MMPs, Matrix Metalloproteinases)
(SPINALE et al., 1998), medeiam a apoptose (KWON et al., 2003) e podem ainda comprometer
diretamente a fungdo contractil a partir da modulagdo da sinalizacdo Ca?* intracelular —
modificacdo do receptor de rianodina para aumentar sua probabilidade de abertura, supressao
do canal de célcio tipo L gerando despolarizagdo parcial do potencial de membrana, e interagcdo
oxidativa com Ca®* ATPase para inibir a captacio de Ca?* (ZIMA; BLATTER, 2006).

Considerada uma ROS mais estavel e com poténcial para permear membranas e alcancar
alvos em compartimentos distantes, o peroxido de hidrogénio (H202) é formado a partir da
dismutacdo do superoxido de maneira espontanea sob pH baixo ou catalizagdo via enzima
superdxido dismutase (SOD) (HANCOCK; DESIKAN; NEILL, 2001). Niveis elevados de

H20- ja foram associados ao estimulo de proteinas quinases ativadas por mitégenos, como
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MAPK, JNK, p38 e Akt, a fim de induzir a apoptose (KWON et al., 2003). Em conformidade,
a superexpressdo da enzima catalase especificamente em cardiomidcitos, principal efetora da
via catabolica de H>O, — no presente estudo representada pelas proteinas APOA4, HBAL,
HBA2, HBB, HBD e PRDX1 —, ja foi descrita como fator de prevencéo a fase de remodelacéo
progressiva e subsequente progressao ao fenétipo final de IC em modelos murinos de CMDNI,
apesar de ndo demonstrar efeitos sob o fenotipo inicial caracterizado por disfuncéo contratil e
dilatacdo do VE (QIN et al., 2010).

Em investigacdo semelhante ao presente estudo, portadores de IC refrataria decorrente
de CCC apresentaram niveis elevados de catalase no tecido miocardico quando comparados
aos individuos CTRL e portadores das etiologias idiopatica e isquémica, sugerindo um
mecanismo compensatério ao estresse oxidativo potencialmente maior na CCC (TEIXEIRA
etal., 2021). Embora a catalase tenha sido descrita em mitocéndrias cardiacas e esteja presente
também no citoplasma das hemécias, em sua maioria encontra-se nos peroxissomos, onde
decompde o H20, gerado durante a B-oxidacdo de axidos graxos (AKHMEDOV; RYBIN;
MARIN-GARCIA, 2015). No presente estudo, a via catabélica do H20;

As RNS por sua vez, sdo derivadas principalmente do 6xido nitrico (NO), identificado
como alvo de transporte pelo enriquecimento das vias interativas (Figura 8B). Implicado na
formacdo de peroxinitrito e didxido de nitrogénio — e consequente na oxidacao/nitracdo de
proteinas e peroxidacdo lipidica, respectivamente (MACHADO et al., 2005), o éxido nitrico
possui alta difusibilidade e ndo necessita de receptores transmembranosos para atuar na
sinalizacdo a nivel intracelular (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). Durante a resposta
inflamatoria a infecgdo por T. cruzi, sua producdo em excesso juntamente ao superoxido gera
S-nitrosilacdo de cisteinas em proteinas de células mononucleares do sangue periférico, cujos
niveis de modificacdo correlacionam-se com a severidade da DCh (ZAGO et al., 2019).

Ja a baixa biodisponibilidade de NO em plasma é associada a reducdo da sinaliza¢do do
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP, Cyclic Guanosine-3’5"-monophosphate),
responsavel por manter a contratilidade e integridade cardiaca compensatoria na IC (PREEDY;
BALIGA; HOBBS, 2020). Na ICFEr, a reducéo de NO e consequente comprometimento dessa
via resultam em diminuicdo da poténcia muscular e prejuizo da vasodilatacdo e capacidade de
exercicio aerobio (MULKAREDDY et al., 2019). Dessa forma, considerando que a ligacdo a
hemoglobina (Hb) ou outras proteinas contendo o grupo heme podem inibir ou preservar a
atividade do NO (HELMS; KIM-SHAPIRO, 2013), e que o complexo molecular indicado pelo
enriquecimento tambeém caracteriza um fator de prote¢do contra os efeitos oxidantes deletérios

da Hb livre via ligacdo a haptoglobina e a hemopexina (SMITH; MCCULLOH, 2015), ¢
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possivel que a rede de interacdo em destaque indique um complexo antioxidante potencialmente
responsavel pela modulacdo dos niveis de NO e consequentemente do equilibrio entre estresse

oxidativo e manutencdo da contratilidade na IC.

6.1.2. Comprometimento Metabdlico

No presente estudo, os resultados da OPLS-DA demonstraram que pacientes com IC
avancada, independentemente da causa, exibem um desequilibrio metabolico global (Figura 11)
com maior abundancia de 21 metabdlitos identificados (Figura 12). Em condigdes fisioldgicas,
0 coracao adulto é metabolicamente flexivel e gera ATP a partir de diversos substratos, como
AGs, lactato, glicose, cetonas e aminoacidos (AAs), obtidos continuamente do sangue e
direcionados a fosforilacdo oxidativa mitocondrial (95 %) e glicolise (5%) (KARWI et al.,
2018; LOPASCHUK et al., 2021; WISNESKI et al., 1990). Até 60% da produgdo de ATP
mitocondrial resulta da B-oxidacdo de AGs, no entanto, devido & sua maior necessidade de
oxigénio e capacidade oxidativa mitocondrial comprometida, os coracdes com insuficiéncia
tendem a aumentar o consumo de glicose via glicélise anaer6bica como um mecanismo
compensatorio para manter os niveis de ATP (ALLARD et al., 1994; KARWI et al., 2018;
LOPASCHUK et al., 2021; RANDLE et al., 1963; YAMAMOTO; SANO, 2022).

A reprogramacdo metabdlica na IC também inclui aumento da oxidacdo de corpos
cetbnicos e reducdo da oxidacdo de lactato, aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) e
glicose, prejudicando a producdo geral de ATP pelo fluxo do ciclo de Krebs (KARWI et al.,
2018; LOPASCHUK et al., 2021). De fato, o acimulo de AGs, AAs e componentes do ciclo de
Krebs (acidos citrico e succinico) observado no plasma de pacientes com IC no presente estudo
(Figura 14) sugere uma importante disfuncdo mitocondrial e consequente perda de flexibilidade
metabolica, o que pode contribuir para a conhecida reducéo de até 30% do contetdo de ATP
em coracdes insuficientes (KARWI et al., 2018; LOPASCHUK et al., 2021; STARLING,;
HAMMER; ALTSCHULD, 1998).

O esforgo para sustentar a demanda de energia durante a hipertrofia patoldgica leva a
circuitos maladaptativos, como o aumento da acetilacdo de proteinas mitocondriais, que gera
estresse mitocondrial e, eventualmente, morte celular iniciada pela mitocéndria (ZHOU; TIAN,
2018). Do ponto de vista clinico, esse remodelamento metabdlico pode ser expressado em
progressdo da hipertrofia do VE, visto que a medida que a complacéncia ventricular diminui, a

pressdo de enchimento aumenta e eventualmente ocasiona a dilatacdo, além de representar um
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substrato arritmogénico em razéo da desorganizacéo da citoarquitetura tecidual (BORNSTEIN;
RAO; MARWAHA, 2021).

A hiperativacdo neuro-humoral compensatoria em resposta ao decaimento da fracdo de
ejecdo ventricular, dentre outros mecanismos, leva a secrecdo de catecolaminas a fim de
aumentar a disponibilidade de substratos energéticos no sangue (HARTMANN et al., 2017,
REICHART et al., 2019). Secretada em resposta a condi¢des de estresse e extrema demanda, a
adrenalina, assim como os peptideos natriuréticos, atua na regulacéo da lipolise e consequente
liberacdo de AGs na corrente sanguinea (DESSI-FULGHERI; SARZANI; RAPPELLI, 2003;
KOLDITZ; LANGIN, 2010), possivelmente contribuindo para o acumulo AGs livres
observado. Além disso, a concentracdo de AGs livres em plasma estd associada de forma
independente a incidéncia de IC e desfechos adversos (JIE et al., 2011; YU et al., 2021), e 0
acumulo de fragdes lipidicas devido a extrapolacdo da capacidade oxidativa mitocondrial pode
resultar em lipotoxicidade e levar a disfuncdo miocardica (HU et al., 2020; SHARMA et al.,
2004).

6.2. FISIOPATOLOGIA DAS CARDIOMIOPATIAS CHAGASICA E IDIOPATICA

6.2.1. Requlacdo Diferencial de Proteinas

Apesar da diferenca entre as funcionalidades das proteinas reguladas positivamente em
pacientes com CCC/CDI quando comparados as amostras CTRL (Figuras 16 e 22), os perfis
patoldgicos caracterizados demonstram que o fendtipo de IC avancada pode ser dominante
(Figura 27A). Tal similaridade observada pode estar associada ao potencial sisttmico avaliado
aqui em plasma, visto que em amostras de explantes de VE de pacientes com CCC, a expressao
de diversos genes implicados na resposta imune, metabolismo lipidico e fosforilacdo oxidativa
forma identificadas em estado de regulacdo positiva em comparacdo as amostras de pacientes
com CDI, com destaque para genes induziveis por interferon y (IFN-y) (CUNHA-NETO et al.,
2005). De uma perspectiva protedbmica, ja foi reportado que bidpsias do VE de pacientes
chagésicos apresentam regulagdo negativa de vérias proteinas do metabolismo energético
mitocondrial e da p-oxidacdo de AGs quando comparados a pacientes com CDI e
cardiomiopatia isquémica, alem de uma reducdo do potencial transmembranar mitocondrial
possivelmente mediado por altos niveis de IFN-y (TEIXEIRA et al., 2021).

Em conformidade, ao comparar pacientes com CCC diretamente a pacientes com CDI,

um envolvimento mais significativo da via de resposta de fase aguda foi evidenciado na
79



etiologia chagésica, representada pelas proteinas AHSG, APCS, CRP, F2, FN1, SAAl e SAA2
(Figura 32A). Essa manifestacdo é descrita como um deslocamento continuo do perfil de
citocinas para Thl em resposta ao parasitismo tecidual na infeccdo aguda, com estimulo
preservado de células T produtoras de IFN-y na fase crénica, niveis plasmaticos elevados de
TNF-a e supressédo de citocinas Th2, como IL-4 (ABEL et al., 2001; FERREIRA et al., 2003;
MARIN-NETO et al., 2007). Em pacientes com CCC, o desenvolvimento da resposta Thl
exacerbada é suportada por evidéncias de maior producéo de IFN-y e menor sintese de 1L-10
por células mononucleares CD4* em sangue periférico quando comparados a pacientes com
DCh em fase indeterminada (ABEL et al., 2001; GOMES et al., 2003). Além disso, niveis
plasméticos de TNF-a elevados estdo correlacionados a gravidade da cardiomiopatia chagésica
e sobrevivéncia dos portadores (DRIGO et al., 2006; FERREIRA et al., 2003).

Quanto a resposta imune humoral (proteinas SERPING1, C1QB, C1QC, C6, CLU,
DEFAL;DEFA1B, F2, CFl e FCN3), também associada significativamente a IC relacionada a
DCh (Figura 32A), uma alteragdo no perfil de reconhecimento de 1gG das proteinas
tripomastigotas circulantes ao longo da progresséo da DCh para a forma cardiaca foi ratificada
comparando a atividade dos anticorpos de pacientes em fase indeterminada e pacientes em
estagios iniciais da CCC (CAMINHA et al., 2019). Tal efeito foi atribuido a uma provéavel
influéncia mutua de fatores do hospedeiro e do parasita na modulacdo de proteinas
intracelulares e, de fato, pacientes com DCh podem passar a expressar em plasma mediadores
lipidicos pré-resolucdo inflamatoria sintetizados inicialmente pelo parasita, como a resolvina
D1 (COLAS etal., 2018).

Além do complexo molecular formado por efetores da resposta imune inata, implicados
especialmente no reconhecimento e eliminagdo de agentes patogénicos e células danificadas
por fagocitose e posterior ativacdo da resposta Th1l, o enriquecimento de vias interativas revelou
também maior contribuicdo do transporte reverso de colesterol na CCC (Figura 32B). Com
efeito, a infecgédo por T. cruzi afeta drasticamente a estrutura e funcionalidade do tecido adiposo
em todas as fases da infeccdo (COMBS et al., 2005; NAGAJYOTHI et al., 2009, 2012),
correlacionando-se inversamente em termos quantitativos com o aumento da carga parasitaria
cardiaca e a dilatagdo do ventriculo direito (VD) durante a fase aguda e com o favorecimento
do dano cardiaco e da dilatacdo biventricular durante a fase cronica indeterminada
(LIZARDO et al., 2021).

O T. cruzi apresenta alta afinidade pelas lipoproteinas do hospedeiro e depende
especialmente da lipoproteina de densidade baixa (LDL, Low Density Lipoprotein) para invasao

e sobrevivéncia, sendo possivel observar um paralelo entre a queda nos niveis sorologicos de
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LDL/colesterol e o acimulo dessas moléculas intracelularmente e no tecido cardiaco em
modelos murinos infectados (JOHNDROW et al., 2014; NAGAJYOTHI et al., 2011, 2014).
Considerando que a modulacéo da homeostase intracelular de colesterol/lipideos induzida pela
infeccdo persiste durante a infeccéo cronica e que o efluxo de colesterol dos tecidos periféricos
para a lipoproteina de alta densidade (HDL, High Density Lipoprotein) da corrente sanguinea,
e da HDL para o figado, constitui uma via essencial para a homeostase global de
colesterol/lipideos, o aumento do transporte reverso de colesterol em pacientes com CCC pode
caracterizar uma maladaptacéo a infeccéo. De fato, durante o curso clinico da DCh, dietas ricas
em gordura podem a principio caracterizar um fator de protegdo cardiaca (NAGAJYOTHI et
al., 2014), porém a modulagdo do metabolismo lipidico por meio destas pode auxiliar na
sobrevivéncia do parasita nos tecidos adiposo e hepatico, e assim viabilizar a progressao as
fases cronicas sintomaticas (AYYAPPAN; NAGAJYOTHI, 2017; LIZARDO et al., 2017).

Quanto as proteinas identificadas com potencial estatistico e magnitude relevantes para
a caracterizacdo da CMDNI chagésica (Figura 34), uma maior abundancia relativa da cadeia B
do complemento Clg (C1QB) em pacientes com CCC sugere uma maior ativacdo da via
classica do complemento, iniciada pelo complexo C1 em reconhecimento a anticorpos
agregados a antigenos estranhos a fim de induzir a fagocitose e a resposta inflamatoria. Em
contrapartida, a evasdo da via em seus estagios iniciais é de suma importancia para a
sobrevivéncia e invasao do T. cruzi, que a partir da translocacao da calreticulina do seu reticulo
endoplasmético para o ambiente extracelular, inibe o complexo C1 do hospedeiro (RAMIREZ-
TOLOZA et al., 2020). Além disso, a regulacdo negativa especificamente do gene C1QB foi
associada ao desenvolvimento e progresséo da cardiomiopatia hipertréfica (CUI et al., 2022;
WU et al., 2022).

Ja a adiponectina D (ADID), um horménio proteico sintetizado pelos adipdcitos
também regulado positivamente em pacientes com CCC, contribui principalmente para
homeostase energética, atuando na regulacdo da glicemia e do catabolismo de AGs (DIEZ;
IGLESIAS, 2003). Apesar dos achados no presente estudo, na infec¢do aguda por T. cruzi, a
ADID foi identificada em estado de regulagéo negativa nos tecidos adiposos de modelos
murinos, fato este atribuido ao seu poténcial anti-inflamatério (NAGAJYOTHI et al., 2012).
Além disso, em estudo da forma cronica cardiaca, Dabarian et al. (2019) ndo observaram
diferencas entre os niveis plasmaticos de adiponectina em pacientes com CCC, CDI e
pacientes CTRL, mas destacaram uma associacao positiva entre os niveis de adiponectina,
indices de avaliacdo do sistema nervoso autdbnomo e a redugdo dos niveis de insulina na

cardiomiopatia chagasica quando comparada a idiopatica.
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Também foi identificado maior abundancia das proteinas ITIH3 e AMBP,
constituintes dos inibidores inter-a-tripsina (ITI, Inter-a-Trypsin Inhibitors), em pacientes
chagasicos. Considerados classicos exemplos de complexos proteina-glicosaminoglicano-
proteina presentes em plasma, os 1Tl sdo uma familia de inibidores de protease envolvidos na
estabilizacdo da matriz extracelular e na regulacdo do sistema imune (ZHUO; HASCALL,
KIMATA, 2004). Embora ainda ndo haja evidéncias diretas de sua relagdo com o
comprometimento cardiaco ou com a DCh, a administracdo de ITI pode manter a estabilidade
hemodinamica e melhorar a oxigenacao, coagulacdo e sobrevida de modelos animais durante
a sepse (JOURDAIN et al., 1997; YANG et al., 2002).

Finalmente, a glicoproteina da matriz extracelular tenascina C (TNC) também
contribui significativamente para a caracterizacdo de pacientes com CCC. A expressdo de
TNC é conhecidamente elevada durante processos de remodelacédo tecidual, e apesar de ser
minimamente detectada no coracdo adulto sob condices fisioldgicas, sua reexpressao restrita
as condicdes patoldgicas estd associada a inflamagdo, podendo ser observada no infarto do
miocardio, fibrose cardiaca hipertensiva, miocardite, CMD e doenca de Kawasaki
(IMANAKA-YOSHIDA, 2012; IMANAKA-YOSHIDA; HIROE; YOSHIDA, 2004;
IMANAKA-YOSHIDA; TAWARA; YOSHIDA, 2020). Por outro lado, a também
glicoproteina da matriz extracelular trombospondina-1 (THBS1) foi identificada em maior
abundancia em pacientes com CDI. Ambas sdo expressas em niveis elevados durante a
resposta a lesdo e atuam na modulacdo das interacBes célula-célula e célula-matriz
(CHISTIAKOV et al., 2017; IMANAKA-YOSHIDA; TAWARA; YOSHIDA, 2020),
portanto é possivel que os diferentes desfechos observados para as etiologia das CMDNIs

estejam intrinsecamente associados ao processo de remodelacdo do miocardio.

6.2.2. Comprometimento Metabdlico

Ao comparar CCC e CDI individualmente as amostras CTRL, os resultados da PLS-DA
indicam uma disparidade entre os perfis metabolicos das condi¢fes patologicas, com maior
discriminagdo de CCC em relagdo a condicdo fisioldgica (Figuras 29 e 30), corroborando as
observagdes clinicas quanto ao desfecho e progndéstico desses pacientes (BARBOSA et al.,
2011; BESTETTI; MUCCILLO, 1997; BRAGA et al., 2006). O confronto direto entre os
cenarios CCC e CDI revelou que, embora a validade preditiva do modelo OPLS-DA néo seja
tdo boa quanto em outras analises — fato este que atribuimos ao desfecho fenotipico de IC

avangada em comum —, pacientes com historico de DCh apresentam uma assinatura metabolica
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distinta (Figura 35 e 36), especialmente em termos de metabolismo de carboidratos e AAs
(Figura 38A).

Apesar dos critérios de selecdo aplicados visando minimizar os fatores de confusao, é
de referir que, por se tratar de um estudo de vida real, ndo foi possivel reduzir a influéncia de
fatores externos como dieta e uso cronico de medicamentos, que explicam as intensidades de
xilitol/eritritol e acido galacturénico/arabinose, respectivamente. Aqui, tais achados sdo de
natureza qualitativa e estdo além do escopo do presente estudo, tornando-se aconselhavel que
essas caracteristicas sejam consideradas em futuros estudos translacionais.

O estado hipercatabdlico da IC também é marcado pela degradacdo de proteinas do
musculo esquelético a fim de corresponder a dependéncia do miocardio em AAs para manter o
nivel cardiaco de ATP, levando a caquexia (CARUBELLI et al., 2015; KRYSZTOFIAK et al.,
2020). Em estagios avancados, a reducao dos niveis de AAs na IC também pode ser explicada
pela hiperproliferacdo de microbiota intestinal patogénica, relatada em mais de trés quartos dos
pacientes classes Il a IV. Considerado clinicamente importante, esse comprometimento
intestinal pode alterar o0 metabolismo de proteinas, reduzindo a absorcao intestinal de vitamina
B12, &cido fdlico e vitamina K (PASINI et al., 2016). Além disso, o remodelamento do
miocardio (LAI et al., 2014) e o consumo excessivo de BCAAs (AQUILANI et al., 2017)
possivelmente contribuem para niveis baixos de AAs. Wang, Cheng e Liu (2018) observaram
em estudo que os niveis plasmaticos de AAs essenciais, exceto fenilalanina, sdo menores em
pacientes que tiveram reospitalizacdo ou obito por IC se comparado aqueles que nédo tiveram.
Dessa forma, considerando também a progressdo diversa da CCC em compara¢do a outras
etiologias da IC, a diminuicéo da intensidade relativa dos AAs plasmaticos nos pacientes com
CCC do presente estudo pode corroborar tal indicacédo de gravidade da doenca.

Explorando mais especificamente os AAs discriminantes entre as condi¢Ges patologicas
aqui analisadas, pacientes com CCC exibiram abundancia mais baixa de treonina, conforme
relatado anteriormente por Hennig et al. (2019). Entre outras alteracdes metabolicas, a
abordagem fingerprinting aplicada pelos autores revelou que o nivel de treonina em mioblastos
de ratos foi completamente depletado em todas as condi¢des analisadas, estas infectadas por T.
cruzi e tratadas com diferentes drogas anti-T. cruzi ou ndo tratadas. Resultados semelhantes
foram encontrados para a forma pro-ciclica de T. brucei, na qual treonina € 0 AA mais
rapidamente metabolizado pelo parasita para a biossintese de lipideos (MILLERIOUX et al.,
2013).

Recentemente, Saleem et al. (2021) reportaram que, em comparagdo a individuos

CTRL, além da diminuicdo do nivel plasmatico de treonina em pacientes com IC, ocorre
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também a reducdo dos niveis de metionina, isoleucina, serina e lisina. A metionina, em
particular, foi ainda classificada como um preditor independente e significativo de IC em
analise de regressdao multivariada. No presente estudo, também foi identificado uma reducéo
desses AAs em pacientes com CCC em comparacdo aos pacientes com CDI, e de acordo com
Aquilani et al. (2017) tanto o nimero de AAs quanto 0s niveis arteriais reduzidos estdo
relacionados a gravidade da IC, corroborando assim o desfecho distinto na IC relacionada a
DCh. Ademais, os autores também destacaram que 0s niveis de metionina diminuem
progressivamente a medida que a doenca piora.

O nivel de triptofano (Trp) plasmatico também diferiu entre as duas etiologias da IC em
nossos experimentos, com menor intensidade nos pacientes com CCC. O Trp é um AA
essencial, particularmente importante para a proliferacdo de patdgenos intracelulares, como as
formas amastigota de T. cruzi durante a fase cronica da DCh. A dependéncia em Trp da célula
hospedeira gera uma suscetibilidade a privacdo de Trp por efeito da degradacdo mediada pela
enzima indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) como parte da defesa inata do hospedeiro (CERBAN
et al., 2020), no entanto, a caréncia de Trp juntamente ao acimulo de seus produtos catabolicos
ativos (quinureninas) pode inibir a proliferacdo ou promover anergia e morte das células T, e
modular a resposta das células T auxiliares (FALLARINO et al., 2002; FRUMENTO et al.,
2002; MUNN et al., 2005; TERNESS et al., 2002). Reforcando esse efeito de “espada de dois
gumes”, Marafion et al. (2013) revelaram que a atividade da IDO € maior em pacientes
chagasicos em comparacdo a individuos CTRL, e maior naqueles em fase cardiaca ou digestiva
crbnica sintomatica do que em pacientes assintomaticos, estabelecendo uma correlacdo entre o
status da atividade enzimatica e a transi¢do para infec¢cdo cronica. Os autores relataram ainda
que a administracdo de benznidazol, um medicamento anti-T. cruzi, diminuiu a atividade da
IDO em pacientes sintomaticos. Assim, essa reducdo na intensidade de Trp observada nos
pacientes com CCC aqui analisados pode ser dar em virtude de seu catabolismo mediado pela
atividade enzimatica ascendente da IDO.

O aumento de mio-inositol na CCC em comparagdo a CDI também foi sugerido nos
resultados aqui apresentados. O aumento da expressdo de receptores IP3 (IP3Rs) € um
mecanismo geral e fundamental na modulagio da sinalizagio de Ca?* durante a doenca cardiaca,
com efeito arritmogénico durante a hipertrofia ventricular (HARZHEIM et al., 2009).
Considerando que os fosfatos de inositol (IPs) sdo derivados fosforilados do mio-inositol, o
aumento nos niveis de mio-inositol aqui observado poderia ser parte de uma resposta
compensatéria para fornecer uma via alternativa de mobilizacio da liberacio de Ca?*

intracelular em estagios avangados da IC, conforme sugerido por Deidda et al. (2015). Em
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conformidade, Mijares et al. (2020) demonstraram que a exposicao a agentes que fomentam a
sintese ou concentracdo enddgena de IPs induz maior elevacdo do Ca?* diastdlico em
cardiomidcitos isolados de pacientes chagasicos em comparacéo aqueles ndo chagasicos. Além
disso, os cardiomidcitos de individuos com DCh continham uma carga reduzida de Ca?* no
reticulo sarcoplasmatico, nivel mais alto de 1Pz intracelular e também propriedades contrateis
comprometidas se comparados & condicdo CTRL. O aumento de Ca?" diastdlico e a
despolarizacéo parcial do potencial de membrana em cardiomidcitos de pacientes chagasicos
correlaciona-se diretamente em termos de magnitude com as classificaces da NYHA (LOPEZ
etal., 2011; MIJARES et al., 2020).

Pacientes com CCC também apresentaram niveis mais elevados de uréia e &cido
hiparico quando comparados ao grupo CDI (Figura 36A). Considerando a potencial rede de
interacdo dos metabolitos relativamente intensos nessa condicdo (Figura 38B), esses resultados
sugerem em conjunto a hip6tese de uma sobrecarga inabitual do ciclo da ureia na IC chagasica,
de forma a favorecer a gravidade da doenca, uma vez que a disfuncdo renal é considerada um
preditor de desfecho independente na IC (COSTANZO, 2020; OWAN et al.,, 2006;
TABUCANON; TANG, 2020).

Embora tal anélise esteja alem do escopo planejado para o presente estudo, ha de fato
uma inter-relacdo entre lesdes cardiacas e renais, clinicamente descrita como sindrome
cardiorrenal (SCR), leva a um acimulo de toxinas urémicas no organismo (FALCONI et al.,
2021). Na prética do cardiologista, a SCR é comumente observada em pacientes com IC, esta
associada a pior prognostico e pode ser secundaria a multiplos mecanismos fisiopatoldgicos,
como alteragfes hemodindmicas que levam a congestdo venosa renal (RONCO; CICOIRA,;
MCCULLOUGH, 2012). Além disso, um metabolismo proteico desequilibrado e associado ao
comprometimento renal pode culminar em uremia, condi¢do na qual os niveis de uréia, mio-
inositol e é&cido hipdrico estdo sabidamente aumentados (CLEMENTS; DEJESUS;
WINEGRAD, 1973; LAU; VAZIRI, 2017).

Ainda sobre toxinas urémicas, os dados aqui apresentados também demonstram que o
nivel de p-cresol — um produto final do metabolismo de proteinas — estd mais elevado na CCC
se comparado a CDI. Alinhado a isso, um numero crescente de publicacdes apontam uma
associacdo entre esse metabolito em especifico, doenca cardiovascular e mortalidade de
pacientes renais (BARRETO et al., 2009; LIN et al., 2010). Na DCh particularmente, Gironés
et al. (2014) revelaram um aumento acentuado de p-cresol tanto no tecido cardiaco quanto no
plasma de camundongos infectados por T. cruzi, sugerindo que alteragdes no metabolismo

desse metabdlito podem estar associadas ao aumento do estresse cardiaco na miocardite aguda.
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6.3. FISIOPATOLOGIA COMPARATIVA NA CARDIOMIOPATIA DILATADA NAO
ISQUEMICA AVANCADA

O presente estudo, em concordancia com a literatura, aponta o estresse oxidativo, a
disfuncdo mitocondrial e a inflamacdo como a triade central da fisiopatologia da IC.
Independentemente da etiologia, pacientes com IC avancada apresentaram maior abundancia
de proteinas associadas de maneira significativa a defesa antioxidante, possivelmente em
resposta a producdo desregulada de ROS/RNS, e de metabdlitos substratos do metabolismo
mitocondrial de ATP, sugestivo de perda da flexibilidade metabdlica e consequente
desequilibrio entre a demanda energética e a capacidade oxidativa mitocondrial. Circuitos
maladaptativos em reflexo a essas condi¢cdes promovem o remodelamento do miocérdio e a
progressao mais rapida a IC.

Embora a perturbacdo do metabolismo mitocondrial possa ser um evento mecanicista
central na predisposicdo a IC, resultando em um declinio da fosforilacdo oxidativa e aumento
da producgdo de radicais livres e espécies reativas, a regulacdo diferencial de proteinas e o
comprometimento metabolico associados diferem entre as populacdes de CCC e CDI. Neste
estudo, pacientes da etiologia chagasica apresentaram maior abundancia de proteinas
envolvidas significativamente na resposta de fase aguda, possivelmente em detrimento do
estimulo pro-inflamatério preservado de citocinas Thl ja descrito na literatura. Além disso, a
influéncia matua de fatores do hospedeiro e do parasita sob as proteinas intracelulares pode
resultar na regulacdo positiva do transporte reverso de colesterol aqui observado, visto que o T.
cruzi depende da LDL do hospedeiro para invasdo e portanto o efluxo de colesterol poderia
auxiliar na sobrevivéncia do parasita nos tecidos adiposo e hepatico, viabilizando a
progressdao a CCC.

Dentre as proteinas identificadas com potencial estatistico e magnitude relevantes para
a caracterizacdo da IC de etiologia chagéasica, as proteinas C1QB e ADID corroboram as
alteragdes no padrédo de resposta inflamatoria e metabolismo energético na CCC. J& as
proteinas TNC e THBS1, inversamente reguladas nas CMDNI avaliadas, sugerem que 0s
diferentes desfechos observados para as etiologias podem de fato estar intrinsecamente
associados ao processo de remodela¢do do miocérdio.

Quanto ao desequilibrio metabolico aqui identificado, este difere entre as CMDNI
especialmente em termos de metabolismo de AAs, cuja reducdo global no sangue ja foi

previamente vinculadas a gravidade da IC. Corroborando o desfecho distinto na IC relacionada
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a DCh, os pacientes com CCC avaliados apresentaram menor abundéncia de 8 AA quando
comparados & pacientes com CDI, dentre os quais treonina e metionina se destacam pela
associacdo ao metabolismo do T. cruzi e a progressdo da IC, respectivamente.

Por outro lado, o aumento de metabdlitos como ureia, acido hipurico, p-cresol e mio-
inositol na CCC levantaram a hipétese de uma sobrecarga inabitual do ciclo da ureia na IC
chagésica como fator agravante da doenca, visto que 0s mesmos sdo caracterizados como
toxinas urémicas na disfuncdo renal e esta é considerada um preditor de desfecho independente
na IC. Excetuando tal investigacéo, que esta aléem do escopo planejado para o presente estudo,
elevados niveis de mio-inositol podem estar associados a um mecanismo compensatorio de
mobilizacdo da liberacio de Ca?" intracelular em estagios avancados da IC, reforcando o
comprometimento das propriedades contrateis na etiologia chagasica. Alteracbes no
metabolismo do p-cresol podem estar associadas ao aumento do estresse cardiaco na DCh.

Adicionalmente, o prognostico desfavoravel na CCC pode estar associado a uma maior
instabilidade hemodinamica, visto que os pacientes chagasicos aqui avaliados, similarmente a
outros estudos, apresentavam reducédo da pressao arterial diastélica e da frequéncia cardiaca se
comparados aos pacientes idiopaticos. E valido mencionar que os individuos portadores de CDI
eram majoritariamente mais jovens, fator que pode estar relacionado a hipdtese da contribuicao
de um componente genético no desenvolvimento da doenca.

Uma vez que este € um estudo de descoberta para investigacdo da potencial
fisiopatologia molecular que diferencia desfechos especificos em pacientes com CMDNI, os
perfis de proteinas e metabdlitos aqui caracterizados em plasma de pacientes com IC chagésica
e idiopatica podem auxiliar a direcionar estudos de populacbes maiores no futuro
esclarecimento da patogénese por trds das observacdes clinicas. De uma perspectiva
translacional, a compreensao da funcionalidade destes efetores, especialmente na CCC, pode
aprofundar nosso conhecimento sobre o0s aspectos moleculares que influenciam
significativamente o desenvolvimento, progressdo e desfecho da doenca. A respeito disso,
estudos futuros devem considerar a inclusdo de pacientes com DCh indeterminada e CCC em
estagios iniciais a fim de agregar valor prognostico a examinacao.

O presente estudo apresenta algumas limitacdes relacionadas ao nimero de pacientes
em cada cenario bioldgico, como a possibilidade de interferéncias no pareamento dos pacientes
com CCC e CDI participantes segundo a analise dos dados clinicos e a poténcia estatistica
obtida para os dados protebmicos — especialmente em CCC vs. CDI. Apesar de distante do
ideal, o conjunto amostral resultou em diversas proteinas significantes em termos estatisticos e

de magnitude para a diferenciacéo das condicoes, além de metabdlitos com excelente potencial
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discriminativo em 3 dos cenérios propostos (Q2 > 0,8). Outras limita¢des incluem uma possivel
saturacdo dos anticorpos imobilizados para apolipoproteina Al e haptoglobina na deplecéo,
viabilizando a permaméncia dessas proteinas dentre as mais abundantes.

Por fim, a Figura 39 resume de forma interativa os principais achados aqui descritos na
caracterizacdo de pacientes com IC avangada e CCC. Embora a metabol6mica comparativa ja
tenha sido reportada e esteja em vias de publicacio (APENDICE B), a translacao dos resultados

de ambas as analises a pratica clinica requer ainda a validacdo em uma coorte maior.

A Cardiomiopatia
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Figura 39: Fisiopatologia da IC avangada e da CCC de acordo com as anélises protedmica e metaboldmica.
(A) Associacdo entre o comprometimento do metabolismo energético mitocondrial, estresse oxidativo,
acumimulo de AGs, progressao da hipertrofia do VE e IC avangada. (B) Associacdo entre DCh, resposta Thl
exarcebada, dependéncia do metabolismo energético em AAs, aumento de mio-inositol na remodelagdo da
sinalizacdo de Ca?*, transporte reverso de colesterol e IC avangada. Fonte: elaborada pela autora (2023).

7. CONCLUSOES

O presente estudo, utilizando um abordagem de descoberta, demonstrou que as analises
de proteinas e metabolitos podem ser ferramentas validas na investigacdo da potencial
fisiopatologia molecular que diferencia desfechos especificos em pacientes com CMDNI. Aqui,
tais técnicas permitiram caracterizar as assinaturas protebmica e metabolémica de plasma de
pacientes com IC avancada secundéria as etiologias chagésica e idiopatica.

Os perfis identificados permitiram distinguir entre pacientes com IC avancada e

individuos controle, independentemente da causa subjacente, além de sugerir que a regulacéo
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diferencial de proteinas e o comprometimento metabdlico associados a IC avancada sejam
distintos entre as populacdes de CCC e CDI, especialmente em termos de resposta inflamatoria,

transporte de colesterol e metabolismo de aminoacidos.
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10. APENDICES

APENDICE A — Proteinas identificadas na analise label-free por LC-MS/MS

_ o Up Down Up Down Up Down Up
B pesaription IC x CTRL CCC x CTRL CDI x CTRL COT X opIx ccex el

AOA024R3E3 APOA1 Epididymis secretory sperm binding protein IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CTRL CCC CDI
AOA087WXI2 FCGBP Fc y binding protein CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CcccC
AOAQ96LPE2 SAA2-SAA4 SAA2-SAA4 readthrough CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
AOAOAOMRQ5 PRDX1 Peroxiredoxin 1 IC CTRL Cccc CTRL CDlI CTRL CDI CTRL CDI CcccC
AOAOAOMSV6 C10B Complement Clq B chain (Fragment) CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CcC CDI
AO0A0S2Z3D5 APOE Apolipoprotein E isoform 1 (Fragment) CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
AOA140TA29 C4B Complement C4-B CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI Cccc
AOA1B1CYC5 Ge Vitamin D binding protein (Fragment) IC CTRL CCC CTRL CTRL CDI CCC CDI CCC CDI
A0A384MDQ7 A0A384MDQ7 Epididymis secretory sperm binding protein CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCcC
AO0A384N669 LUM Epididymis secretory sperm binding protein IC CTRL CccC CTRL CDI CTRL CCcC CTRL CcC CDI
AO0A3B0JOF2 ADID Adiponectin D IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CTRL CCC CDI
AOA3B3I1SJ1 PROS1 Protein S CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
AOA5F9ZH15 BTD Biotinidase (Fragment) IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCC
AOA7HOTJIC6 AOA7HOTJIC6 Heparin cofactor Il splice isoform IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCE
AOA7P0Z441 AGT Angiotensinogen CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
A0ABQ3SI37 AO0ABQ3SI37 Complement C9 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CcccC CDI
AO0ABQ3SI77 AO0ABQ3SI77 C1lq domain-containing protein (Fragment) CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
AOABQ3SID8 AOABQ3SID8 Complement factor H CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CcC CDI
AO0ABQ3SIZ0 A0ABQ3SIZ0 Complement Clq C chain CTRL IC CTRL CCccC CTRL CDI CTRL CDI Cccc CDI
AOABQ3WKT7 | AOABQ3WKT7 Complement C8 alpha chain IC CTRL CcccC CTRL CDlI CTRL CDI CTRL CDI CcC
AOA8Q3WL25 AOA8Q3WL25 Coagulation factor XI1 IC CTRL CCcC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCcC
AOABQ3WM97 | AOABQ3WM97 Complement C8 4 chain CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CECE CDI CCC
AONO71 HBD Delta globin IC CTRL CcccC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCcC
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ASPL27 cP CP protein IC CTRL | cCcC CTRL | CDI CTRL | CCC CTRL | cCC  cCDI
ABXGL1 ABXGL1 Transthyretin IC CTRL | cCC CTRL | CDI CTRL | CCC CTRL | cCC  CDI
ABK5J8 ABK5J8 e Ftiﬁ;’:&n"ti%’h:yszilﬂgxpfn:'r:’t”zg;%”iﬂg,‘\’l"Amp'eme”t CTRL IC CTRL CCC | CTRL CDI | CTRL  CDI ccc  cpl
cDNA, FLJ75763, highly similar to Homo sapiens regenerating
ABK7G6 REG1A islet-derived 1 alpha (pancreatic stone protein, pancreatic CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
thread protein) (REG1A), mMRNA

B2R6W1 B2R6W1 G2y LR L Eggr’r:‘p'g ;;::?Eé‘;;‘%“&?\li\apie”s B TR IC CTRL CCC | CTRL CDI | CTRL CccC | cDI cce
B2R7F8 B2R7F8 Plasminogen IC CTRL | cCC CTRL | CDI CTRL | CCC CTRL | cCC  cCDI
B2R8I2 B2R8I2 CDNA, F"Jg?’g14'g'};"cg'grg{:ii;a{;gg;mﬁxie”S pistidinesrich |\~ o | ccc CTRL | oo CTRL | ccc CTRL | ccc bl
B2RBSS B2RBSS Ry (805, hngk’fér;iﬁ;:\fAH°m° SEIETS IC CTRL | cCC CTRL | CDI CTRL | CDI  CTRL | CDI cce
B3KS79 B3KS79 BRIy F"335;33:Z'_i'_i\“ﬁTTIEiTY'fﬂoooﬁg\’(lﬁshligh'y A CTRL Ic CTRL CCC | CTRL cDI | CTRL  cDI cce cDI
B4ADF70 B4DF70 cDNA, FLJ60461, highly similar to Peroxiredoxin-2 IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CcC
BADMX2 KLKB1 ¢DNA, FLJ51250, highly similar to Plasma Kallikrein IC CTRL | CCC CTRL | CDI CTRL | CDI  CTRL | CDI cce
B4DPNO B4DPNO -2-glycoprotein 1 CTRL IC CTRL CCC | CTRL  CDI | CTRL  CDI ccc  cpl
B4DVQO B4DVQO cDNA, FLJ58286, highly similar to Actin, cytoplasmic 2 CTRL IC CTRL CCC CDI CTRL CDI CCC CDI CCC
B4E1C2 KNG1 Kininogen 1, isoform CRA_b IC CTRL | cCC CTRL | CDI CTRL | CCC CTRL | CCC  CDI
BAELIS BAELIS Rl At highg:?’yiggir'g{e D GRIEIe & P CTRL  IC |CTRL ccc | CTRL  cpbl | CTRL  cDl | ccc  cDi
BAE1Z4 BAE1Z4 Complement C2 CTRL IC CTRL CCC | CTRL CDI | CTRL  CDI ccc  col
B728Q5 B728Q5 cDNA, FLJ56762, highly simila; to Hyaluronan-binding protein Ic CTRL cce CTRL cDI CTRL cce CTRL cce cDI
B7ZKJ8 ITIH4 ITIH4 protein CTRL IC CTRL CCC | CTRL CDI | CTRL ccCc | cbl cce
C0JYY2 APOB Apolipoprotein B (Including Ag(X) antigen) CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
CoIYZ2 TTN Titin IC CTRL | cCC CTRL | CDI CTRL | CCC CTRL | CCC  cCDI
C8CHS3 ECM1 Truncated extracellular matrix protein 1 IC CTRL CCE CTRL CDI CTRL CCC CTRL CCC CDI
C9J6H2 IGFBP1 Insulin-like growth factor-binding protein 1 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
C9JC84 FGG Fibrinogen y chain CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCE
D3Jv4l D3Jv4l C-X-C motif chemokine (Fragment) IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCcC
D6RF35 GC Vitamin D-binding protein CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCE CDI
D9YZU5 HBB -globin IC CTRL | cCC CTRL | CDI CTRL | CDI  CTRL | cCDI cce
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D97GG2 VTN Vitronectin CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
E1A689 E1A689 Mutant Apo B 100 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CcccC
E7ET33 ITIH3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCcC CDI
E9PHKO CLEC3B C-type lectin domain family 3 member B IC CTRL CcccC CTRL CDI CTRL CcccC CTRL CccC CDI
F5H7V9 TNC Tenascin C CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
G3XAM2 CFI Complement factor | CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
075636 FCN3 Ficolin-3 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CcccC CDI
075882 ATRN Attractin IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCC
P00734 F2 Prothrombin CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CcccC CDI
P00738 HP Haptoglobin CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI Cccc
P01008 SERPINC1 Antithrombin-111 IC CTRL Cccc CTRL CDlI CTRL CcccC CTRL CcccC CDI
P01023 A2M Alpha-2-macroglobulin IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CcC
P01024 @3 Complement C3 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CccC
P01031 C5 Complement C5 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI Cccc
P01877 IGHA2 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
P02549 SPTAL Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCcC
P02671 FGA Fibrinogen alpha chain CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
P02675 FGB Fibrinogen f chain CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
P02730 SLC4A1 Band 3 anion transport protein IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCE
P02741 CRP C-reactive protein CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
P02743 APCS Serum amyloid P-component CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCE CDI
P02751 FN1 Fibronectin CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
P02760 AMBP Protein AMBP CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
P02765 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CCC CTRL CCC CDI
P02790 HPX Hemopexin IC CTRL CcccC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CcC
P04003 C4BPA C4b-binding protein alpha chain CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
P04275 VWF von Willebrand factor CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CECE CDI CCcC
P05090 APOD Apolipoprotein D IC CTRL CCcC CTRL CDI CTRL CCcC CTRL CCcC CDI
P05109 S100A8 Protein S100-A8 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CECE CDI CCC
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P06396 GSN Gelsolin IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CTRL CCC CDI
P06702 S100A9 Protein S100-A9 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CccC
P06727 APOA4 Apolipoprotein A-1V IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CTRL CCC CDI
P07996 THBS1 Thrombospondin-1 IC CTRL CcccC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CccC
P08697 SERPINF2 Alpha-2-antiplasmin CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
P09871 C1S Complement C1s subcomponent CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
PODJI8 SAA1 Serum amyloid A-1 protein CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CcC CDI
PODJI9 SAA2 Serum amyloid A-2 protein CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
P10909 CLu Clusterin IC CTRL CcccC CTRL | CTRL CDI CcccC CDI CcccC CDI
P13671 C6 Complement component C6 CTRL IC CcccC CTRL | CTRL CDI CccC CDI CccC CDI
P15169 CPN1 Carboxypeptidase N catalytic chain CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CcC CDI
P19652 ORM2 Alpha-1-acid glycoprotein 2 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
P19827 ITIH1 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 IC CTRL CTRL CCC CDI CTRL CDI CCC CDI CCC
P22792 CPN2 Carboxypeptidase N subunit 2 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CcC
P23142 FBLN1 Fibulin-1 IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCC
P25311 AZGP1 Zinc-alpha-2-glycoprotein CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCE CDI
P36955 SERPINF1 Pigment epithelium-derived factor CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CCC CDI
P43652 AFM Afamin IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCC
P50665 S Neutrophil defensin 1 CTRL IC | CTRL ccc | CTRL DI | CTRL cDl | ccc  cpl
P69905 HBA1; HBA2 Hemoglobin subunit alpha IC CTRL CTRL CCC CDI CTRL CDI CCC CDI CCC
Q04756 HGFAC Hepatocyte growth factor activator CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
Q15166 PON3 Serum paraoxonase/lactonase 3 IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCE
Q4JLR8 HBB Hemoglobin A chain (Fragment) CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
Q53GNS8 MST1 Maciapiizos Stim”'?,grr‘g rft(('l":'“:ggtrggﬁ‘; el s D) CTRL IC | CTRL ccc | CTRL cDI | CTRL cDl | ccc  cpi
Q53H26 Q53H26 Serotransferrin (Fragment) IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCcC
Q5JVE7 F10 Coagulation factor X CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CcC CDI
Q5T985 ITIH2 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 2 IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CCcC CTRL CcC CDI
Q5UGI6 SERPING1 Serine/cysteine proteinase inhibitor clade G member 1 splice CTRL Ic CTRL cce CTRL cDI CTRL cDI cce cDI

variant 2 (Fragment)
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Q5VY30 RBP4 Retinol-binding protein IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CTRL CCC CDI
Q6GMX0 Q6GMX0 Ig-like domain-containing protein IC CTRL CcccC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CccC
Q6P5S8 IGK@ IGK@ protein IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCC
Q72351 DKFZZF’&SGNOZ Uncharacterized protein DKFZp686N02209 IC CTRL | ccC CTRL | CDI CTRL | CDI CTRL | CDI  ccC
Q8TCFO LBP Lipopolysaccharide-binding protein CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CcC
Q92954 PRG4 Proteoglycan 4 CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
Q96PD5 PGLYRP2 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CcC
Q9UK55 SERPINA10 Protein Z-dependent protease inhibitor CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CCC
VIGYG9 APOA2 Apolipoprotein A-Il (Fragment) IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CcC CTRL CCcC CDI
VIHWDS8 HEL-S-163pA Epididymis secretory sperm binding protein Li 163pA IC CTRL CcC CTRL CDI CTRL CCcC CTRL CcC CDI
VOHWE3 HEL-S-11 Carbonic anhydrase IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CDI CTRL CDI CCC
VIHWF6 HEL-S-153w Alpha-1-acid glycoprotein CTRL IC CTRL CCC CTRL CDI CTRL CCC CDI CcC
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Ahstract

Heart fahure (HF) studies typically focus on 1schemic and idiopathic heart diseases. Chronic chagasic
cardmmynpath}r (CCC)1s a progressive degemrahmmﬂammtor}rmnﬂlhonhlghl}rprew]enlmlatn
America that leads to a distwrbance of cardiac conduction system. Despite its climical and
epidemiological importance, CCC molecular pathogenesis is poorly understood. Here we characterize
and disciminate the plasma metabolomic profile of 15 patents with advanced HF referred for heart

transplantation — § patients with CCC and 7 with idiopathic dilated cardiomyopathy (IDC) — using gas
chromatography/quadropole  time-of-flight mass spectrometry. Compared to the 12 heart donor
mdividuals, also mechuded to represent the control (CTRL) scenamo, patients with advanced HF
exhibited a metabolic imbalance with 21 discriminating metabolites, mostly mdicative of accummlation
of fatty acids, amino acids and important components of the tncarboxylic acid (TCA) cycle. CCC ws.
IDC analyses revealed a metabolic dispanty between conditions, with 12 CCC distinctive metabolites
vz. 11 IDC representative metabolites. Distorbances were mainly related to amino acid metabolism
profile. Although mitochondrial dysfunction and loss of metabolic flexibility may be a central
mechanistic event in advanced HF, metabolic imbalance differs between CCC and IDC populations,
possibly explaining the dissimilar clinical course of Chagas® patients.
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1 Introduction

Heart failure (HF) is a clinical syndrome associated with alterations in cardiac energy metabolism_ such
as imbalanced anaboliccatabolic sigmaling and defects iIn energy production !, and significant
phenotypic heterogeneity. One of the predisposing causes is non-ischemic dilated cardiomyopathy
(DCM), which usually starts with a long preclinical phase that, regardless of eticlogy, progresses to
hypertrophic remodeling and dilation and systolic dysfimction of the left or both ventricles 2. Attributed
to genetic or non-genefic canses. as In idiopathic dilated cardiomyopathy (IDC) or myocarditis. the
molecular spectrum common to DCM subtypes includes a stmulation of the sympathetic adrenergic
and renin-angiotensin-aldosterone (LA AS) systems and mobilization of natriuretic peptides to increase
vascular tone, inotropism and sodivm and water retention *.

Among non-ischemic DCM etiologies, chronic chagasic cardiomyopathy (CCC) is highly prevalent in
Latin America *. As a progressive degenerative mflammatory condition that primarily causes collagen
accumulation in myocardial interstitiom and distorbance of cardiac conduction system °, cardiac
mmscle nvolvement in CCC is complex. Heart remodeling ocours as a result of the synergistic effect
between immmmological and inflammatory factors, cardiac dysautonomia and microvascular
disturbances °. A recent study also found that cardiomyocytes isolated from Chagas’ patients have
higher levels of intracellular imositol 14.5 tmsphosphate (IPs), a metabolite that stinmlates a
significantly increase in diastolic calcium ions (Ca®™) concentration and consequently aggravates the
coniractile disorder &,

In this context, metabolic fingerprints have great potential to improve the understanding and molecular
signature of chagasic HF previously investigated by other omics ™*. However, most reports focus on
ischemic and idiopathic heart diseases. excluding patients with CCC despite their clinical and
epidemiological importance. Thus, the aim of our study was to charactenize and discniminate possible
molecular mechanistic events that drives the phenotypical result of non-ischemic HF and CCC patients
using a metabolomics approach.

2 Results

21 Advanced HF v5s. Control (CTRL)

The baseline demographic and clinical characteristics of patients with advanced HF are shown in Table
1. With exception of age (p = 0.03), diastolic blood pressure (p = 0.042) and heart rate (p = 0.02), no
significant differences were found between CCC and IDC patients. In mmltivanate statistics. the
analytical reproducibility was confirmed by quality control (QC) samples clustering in principal
component analysis (PCA) (Figure 1A). Orthogonal partial least squares-discniminant analysis (OFLS-
DA) revealed a differential metabolic profile in cardiac compromise, with 2 = (.83 (Figure 1B) and
21 HF discinuinating metabolites (Figure 1C). Differences m intensity and distibution of these
compounds were demonstrated by heatmap (Figure 1D) and box plot (Figure 1E). Most of them belong
to the class of fatty acids and conjugates or amine acids, peptides and analogues (Figure 2A). Their
mieraction network mdicated an interactome pathway potentially implicated i the pathophysiclogy of
advanced non-ischemic HF (Figure 2B). OPLS-DA results for each pathological scenano vs. CTEL
subjects are shown in Supplemental Figure 1 and the wnivariate findings in Supplemental Table 1.

1! CCCwv IDCvs. CTEL

QC samples clustering attested the consistency of the experimental method in PCA (Figure 3A). OPLS-
DA identified distinct profiles for each condition, with greater distance between CCC and CTRL

2
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groups, with Q2 = (.85 (Figure 3B). Vanations in the relative mtensity of 18 metabolites were crucial
in charactenzing the scenamos (Figure 3C). The results of umivarate amalysiz are shown in
Supplemental Table 2.

13 CCCw IDC

The method's reliabality was ratified by QC samples clustering in PCA (Figure 4A). OPLS-DA revealed
a metabolic discimination between the pathological conditions, with Q2 = 0.54 (Figure 4B) and 12
CCC distmetive metabolites vs. 11 IDC representative metabolites (Figure 4C). Differences i intensity
and dismbution of these compounds were confirmed by heatmap (Figure 41)) andbnxplnt{ﬁgm‘e 4E).
The majonity of CCC relatively intense metabolites belong to the class of carbohydrates and
carbohydrate conjugates, while those important for [DC characterization mostly belong to the class of
amino acids, peptides and analogues (Figure 2C). CCC’s metabolites inferaction network suggested a
possible pathway particularly associated with the pathophysiology of Chagas Disease (ChD)-related
HF (Figure 2D)).

3  Discussion
31 Metabolite impairment in advanced HF pathophysiology

Although the clinical evolution of patients with ChD-related HF 1s worse compared to non-Chagas’
patients '°, the molecular features that differentiate the pathogenesis and, consequently, the clinical
outcome of CCC and IDC have not yet been elucidated. Here, OPLS-DA results demonstrated that
patients with advanced HF, regardless of the cause, exhibit a global metabolic disturbance (Figure 1B)
with higher abumdance of 21 identified metabolites (Figure 1C-E).

Under physiclogical conditions, the adult heart is metabolically flexible and generates adenosine
tnphosphate (ATP) from several substrates. such as fatty acids (FAs), lactate, glucose, ketones and
amino acids (AAs), obtained contmuously from the blood and directed to mitochondral oxidative

phosphorylation (95%) and glycolysis (5%) 2. Up to 60% of mitochondrial ATP production results
from FA oxdation, hﬂwew:dmtortsgrﬂha'medformygmmdcompmmdmltochnmhml

oxidative capacity, falling hearts tend to increase glucose consumption via anaerobic gljfﬂﬂl}'ﬂls asa
compensatory mechanism for maintaining ATP levels * Metabolic reprogramming in HF also
mcludes increased oxidation of ketone bodies and reduced oxidation of lactate, branched-chain amino

acids (BCAA) and glocose, mpaimng overall ATP production by the tncarboxylic acid (TCA) cycle
fhux

11,13

Indeed, the accummlation of FAs, AAs and important TCA eyele components (cifric and succimic acids)
observed in plasma anFpahmtsmﬂEpIHmIsmdjr[:FJgHIeEA.}snggﬁts an important mitochondrial
disfimction and consequent loss of metabolic flexibility, which may contribute to the known reduction
of up to 30% of ATP content in failing hearts - . As chanmeled by HF's relatively mfense
metabolites network, these two major pathways myiutemct along as shown in Figure JB.

The effort to sustain energy demand dunng pathological hyperirophy leads to maladaptive circuits,
such as increased mitochondrial protein acetylation, which produce mitochondrnial stress and eventually
mitochondria-initiated cell death **. From a clinical perspective, this metabolic remodeling may be
expressed m left veniricle (LV) hyperirophy progression, as it decreases ventricular comphance and
consequently increases fillmg pressure, in addition to constituting an arrhythmogenic substrate by
disorganizing tissue cytoarchitecture . Furthermore, free FAs concenfration in plasma is
independently associated with HF incidence and adverse outcome ***_ and lipid moieties accummlation

3
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due to extrapolation of mutochondnal cxidative capacity may result in lipotoxicity and lead to
myocardial dysfimetion 22
3.1 Metabolite impairment in CCC and IDC pathophysiology

Comparng CCC and IDC individually to CTEL samples, OFLS-DA results indicates a metabolic
profile dispanity between the pathological settings, with greater discrimination of CCC in relation to
the physiological condition (Figure 3B and 3C), corroborating the clinical observations on the outcome
and prognosis of these patients ***%. Other omics studies have also identified differences among HF
etiologies. Cunha-Neto ef al " characterizing gene expression profiles of CCC and IDC myocardial
hssms,rq:mhdﬂ]ﬂmmﬂmmmpmse,hpdmﬁﬁbuhmmﬂmﬂmhmﬂnﬂmdaﬂm
phosphorylation genes were specifically up-re gulated imn CCC, with a prominence for interferon-
gamma (TFN-y)-inducible genes. Teixeira ef al = performing a comparative protecmic study on CCC,
IDC and ischemic cardiomyopathy myocardial tissue samples, found that patients with CCC had the
lowest expression of several mitechondnal energy metabolism and FA beta-oxidation proteins, and
that high levels of IFN-y m CCC cardiomyocytes reduce mitochondnal transmembrane potential.

The direct confrontation between CCC and IDC scenarios revealed that, although the predictive ability
of OPLS-DA was not as good as the other scenarios — a fact that we attribute to the HF phenotype as a
common cutcome —, patients with a history of ChD display a distinct metabolic signature (Figure 4B-
E), especially in terms of carbohydrate and A A metabolism (Figure 2C). Although the selection cnitena
applied were aimed to minimize the confounding factors, the fact that this was a real-life study did not
allow us to reduce the mfluence of other external factors, such as diet and chromical use of medication,
that explain the mtensities of xylitol/erythntol and galacturonic acid/arabimose, respectively. Here,
such findings are qualitative in nature and were beyond the scope of the present study, but it 1s advisable
that these characteristics be considered in fiture translational studies.

HF hypercatabolic status is also marked by degradation of skeletal muscle proteins to measure up
myocardium dependence on AAs to maintain cardiac ATP levels, leading to cachexda 30, In HF
advanced stages, the reduction of AA levels can also be explamed by the development of pathogeme
gut flora, reperted in more than three quarters of class IT to IV patients. Clindeally important, this
intestinal impairment may alter protein metabolism by reducing intestinal absorptions of vitamin B12,
folic acid, and vitamin K *!. In addition, myocardium remodeling ¥ and BCAA overconsumption
possibly contribute to low AA levels. Wang of al ** observed that essential AAs plasma levels, except
phenylalanine, were lower in patients that had experienced HF -related re-hospitalization or death in
comparison to those who did not. Therefore, considenng the diverse course of CCC progression
compared to other HF etiologies as well, the decrease in the relative intensity of plasma AAs m patients
with CCC of the present study may comoborate such indication of disease severity.

More specifically looking at AfAs that have been observed as discninunant between the pathological
conditions m our work, CCC patients exhibited lower levels of threonine, previcusly reported by
Hennig ef al ** Among other metabolic changes, their fingerprinting approach revealed that threonine
levels of rat myoblast were completely depleted in all T crusi infected conditions, treated with different
anfi-chagasic dmgs or untreated Similar results were found for I brucei procyclic form, m which
threonine is the A A most rapidly metabolized by the parasite for lipid biosynthesis 3.

Recently, Saleem et al. ¥ found that not only plasma levels of threonine were decreased in HF patients
compared to CTEL subjects, but methionine, isoleucine, serine and lysine as well. Methionine in
particular, was also classified as an independent and significant predictor of HF in their multivariate
regression analysis. In our study, these A As were also reduced in CCC patients compared to IDC, and

4
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according to Aquilani ef al ** both AAs mumber and reduced arterial rates are related to HF severity,
thus cormoborating the distinct outcome in ChD-related HF. Likewise, the authors also highlighted that
methionine levels progressively decrease as the disease worsens.

Tryptophan (Trp) levels also differed between the two HF etiologies in our experiments, with lower
mtensity in CCC patients. Trp 15 an essential AA particularly important for proliferation of nfracellular
pathogens. such as T” cruzi amastigotes during the chromie phase of ChD. Host cell dependence on Trp
leads to a susceptibility to Trp depmvation by indoleamine 23 dioxygenase (IDO)}-mediated
degradation ** However, Trp starvation together with the accunmlation of its active catabolite products
(kynurenines) can inhibit proliferation, or promote T cell anergy and death and modulate helper T cell
response -+ Reinforcing this double-edged sword effect. Marafion ef al * revealed that IDO activity
15 higher in patients with ChD compared to CTEL subjects and higher in those in symptomatic chromic
cardiac or digestive phase than in asymptomatic patients, establishing a correlation between the enzyme
activity status and the tramsition to chromic infection They also reported that administration of
benrmidazole, an anfi-chagasic medication, decreased IDO activity in symptomatic patients. Thus, this
reduced intensity of Trp observed in CCC patients of our study may be a consequence of its catabolism
mediated by the ascending enzymatic activity of IDO.

An increase m CCC myo-imositol levels compared to IDC was also evident in our study. Increased
expression of IP; receptors (IP:Rs) is a general and key mechanism in the remodeling of Ca®™* signaling
during heart disease, with an arthythmogenic effect dnn.ugmenmmﬂm'hjrpﬂlmph}r‘“ Considenng that
mositol phosphates (IPs) are phosphorylated denrvatives of myo-mositol, the increase in myo-inositol
levels could be part of a compensatory response to provide an altermative paﬂlwa;.'ﬁnmuh]hmg
nnmne]]nlaICa?releasemadwmadstagesan{E as suggested by Deidda et al ¥ Inc-umpham:e
Mijares et al. 8 showed that IPsR. activators induced a greater elevation of diastolic Ca® in Chagas’
cardiomyocytes compared to those of non-chagasic individuals. Furthermore, Chagas™ cardiomyocytes
had a reduced sarcoplasmic reticulum Ca** loading, higher level of imtracellular IP3, and compromised
confractile properties as well, comelating to (Mew York Heart Association) NYHA classifications.

CCC patients also had increased levels of urea and hippunc acid compared to the IDC group (Figure
2C and 4C). Together with our complementary investigations on CCC relatively intense metabolites
mteraction network (Figure 2D0), these resnlts sugpest the hypothesis that the wrea cycle of
detoxification may be unusually overloaded in ChD-related HF, thereby contributing to the seventy of
the condifion as renal dysfimction is considered an independent outcome predictor in HF %,
Although such research 1s beyond the planned scope of the present study, there is mndeed an
mterrelationship between heart and kidney imjunes chinically deseribed as cardiorenal syndrome
(CRS), which leads to an accumulation of uremic toxins in the body *. Applied to the cardiologist’s
practice, CES is commen in HF patients, asmtedmﬂlmpmgnmmmdsemndu}rmmnluple
pathophysiclogical mechanisms, such as hemodynamic changes leading to venous renal congestion *.

Muremumhmhmedpmtemmﬂabohmmamﬂmhhdneyxmpmmmtmyﬂmmhmmﬁm
uremia, condition in which levels of urea, myo-inositol and hippuric acid are knowingly increased -2

Still on uremic toxins, cur data show that p-cresol levels, which is an end product of protein
metabolism, were increased in CCC patients compared tuﬂle]DCgrcrnp In line with our findings, a
gmnmgmmhﬂofpnbhmhmshammnﬁrm&d&ﬂrmﬂgﬁmﬁmﬂnﬂmemgﬂgmlefoﬂhm
specific metabolite in cardiovascular disease and mortality “*** In ChD particularly, Gironés ef al. **
revealed a marked increase of p-cresol in both heart tissue and plasma of T cruzi infected mice,
suggesting that alterations in p-cresol metabolism may be associated with increased cardiac stress in

acute myocarditis.
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In summary, our data reveal novel metabolomic msights mto HE molecular events that drive the distmet
clinical course of CCC patients from those with non-ischemue DCM. Although impairment of
mitechondnal cxidative capacity may be a cenfral mechanistic event in predisposing to HF (Figure
5A), the associated metabolic imbalance differs between CCC and IDC populations especially in terms
of AA metabolism. Tryptophan, methionine, isolencine, senine and lysine had lower abundance in CCC
samples compared to IDC. On the other hand, some uremic toxins, such as urea, hippuric acid and p-
cresol were more intense in CCC, possibly indicating an overload of the urea detoxification cycle.
Myo-inositol, also known to be implicated in the intracellular remodeling of Ca® signaling and
arrhythmias occurrence, was also more intense in ChD-related advanced HF (Figure 5B).

From a translational perspective, understanding the functionality of these effector-metabolites in CCC
may deepen our knowledge on the metabolic changes that significantly influence the cardiomyopathy
development, progression and outcome. We recognize that the number of patients in each biological
scenario is not ideal, which may have impacted the analysis of clinical data and pairing of participating
patients. Nonetheless, the vanables analyzed is this palot work (metabolites) are excellent diserimimant
n two of the proposed scenanios (Q2 = 0.8). We also acknowledge that a validation of these findings
with a larger cohort is needed, in order to translate these mmportant findings into clinics. Future studies
should consider including patients with ChD and CCC at various stages to add prognostic value to this
matter.

4  Patients and Methods
41 Study Population and Experimental Design

The present investigation was camied out as a prospective pilot stody designed in a real-life context to
test the adequacy of plasma metabolomic profiling for differentiating advanced non-ischemic and ChD-
related HF. Patients enrolled in the specialized HF program at the Institute of Cardiology and
Transplantation of the Federal District (ICTDF) in Brasilia, Brazil, between July 2017 and July 2019
were recruited Those with advanced HF secondary to non-ischemic DCM referred for heart
transplantation (HT) were eligible after chagasic and idiopathic etiologies confirmation All patients
were in stage D (refractory to clinical treatment) *, had HF with reduced ejection fraction (HFTEF),
and belonged to NYHA classes Il or IV 7. Those undergoing retransplantation, aged = 70 years, with

significant hypertension, history of acute myocardial infarction, or coronary, valvular, cerebrovascular,
penpheral vascular, hepatic and severe pulmonary diseases were excluded. In total, 15 patients with
advanced HF were enrolled — 8 patients with CCC and 7 with IDC.

Twelve heart donors representing the CTRL scenario were also included to expenmentally reproduce
physiclogical conditions and ultimately disciminate the molecular characteristics particularly
associated with non-ischemic HF, CCC and IDC advanced stages. To preserve the sample collection
method, CTRL enrollment enteria mchoded not only the absence of previous or current heart disease,
but also referral for evaluation with the same clinical team responsible for HF patients at HT. Heart
donors with positive and confirmatory serological tests for ChD, hepatitis B, hepatitis C, syphilis,
toxoplasmosis, cytomegalovirus, HIV and/or HTLV I and 1T were excluded. The study inclusion and
exclusion criteria for both HT recipient and donors were based on the recommendations of the
International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) guideline *%, 3rd Brazilian Heart
Transplant Directive * and Ordinance MS-GM n° 2 600 {October 21, 2009). The selected number of
samples included together with the sensitivity of the amalyhical techmique and the complementary
assessment of clinical aspects represent to a lesser extent a necessary imitial step for a larger
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4.2 Ethics Statement

This research was approved by the Ethical Review Commuittee of the ICTDF, Brasilia, Brazl
(13158619.7.0000.0026). Wntten informed consent was obtained from all participants and all methods
were performed in accordance with the relevant guidelines and regulations.

4.3 Sample Collection and Preparation

Peripheral blood samples were collected from the central venous access ml'_raupemtwe]]r hefore
heparinization and stemotomy. Following centrifuge-mmduced fractiomatiom in

tetraacetic acid (EDTA) tubes, 50pl. aliquots of plasma were diluted in 130pl. of cold acetonitrile
contaiming 4-nitrobenzpic acid as internal standard. Supematants aliquots (100pL) were Iyophilized,
reconstituted in 10pL of o-methoxyamine hydrochlonide in pyridine solution and then added 10pL of
O-bistrifluoroacetamide (BSTFA) containing 1% chlorotnmethylsilane (TMCS), for denvatization. 4
blank samples using 50pL of Milli-OQ® water, and 3 QC samples, consisting of a pool of 100pL of
each plasma, were also prepared randomly. All sample preparation steps are described in detail in the
Supporting Information.

44  GC-MS/MS Analysis

Samples were randomly analyzed by a gas chromatograph (GC 78204, Agilent Technologies, CA, US)
equipped with an automatic liquid sampler (ALS 7693, Agilent Technologies, CA, US) coupled to a
quadrupole time-of-flisht mass spectrometer (Q-TOF 7200, Agilent Technologies, CA, US). The
analysis was performed using a previously dmel-npedmﬂﬂmdmmﬂlthaamlytml conditions
described i detail in the Supporting Information.

4.5 Data Processing and Analysis

After spectral deconvolution m Unknowns Analysis software (Agilent Technologies, CA, US), all GC-
MS raw data were checked using MassHnter Qualitative software (version 10.0) to determine the data
quality, the system mass accuracy, and the reproducibility of the QC sample, IS injections and data
mtegration. Putative identification was performed using MassHimter Chualitatrve software (version
B.10.00, Agilent Technologies, CA, US), NIST M5 Search (Gaithersburg, MD, US), an in-house
library (PCDL) and the Fiehn 2013 and NIST17 databases. Univariate analyzes were conducted using
the B statistical language (version 4.1.0) following the packages Nortest, Stats, Onewaytests and
Ggplot? 15 Data normality was assessed by Shapiro-Wilk's test andﬂ:lmevm‘.hpa:memc
distribution were tested for heteroscedasticity (F test) and by an appropriate analysis of varnance
{ANOVA). Non-parametric data were compared by Eruskal-Wallis test. Tukey™s and Dunn's post hoc
tests, for parametric and non-parametric data. respectively, examined the differences between all paired
combinations of groups. Multivariate statistics were conducted in parallel in MetaboAnalyst 4.0 #
using the same normalized data matrnix. Metabolites of greater contnibution to OPLS-DA scenanos
were also evaluated by STITCH * targeting the highest confidence score (0.900) in neighborhood. All
the data processing steps are deseribed in detail in the Supporting Information.
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Figure 1. Multivariate analysis of advanced HF (¢°“*°0) and CTRL patients. (A) PCA scores plot to
evaluate analytical (QC) reproducibility. (B) OPLS-DA scores plot (93% confidence; p < 0.05). Each
point corresponds to a patient’s sample. (C) OPLS-DA VIP scores. The colored boxes on the night
indicate the relative intensities of the metabolites in each phenotypic group. (D) Heatmap hierarchical
clustering of the OPLS-DA disciminant metabolites (VIP score = 1.0). Arrays express samples or
metabolites relationship. (E) Whiskers box plot of OPLS-DA discriminant metabolites (VIP score =
1.0). The diagram shows the compounds distribution in quartiles for each condition and each point
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450  outside the range comesponds to an outlier sample. CTRL — control; HF — heart failure; OPLS-DA —
451  orthogonal partial least square discriminant analysis; PCA — principal component analysis; QC —
452  quality control; VIP — vaniable importance in projection.
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454  Figure 2. Metabolite network associated with advanced HF (°°“*C) and CCC. (A) Heatmap class
455  clustering of HF-discriminating metabolites in OPLS-DA (VIP score = 1.0, HF vs. CTRL). (B) HF-
456  discnminating metabolites network. (C) Heatmap class clustenng of CCC-discriminating metabolites
457 i OPLS-DA (VIP score = 1.0, CCC vs. IDC). (D) CCC-discriminating metabolites network. Spherical

14

124



458
459

461

nodes represent predicted functional partners and line colors indicate the type of nteraction evidence,

meaning blue for curated databases, pmk for experimentally determined and purple
cardiomyopathy;

homology. CCC — chronic chagasic

for protein

CTRL - control; HF — heart failure; OPLS-DA
— orthogonal partial least square discriminant analysis; VIP — variable importance in projection.

Idiopathic

Chagas Normal Heart
cardiomyopathy cardiomyopathy CTRL
cce ipC
Famrra Pt
e
"o
anv
"
[, e ® o o o
- a
z @ ot 2
H e
[ < LA
o1 B e °%,
E °
- o
< a >
£ 02=0.853
4 N (‘ 3 4
© T (110 %
o 1B T
Shav s wris »
BT e N R . .n.
Podei A0l . .U.
ek Ao e . .D.
Uncyums 11 Py ECE -
Pabnbcleic aziz ° T
13 Octwdezancie add & =]
=H Fuli ol & aCm
Mrn Inarity o -D.
Hippors acld - arm
Ialnirk Acd ® TRl ]
SHydzswed-methylzatyrle add . acm l
kb3 mrathrgbralat ¢ wzie . Lum .
L5 Tuzpiing . aLm
Sandok a i = .U.
Foyesded 3 ]
SihveaSe pad e ram
L yeravpresizn ° rmE
T T T T
10 12 14 1E 18 20 22
VP wooes
15

125



8535828

470

Figure 3. Multivariate analysis of CCC, IDC and CTRL patients. (A) PCA scores plot to evaluate
analytical (QC) reproducibility. (B) OPLS-DA scores plot (95% confidence; p < 0.05). Each point
corresponds to a patient’s sample. (C) OPLS-DA VTP scores. The colored boxes on the right indicate
the relative infensities of the metabolites in each phenotypic group. CCC — chronmic chagasic
cardiomyopathy; CTRL — control; IDC — 1dlopath1cdﬂatedcardlomyopathy0PLS-DA orthogonal
partial least square discriminant analysis; PCA — principal component analysis; QC — quality control;
VIP — variable importance in projection.
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Figure 4. Multivanate analysis of CCC and IDC patients. (A) PCA scores plot to evaluate analyhcal
(QC) reproducibility. (B) OPLS-DA scores plot (93% confidence; p < 0.05). Each point comesponds
to a patient’s sample. (C) OFLS-DA VIP scores. The colored boxes on the night indicate the relative
mtensities of the metabolites m each phenotypic group. (D) Heatmap hierarchical clustenng of the
OPLS-DA discnminant metabolites (VIP score = 1.0). Amays express samples or metabolites
relationship. (E) Whiskers box plot of OFLS-DA discrinunant metabolites (VIP score = 1.0). The
diagram shows the compounds distibution in quartiles for each condition and each point outside the
range corresponds to an outlier sample. CCC — chronic chagasic cardiomyopathy; IDC — idiopathoe
dilated cardiomyopathy; OFLS-DA — orthogonal partial least square discriminant analysis; PCA —
principal component analysis; QC — quality control; VIP — vaniable importance in projection.
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Figure 5. Pathophysiology of advanced HF and CCC from a translational metabolomies basis. (A)
Link between impaired mitochondnal energy metabolism, FAs and TCA cycle AAs accumulation, LV
hypertrophy progression and end-stage HF. (B) Link between ChD, impaired cardiomyocytes, higher
levels of myo-inositol and intracellular IP;, remodeling of Ca®™ signaling, arthythmia and end-stage
HF. AA — amino acid; Ca** — caleium; CCC — chronic chagasic cardiomyopathy; ChD — chagas’
disease; CTRL — control; FA — fatty acid; HF — heart failure; IP; — mositol 14,5 tnsphosphate; LV —
left ventricle; TCA — tricarboxylic acid.
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480 11 Tables

490 Table 1. Baseline characteristics of CCC and ID'C patients
Characteristics CCC(n=§) IDC@E=T p-Value
Ale zex 6 (75%) 4(57.14%) 0.855
Age, y 56.6 (=10.6) 29.3 (£21.9) 0.03
Waight, ke 575 (£12.5) 61.1 (=20.9) 1
BEMI, kgrm’ 21.2 (=4.81) 22.7 (£7.83) 1
NYHA funciional class® - - 0232
i) 0%e) 1 (14.20%5) -
T 4(509%) 2 (23.57%) =
¥ 4(500%) 4(57.14%) -
Hemodynamic profile® - - 0.935
4 1(12.5%) 1 (14.20%) -
B 4(50%) 4(57.14%) -
c 3 (37.5%) 2 (28.57%) -
History - - -
Hipermension 1(12.5%) 1 (14.20%) 1
Dyslipidemia 4 (500 1(14.26%) 0.36
Myocardial inflzrciion 0 (0% 0 (0%) =
Stroke 3 (37.9%) 1 (14.20%) 0.506
Current smoking 0 (0%) 1 (14.29%) 1
_rvial fibrillation 2 (25%) 1 (28.57%) 0.506
Physical examination - - -
Systolic BF, mmHg 95.4 (£16.8) 105 (£12.8) 0152
Diastolic BF, mmHg 58.4(201) 718 (=13) 0.042
Heart rate, beats/mmin 64.2 (£11) 83.1(=15.6) 0.02
O saturation, % 99 (=1 o0 (20.9) 0.7
Echocardiography = = =
IFEF, % 26 [=T) 25 (=8) 0.055
LFDD, mm 69 4(=7.76) 64 (=9.19) 0473
Diastolic dvsfunction 6 (75%) T (100%) 0344
Righr ventricular dygfunction 2 (100%) 7 (100%) -
Laboratery - - -
Hemoglobin, gidl 12.7 (£2.39) 12.1 (=211 0.601
Urea, mg/dL 80.5 (29.9) 644 (=51.9) 0281
Creatinine, mgydl 2.2 (£2.14) 1.21 (20.815) 0.120
Sodium, mEqT 138 (=1.85) 137 (=1.99) 1
AST, unitz@ 35.6(£28.1) 18.7 (5 38) 0.145
ALT, unis@ 30.3 (£26.5) 17 (=5.45) 0442
Bilirubin, mg, dL. 1.0 (0.92) 1.21 (=0 85) 0.52
Alkaline phosphatase, witsL 106 (=43.9) 76 (=8.28) 0.127
7-GT, units 97.6 (=68.T) 98.7 (=62.8) 0.207
Drugs = = =
ACET 2 (25%) 1 (14.29%) 04
ARB 2 (259%) 3 (42.86%) 0.175
F-blocker g (100%) 4 (57.16%) 0.155
Spivonolactone 6 (75%) 7 (100%) 0.500
Loop diuretic 6 (75%) 6 (85.71%) 1
Thiazide diuretic 1(12.5%) 1 (14.20%) 1
Eydralazinanitrate 4 (500 1(14.26%) 0.36
Digoxin 2(25%) 0 (0%) 0.509
Amiodarons 5 (62.5%) 1 (14.20%) 017
Rassi Score’ 148 =232) - -
Cardige Devieas 5 (62.5%) 1 (28.58%) 0.3
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"Functional classification according to symptom severity. *Stratification by degree of congestion and
adequacy of perfusion. “Risk score for predicting death in patients with CCC_ “Implantable cardioverter
defibrillators, pacemarkers and cardiac resynchronization therapy (biventnicular pacing). ACEL -
anglotensim-converting-enzyme mhibitors; ALT — alanme amamotransferase; ARB — angiotensin 1T
receptor blockers; AST — aspartate transamimase; BMI — body mass mdex; CCC — chromic chagasic
cardiomyopathy; GT — glutamyl transferase; IDC — idiopathic dilated cardiomyopathy; LVDD — left
ventricular diastolic diameter; LVEF — left ventricular ejection fraction; NYHA — New York Heart
Association; O — oxygen. Data are expressed as mean (% standard deviation) or as mumber (%a).
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11. ANEXOS

ANEXO A - Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Cardiologia e

Transplantes do Distrito Federal (Parecer Consubstanciado 3.385.202)

INSTITUTO DE CARDIOLOGIA
DO DISTRITO FEDERAL - ICDF
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Metabolomica e protedmica em portadores de cardiomiopatia chagasica cronica pre e
pos-transplante cardiaco e como marcador de rejeicdo do enxerto e reativacio de

doenca.
Pesquisador: FERNANDO ANTIBAS ATIK
Area Tematica:
Versdo: 1

CAAE: 13158619.7.0000.0026
Instituigao Proponente: Instituto de Cardiologia do Distrito Federal - IC
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.285.202

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
N3o

Enderego: Esrada Contomo do Bosgue, S/N HFA

Balmo: CRUZEIRO NOVO CEP: 70.658-700
UF: DF Municiplo: ERASILIA
Tolefone: (61)3403-5552 Fax: (51)3403-5431 E-mall: c2p@icar.org or
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ANEXO B - MARTINS, B.A.A. et al. Identification of potential urinary protein
biomarkers in colorectal cancer: a pilot study using a proteomic approach. Journal of
Coloproctology, v. 43, n. 3, p. e171-e178, 2023.
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ANEXO C - MOURA, A A. et al. Global proteomics analysis of bone marrow:

establishing talin-1 and centrosomal protein of 55 kDa as potential molecular signatures for

myelodysplastic syndromes. Frontiers in Oncology, v.12, p. 833068, 2022.
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Myelodysplastic syndrome (MDS) is a hematological disorder characterized by abnormal
stem cel differentiation and a high risk of acute myeloid leukemia transformation.
Treatment options for MDS are still limited, making the identification of molecular
signatures for MDS progression a vital task. Thus, we evaluated the proteome of bone
marrow plasma from patients (n = 28) diagnosed with MDS with ring sideroblasts (MDS-
RS) and MDS with blasts in the bone marrow (MDS-EB) using label-free mass
spectrometry. This strategy allowed the identification of 1,194 proteins in the bone
marrow plasma samples. Polyubiguitn-C (UBC), moesin (MSN), and Talin-1 {TLN1)
showed the highest abundances in MDS-EB, and centrosomal protein of 55 kDa
(CEPS55) showed the highest relative sbundance in the bone marrow plasma of MDS-
RS patients. In a follow-up, inthe second phase of the study, expressions of UBC, MSN,
TLN1, and CEPS5 genes were evauated in bone marrow mononudlear cells from 45
patiants by using gPCR. This second cohort included only seven patierts from the first
study. CEPSA, MSN, and UBC exprassions wears similar in mononuclear cells from MDS-
RS and MDS-EB individuals. However, TLNT gene expression was greater in
moronuclear cells from MDS-RS (p = 0.049) as compared to MDS-EE patients.
Irrespactive of the MDS subtype, CEPSS exprassion was higher (p = 0.045) in MDS
patients with abnormal kanotypes, while MSN, UBC, and TALINT transcripts were similar
in MODS with normal vs. abnormal karyotypes. In conclusion, proteomic and gene
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Age-related macular degeneration (AMD) is among the world's leading causes of
blindness. In its neovascular form (nAMD), around 25% of patients pressnt further
anatomical and visual deterioration due to persistence of neovascular activity, despite
gold-standard treatment protocols using intravitreal anti-VEGF medications. Thus, to
comprehend, the molecular pathways that drive chomidal necangiogenesis, associated
with the vascular endothelial growth factor (WVEGF), are important steps to elucidate
the mechanistic events undemeath the disease development. This is a pilot study,
a prospective, translational experiment, in a real-life context aiming to evaluate the
protein profiles of the aqueous humor of 15 patients divided into three groups: group
1, composed of patients with nAMD, who demonstrated a good response to anti-VEGF
intravitreal injections during follow-up (good responsive); group 2, composed of patients
with anti-VEGF-resistant nAMD, who demonstrated choroidal neovascularization activity
during follow-up (poor/non-responsive); and group 3, composed of control patients
without systemic diseases or signs of retinopathy. For proteomic characterization of the
groups, mass spectrometry (abel-ree LC-MS/MS) was used. A total of 2,336 proteins
were identified, of which 185 were distinctly regulated and allowed the differentiation of
the clinical conditions analyzed. Among those, 39 proteing, including some novel onas,
were analyzed as potential disease effectors through their pathophysiological implications
in lipid metabolism, oxidative stress, complement system, inflammatory pathways, and
angiogenesis. So, this study suggests the participation of other promising biomarkers in
neovascular AMD, in addition to the known VEGFE

Keywords: AMD [age-related macular degeneration), resistance, proteomics, mass spectrometry [MS),
biomarkers, choroidal neo vascularization
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Current risk strafification strategies for coronary artery dissase (CAD) have low predictive
value in asymptomatic subjects classified as intermediate cardiovascular risk. This is
relevant becauss not all coronary events occur in indhviduals with traditional multiple
risk factors. Most importantly, the first manifestation of the disease may be either
sudden cardiac death or acute coronary syndrome, after rupture and thrombosis
of an unstable non-obstructive atherosclerctic plague, which was previously silent.
The inaccurate sirafification using the curent models may ultimately subject the
individual to excessive or insuficient preventive therapies. A breakthrough in the
comprehension of the molecular mechanisms governing the atherosclerosis pathology
has driven many ressarches toward the necessity for a better risk stratification. In
this Review, we discuss how metabolomics screening integrated with traditional risk
assessments becomes a powerful approach to improve non-invasive CAD subclinical
diagnostics. In addition, this Review highlights the findings of metabolomics studies
performed by two relevant analytical platforms in cument use—mass spectrometry (MS)
hyphenated to separation techniques and nuclear magnetic resonance spectroscopy
(MMR) —and evaluates critically the challenges for further clinical implementation of
metabolomics data. We also discuss the modern understanding of the pathophysiclogy
of atherosclerosis and the limitations of traditional analytical methods. Cur aim is to
show how discriminant metabolites originated from metabolomics approaches may
become promising candidate molecules to aid intermediate risk patient stratification for
cardiovascular events and how these tools could successfully meet the demands fo
translaie cardiovascular metabolic biomarkers into clinical settings.

Keywords: risk stratification, coronary artery disease [CAD), metabolomics, ath lerosis, i ular
presention
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