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Glosario de abreviaturas.

MS: espectrometria de masas.

M/Z: masa/carga.

ug: microgramos.

Tu/U: tampon de lisis de tiourea/urea.

M: moles/litro.

CHAPS: 3-[(3 - Dholamidopropil ) Dimetilamonio ] -1 -Propano Sulfonato.
DTT: Ditiol.

mg: miligramos.

uL: microlitros.

RIPA: tampdn para analisis de radioinmunoprecipitacion.

SP3: digestion de la muestra mediante la preparacion de muestras mejorada en fase sélida de un

solo recipiente.

kV: kilovoltios.

Ccps: conteos por segundo.

3D: tres dimensiones.

Rt: tiempo de retencién.

Rtmin: tiempo de retencién minimo.
Rtmax: tiempo de retencidon maximo.

Into/10000: intensidad en conteos por segundo, dividido para 10000.
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Resumen.

El estudio de la neuroprotedmica es uno de los campos que mas ha avanzado en los ultimos
afios, el estudio de las particularidades del cerebro, su composicion y estructura, son de especial
relevancia en la actualidad por su complejidad y su relacion con el resto de los sistemas de cuerpo.
Asi, la espectrometria de masas es una herramienta potente que brinda gran informacion
cuantitativa sobre el mismo. La hipotesis planteada ha sido que, los resultados de la
espectrometria de masas de muestras de cerebro, que tengan protocolos de preparacién diferentes,
presentaran resultados diversos sin alterar la estructura basica de los pardmetros de interés. El
objetivo principal del estudio es analizar los datos de espectrometria de masas de las muestras de
cada individuo usando un laboratorio virtual, creado con herramientas de fuente libre. Se ha usado
como materiales, datos de muestras de 3 réplicas biologicas de cerebro, con 4 protocolos
diferentes de preparacién de muestra, analizadas mediante espectrometria de masas, realizando
un total de 12 experimentos, obteniendo un total de 144 analisis diferentes como resultado. La
metodologia del andlisis de cada experimento se creo en lenguaje de programacion R, usando
varias librerias de fuente abierta para analizar datos masivos, espectrometria de masas y datos
bioestadisticos. Dentro de los resultados cabe sefialar que, se ha encontrado patrones comunes
entre muestras en los diferentes experimentos, pero a pesar de ello, se han presentado resultados
aberrantes en varios resultados, rompiendo los patrones comunes, sin embargo, no se ha logrado
encontrar un factor comun que sea el causante de esta perturbacion en los resultados. Se ha llegado
a la conclusion de que se tiene que estudiar el tema con mayor profundidad, existe poca
informacidén con este enfoque en investigaciones sobre tejido de cerebro, sobre todo porque se

conoce que las células cerebrales no se comportan de la misma en comparacion con las demas.

Palabras clave.
Espafiol: espectrometria de masas; cromatografia de gases y espectrometria de masas; cerebro;

lenguajes de programacion; “R”; software de fuente abierta.

Inglés: Mass spectrometry; gas chromatography-mass spectrometry; brain, programming

languages; “R”, open source software.
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Introduccion.
La neuroprotedmica se define como el campo cientifico que estudia la estructura,

conformacion, expresién, funcidn e interacciones de las proteinas del sistema nervioso central de
individuos que presentan, o no, una patologia, asi como las variaciones fisiologicas entre
individuos y su repercusion en la relacion que estos tienen con el medio externo e interno. (5,7—
9) Las células que conforman el sistema nervioso son Unicas, no se ha logrado entender
completamente como realizan las funciones correspondientes o conocer el total de sus funciones;
la relacion entre si y con otros sistemas, es un campo de estudio que esta en constante avance,

muchas veces incluso con resultados contraintuitivos. (1,10,11)

El estudio del sistema nervioso a través de la espectrometria de masas (MS, del inglés mass
spectrometry) es uno de los campos que avanza con mayor rapidez actualmente. La capacidad de
analizar, a un nivel mas avanzado y completo, el complejo entramado de la conformacion,
interaccion y consecuencias de las variaciones encontradas en las células nerviosas ha impulsado
un avance en el conocimiento del 6rgano irremplazable. Para que se lleve a cabo una correcta
investigacion del sistema nervioso, a través de la MS, es importante entender que cada parte del
proceso tiene un rol fundamental; desde la seleccion adecuada del individuo de estudio, la correcta
toma de muestra, la preparacion de esta, hasta el correcto procesamiento de los resultados, la
interpretacién de la informacion y la adecuada divulgacion de los nuevos conocimientos. ES asi,
que el presente trabajo se basara en tres zonas fundamentales de estos campos de la investigacion:
la preparacion de las muestras, las variaciones de los resultados de la MS y la transmision de

conocimientos.

La MS es una técnica analitica avanzada que identifica y detecta moléculas especificas en
muestras complejas mediante la clasificacion de iones en campos eléctricos y magnéticos de
acuerdo con la relacion de masa-carga (M/Z) que presentan, permitiendo de esta manera, un
analisis completo de los elementos que conformar la muestra. (1-3) Actualmente, la MS es uno
de los mejores métodos para analizar, de forma méas completa, el perfil cuantitativo de proteinas,

las interacciones entre elementos y las modificaciones que presentan las proteinas.(4)

A pesar de que el primer espectrémetro de masas se cred en 1912, los avances que esta
tecnologia ha presentado en estas Ultimas décadas nos han permitido analizar los datos de forma
masiva gracias al resurgimiento de la investigacion bioinformética, la ciencia de datos, las nuevas
y avanzadas capacidades de analisis masivo de informacién y el avance de los estudios émicos.(4—

6) Esto en realidad abre nuevas oportunidades de investigacion.

En el siguiente grafico se puede observar un esquema del funcionamiento principal de un
espectrometro de masas. Asi, con este esquema, entender mejor el complejo proceso de la MS.

En el siguiente grafico podemos ver enumerado:
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: entrada de la muestra.

: fuente de calor para vaporizar la muestra.

: fuente de corriente de electrones.

- aceleracion de iones.

: realineacion de elementos por campos magnéticos.
iman.

: salida de iones.

1
2
3
- 4
5
6:
7
8

: detector.

Gréfico 1. Esquematizacion de un espectrometro de masas. Elaboracion propia.

Los datos obtenidos a través de la MS son un conjunto de datos masivos con varios parametros.
En una muestra como la que se ha usado, se pueden obtener cientos de miles de pardmetros
analizados, lo que hace que el analisis de estos sea todo un reto desde el punto de vista técnico.
De tal forma que encontrar los patrones en los resultados se vuelve critico para dar sentido a la

ingente cantidad de datos.

La preparacion de una muestra es uno de los procesos mas importantes dentro del estudio del
proteoma mediante la MS. La MS, al ser una técnica cuantitativa y completa, como lo hemos
explica anteriormente, puede presentar variaciones dependiendo de la forma de preparar una
muestra. “La preparacion de una muestra protedmica es realmente un desafio y puede
considerarse tanto un arte como una ciencia”(4), por lo que en el siguiente trabajo se presentaran
los resultados obtenidos mediante MS, de muestras de encéfalo de tres individuos diferentes, con
4 preparaciones diferentes cada una, obteniendo en total 12 resultados de MS.
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El sistema nervioso, sobre todo el cerebro, es el sistema més complejo, importante y el menos
conocido hoy en dia. EI 6rgano que nos ha permitido construir y derribar imperios, crear cohetes
y llevarnos a la luna, crear otros cohetes y con ellos destruir ciudades enteras; el 6rgano que nos
hace capaces de tener conciencia de nosotros mismos y de entender la existencia de los demas,
gue nos hace capaces de la compasion y del odio, del amor y la ira; el 6rgano que nos permite
percibir el medio externo y concebir la realidad, solo tanto y cuanto, segun la forma de activarse
y transmitir informacion a partir de pequefias células dentro de aquella boveda Gsea. Tan
importante es, que al no poder mostrar su actividad se da por declarada la muerte del individuo a
pesar de que su corazon siga latiendo, la muerte encefélica. Al cosmos y al cerebro se los

estudiaran por siempre, son inabarcables.

11



W Universidad
had Europea Madrid

Planteamiento de hipétesis.

Como lo hemos explicado anteriormente, conocemos que la MS es una técnica cuantitativa,
produce un analisis de la muestra de una forma muy completa(3), esto es una ventaja ya que nos
permite estudiar muestras complejas. Al mostrar los resultados de una forma tan precisa, es muy
probable que existan variaciones en los resultados al preparar la muestra siguiendo diferentes
protocolos.(5,7) En principio esto no deberia ser un problema ya que el analisis de los datos
obtenidos y contrastados con las bases de datos deberia mostrarnos un resultado coherente con la
muestra estudiada.(7) Sabemos también que el sistema nervioso central presenta caracteristicas
Unicas a diferencia de otros tejidos(7,9,10), lo que hace que también su interaccion con los
diferentes elementos de preparacion de la muestra para diferentes protocolos de preparacion,
probablemente, muestre interacciones diversas. La pregunta que cabe aqui es, ¢qué tanto pueden
cambiar los resultados de una MS el tener diferentes preparaciones en muestras bioldgicas

similares de cerebro?

Los resultados de MS de muestras de cerebro de un mismo individuo con protocolos de
preparacion diferentes daran resultados diferentes que, a pesar de sus diferencias, logren
conservar sus estructuras basicas en cuanto a los pardmetros de interés, a saber: picos de
intensidad, tiempos de retencion y su apariciébn en una ventana temporal especifica, sin

distorsionar sus estructuras hasicas.

12
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Objetivos del trabajo.

Investigar las particularidades del 6rgano méas complejo que el ser humano posee no es, en
absoluto, poca cosa. Entre mas luces tenemos sobre el cerebro méas dudas se plantean. Sin dejar
de lado la importancia de estudiar el resto de los 6rganos y tejidos, es preciso que todas las nuevas
tecnologias brinden su granito de claridad en cuanto al 6rgano irremplazable. Es por esto, por lo

que el objetivo principal de este trabajo es:

- Analizar los resultados de la MS de las diferentes muestras bioldgicas de cerebro de cada
individuo con cada protocolo de preparacion, y los cambios que producen en los mismos,
utilizando un laboratorio virtual con varios tipos de experimentos, creado con

herramientas de fuente libre.

Al ser un trabajo con tantos puntos de interés y sumergirse en un tema esencial para el presente
y el futuro, como es el anélisis de los datos masivos, en inglés conocido como “big data”, se

presentara ademas como objetivos secundarios del presente trabajo:

- Explorar el uso de varias herramientas de visualizacion “clasica” de datos masivos para
representar los resultados de la MS.

- Elaborar un laboratorio virtual con herramientas de fuente abierta para generar varios.

- Plantear el uso de nuevas herramientas de visualizacion de datos masivos representar los
resultados de la MS.

- Experimentos que permitan analizar los datos de la MS.

- Encontrar patrones en los resultados de la MS.

13
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Materiales y métodos.

Uno de los avances méas importantes de la civilizacion occidental es la democratizacion de la
investigacion, es decir, la apertura de barreras que permiten que, el estatus socioeconémico, el
nivel de educacién o el pais de origen, dejen de ser fronteras infranqueables para las mentes
inquietas. Permitiendo, de esta forma, un desarrollo mas rapido y justo de la raza humana. Se ha
utilizado herramientas de fuente abierta, conocidas en inglés como “open source tools”, para

realizar esta investigacion. (12)

Los materiales que se ha utilizado en el presente trabajo los podemos dividir en 2 grupos. El
primero, los materiales preprocesamiento, estos son: los datos obtenidos. Estos, han sido
obtenidos a través del apoyo del grupo de investigacion de neuroprotedmica de la “Unidad de

Protedmica del Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo (Espaiia)”.

Para entender mejor el trabajo de investigacion, es importante entender el origen y
caracteristicas de las muestras que han producido los resultados que se han analizado. En primer
lugar cabe destacar que, se han usado 3 individuos diferentes, estos han sido ratones para
investigacion cientifica, sin alteraciones ni modificaciones genéticas. De cada individuo se han
tomado 4 muestras de sistema nervioso central, especificamente de cerebro. Para cada individuo,
cada una de las 4 muestras, se la ha procesado con un protocolo de preparacion diferente.
Obteniendo, en resumen, 12 muestras, de tres individuos diferentes, preparadas con 4 protocolos
diferentes, como lo indica el gréfico 1.

e | |

S - T %
dAl« ) -’/‘2/\‘ {
< A :f}/’\\] L7 -,
) ; :lt,‘; - )
Réplica bioldgica de Réplica bioldgica de Réplica bioldgica de
cerebro. cerebro. cerebro.
@ @ Muestra A. @ Muestra A.
@ @ Muestra B. @ Muestra B.
@ @ Muestra C. @ Muestra C.
@ @ Muestra D. @ Muestra D.

Graéfico 2. llustracion explicativa sobre las muestras obtenidas de cada individuo
de estudio.
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Cada una de las muestras, de cada uno de los individuos, se representaran de ahora en adelante
con la nomenclatura correspondiente, primero, al individuo de estudio, y segundo, al tipo de
preparacion especifica de la muestra. De la siguiente manera, al referirnos a la muestra del
individuo 1 cuya preparacion corresponde a la preparacion de todas las muestras A, se lo llamara:
“individuo 1, muestra A”; asi, con cada uno de los individuos y tipo de procesamiento de la
muestra. La explicacién de como se ha procesado cada tipo de muestra se realizara en los parrafos
siguientes, de acuerdo con lo indicado por el grupo de investigacion en neuroprotedmica que

obtuvo las muestras y realizd la MS.

Es fundamental conocer que cada individuo de estudio aport6 con una réplica bioldgica, por lo
que se puede indicar que para realizar la investigacion se cuenta con al menos 3 réplicas
bioldgicas, lo cual entrega robustez al estudio (13-17). Cada una de las réplicas biolégicas es una
muestra de cerebro de 520 microgramos (ug) de proteina total.

Para esquematizar de una forma clara el proceso de preparacion de cada una de las muestras,
se va a realizar en primer lugar la explicacion de los procesos a los que estuvieron expuestas cada
una de las 4 partes de cada réplica biologica. Posteriormente se indicara la pertenencia de cada
proceso con su correspondiente muestra. Asi, tenemos que se han realizado 4 procedimientos
diferentes a acuerdo a los protocolos establecidos y normados en cada uno, por lo que
mencionaremos 2 momentos en la preparacion de cada muestra, el primero, el tipo de tampdn de
extraccion, es decir, la forma de realizar el lisado de la muestra. El segundo, el tipo de digestion

de la muestra.

El lisado, se ha realizado mediante 2 procesos diferentes, el primero, utilizando el tamp6n de
lisis de tiourea/urea (Tu/U), utilizado como gel de electroforesis de 2 dimensiones(18,19), que
utiliza para cada tampon 7 moles/litro (M) de Urea, 2 M de Tiourea, 4% de 3-
[(3 - Dholamidopropil ) Dimetilamonio ] -1 -Propano Sulfonato (CHAPS), 2% de Pharmalyte ®,
40 milimoles/litro (mM) de Ditiol (DTT) (20), por lo que el calculo del compuesto para 1 ml de
tampon seria: 152.2 miligramos (mg) de Tiourea, 420,4 mg de Urea, 40 mg de CHAPS, 10 mg de
DTT, y 20 microlitros (uL). (18) El segundo, utilizando el tamp6n para analisis de
radioinmunoprecipitacion (RIPA), el cual se utiliza para la lisis celular rapida al mismo tiempo

que evita la degradacion de las proteinas en las muestras bioldgicas. (21)

En cuanto al proceso de digestion, también podemos observar el procesamiento de la muestra
mediante dos protocolos diferentes. El primero, la digestion de la muestra “en gel” conocido en
inglés como “in-gel-digestion”, la que se realiz6 de acuerdo con los protocolos de preparacion de
la muestra. (22-24) El segundo, la digestion de la muestra mediante la preparacion de muestras
mejorada en fase sélida de un solo recipiente (SP3), la cual se realizd segun los protocolos de

preparacion. (25-27)

15
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De esta forma vamos a tener una distribucion de procesamiento de muestras que puede
interpretarse de la siguiente manera, cada una de las réplicas bioldgicas se ha dividido en 4
muestras, las muestra A: tiene un lisado en RIPA con una digestion “en gel”, las muestras B:
tienen un lisado en RIPA con una digestion SP3, la muestra C: tiene un lisado en Tu/U con una
digestion “en gel”y la muestra D: tiene un lisado en Tu/U con una digestion SP3, como lo muestra
la tabla 1.

Las muestras se analizaron en un espectrometro de masas de tipo nanoESI qQTOF
(TripleTOF® 6600plus, Sciex). Las muestras fueron ionizadas a través de una fuente de tipo
Optiflow 1-50 uL aplicando 4.5 kilovoltios (kV) al emisor de spray a 100°C. El analisis de las
muestras en el espectrometro de masas se llevardn a cabo en modo dependiente de los datos.

Tipo de Réplica

Tipo de tapon | Tipo de Digestion | Nombre de la muestra.

muestra = Biolégica  de Extraccion

Individuo 1 “en gel” Individuo 1, muestra A.

SP3 Individuo 1, muestra B.

Tu/U “en gel” Individuo 1, muestra C.

SP3 Individuo 1, muestra D.

Individuo 2 | RIPA

“en gel” Individuo 2, muestra A.

Cerebro SP3

Tu/U “en gel”
SP3

Individuo 3 | RIPA “en gel”
SP3

Tu/U “en gel”

SP3

Tabla 1. Distribucion de procesos de preparacion de las muestras.

Individuo 2, muestra B.

Individuo 2, muestra C.

Individuo 2, muestra D.

Individuo 3, muestra A.

Individuo 3, muestra B.

Individuo 3, muestra C.

‘ Individuo 3, muestra D.

Nota de la tabla 1: Lisado mediante tamp6n para andlisis de radioinmunoprecipitacién (RIPA),
Lisado mediante tampdn de lisis de tiourea/urea (Tu/U), digestion de la muestra con el protocolo
“en gel” (“en gel”), digestion de la muestra mediante la preparacion de muestras mejorada en

fase solida de un solo recipiente (SP3).

El segundo grupo de materiales del presente trabajo son, los materiales del procesamiento,
estos son: el lenguaje de programacion: R, el entorno de desarrollo integrado para el lenguaje de

programacion usado: RStudio, lo cual permite crear “a medida” un entorno de desarrollo y
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experimentacion ideal, utilizando software de cddigo abierto. (28-31) A este grupo de materiales

debemos afiadir el software de fuente abierta Jamovi. (32,33)

Siguiendo el concepto bioinformatico del término, un laboratorio virtual es una herramienta
gue nos ayuda a procesar con un orden especifico un tipo concreto de muestras para generar uno
o0 varios resultados de los experimentos realizados a traves del codigo creado,(34-36) existen
muchas formas de crear un laboratorio virtual, en el presente trabajo se ha creado un algoritmo de
procesamiento de la informacion de las muestras. Asi, analizar a través de varios experimentos
los datos ingresados. En cuanto al ingreso de la muestra, y como se podré apreciar en los
documentos de resultados del procesamiento del codigo para cada muestra, se ha realizado de tal

forma que sea necesario solamente cambiar el archivo de ingreso y correr el codigo.

En cuanto a la estructura del laboratorio virtual, se ha tratado de replicar el “espiritu” de los
laboratorios fisicos, donde una muestra diferente a través de un proceso concreto proporciona
resultados especificos. La metodologia que se ha seguido y el cédigo creado para elaborar el
laboratorio virtual, utilizando el lenguaje de programacién R y el entorno de desarrollo RStudio,
se puede revisar en el siguiente enlace
https://1drv.ms/f/s!An_DYEBG6YVCIXASVOF29VIYEuvix , en el mismo se podra apreciar el
codigo usado para cada resultado de analisis de la MS para cada muestra bioldgica.

Es importante recalcar que se ha utilizado varios paquetes de R de Bioconductor para la
creacion del laboratorio virtual. Bioconductor se concibe como un proyecto de software de codigo
y desarrollo abiertos que utiliza R como su lenguaje de programacion, que tiene por finalidad
analizar y comprender los datos de alto rendimiento en las ciencias de la gendmica y la biologia
molecular.(37-39) Los paquetes usados son: “RforMassSpectrometry”(40,41), “msdata”(42),
“mzR”(43-46), “Rcpp”(47-49), “lattice”(50), “gridExtra”(51), “MSstatsTMT”(52), “MSnBase”
(40,41), “Spectra” (53), “rpx”(54), ‘“xcms”(55-57), “Rcolorbrewer”(58), “pander”(59),
“madrittr”(60), “pheatmap”(61), “jamovi”(62) y “SummarizedExperiment”(63).

La metodologia de investigacion utilizada, en el presente trabajo, se ha basado principalmente
en el analisis de los datos masivos obtenidos como resultado de la MS. Asi, se ha llevado a cabo
un total de 12 experimentos en cada una de las 12 muestras pertenecientes a las 3 diferentes
réplicas bioldgicas, dando como resultado un total de 144 andlisis, los cuales han sido organizados
en el apartado de resultados, mas adelante, por experimento y por individuo. De esta manera,
poder tener una mejor comprension de la informacién obtenida como resultado. A continuacion
se enunciardn cada uno de los experimentos realizados.

1- Resultados de la cromatografia, realizada con rangos de tiempo entre 2500 y 3500

segundos.
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Deteccion de picos cromatograficos usando el algoritmo centWave del paquete de R
“xcms: LC-MS and GC-MS Data Analysis” utilizando un tiempo de retencion entre 2500
y 3500 segundos y utilizando una brecha de M/Z entre 434.9 y 435.1.

Visualizacion cromatografica de la relacion que existe entre intensidad, M/Z y tiempo de
retencion, utilizando un tiempo de retencidn entre 2500 y 3500 segundos y utilizando una
brecha de M/Z entre 434.9 y 435.1.

Cromatograma realizado utilizando, exclusivamente, iones extraidos de las muestras, lo
cual nos ayudara a diferenciar las distintas configuraciones de deteccion maxima,
utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos.

Visualizacion de picos cromatogréaficos en el conjunto de datos completo, considerando
las sefiales con un valor de intensidad de los iones entre 6 a 5000 en el paso de deteccion
de picos, cubriendo todos los posibles picos, utilizando un tiempo de retencion entre 2500
y 3500 segundos.

Conteo total de picos por muestra e individuo, con un conteo del nimero de picos que
presento un tiempo de retencion relativo (0 %,25%, 50%, 75% y 100% de tiempo de
retencion), visualizando asi, el numero de picos identificados por muestra vy
ancho/duracion de los picos cromatogréaficos.

Visualizacion de la frecuencia de los picos cromatogréaficos identificados a lo largo del
eje del tiempo de retencion, identificando asi, la frecuencia de los picos detectados a lo
largo del eje de tiempo de retencidn. Lo que nos permite identificar periodos de tiempo a
lo largo de la ejecucion de la espectrometria de masa con una mayor cantidad de picos

cromatograficos.

Visualizacion cromatogréafica individualizando los picos para un valor especifico de M/Z
entre 465y 499, con un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos.

Anélisis estadistico de los datos de M/Z, tiempo de retencién, tiempo de retencién
méaximo y minimo e intensidad por cada muestra, con un M/Z entre 750 y 1500.

Huella de datos del analisis estadistico de los datos de M/Z, tiempo de retencién, tiempo
de retencién méaximo y minimo e intensidad por cada muestra, con un M/Z entre 750 y
1500. Muestra la relacion espacial de los diferentes datos.

Representacion grafica de la relacion entre tiempo de retencion e intensidad, con su
media, desviacion estandar y la densidad del conteo en los dos ejes: Xy Y.
Representacion gréfica de la relacion entre tiempo de retencién y M/Z, con su media,

desviacion estandar y la densidad del conteo en los dos ejes: Xy Y.
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Resultados.
Como se explicé en el apartado previo, de materiales y métodos, se ha realizado un total de 12

experimentos virtuales para cada una de las 4 muestras bioldgicas de cada una de las 3 réplicas
biolégicas de cerebro. Resultando asi, un total de 144 andlisis de la informacion de obtenida
mediante espectrometria de masas de cada muestra. Se ha agrupado los resultados de una forma
légica, por experimento, por muestras y por individuo, asi poder apreciar de una manera mas clara

los resultados.

Para el andlisis de cada experimento, vamos a dividirlas en 6 zonas, cada zona tendrd un nombre
especifico asignandole una letra del alfabeto entre la a'y f, en orden descendente y de derecha a

izquierda, como lo indica el siguiente grafico.

LineaYl — —oooooooooo-d S S

Linea X1 Linea X2

Gréfico 3. Division de las zonas para el anélisis de las cromatografias.

Una de las fortalezas del analisis cromatografico de una MS es la posibilidad de poder estudiar
la conformacion de elementos a través de patrones concretos, esto se realiza mediante analisis de
cotejamiento con bibliotecas de fuente libre o con softwares dedicados a este fin. En el siguiente
trabajo, no se realizara una busqueda de elementos, en primer lugar, porque ya se ha realizado el
analisis de las proteinas que conforman estos datos, a través de softwares dedicados, como lo
indica el equipo de investigacion en neuroprotedmica que proporcion6 los datos. Asi, la vision
del presente trabajo sera la bldsqueda de patrones en determinadas secciones de la MS. Es
importante recordar que, la MS se la debe comprender como un elemento en 3 dimensiones
pertenecientes a los 3 principales datos que presentan sus resultados, estos son: M/Z, tiempo de

retencion e intensidad.

Uno de los retos que ha presentado el presente trabajo ha sido, tanto, la realizacion del analisis
de la informacion, cuanto, la eficacia en el uso de los recursos computacionales del analisis. Con
esta premisa, el autor del presente trabajo ha pensado que la mejor solucion de este particular es
realizar un analisis sectorizado de los resultados, fijando: determinados tiempos de retencién y
M/Z, para analizar los picos cromatograficos importantes por zona de interés, medidos en conteos
por segundo (cps), tratando de buscar patrones, usando maltiples paquetes de R con cualidades

especificas que nos permitan analisis distintos.
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- Resultados de la cromatografia, realizada con rangos de tiempo entre 2500 y 3500

segundos.

En el siguiente gréfico podemos observar los resultados del individuo 1 del primer
experimento. Lo que mas llama la atencidén es que existe una variacion en cada una de las
muestras, pero que a pesar de ello presenta caracteristicas comunes. Se puede observar un pico
cromatografico, el méas alto de todos en las 3 primeras muestras, alrededor de los 3200 segundos,
gue en la muestra A, B y C se ubica en la zona b, en la muestra D se encuentra en la zona ¢, no
siendo sino el segundo pico mas intenso. Otra de las caracteristicas que podemos observar en las
4 cromatografias, es la constancia de un pico cromatogréfico que se encuentra entre los 3400 y
3500 segundos, que no llega a sobrepasar la linea divisoria entre las zonas c y f en las 2 primeras
muestras, pero que si lo hace en las muestras C y D. Las cromatografias mas similares del
individuo 1 son las de las muestras A y B. La muestra con mayores diferencias entre todas en la
muestra C, que es la Unica que se presenta con 3 picos cromatograficos en tiempos de retencion

mas apartados del comun del resto. Como lo muestra el siguiente gréfico.
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Gréfico 4. Resultados de la cromatografia, realizada con rangos de tiempo entre 2500 y 3500
segundos, del individuo ndmero 1.
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En el siguiente grafico podemos observar que en la réplica biol6gica de cerebro del segundo
individuo de estudio, podemos observar una similitud importante en los 2 principales picos
cromatograficos que hemos enunciado en el parrafo previo. Es importante destacar la gran
similitud que presentan los resultados del individuo 1, muestra A y del individuo 2, muestra A.
Las cromatografias con mayor similitud en el individuo 2 son las de las muestras B y C, por la
ubicacion en el tiempo de retencion de sus picos cromatograficos y las semejanzas en las zonas
a, b, d y f. La muestra con mayores diferencias en el presente individuo es la muestra C,
especialmente cuando observamos intensidad y forma irregular del segundo pico cromatografico

gue se halla en la zona c, asi como la aparicion de 2 picos en la zona b.

Individuo 2, muestra A. Individue 2, muestra B,
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Gréafico 5. Resultados de la cromatografia, realizada con rangos de tiempo entre 2500 y 3500
segundos, del individuo nimero 2.

En el siguiente grafico podemos observar la permanencia del pico cromatogréfico que se
evidencia alrededor de los 3200 segundos, el que hemos hallado en los 2 individuos anteriores.

Llama la atencién que el pico cromatografico que se encuentra alrededor de los 3400 segundos
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no es el segundo més intenso en la muestra A, existiendo un pico con una intensidad que logra
superar la linea que divide las zonas superiores e inferiores. Realizando un andlisis de los picos
cromatograficos en cada zona de las 4 muestras de este individuo, podemos encontrar que las 2
muestras con mayores similitudes son las muestras A y C, ya que cuentan con 3 picos
cromatograficos que logran superar la linea Y1, ademas, los tiempos de retencion de los 3 picos
son muy préximos al comun en las 2 muestras. Es muy interesante resaltar la similitud entre la
muestra B y D que, a pesar de que mediante el analisis que se ha llevado a cabo no concuerda
objetivamente ya que los nimeros de picos por zona cromatografica son diferentes, presentan

semejanzas en cuanto a la forma y ubicacion de sus picos.

Individuo 3, muestra A. Individuo 3, muestra B.
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Gréfico 6. Resultados de la cromatografia, realizada con rangos de tiempo entre 2500 y 3500
segundos, del individuo nimero 3.

Cabe recalcar que la muestra A de los 3 individuos, es la que mayor semejanza presente entre
las 3 réplicas bioldgicas. No solo cumple con presentar 3 picos cromatograficos que sobrepasan

la linea Y, sino que la ubicacion de estos se aproxima en cuanto al tiempo de retencion.
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- Deteccion de picos cromatogréaficos usando el algoritmo centWave del paquete de R
“xems: LC-MS and GC-MS Data Analysis” utilizando un tiempo de retencion entre
2500 y 3500 segundos y utilizando una brecha de M/Z entre 434.9 y 435.1.

En el andlisis de la informacion de este experimento vamos a centrarnos en la intensidad de
los picos cromatogréaficos. La morfologia de todos los resultados de la MS es muy similar, en este
experimento, presentando un pico cromatografico alrededor de los 2600 segundos, que se
encuentra en la zona a, con una excepcion, el resultado del individuol, muestra C, presenta una
morfologia que difiere con las demas. Asi, vamos a observar que en el siguiente gréfico la muestra
A presenta un pico que llega a presentar una intensidad aproximada de 3000 cps, la muestra B
de 2000 cps, la muestra C de 1000 cps y la muestra D de 3000 cps, similar a la primera. Con estos
criterios, podemos decir que la muestra A y D son las que mayor semejanza presentan.
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Gréfico 7. Deteccion de picos cromatograficos usando el algoritmo centWave del paquete de R
“xems: LC-MS and GC-MS Data Analysis” utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500
segundos y utilizando una brecha de M/Z entre 434.9 y 435.1. Individuo nimero 1.
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En el segundo individuo, podemos apreciar como los rangos en los que se miden las
intensidades, igualmente, son distintos. El pico cromatografico principal, que estamos estudiando
en este experimento, que se encuentra alrededor de los 2600 segundos, presenta una intensidad
de aproximadamente 2500 cps en el individuo A, de 2500 cps en el individuo B, de 2000 cps en
el individuo C y de 3000 cps en el individuo D. En la muestra A y C podemos observar la
presencia de un segundo pico cromatografico en la zona e, asi, en la muestra C y D podemos
observar la ausencia de este elemento, lo que hace que estas 2 parejas, anteriormente
mencionadas, sea muy similares en cuanto a la forma de sus estructuras. Aun asi, por la intensidad
gue presentan los picos cromatograficos, podemos decir que, las 2 muestras con mayor semejanza

son la Ay la B, al presentar sus picos cromatograficos con una intensidad alrededor de 2500 cps.
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Gréfico 8. Deteccion de picos cromatograficos usando el algoritmo centWave del paquete de R
“xems: LC-MS and GC-MS Data Analysis” utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500
segundos y utilizando una brecha de M/Z entre 434.9 y 435.1. Individuo nimero 1.
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En el siguiente grafico podemos observar cdmo mantiene la morfologia enunciada
anteriormente, con ese pico inicial en la zona a en las 4 muestras de esta cuarta réplica biologica.
Asi podemos observar como la muestra A presenta una intensidad de aproximadamente 2500 cps,
la muestra B de 3000 cps, la muestra C de 2000 cps y la muestra D de 2500 cps. Por lo que las 2
muestras que presentan mayor semejanza son la muestra A 'y D, en cuanto a los parametros que

estamos analizando.

Individuo 3, muestra A, Individuo 3, muestra B.
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Gréfico 9. Deteccion de picos cromatograficos usando el algoritmo centWave del paquete de R
“xems: LC-MS and GC-MS Data Analysis” utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500
segundos y utilizando una brecha de M/Z entre 434.9 y 435.1. Individuo nimero 3.

Un hallazgo interesante en este experimento ha sido la semejanza de la morfologia del
cromatograma de los datos de la MS, cabe recalcar dos aspectos importantes para tener en cuenta.
El primero, se ha utilizado una muy limitada brecha de M/Z, segundo, se ha usado el algoritmo
centWave para analizar la informacién. Estos dos aspectos parecen claves para poder presentar

resultados con una consistencia mas alta, que presenten resultados con mayor coherencia y que
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los mismos puedan arrojarnos mayor claridad en cuanto a los procesos que se pueden realizar
posteriormente con los resultados obtenidos. Exclusivamente el: individuo 1, muestra C, es el
Unico que presentd una anormalidad en la morfologia del cromatograma, lo que no deja de ser un
hallazgo relevante. El resto de las muestras C, con el mismo protocolo de preparacién, no

presentaron esta anormalidad.

- Visualizacion cromatogréafica de la relacion que existe entre intensidad, M/Z y
tiempo de retencion, utilizando un tiempo de retencién entre 2500 y 3500 segundos
y utilizando una brecha de M/Z entre 4349y 435.1

El siguiente experimento muestra una visualizacién cromatografica un tanto diferente a la
tradicional, se puede observar en un solo grafico, de manera muy clara, la relacién entre los tres
datos centrales de la cromatografia de una MS: el tiempo de retencion, la intensidad y la M/Z.
Esta es una opcion muy interesante a los graficos en 3 dimensiones (3D) porgue, sobre todo,
ocupan muchos menos recursos computacionales que los que se necesitan para generar graficos

3D de una informacion tan densa como lo son los datos masivos de una MS.

Al usar los mismos parametros de estudio que en el experimento anterior, podemos observar la
clara conformacion de un patron morfolégico comun, teniendo principalmente un pico
cromatografico de intensidad alrededor de los 2600 segundos y un pico cromatografico de M/Z
alrededor de los 3500 segundos. Otro patrén comun gque podemos observar en las mediciones de
los conteos de M/Z es que la gran mayoria de conteos se ven acumulados sobre los 350.00 M/Z.
Otro hallazgo interesante en este experimento es que en cada réplica bioldgica, al menos en una
muestra, se observa un valor donde la intensidad se encuentra sobre los 4000 cps. En el caso del
individuo 1, se observa en la muestra A, en el individuo 2, se observa en la muestra D, en el
individuo 3, se observa en la muestra B. No se observa un claro patrén en cuanto a este resultado

y el protocolo de preparacién de la muestra.

En el siguiente gréafico observaremos que la intensidad del primer pico cromatogréafico de la
muestra A es la mas elevada en comparacion al resto de muestras de esta réplica bioldgica,
llegando a los 5000 cps, mientras que la intensidad mas baja del primer pico cromatografico la
podemos observar en la muestra C, donde llega aproximadamente a los 1500 cps. Las mediciones
de los valores de M/Z son bastante dispersos, a excepcion del pico cromatografico mencionado
previamente, no se observa un patrdn claro de conteos, lo que se evidencia en forma de esa imagen
dispersa. Lo que podemos apreciar en cuanto a las mediciones de la M/Z del primer individuo es

que la mayoria se concentran sobre los 435.00.
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Gréfico 10. Visualizacién cromatogréafica de la relacién que existe entre intensidad, M/Z y
tiempo de retencidn, utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos y utilizando
una brecha de M/Z entre 434.9 y 435.1. Individuo nimero 1.

En el siguiente grafico podemos observar los resultados de las 4 muestras de la réplica
bioldgica del individuo 2. Es evidente un mantenimiento de la morfologia en los conteos de los
picos cromatograficos de la MS. Podemos observar como el primer pico cromatografico la
muestra A presenta una intensidad aproximada de 3500 cps, la muestra B presenta una intensidad
aproximada de 3000 segundos, la muestra C de 3500 cps y, finalmente, la muestra D con una
intensidad aproximada de 5000 cps. Asi, tenemos que la muestra D es la que presenta mayor
intensidad en el primer pico cromatogréafico, la muestra B es la que presenta la menor intensidad

en su pico cromatogréafico, con 5000 y 3000 cps respectivamente.
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Grafico 11. Visualizacién cromatografica de la relacion que existe entre intensidad, M/Z y
tiempo de retencién, utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos y utilizando
una brecha de M/Z entre 434.9'y 435.1. Individuo nimero 2.

En el siguiente grafico se puede observar que el primer pico cromatografico presenta un valor
de 3500 cps en la muestra A, mientras que en la muestra B presenta aproximadamente 4000 cps,
en la muestra C presenta 3000 cps y, finalmente, en la muestra D presenta aproximadamente 3500
cps, haciendo que las 2 muestras con mayor similitud sean las muestras A y D. La muestra con
una intensidad mas elevada es la muestra B. La muestra que presenta menor intensidad, podriamos
decir que son las muestras Ay D, pero, un hecho interesante es que en la muestra C existe un solo
conteo que pasa el valor de 3000 cps, por lo que si comparamos el nimero de conteos por

intensidad, la que presentaria una menor intensidad seria la muestra C.
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Gréafico 12. Visualizacion cromatogréafica de la relacién que existe entre intensidad, M/Z y
tiempo de retencidn, utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos y utilizando
una brecha de M/Z entre 434.9 y 435.1. Individuo nimero 3.

- Cromatograma realizado utilizando, exclusivamente, iones extraidos de las
muestras, lo cual nos ayudard a diferenciar las distintas configuraciones de

deteccion méxima, utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos.

El siguiente experimento presenta los resultados cromatogréaficos de la MS de cada muestra,
con una particularidad, se marcaran los iones extraidos de las muestras, al usar el paquete “xcms”
(55-57) podemos eliminar los conteos que se presenten con mayor probabilidad como “ruido”,
marcando los sitios donde se condensen mas los conteos, permitiendo de esta forma marcar y
sefialar los picos que presenten una mayor cantidad de conteos. No es que los deméas conteos no
se presenten en el cromatograma, pero los picos cromatograficos marcados presentaran una mayor
cantidad y, por ende, mayor calidad de datos para representarlos.

En este contexto, podemos observar en el siguiente grafico perteneciente a las 4 muestras de

la réplica bioldgica del primer individuo de estudio, la muestra A presenta en total 4 diferentes
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picos cromatograficos marcados, 1 en la zona a, 2 en la zona d y 1 en la zona. La muestra B
presenta 3 diferentes picos cromatograficos, 1 enlazonaa, 1 enlazonady 1en lazonac. El pico
cromatografico de la zona ¢ de la muestra B es el pico méas ancho de todos, a pesar de ello, se
evidencia que no existe division en el mismo, lo que representa a un solo pico. Una de las ventajas
de este experimento es que nos muestra las divisiones entre picos, pudiendo de esta forma contar
el nimero total de picos cromatograficos con mayor certeza. En la muestra C evidenciamos que
presenta 7 picos cromatograficos, 1 en la zonaa, 1 enlazonab, 2enlazonad, 2 enlazonaey,
finalmente, 1 en la zona f. La muestra D, presenta 5 picos cromatograficos, 1 en lazonaa, 2 en la
zona d y 2 en la zona e. Algo muy interesante, es que esta muestra presenta 2 picos
cromatograficos diferentes adyacentes, a diferencia del pico cromatografico que encontramos en

la muestra B.
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Grafico 13. Cromatograma realizado utilizando, exclusivamente, iones extraidos de las
muestras, lo cual nos ayudara a diferenciar las distintas configuraciones de deteccion maxima.
utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos, usando el algoritmo de centWave
del paquete de R “xcms: LC-MS and GC-MS Data Analysis”. Individuo 1.
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En el siguiente grafico podemos observar como los resultados de este experimento en el
individuo 2. Podemos observar como en la muestra A presenta 5 picos cromatogréaficos, 1 en la
zonaa, 2 enlazonady 2 en lazonae. Como particularidad de esta muestra, podemos observar
que los 3 primeros picos cromatograficos se encuentran unidos y, aun asi, cada uno representa un
pico cromatografico individual. En la muestra B, observamos solamente 2 picos cromatogréficos,
1 en la zona a y uno en la zona D. En la muestra C, se evidencia que existen 4 picos
cromatograficos, 1 en la zona a, 2 en lazona e y 1 en la zona f. Mientras que en la muestra D, es
posible observar 3 picos cromatograficos, 1 en la zonaay 2 en la zona e. Todas las muestras de
la réplica bioldgica del segundo individuo presentan un pico cromatografico en la zona a. El
mismo que, a pesar de presentar una morfologia comun entre muestras al estar alrededor de los
2600 segundos, presenta una intensidad distinta en las muestras. De esta manera tenemos que, en
la muestra A presenta 2500 cps de intensidad, en la B, también, 2500 cps de intensidad, en la C
presenta 2000 cps de intensidad y en la D 3500 cps de intensidad.

Individuo 2, muestra A. Individuo 2, muestra B.
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Gréafico 14. Cromatograma realizado utilizando, exclusivamente, iones extraidos de las
muestras, lo cual nos ayudara a diferenciar las distintas configuraciones de deteccion maxima.
utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos, usando el algoritmo de centWave'
del paquete de R “xcms: LC-MS and GC-MS Data Analysis”. Individuo 2.
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B presenta 4 picos cromatograficos, 1 en lazonaa, 1 enlazonady 2 en la zona e. En la muestra
C se evidencian 6 picos cromatograficos, 1 en lazonaa, 2enlazonady 3 enlazonae. Enla
muestra D podemos observar solamente 3 picos cromatogréaficos, 1 en lazonaa, 1 enlazonaey
1 en la zona f. En esta muestra podemos evidenciar que el pico cromatografico que se halla en la
zona a, en cada muestra, presenta una intensidad distinta. EI mas intenso es el pico cromatogréfico
de la muestra B, que presenta 3000 cps. EI menos intenso es el pico cromatografico de la muestra

C, que presenta aproximadamente 1500 cps.

Individuo 3, muestra A,

Individuo 3, muestra B,
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Gréfico 15. Cromatograma realizado utilizando, exclusivamente, iones extraidos de las

muestras, lo cual nos ayudara a diferenciar las distintas configuraciones de deteccién maxima.
utilizando un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos, usando el algoritmo de centWave
del paquete de R “xcms: LC-MS and GC-MS Data Analysis”. Individuo 3.

Visualizacién de picos cromatograficos en el conjunto de datos completo,

considerando las sefiales con un valor de intensidad de los iones entre 6 a 5000

conteos por segundo (cps) en el paso de deteccion de picos, cubriendo todos los

posibles picos, utilizando un tiempo de retencién entre 2500 y 3500 segundos.
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El siguiente experimento tiene la particularidad de que vamos a observar los picos
cromatograficos, sin restriccion de M/Z, midiendo todos los picos de intensidad entre 6 y 5000
cps, lo que haré gque veamos de una forma mas completa el cromatograma en el lapso establecido.
Uno de los problemas que se general al realizar la medicion de datos de la MS y su posterior
analisis cromatografico, es que presenta demasiados picos en espacios de tiempo muy cortos, lo

que dificulta su observacién y la blsqueda de patrones.

En el siguiente grafico podemos observar los datos del experimento del individuo 1. El nimero
elevado de picos en periodos de tiempo de retencién muy cortos hace muy complejo su anélisis
en busca de patrones. Lo mas importante a recalcar en los resultados de este grafico con los valores
de la intensidad entre los que los picos se presentan. En la muestra A se presentan entre 0 y 2000
cps, en la muestra B, valores entre 0 y 1000 cps, en la muestra C, valores entre 0 y 3500 cps y
finalmente en la muestra D, valores entre 0 y 1500. De esta manera, podriamos decir que las 2
muestras con mayor similitud son la muestra A 'y D, al presentar las mediciones entre rangos con

maés proximidad en comparacion a las demas.

s Individuo 1, muestra A.
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Gréafico 16. Visualizacion de picos cromatograficos en el conjunto de datos completo,
considerando las sefiales con un valor de intensidad de los iones entre 6 a 5000 cps en el paso
de deteccion de picos, cubriendo todos los posibles picos, utilizando un tiempo de retencion entre
2500 y 3500 segundos. Individuo 1.
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En el siguiente gréfico podemos observar los resultados del experimento de las muestras
pertenecientes al segundo individuo. En estos resultados es interesante encontrar que en las
muestras B, C y D podemos hallar una similitud, vemos un pico cromatogréfico, que es el de
mayor intensidad en cada una de esas muestras, en un tiempo especifico alrededor de los 3500
segundo de tiempo de retencion. Siendo los mas similares las muestras C y D. En cuanto a la
intensidad entre la que se encuentran los picos cromatograficos de las muestras, la muestra A se
encuentra entre 0 y 2000 cps, la muestra B se encuentra entre 0 y 2000 cps, la muestra C entre 0

y 5000 cps vy, finalmente, la muestra D entre 0 y 6500 cps.
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Grafico 17. Visualizacion de picos cromatogréaficos en el conjunto de datos completo,
considerando las sefiales con un valor de intensidad de los iones entre 6 a 5000 cps en el paso
de deteccion de picos, cubriendo todos los posibles picos, utilizando un tiempo de retencion entre
2500 y 3500 segundos. Individuo 2.

En el siguiente grafico encontraremos los resultados de las 4 muestras pertenecientes a la
réplica bioldgica proporcionada por el tercer individuo. Vemos que existe un patrén similar entre

la muestra B y D, con un pico cromatografico, el mas elevado en cada muestra, que se halla
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aproximadamente en los 3500 segundos. La intensidad de la muestra A va desde 0 a 1500 cps, la
muestra B entre 0 y 5000 cps, la muestra C entre 0 y 2000 cps vy, finalmente, la muestra D entre

0y 5000 cps. Haciendo que las muestras B y C presenten muchas similitudes con estos pardmetros

de estudio.
Individuo 3, muestra A. Individuo 3, muestra B.
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Gréafico 18. Visualizacion de picos cromatograficos en el conjunto de datos completo,
considerando las sefiales con un valor de intensidad de los iones entre 6 a 5000 cps en el paso
de deteccion de picos, cubriendo todos los posibles picos, utilizando un tiempo de retencion entre
2500 y 3500 segundos. Individuo 3.

- Tabla resumen del conteo total de picos por muestra e individuo, con un conteo del
namero de picos que presento un tiempo de retencion relativo (0 %,25%, 50%, 75%
y 100% de tiempo de retencidn), visualizando asi, el nUmero de picos identificados

por muestra y ancho/duracion de los picos cromatograficos.

En el siguiente experimento hemos analizado el porcentaje de conteos que se hallan en todo el

cromatograma de la MS, se ha contabilizado 5 puntos clave como marcadores del patron que
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puede seguir el nimero de conteos. Asi, se ha visto los porcentajes de tiempo de retencion de 0%,
del 25%, 50%, 75% Yy del 100%. Se ha obtenido esta informacidn de cada una de las muestras.

Como lo indica la siguiente tabla 2, que podemos encontrarla en la seccidn de anexos.

Para que la informacion que hemos obtenido pueda ser visualizada de una manera mas clara,
se ha realizado el siguiente grafico, donde podemos observar coémo existen algunos patrones
importantes en cuanto a los resultados del experimento realizado. Lo que mas Ilama la atencion
del siguiente resultado es que en los 3 individuos de estudio, las muestras D son las que presentan
mayor nimero de conteos en todos porcentajes de tiempos de retencién analizados. De la misma
forma, en los 3 individuos, las muestras B son las que presentan menor nimero de conteos con
tiempos de retencién en los tiempos de retencién de 100%. Podemos observar ademas, como los
datos del segundo individuo son los que menor variacion tienen entre resultados, mientras que los

datos del primer individuo son los que mayor variacion tienen entre resultados.
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131,20 128,10

56,47
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Grafico 19. El siguiente grafico presenta el conteo total de picos por muestra e individuo, con
un conteo del nimero de picos que presento un tiempo de retencién relativo (0 %,25%, 50%, 75%
y 100% de tiempo de retencion), visualizando asi, el numero de picos identificados por muestra

y ancho/duracion de los picos cromatograficos.

- Visualizacién de la frecuencia de los picos cromatograficos identificados a lo largo
del eje del tiempo de retencion, identificando asi, la frecuencia de los picos
detectados a lo largo del eje de tiempo de retencién. Lo que nos permite identificar
periodos de tiempo a lo largo de la ejecucion de la espectrometria de masa con una
mayor cantidad de picos cromatogréaficos.
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En el siguiente experimento podemos observar la frecuencia de los picos de retencion en el
tiempo de retencion determinado, entre 2500 y 3500 segundos. Entre mas obscuro sea el color,
mayor condensacidn de conteos de picos cromatograficos se ubicaran en ese periodo de tiempo
en concreto. Lo cual nos va a permitir identificar periodos de tiempo en el transcurso de la MS
donde se presenten un mayor nimero de picos cromatograficos. Esta es una forma bastante

interesante de poder visualizar un aspecto importante de la MS.

En el siguiente gréafico observaremos los resultados del experimento del primer individuo de
estudio. Podemos evidenciar como, en las 4 muestras, alrededor de los 3000 segundos vamos a
observar una condensacion de picos cromatograficos. Es muy importante recalcar que la muestra
C, es la que mayor nimero de condensacion de picos cromatograficos presente en una mayor
cantidad de momentos del tiempo de retencion. Mientras que la muestra B, al contrario, es la que

menos nimero de presenta.
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Gréfico 20. Visualizacién de la frecuencia de los picos cromatogréficos identificados a lo largo
del eje del tiempo de retencion, identificando asi, la frecuencia de los picos detectados a lo largo
del eje de tiempo de retencién. Lo que nos permite identificar periodos de tiempo a lo largo de
la ejecucion de la espectrometria de masa con una mayor cantidad de picos cromatograficos,
visualizando de manera mas comprensible las diferencias entre cada una de las muestras en
cuento este aspecto. Individuo 1.
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En el siguiente grafico vamos a observar los resultados del experimento del segundo individuo.
Podemos evidenciar como alrededor de los 3000 segundos se presenta una condensacion de picos
cromatograficos, al igual que en la imagen previa, con excepcion de la muestra C. Ademas, la
muestra C es la que mas nimero de picos cromatograficas presenta en un mayor nimero diverso

de momentos del tiempo de retencion, que, igualmente, coincide con el grafico anterior.

p Individuo 2, muestra A. Individuo 2, muestra B.
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Grafico 21. Visualizacion de la frecuencia de los picos cromatogréficos identificados a lo largo
del eje del tiempo de retencion, identificando asi, la frecuencia de los picos detectados a lo largo
del eje de tiempo de retencion. Lo que nos permite identificar periodos de tiempo a lo largo de
la ejecucion de la espectrometria de masa con una mayor cantidad de picos cromatograficos,
visualizando de manera mas comprensible las diferencias entre cada una de las muestras en
cuento este aspecto. Individuo 2.

En el siguiente grafico vamos a observar los resultados del experimento del tercer individuo.
En este gréafico podemos observar como la muestra C, coincidente con los anteriores dos gréficos,
muestra una mayor Vvariabilidad, con un mayor nimero de condensaciones de picos

cromatograficos en un mayor nimero de momentos diferentes del tiempo de retencion.
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Individuo 3, muestra A. Individuo 3, muestra B.
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Gréfico 22. Visualizacién de la frecuencia de los picos cromatogréficos identificados a lo largo
del eje del tiempo de retencidn, identificando asi, la frecuencia de los picos detectados a lo largo
del eje de tiempo de retencion. Lo que nos permite identificar periodos de tiempo a lo largo de
la ejecucion de la espectrometria de masa con una mayor cantidad de picos cromatograficos,
visualizando de manera mas comprensible las diferencias entre cada una de las muestras en

cuento este aspecto. Individuo 3.

En el siguiente experimento, se ha realizado una medicién de los picos cromatogréaficos y se
ha sefialado mediante escala de grises la densidad del nimero de mediciones de cada pico
cromatografico, entre mas obscuro una mayor cantidad de mediciones. Ademas, se ha dividido
cada pico cromatogréafico para poder apreciar correctamente donde inicia y acaba cada uno. Esto,

usando un valor mas amplio de M/Z, entre 465 y 499.

En el siguiente grafico podemos observar los resultados de las muestras de este experimento
del primer individuo. Vemos que la morfologia del cromatograma tiene una clara tendencia,

mostrando mayor densidad de mediciones e intensidad al inicio del cromatograma y, como se
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puede observar, disminuyendo la densidad de las mediciones e intensidad al final del

cromatograma.

Individuo 1, muestra A.

w
w0 o
o +
+ O
LY ['s}
uw
H . S
k- o o +
c + £ I
H © 2
8
= b
T 2
2600 2800 3000 3200 3400 2000 2800 3000 3200 3400
Tiempo de retencidn. N1 Tiempo de retencion.
v 1)
1/~

Individuo 2, muestra C. Individuo 1, muestra D.

3e+06

T
1
'
1
'
1
'
1
'
1
'
'
1
[
1
!
I

| *)
a <
= T
'@ o
c <
[
= £

1e+06

!

\ 2600 2800 3000 3200 3400 2600 2800 3000 3200 3400 /)

\ /
AN e . Py 5 5 - T 4
N Tiempo de re X Tiempo de retencion. P
S i

-

-~ - e e e e e e e e e e =

Gréfico 23. Visualizacion cromatogréfica individualizando los picos para un valor especifico de
M/Z entre 465 y 499, con un tiempo de retencién entre 2500 y 3500 segundos. Individuo 1.

En el siguiente grafico podemos observar los resultados de este experimento de las muestras
del segundo individuo de estudio. Vemos como el patron que hemos mencionado anteriormente,
una mayor intensidad con mayor densidad de mediciones al inicio del cromatograma, con una
disminucién de la densidad y de la intensidad al final del cromatograma, se repite en todas las
muestras de este individuo. Algo que llama la atencién es que, la muestra C, presenta densidades
bastante marcadas al final del cromatograma, se lo puede apreciar en la zona e, lo cual seria una

particularidad en las muestras de este individuo.
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Graéfico 24. Visualizacion cromatografica individualizando los picos para un valor especifico de
M/Z entre 465y 499, con un tiempo de retencién entre 2500 y 3500 segundos. Individuo 2.

En el siguiente grafico podemos observar los resultados del experimento de las muestras del
tercer individuo de estudio. En este grafico, se hace evidente que en las muestras 3 réplicas
biolégicas se ha repetido el mismo patron morfoldgico de la cromatografia. Haciendo de este
experimento, uno de los que méas consistencia ha presentado en cuanto a la variabilidad entre

muestras y preparaciones.

41



W Universidad
had Europea Madrid

Individuo 3, muestra A.

Individuo 3, muestra B.

Se+06
|

2e+06

3e+06
1

o
@
-
w
=
b}
=
-

Intensidad.

1e+06
1e+06

el B 2600 2800 3000 3200 3400

Tiempo de retencion.

Tiempo de retencidn,

Individuo 3, muestra C. Individuo 3, muestra D.

Se+06
1

3e+06
1

Intensidad.

T
<
C

3e+06
1

1e+06

1e+06
==

2600 2800 3000 3200 3400 2600 2800 3000 3200 3400

Tiempo de retencién. Tiempo de retencién.

Gréfico 25. Visualizacion cromatogréfica individualizando los picos para un valor especifico
de M/Z entre 465 y 499, con un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos. Individuo 3.

- Andlisis estadistico de los datos de M/Z, tiempo de retencién, tiempo de retencion
maximo y minimo e intensidad por cada muestra, con un M/Z entre 750 y 1500, con
un tiempo de retencion entre 2500 y 3500 segundos.

Para el siguiente experimento se ha medido en cada muestra de las 3 réplicas bioldgicas: M/Z,
tiempo de retencion, tiempo de retencién méximo, tiempo de retencion minimo e intensidad. Se
ha realizado usando una mayor amplitud de M/Z, entre 750 u 1500. Esto permitira registrar una
mayor cantidad de informacion, al mismo tiempo que se optimizan los recursos computacionales.

Una parte importante de este experimento es que no se ha graficado los datos obtenidos, sino que
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se ha obtenido toda la informacién de cada uno de los conteos, para lo que luego fue necesario el
uso del paquete “jamovi ”(62) para procesar toda esta cantidad de informacion, asi, obtener la
media, mediana, desviacion estandar, minimo y méximo de cada uno de los datos mencionados

anteriormente. Con lo que se ha obtenido los siguientes datos que muestra la siguiente tabla.

Algo que se puede apreciar en la siguiente tabla es la diferencia entre el nimero de mediciones
que se realiza en cada muestra, teniendo como el nimero minimo de conteo de mediciones: 76
mediciones, en los datos del individuo 1 , muestra B , y el nimero maximo de conteo de

mediciones: 313 mediciones, en los datos del individuo 2, muestra C.

Latabla 3, resumen de las medidas de dispersion, desviacion estandar, valor maximo y minimo
de los parametros: M/Z, tiempo de retencion, tiempo de retencién maximo y minimo, e intensidad

en cps, se puede encontrar en la seccién de anexos.

- Huella de datos del analisis estadistico de los datos de M/Z, tiempo de retencion,
tiempo de retencion méaximo y minimo e intensidad por cada muestra, con un M/Z

entre 750 y 1500. Muestra la relacion espacial de los diferentes datos.

Para este experimento hemos usado los datos, en bruto, obtenidos en el experimento anterior.
Uno de los retos de la gran cantidad de datos de la MS, no retratados en un cromatograma, es
poder darles sentido mediante la capacidad de procesamiento del ser humano. Las tablas, aunque
muy Utiles en muchas ocasiones, no son una herramienta que permita entender un gran ndmero
de datos per se, mucho menos su relacion entre si. Por lo que se ha buscado una manera, sin usar

la cromatografia, de explicar la relacion que los datos pueden presentar.

Se ha creado un tipo de gréfico, que el autor del presente trabajo de investigacion no ha logrado
encontrar en otro estudio de investigacidn sobre el tema, que pueda ser de utilidad para expresar
los datos obtenidos en una MS. El autor se ha inspirado en la capacidad que el cerebro humano
tiene por encontrar patrones y poder encontrar pequefias diferencias en formas basicas. (64-67)
Es impensable pensar que la habilidad humana de reconocer patrones sea superior a la “habilidad”
de una “maquina” en reconocer los patrones que le pedimos que busque. L0 que se pretende con
es modelo de grafico expuesto a continuacién, es dar una imagen que el cerebro humano logre
entender de los datos masivos que una MS puede presentar, y que pueda ver la relaciéon que esos
datos puedan presentar. Inspirado en la similitud con las huellas digitales del ser humano, el

nombre que se ha usado para nominar a este tipo de grafico es “huella de datos”.
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Para poder entender la huella de datos es importante comprender que es lo que estd mostrando.
En la parte externa podemos observar los nimeros que corresponder a cada una de las mediciones
de la MS, dentro encontramos los datos de cada una de las mediciones que ha realizado la MS,
podemos ver la M/Z, el tiempo de retencién (rt), el tiempo de retencion minimo (rtmin), tiempo
de retencién maximo (rtmax) y la intensidad dividida para 10000 (into/10000), esto se ha hecho
para normalizar las cantidades y que sea posible ver claramente la relacion de los datos entre si,

sin alterar su estructura.

Con la estructura creada, podemos observar claramente no solo la relacion entre datos, sino la
variabilidad de cada tipo de dato. Asi, una mayor variabilidad de datos nos mostrara muchas zonas
con “picos”, un resultado con poca variabilidad nos mostrara un grafico mas aplanado. Algo muy
importante a destacar es que cada pico se presentara e la seccion correspondiente para el nimero
de medicion que produjo el dato. Asi, podemos observar la intensidad de cada uno de los
diferentes datos de resultado: M/Z, rt, rtmin, rtmax e into/10000, en cada una de las mediciones
correspondientes, observando de esta forma la relacién que presentan. Esto produce formas
similares, con patrones reconocibles, pero al mismo tiempo formas Unicas en cada una de las

muestras, como si de una huella digital se tratara.

En el siguiente gréfico podemos observar la huella de datos que producen las muestras de la
réplica bioldgica del primer individuo de estudio. Vemos como la muestra B es la que menor
variabilidad presente, mientras que la muestra D es la que mayor variabilidad presenta en cuanto
a los tiempos de retencion. Si dividiéramos cada huella de datos en 4 cuadrantes, podemos
observar que, como patron comun en todas las muestras, existe un pico en la intensidad en el
cuadrante superior izquierdo, que seria, en todos los casos, el de mayor intensidad. Este pico
tendria una intensidad de 2500 cps en la muestra A, de 1000 cps en la muestra B, de 2500 cps en
la muestra C y de 2000 cps en la muestra D.
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Grafico 26. Huella de Datos del analisis estadistico de M/Z, tiempo de retencion, tiempo de
retencion maximo y minimo e intensidad por cada muestra, con un M/Z entre 750 y 1500. Muestra
la relacion espacial de los diferentes datos. Individuo 1.

En el siguiente grafico podemos observar que, al igual que en grafico anterior, la muestra B es
la que menor variabilidad presenta, mientras que la muestra C es la que mayor variabilidad
presenta en cuanto a los tiempos de retencion. Se observa, en las cuatro muestras, ese
caracteristico pico en la intensidad en el cuadrante superior izquierdo, con diferentes intensidades
en cada muestra. En la muestra A presenta una intensidad de 2000 cps, en la muestra B de
aproximadamente 2000 cps, en la muestra C de aproximadamente 3000 cps y en la muestra D

aproximadamente 2500 cps.
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Gréafico 27. Huella de Datos del analisis estadistico de M/Z, tiempo de retencién, tiempo de
retencién maximo y minimo e intensidad por cada muestra, con un M/Z entre 750 y 1500. Muestra
la relacion espacial de los diferentes datos. Individuo 2.

En el siguiente gréfico observamos como los patrones, que hemos evidenciado en las 2 réplicas
biologicas anteriores, se repiten nuevamente. Con ese pico de intensidad en el cuadrante superior
izquierdo. Asi, la muestra A presenta un pico con una intensidad de aproximadamente 2300 cps,
la muestra B de, también, 2300 cps, la muestra C de 2400 cps y la muestra D de 2300 cps, lo que
hace que las 4 muestras de este individuo de estudio sean las que menos variabilidad entre
muestras presenten los picos de mayor intensidad que se hallan, en todos los casos, en el cuadrante
superior izquierdo. Lo que llama la atencion, es que en este caso, es la muestra A la que presenta

una menor variabilidad en cuanto a los tiempos de retencion.
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Grafico 28. Huella de Datos del analisis estadistico de M/Z, tiempo de retencion, tiempo de
retencién maximo y minimo e intensidad por cada muestra, con un M/Z entre 750 y 1500. Muestra
la relacion espacial de los diferentes datos. Individuo 3.

- Representacion grafica de la relacion entre tiempo de retencién con intensidad y
M/Z, con su media, desviacion estandar y la densidad del conteo en los dos ejes: Xy
Y.

A continuacién podremos observar los resultados de los dos Gltimos experimentos. Estos se

han realizado utilizando los mismos datos que para el experimento anterior. Se ha usado el
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paquete “jamovi” (62), para graficar la informacion de la MS. La diferencia es que se ha buscado
darles un valor mas importante a otros aspectos de esta. En este caso, se ha graficado los datos de
la intensidad en relacidn con los tiempos de retencién y de la M/Z en relacidn con los tiempos de
retencion. Se ha graficado la linea de la media de los datos suavizados y se ha presentado la
desviacion estandar que presenta esa media. Ademas, se ha graficado en la parte superior y en la
parte derecha del gréfico, una curva de densidad de conteos tanto para el eje de las X: intensidad

0 M/Z, correspondientemente, y de las Y: tiempo de retencién.

Esta es una manera diferente de analizar los datos de una MS. Nos da informacion que de otra
forma no podriamos obtener. Nos indica, para cada eje, en que valores son donde mas de
condensan los conteos. Ademas, nos indica en que zonas existe una mayor desviacion estandar,

lo que nos indicaria una mayor variabilidad en los valores, o viceversa.

De esta manera, podemos ver en el siguiente grafico los resultados de este experimento de las
muestras de la réplica bioldgica del individuo 1. En este grafico veremos en el eje de las X: tiempo
de retencidn y en el eje de las Y: intensidad, medida en cps. Observamos como en la muestra A,
al inicio de la curva de densidad de conteos del tiempo de retencion , presenta una escasa densidad
de conteos, hecho que se repite, aungque no de manera tan marcada, en las otras 3 muestras. Se
puede observar también como, en las curvas de densidad de conteos de la intensidad, en todas las
muestras, presenta una densidad de conteos marcada en las zonas de intensidad mas bajas, siendo
escasas en las zonas de altas intensidades. Esto es muy interesante, ya que muchos de los graficos
que se han realizado anteriormente mostraban la densidad de conteos, pero no mostraban en que
zona de su medicion presentaban ese acimulo de conteos. De esta forma podemos observar con
mayor claridad, donde se encontraban los acimulos de densidad de conteos para cada caso en este

individuo.
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Gréafico 29. Representacién gréafica de la relacién entre tiempo de retencién con intensidad,
con su media, desviacion estandar y la densidad del conteo en los dos ejes: Xy Y. Individuo 1.

En el siguiente grafico podemos observar los resultados de este experimento de las muestras
de la réplica bioldgica del individuo 1. En este grafico veremos en el eje de las X: tiempo de
retencion y en el eje de las Y: los valores de M/Z. Al igual que en el gréafico anterior, podemos
observar que la curva de densidad de conteos de tiempos de retencion presenta un nimero mas
escaso de conteos al inicio de la curva. Podemos observar también como la curva de densidad de
conteos de M/Z presenta una mayor cantidad de conteos en los valores mas bajos de este. Algo
particular que llama la atencion, es que en la muestra B se presenta, a diferencia de las deméas
muestras, una linea media que termina es un valor de M/Z muy superior que el resto coincidente
con una segunda joroba de acumulo de densidad de conteos de M/Z. Algo que cabe recalcar, es
que lamuestra D es la que presenta una mayor dispersion en los conteos, a diferencia de las demés

muestras, donde se tiende a acumular los conteos en los valores mas bajos de M/Z.
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Grafico 30. Representacion gréfica de la relacion entre tiempo de retencion con M/Z, con su
media, desviacion estandar y la densidad del conteo en los dos ejes: Xy Y. Individuo 1.

En el siguiente grafico evidenciamos los resultados de este experimento de las muestras de la
réplica bioldgica del individuo 2. En este grafico veremos en el eje de las X: tiempo de retencién
y en el gje de las Y: los valores de intensidad, medidos en cps. Aqui podemos observar algunos
patrones que se repiten en los resultados de la réplica bioldgica del individuo anterior. La poca
cantidad de conteos al inicio de la curva de densidad de conteos en el tiempo de retencion, la
acumulacion de conteos en la curva de densidad de conteos en los valores mas bajos de la
intensidad, unos valores de medias que se hallan siempre en valores inferiores de la intensidad.
Es interesante observar el comportamiento de la media de las muestras C y D, las dos muestran
un mayor namero total de conteos, y las dos presentan una media en zonas mas bajas de los valores

de la intensidad con una desviacion estandar mas estrecha que las otras dos muestras.
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Gréfico 31. Representacion grafica de la relacién entre tiempo de retencién con intensidad, con
su media, desviacién estandar y la densidad del conteo en los dos ejes: X y Y. Individuo 2.

En el siguiente grafico evidenciamos los resultados de este experimento de las muestras de la
réplica bioldgica del individuo 2. En este grafico veremos en el eje de las X: tiempo de retencién
y en el eje de las Y: los valores de M/Z. Podemos ver que las medias en todos los momentos del
tiempo de retencion de todas las muestras se encuentran alrededor de los valores de M/Z entre
800 y 900. Se evidencia que a ante una mayor cantidad total de conteos mas “recta” es la media

y menor es su desviacion estandar.

51



W Universidad
had Europea Madrid

Tiempo de retencion. S

Individuo 2, m P ‘ . |
5 L 1 ‘J‘ 2;(..'3:/‘[

fe reencion m

Gréafico 32. Representacion grafica de la relacion entre tiempo de retencion con M/Z, con su
media, desviacion estandar y la densidad del conteo en los dos ejes: Xy Y. Individuo 2.

En el siguiente grafico evidenciamos los resultados de este experimento de las muestras de la
réplica bioldgica del individuo 3. En este grafico veremos en el eje de las X: tiempo de retencién
y en el eje de las Y: los valores de intensidad, medido en cps. Se puede observar en el siguiente
grafico como la mayoria de las mediciones a través del tiempo de retencion se acumula en las
intensidades mas bajas, a pesar de tener mediciones altas alrededor de los 3000 segundos. Esto se

puede apreciar mejor en la curva de densidad de mediciones.
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Gréfico 33. Representacion grafica de la relacion entre tiempo de retencién con intensidad, con
su media, desviacion estandar y la densidad del conteo en los dos ejes: Xy Y. Individuo 3.

En el siguiente grafico evidenciamos los resultados de este experimento de las muestras de la
réplica bioldgica del individuo 3. En este grafico veremos en el eje de las X: tiempo de retencién
yenel eje de las Y: los valores de M/Z. Asi, podemos observar que los principales patrones vistos
anteriormente en los otros dos individuos de estudio se repiten en este individuo. Es importante
tener en cuenta que la media en todas las muestras de este individuo, se presentan alrededor de
los 800 M/Z, que el nimero de conteos de la densidad de conteos de M/Z se acumula
preferentemente alrededor de los 750 M/Z, o que tiene sentido ya que en todas las muestras de
este individuo tenemos al menos una medicion sobre los 1200 M/Z. Es muy importante tener en
cuenta que a diferencia del clasico cromatograma, este tipo de grafico presenta informacion

complementaria que no podemos observar en un cromatograma clasico.
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Grafico 34. Representacion gréafica de la relacion entre tiempo de retencion con M/Z, con su
media, desviacion estandar y la densidad del conteo en los dos ejes: Xy Y. Individuo 3.
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Discusién.

- Réplicas bioldgicas.

Dentro del campo de la investigacién biomédica, un aspecto clave es poder entender la
diferencia entre las réplicas bioldgicas y las réplicas técnicas. Para entender este concepto
debemos basarnos en que, por lo general, cuando usamos estos términos estamos hablando de
algun tipo de estudio que incluye tejidos bioldgicos. Asi, debemos definir a las réplicas bioldgica
como mediciones de muestras bioldgicamente distintas que muestran variacion biolégica (13,17),
por el contrario, las réplicas técnicas son mediciones repetidas de la misma muestra que muestra

que son independientes del ruido asociado con el equipo y los protocolos. (13)

Una de las preguntas que se presenta ante los resultados obtenidos es, ¢por qué hay tanta
variabilidad entre los resultados de la MS en las réplicas bioldgicas de cerebro? La respuesta es
mucho mas compleja de lo que se puede pensar. De hecho, es un debate abierto hoy en dia. (68)
En un breve resumen de la evidencia actual sobre las réplicas bioldgicas, las réplicas técnicas y
las herramientas de andlisis. La solucidn que mas firmemente se plantea como respuesta es, como
seria obvio de esperar, realizar una mezcla, es decir, analizar al menos 3 réplicas biolégicas,
analizar todas las muestras, al menos una vez mas cada una, creando réplicas técnicas y utilizando
herramientas cada vez mas precisas, tanto para analizar las muestras como para procesar y analizar
la informacion. (15,16,68,69)

La variabilidad de los resultados de puede deberse a que se estan analizando réplicas
biolégicas, de 3 individuos diferentes. Aunque se ha tratado de guardar lo méas exhaustivamente
posible la similitud entre réplicas, es muy dificil que ante un proceso tan exacto como la MS, los
resultados sea iguales. Esto, debido a que incluso si el drgano afectado fuese un clon, los cortes
histoldgicos, la preparacidn, los cambios ambientales, entre demas variables, pueden hacer que la

informacidn proporcionada por la MS sea diferente entre individuos.

Es importante comprender que, mas alla de que los datos obtenidos sean diferentes, lo que
importa es que guarden los patrones cromatograficos. Esto, debido a que es la forma en la que se
analiza una muestra en busca de su composicién, como se explicard mas adelante. Lo realmente
critico es que no se guarden patrones basicos, y como hemos evidenciado en los resultados del
estudio que se ha realizado, la gran mayoria de muestras guarda un patrén morfolégico en la
cromatografia. Sin embargo, a pesar de que las muestras han sido preparadas siguiendo
correctamente los procedimientos y protocolos de preparacion, existen algunas muestras que
rompen el patron. No se ha logrado identificar un patron comdn para la disociacion de patrones

que presentan los resultados cromatogréficos.
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- Patrones dentro de los datos masivos.

Es muy importante entender la forma en la que los softwares de cotejamiento para
cromatografias pueden obtener los elementos, en este caso proteinas, que conforman los
resultados de la MS. Lo que hacen es analizar los datos puros de la matriz de resultados, algo que
resulta contraintuitivo y complejo para la forma de ver los datos para el cerebro del ser humano.
Una forma que tenemos de entender esos datos masivos es presentarlos en forma de un grafico
gue nuestro cerebro logre interpretar, en nuestro caso es la cromatografia de la MS. Cuando un
software que analiza los datos en busca de similitudes, lo que hace es aproximar los datos
encontrados, exponiendo la probabilidad de certeza, para interpretar ese patrén existente con un
patron ya estudiado de su base de datos. Esta forma de crear los resultados hace que muchas veces
los datos obtenidos no sean dptimos, que los resultados obtenidos no presenten una certeza alta o
que exista falsas mediciones, los denominados falsos positivos. Este campo del analisis de datos
es uno de los que mayores saltos ha dado en las Ultimas décadas, haciendo que este proceso sea
cada vez sea mas exacto. (70-73)

Como se ha explicado anteriormente, analizar los datos en busca de coincidencias para las
proteinas no siempre es confiable y no siempre esta exento de errores, errores que son dificiles de
corregir. Para corregir estos errores existen varias estrategias, por ejemplo, al momento de
preparar la muestra se puede usar un compuesto especifico que marque proteinas de interés. Esto,
aunque muy eficaz, tiene sus desventajas, ya que se distorsiona la informacion del resto de

elementos no marcados.

Lo que propone el presente trabajo, en cuanto a este particular, es buscar nuevas herramientas
de analisis, encontrar formas de cotejar los patrones con la base de datos en busca de similitudes
usando otros métodos de analisis, o incluso, medir los datos de una manera diferente, ya que como
se ha visto en el apartado de resultados, existen alternativas para conocer y analizar los resultados
de la MS.

Es importante entender, que al tener varios métodos de preparacion, ademas, con distintos
individuos de estudio para cada réplica bioldgica, es un riesgo conocido el que los resultados de
la busqueda de coincidencias en el analisis de cotejamiento puedan presentar resultados distintos

y no siempre verdaderos.
- Nuevas maneras de representar los datos masivos.

Es importante visualizar la informacion de un modo diverso, asi, es més probable que
encontremos soluciones que antes pudieron no habérsenos ocurrido y explicar eventos de una
forma que sea més comprensible para todos, incluso, observar nuevas perspectivas de los datos
antes no estudiadas. (74-76)
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En el presente trabajo se ha analizado de multiples maneras de informacion obtenida de los
resultados de la MS de cada una de las muestras de las 3 réplicas bioldgicas. Se ha analizado cada
gréafico en busca de patrones, o su ausencia. EI campo del conocimiento es muy basto, siempre se
debe analizar por la via “clasica” sin dejar de lado las contribuciones “de novo” que se pueda
aportar como investigadores. Al igual que existe la técnica artistica, existe la inspiracion
cientifica. Los datos masivos son de los elementos mas complejos de entender, sobre todo porgue
nuestro cerebro no esta hecho para entender, sin mas, una tabla de datos. Es mucho mas probable
gue analizar con mayor eficacia cuando observamos los patrones, o la ausencia de estos, en una

imagen que es capaz de representar correctamente el significado de la informacion que representa.
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Conclusiones.

El estudio de la neuroprotedmica es un vasto campo del conocimiento que esta en constante
desarrollo. El estudio del sistema mas complejo que conocemos es, sin lugar a duda, un reto que
merece la pena enfrentar. Las células que componen en cerebro, que ha sido el objeto de nuestro
estudio, no se comportan siempre de la misma manera que las células del resto del cuerpo.
(1,10,11) Por lo que la reaccion de estas a diferentes protocolos de preparacion, aun mas
observando los datos obtenidos en el presente estudio, es un paso que hay que tomar muy en
cuenta el momento de analizar el cerebro. Sobre este aspecto se sabe muy poco todavia, y la poca
informacion que se tiene no presenta una robustez suficiente, por el momento. El autor de este
trabajo espera que los conocimientos adquiridos a través de este sencillo trabajo de investigacion
aporten su granito de arena en la investigacion del 6rgano irremplazable. Sin embargo, son

necesarios mas estudios para corroborar los resultados obtenidos en el presente estudio.

Se ha evidenciado como el uso de diferentes experimentos con varios disefios son
fundamentales para poder observar la informacion de los resultados de una manera mas amplia y
desde diferentes perspectivas. Se espera que la manera en la que se ha analizado la informacién
sea Util para que, en el futuro, se puedan crear nuevos disefios de estudio que aporten un
conocimiento mas profundo sobre el tema en cuestion, asi como para gue sirva de inspiracion en

el andlisis de otros temas importantes en la neuroproteémica y la bioinformaética en general.
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Anexos.

Individuo vy | NUmero Tiempo de | Tiempo de | Tiempo de | Tiempo de | Tiempo de

muestra. total de | retencion retencion retencion retencion retencion
picos. 0% 25% 50% 75% 100%

Individuo 1, | 1156 17.89 41.71 44.69 50.65 115

muestra A.

Individuo 1, | 554 11.91 41.71 44.75 53.55 83.54

muestra B.

Individuo 1, | 1624 14.89 41.66 44.67 50.62 133.9

muestra C.

Individuo 1, | 1149 23.82 41.68 44.68 50.68 202.5

muestra D.

Individuo 2, | 1035 17.91 41.71 44,71 50.67 140

muestra A.

Individuo 2, | 787 17.9 41.73 44.73 50.68 131.1

muestra B.

Individuo 2, | 1688 17.88 41.64 44.64 47.71 139.9

muestra C.

Individuo 2, | 1205 17.86 41.67 44.67 53.56 154.9

muestra D.

Individuo 3, | 1193 20.83 41.67 44.66 47.78 131.2

muestra A.

Individuo 3, | 927 17.88 41.69 44.68 53.66 128.1

muestra B.

Individuo 3, | 1428 20.79 41.69 44.68 53.55 134.1

muestra C.

Individuo 3, | 1069 17.87 41.68 44.69 56.47 172.8

muestra D.

Tabla 2. Tabla resumen del conteo total de picos por muestra e individuo, con un conteo del

nimero de picos que presento un tiempo de retencion relativo (0 %,25%, 50%, 75% y 100% de

tiempo de retencion), visualizando asi, el nimero de picos identificados por muestra y

ancho/duracion de los picos cromatograficos .
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M/Z Tiempo de | Tiempo de | Tiempo de | Intensidad
retencion retencion retencion en cps
minimo maximo
Conteo 168 168 168 168 168
Media 838 3138 3115 3163 2.84e+6
Mediana 810 3158 3134 3181 1.67e+6
Desviacion 85.8 224 223 222 3.54e+6
estandar
Minimo 750 2508 2502 2538 358032
Maximo 1260 3494 3471 3497 24262784
Conteo 76 76 76 76 76
Media 832 3103 3080 3128 2.02e+6
Mediana 809 3074 3053 3098 1.24e+6
Desviacion
estAndar 60.1 218 216 220 1.99e+6
Minimo 752 2597 2573 2618 398949
Méaximo 1005 3464 3438 3494 10007625
Conteo 294 294 294 294 294
Media 844 3060 3036 3084 2.68e+6
Mediana 811 3069 3046 3090 1.53e+6
Desviacion
estandar 93.0 281 280 281 3.30e+6
Minimo 750 2507 2501 2531 357542
Méaximo 1261 3495 3484 3498 26090611
Conteo 206 206 206 206 206
Media 839 3060 3036 3085 2.51et6
Mediana 820 3058 3034 3094 1.69e+6
Desviacion
estandar 67.8 280 279 280 2.87e+6
Minimo 750 2511 2502 2532 384590
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Maximo 1042 3485 3449 3500 19278086
Media 833 3147 3123 3172 2.74e+6
Mediana 809 3157 3136 3179 1.91e+6
Desviacion

estandar 80.3 220 219 221 2.99e+6
Minimo 750 2511 2502 2541 414578
Maximo 1137 3495 3474 3498 19614238
Media 836 3059 3035 3085 2.62e+6
Mediana 809 3035 3014 3060 1.82e+6
Desviacion

esténdar 70.1 252 252 251 2.94e+6
Minimo 750 2550 2530 2574 290882
Maximo 1041 3495 3480 3498 19304608
Media 849 3065 3042 3090 2.62e+6
Mediana 818 3082 3064 3112 1409975
Desviacion

esténdar 92.3 276 276 275 3.61le+6
Minimo 750 2519 2501 2540 171797
Maximo 1261 3496 3481 3499 31264819
Conteo 246 246 246 246 246
Media 844 3050 3027 3075 2.70e+6
Mediana 815 3039 3019 3067 1.71e+6
Desviacion

esténdar 82.7 276 276 275 3.31e+6
Minimo 750 2534 2513 2555 304787
Maximo 1260 3496 3478 3499 26509030
Conteo 169 169 169 169 169
Media 839 3115 3091 3141 2.64e+6
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Mediana 809 3170 3143 3202 1805262
Desviacion

87.9 284 284 283 3.08e+6
estandar
Minimo 750 2514 2502 2535 312122
Maximo 1260 3480 3462 3495 22572482

INDIVIDUO 3, MUESTRA B.

INDIVIDUO 3, MUESTRAC

Conteo 177 177 177 177 177
Media 842 3052 3027 3079 2.76e+6
Mediana 810 3036 3016 3060 1851065
Desviacion

84.7 262 262 262 3.33e+6
estandar
Minimo 750 2542 2521 2563 322844
Maximo 1260 3492 3471 3498 22858446

INDIVIDUO 3, MUESTRA D

Conteo 240 240 240 240 240
Media 846 3084 3061 3110 2.56e+6
Mediana 811 3103 3079 3127 1.41e+6
Desviacion

96.6 263 263 264 3.17e+6
estandar
Minimo 750 2507 2502 2525 281810
Maximo 1261 3496 3475 3499 24452364

Conteo 216 216 216 216 216
Media 841 3045 3021 3070 2.52e+6
Mediana 811 3027 3006 3051 1.62e+6
Desviacion

77.3 291 291 290 3.01e+6
estandar
Minimo 752 2518 2503 2538 394471
Maximo 1260 3495 3477 3498 22866814

Tabla 3. Resumen de las medidas de dispersion, desviacion estandar, valores méximo y minimo

de los valores mas importantes de cada muestra de cada réplica bioldgica.
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