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Resumen y Abstract VI

Resumen

Evaluacién del perfil metabolémico y su relacién con el espectro clinico de sujetos
positivos para SARS-COV-2 en una poblacién bogotana

Introduccion: Recientemente la enfermedad por el coronavirus SARS-CoV-2,
denominada COVID-19, se convirti6 en pandemia causando mas de 6,38 millones de
muertes en el mundo, y en Colombia méas de 6,3 millones de casos con mas de 142 mil
fallecidos, con una tasa de letalidad del 2,5 %. La enfermedad se caracterizé por presentar
una prognosis heterogénea con una baja predictibilidad y elevada mortalidad.

Objetivo: Evaluar la relacién entre el espectro clinico de la COVID 19 y los cambios en el
metaboloma del plasma sanguineo de sujetos positivos para SARS-CoV-2 en una
poblacion bogotana.

Metodologia: Se recolectaron 100 muestras de plasma sanguineo en colaboracién con la
Clinica Colsanitas y Unisanitas, agrupados segln sus caracteristicas clinicas en grupos
leve, moderado y severo, mas un grupo control. El analisis metabolomico y lipidémico
multiplataforma no dirigido se realiz6 por GC/MS y LC/MS en MetCore, de la Universidad
de los Andes, los analisis estadisticos se realizaron usando MetaboAnalyst 5.0 y el
paquete deducer del software R.

Resultados y andlisis: Se encontraron 148 metabolitos alterados entre los grupos
experimentales, incluyendo carbohidratos como la ribosa, alosa y manitol, lipidos como las
fosfocolinas, lisofosfocolinas, lisofosfatidilcolinas y aminoacidos como lisina, acido
glutamico y aminobutanoico, asociados con falla multiorganica y procesos inflamatorios.
Conclusiones: Los metabolitos encontrados en este estudio correlacionan con los
reportados para otras poblaciones como europeas y asiaticas. Se identificaron
incrementados en casos severos el acido glutamico, el acido 2-hidroxi-3-metilbutirico, y
disminuida la ribosa que podria considerarse factores pronésticos de estado critico para
COVID-19.

Palabras clave: COVID-19, SARS-CoV-2, Metabolomica, Lipidomica, factores

pronaosticos.
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Abstract

Evaluation of the metabolomic profile and its relationship with the clinical

spectrum of positive subjects for SARS-COV-2 in a Bogota population

Introduction: Recently, the SARS-CoV-2 coronavirus disease called COVID-19 became
a pandemic, causing 6.38 million deaths worldwide. In Colombia, there have been 6.3
million cases and 142,000 deaths, with a rate lethality of 2.5%. The disease was
characterized by presenting a heterogeneous prognosis with low predictability and high
mortality.

Objective: To record metabolomic changes in a group of SARS-CoV-2 positive patients at
clinical onset as potential markers of severe COVID-19 disease progression.
Methodology: 100 blood plasma samples were collected in collaboration with Colsanitas
hospital and Unisanitas, grouped according to their clinical characteristics into mild,
moderate, and severe groups, plus a control group. Non-targeted cross-platform
metabolomic and lipidomic analysis was performed by GC/MS and LC/MS at MetCore,
Andes university, and statistical analyzes were performed using MetaboAnalyst 5.0 and
the R software deducer package.

Results and analysis: 148 altered metabolites were found between the experimental
groups, including carbohydrates such as ribose, allose and mannitol, lipids such as
phosphocholines, lysophosphocholines, lysophosphaditylcholines and amino acids such
as lysine, glutamic and aminobutanoic acid, associated with multiple organ failure and
inflammatory processes.

Conclusion: The metabolites found in this study correlate with those reported for other
populations, such as Europeans and Asians. Increased glutamic acid, 2-hydroxy-3-
methylbutyric acid, and decreased ribose were identified in severe cases, which could be

considered critical prognostic factors for COVID-19.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, Metabolomics, Lipidomics, prognostic factors.
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Término

uno.

OINMD<™®™Q

Alfa
Beta
Gamma
Delta
Epsilon
Dseta
Eta
Omicron

Abreviaturas

+ssSRNA
ACE2
ADN

APN

ARN
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HR1 Repeticion de heptada 1

HR2 Repeticién de heptada 2

ICTV Comité Internacional de Taxonomia de Virus

ID Identificacion

IFN-I Interferén de tipo |

LC Cromatografia liquida
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MAVS Sefializacion antiviral
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Introduccidén

En diciembre del 2019, se reportaron los primeros casos de heumonia viral atipica en la
ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China, identificandolo en enero del 2020 como el
Sindrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus - 2 (SARS-CoV-2), el cual
posteriormente causé la pandemia denominada enfermedad por Coronavirus-2019
(COVID-19) (1), afectando los sistemas de salud, la economia mundial y las dindmicas
sociales. De acuerdo con Worldometer (2), plataforma de estimaciones estadisticas
basadas en algoritmos en tiempo real, al 18 de junio de 2020 la enfermedad COVID-19 ya
habia afectado a 213 paises y territorios de todo el mundo, incluyendo a Colombia, con un
total de 3.591.731 casos activos reportados a nivel mundial, de los cuales el 98 % fueron
casos no severos y el 2 % (54.561) casos severos, ademas, a la fecha se habian cerrado
4.530.266 casos, de los cuales se recuperaron el 91 % y fallecieron el 9 % que corresponde
a 456.286 personas. En Colombia, de acuerdo con la informacién del gobierno nacional,
al 27 de enero del 2022, se presentaron 5.247.653 casos sintomaticos, 608.181 casos
asintomaticos (determinados por consulta mediante RT-PCR) y 133.834 casos fallecidos,

observandose una tasa de letalidad del 2.5 % (3).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (4), los coronavirus han sido
descritos extensamente como una familia de virus que causan enfermedades en animales,
humanos y ho humanos, varios coronavirus producen infecciones respiratorias que varian
desde el resfriado comun hasta el Sindrome Respiratorio de Oriente Medio (MERS) vy el
Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS). La OMS también sefiala, que
aproximadamente el 80 % de los pacientes se recuperan sin necesidad de tratamiento
hospitalario, y 1 de cada 5 personas presenta un cuadro critico o severo, experimentando

dificultad respiratoria.

Respecto a la terapéutica, en la actualidad se ha considerado tanto terapia farmacolégica
como inmunomoduladora. Los tratamientos farmacolégicos experimentales usados contra

el SARS-CoV-2, incluyen: Anticuerpos neutralizantes, con el objetivo de reconocer e
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interactuar con el receptor ACE2 en el dominio de unidn al receptor presente en la proteina
S del virus, y asi bloquear la interaccion virus-hospedero; (5) Inhibidores de la replicacién
viral, dado que el SARS-CoV-2 depende de una enzima codificada en su genoma para
replicar su propio material genético, denominada ARN polimerasa dependiente de ARN,
farmacos como Remdesivir, Ribavirin y Favipiravir, originalmente disefiados para combatir
el virus ébola, han permito el manejo de la COVID-19 (6); Inhibidores de la endocitosis
viral, los posibles mecanismos de entrada del virus en la célula del hospedero pueden
llevarse a cabo mediante la fusidn directa de membranas o a través de un proceso de
endocitosis, por lo que se utilizé hidroxi-cloroquina, farmaco que inhibe la endocitosis y que
originalmente se utilizé para el tratamiento de la malaria (7); Por ultimo, inhibidores de
proteasas virales, que reducen el metabolismo de la poliproteina con medicamentos como
el Lopinavir y el Duranavir, sin embargo, estos farmacos no fueron tan eficaces a nivel

clinico. Siendo interrumpidos como tratamiento por la OMS en julio del 2020 (8).

La limitacion en los farmacos llevé a una rapida produccién de vacunas con diferentes
estrategias que incluyeron: plasmidos de ADN, vectores virales de ADN de adenovirus
gue expresan la proteina S, el uso del ARN (ARNm codificante para la proteina S
encapsulado en nanoparticulas lipidicas), modificadas de dominios proteicos, de particulas
similares a virus e incluso, células artificiales presentadoras de antigenos (9-11). El
desarrollo de las vacunas contra el SARS-CoV-2 llegd en pocos meses a la fase Ill de
estudios clinicos (12), para el 26 de noviembre del 2021, ya se habian aprobado varias
vacunas, incluyendo: BNT162b2 de Pfizer-BioNTech, Oxford/AstraZeneca, Ad26.CoV2.S
de Janssen, Moderna (ARNm-1273), Sinopharm, CoronaVac de Sinovac y BBV152
(Covaxin) de Bharat Biotech (13), las cuales son consideradas fundamentales en el control
de la enfermedad. En octubre del 2021, el subcomité de la COVID-19 del Comité
Consultivo Mundial sobre Seguridad de las Vacunas, que ofrece asesoramiento a la OMS,
concluy6 que las vacunas basadas en ARNm redujeron significativamente los ingresos
hospitalarios y las muertes por COVID-19, frente a los otros tipos de vacunas (14), no
obstante, debido al poco tiempo para su validacién, no ofrecen una seguridad cientifica

sobre futuros riesgos y dependen de un umbral de inmunidad colectiva (12,15).
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Una de las caracteristicas de la enfermedad COVID-19 es la baja predictibilidad sobre el
curso de la enfermedad, tanto sobre aquellos sujetos que seran asintomaticos, asi como
en el curso y la prognosis de las personas que ingresan a la Unidad de Cuidado Intensivo
(UCI). Se evidencia en la clinica una prognosis heterogénea, incluyendo una falla
ventilatoria severa hipocapnica de tipo refractaria, y el desarrollo de una tormenta
inmunoldgica con liberacion de mediadores inflamatorios con un componente de choque
mixto, asimismo, dafio neuroldgico principalmente en los centros de regulacion respiratoria
en el Sistema Nervioso Central (SNC) (16). Ademas, una miocarditis fulminante, que surge
rapidamente y progresa de forma subita, o que puede conducir a insuficiencia cardiaca
grave o insuficiencia circulatoria que se presenta como hipotension de inicio rapido y
choque cardiogénico, con tasas de mortalidad entre el 50 y 70 % (17-19). Por lo tanto, se
hizo importante determinar indicadores bioldgicos para predecir la gravedad de la

enfermedad y asi reducir la mortalidad de los pacientes criticos con COVID-19.

Esto ha llevado al estudio de los coronavirus mediante el uso de ciencias 6dmicas, las
cuales constituyen herramientas de gran relevancia para investigacion en diversas
patologias, generando nuevo conocimiento acerca de los mecanismos moleculares y
bioguimicos subyacentes a estas y sefialando a la vez, potenciales dianas terapéuticas.
Una de estas Omicas es la metabolémica, que permite diferenciar los estadios de la
enfermedad encontrando patrones gue relacionan la gravedad con cambios bioquimicos
en metabolitos, como los lipidos, entre otros, que se han asociado a la patogenia de la
COVID-19. El metabolismo es esencial en la funcién celular y en su fenotipo (20), y a pesar
de que la metabolémica no es aun una ciencia muy estudiada, ha avanzado bastante en

la dltima década (21).

Por tanto, nace la necesidad de impulsar la investigacién colombiana mediante la
implementaciéon de una herramienta bioquimica confiable y avanzada, en contextos de
COVID-19 y sus eventuales rebrotes y/o nuevas enfermedades a futuro, por lo que el
presente proyecto tuvo como objetivo realizar la caracterizacion de cambios en el

metaboloma asociados a la severidad de la enfermedad en sujetos positivos para SARS-
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CoV-2, proporcionando informacion valiosa para el estudio de la COVID-19 y posibles

tratamientos (22).



1.Marco Teorico

1.1 Epidemiologia de los Coronavirus humanos

Los coronavirus son virus de ARN monocatenario de sentido positivo, pertenecen a la
familia Coronaviridae del orden de Nidovirales, subfamilia Orthocoronavirinae, de la que
sSe conocen cuatro generos: a-coronavirus, B-coronavirus, Y-coronavirus, o-coronavirus.
Los a-coronavirus y p-coronavirus se caracterizan por tener envoltura y causar
enfermedades zoondticas que pueden infectar a humanos, son clase IV en la clasificacién
de Baltimore y causan enfermedades como el sindrome respiratorio agudo severo (SARS-
CoV) y el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), entre otros (23).

Las infecciones por Coronavirus se han incrementado a través de la historia,
convirtiéndose en un importante problema de salud publica. EIl SARS-CoV causoé un brote
con alrededor de 8.098 casos con una tasa de mortalidad del 9 % en Hong Kong, que se
extendioé causando una epidemia en China entre el 2002 y el 2003 (24). EIl MERS-CoV se
dio lugar en Medio oriente en el 2012 con una tasa de mortalidad del 50%. El mas reciente,
el SARS-CoV-2, que se notific6 a finales del 2019 como neumonia de etiologia
desconocida en la provincia de Hubei-Wuhan (China), anunciando publicamente su
identificacion en enero del 2020, provocd un brote de neumonia viral altamente
transmisible, con sintomas similares al SARS-CoV y al MERS-CoV, como fiebre, tos seca,
malestar, fatiga, disnea e infiltracion pulmonar bilateral (25), y diferenciandose de estos
mismos al inducir insuficiencia organica en algunos pacientes, que conduce eventualmente

a la muerte (Ver Figura 1-1) (26).

Figura 1-1: Sintomas de la COVID-19. La COVID-19 se detecté inicialmente en Wuhan,
capital de la provincia Hubei, en China. Con sintomas leves y moderados como fiebre, tos,
fatiga, esputo, disnea, dolor de garganta y de cabeza. Algunos pacientes presentan
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sintomas gastrointestinales, y otros avanzan a sintomas criticos como insuficiencia
respiratoria, shock séptico o falla multiorganica (27).

Enero 2020 Diciembre 2019

Fiebre o escalofrios Dolor de cabeza

= Beijing

Pérdida del gusto Congestion o

| olf recion nasal
o del olfato secrecion nasa CHINA
Tos Dolor de garganta

. ” PO I
Fatiga G Nauseas o vémitos HUBEN Swunan
Dificultad Dolores musculares
pararespirar S y corporales o

Diarrea * Hong Kong

Nombre de la fuente: Imagen tomada de Maps4News.com y modificada con informacion de Khaled Habas

et al, por Nataly Gémez (27).

El SARS-CoV-2, denominado asi por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) y otros virélogos, debido a su similitud filogenética con el SARS-CoV, se extendid
desde China en primera instancia a otros paises como Singapur, Japén, Republica de
Corea, Malasia, Vietnam, Australia, Estados Unidos de América y Alemania (28),
causando la COVID-19, nombrada asi por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el
11 de febrero de 2020 (29), siendo declarada como pandemia un mes después por el
Director General de la OMS (30). Esto, en gran parte gracias a su capacidad de
transmisién, la cual es a través de la inhalacién de gotitas y la interaccién con superficies

contaminadas (31).

La COVID-19 se ha dividido en cinco grupos segun caracteristicas clinicas: Casos
asintomaticos, leves, moderados, graves y criticos, identificados con resultado positivo de
la deteccion de acido nucleico del SARS-CoV-2 mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) (29). Su heterogeneidad clinica, mas su
periodo de incubacion de entre 2 a 14 dias con variacion entre los grupos de edad y entre
los individuos con comorbilidades, hacen que sea mas complicado su rastreo en la

poblacién (26).
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Se han compartido a nivel mundial mas de 2.895.410 secuencias genémicas en las bases
de datos de acceso publico, donde se han determinado la aparicion de mutaciones
especificas que generan nuevas variantes del SARS-CoV-2, por lo que el 25 de febrero de
2021, la OMS propuso definiciones operativas para las variantes de interés del SARS-CoV-
2 (VOI, del inglés, variant of interest) y variantes de preocupacion (VOC del inglés, variant
of concern) (30). Las VOI afectan la transmisibilidad y la gravedad de la enfermedad, y su
capacidad para escapar a la accién del sistema inmunitario, ser detectado por medios
diagndsticos o ser atacado por medicamentos; con prevalencia creciente que indican un
nuevo riesgo para la salud publica mundial. Mientras que las VOC estan relacionadas con
aumento de la transmisibilidad y/o de la virulencia de la COVID-19 y disminucién de la
eficacia de las medidas sociales y de salud publica o de los medios de diagnéstico, las
vacunas Yy los tratamientos disponibles (32). A enero del 2022, habia cinco variantes
preocupantes del SARS-CoV-2 a nivel mundial, VOC; Alpha, Beta, Gamma, Delta y
Omicron y VOI; Epsilon, Zeta, Eta, Lota, Theta, Kappa, Lambda y Mu, que surgieron bajo
la presion de la seleccion natural (Ver Tabla 1-1) (33).

Tabla 1-1. Clasificacion de las variantes del SARS-CoV-2. Se puede observar la
denominacién dada por la OMS a las variantes preocupantes y variantes de interés a enero
del 2022, junto a su linaje pango, clado, documentacién y fecha de designacion.

VARIANTES DEL SARS-COV-2
DENOMINACION LINAJE CLADOJ/LINAJE CLADO ,\'ZS'E'\{'SETRR’E FECHA DE
DE LA OMS PANGO GISAID NEXTSTRAIN | oo  MENTADAS DESIGNACION
Variantes preocupantes (VOC)
21K, 21L
. ! ! . . VUM: 24-nov-
Omicrony | o, ;1 509 GRA 21M, 22A, | Varios paises | ;151 '\oc: 26.
Subvariantes 22B, 22C, | noviembre 2021
nov-2021
22D
Reino Unido, .
. VOC:
Alfa B.1.1.7 GRY 201 (V1) septiembre de
2020 18/12/2020




Evaluacién del perfil metabolémico y su relacion con el espectro clinico de

sujetos positivos para SARS-COV-2 en una poblacion bogotana

Anteriormente
preocupante:
9/3/2022
VOC:
18/12/2020
Sudafrica,
Beta B.1.351 GH/501Y.V2 20H (V2) mayo de 2020 | Anteriormente
preocupante:
9/3/2022
VOC:
Brasil, 11/1/2021
Gl P.1 GRIS0LY.V3 201 (V1) noviembre de Anteriormente
2020 preocupante:
9/3/2022
VOI: 4-abr-
2021
1A 211 Indiia, VOC: 11-
Delta B.1.617.2 G/478K.V1 213 octubre de mayo-2021
2020 Anteriormente
preocupante:
7-jun-2022
Variantes de interés (VOI)
B.1.427 Estados Unidos VOI: 5/3/2021
Epsilon GH/452R.V1 21C< de America, Anteriormente
/td> marzo de - .
B.1.429 2020/td> de interés:
6/7/2021
Brasgbf;t())rll de Anteriormente
Dseta P.2 GR/484K.V2 | 20B/S.484K de interés:
Ol: 17/3/2021 6/7/2021
Varios paises, Anteriormente
Eta B.1.525 G/484K.V3 21D diciembre de de interés:
2020 20/9/2021
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VOI: 17/3/2021
Flllpollgaés(,)zefero Anteriormente
Zeta P.3 GR/1092K.V1 21E de interés:
VOI: 24/3/2021 6/7/2021
Estados Unidos
de América, Anteriormente
lota B.1.526 GH/253G.V1 21F noviembre de de interés:
2020 VOI: 20/9/2021
24/3/2021
India, octubre
de 2020 Anteriormente
Kappa B.1.617.1 G/452R.V3 21B de interés:
VOI: 4-Aprl- 20/9/2021
2021
Perd, diciembre L
Lambda C.37 GR/452Q.V1 21G 2020 14 junio 2021
Mu B.1.621 GH 21H Colombia, | 3 5 6st0 2021
h enero 2021

Nombre de la fuente: OMS — 2021 (32).

Para octubre del 2022 se habian reportado 626.337.158 casos confirmados de COVID-19
a nivel global, con 6.566.610 defunciones. De los cuales 29 % de los casos (179.698.207)

y 44 % (2.853.745) de las defunciones fueron en América. En Colombia, el primer caso

reportado fue el 06 de marzo de 2020, iniciando una cuarentena el 25 de marzo del mismo

afio (34), y a partir de ahi al cuatro de noviembre del 2022 se registraron alrededor de

6.310.332 casos, que correspondieron aproximadamente al 4 % en América, y 141.850

fallecidos, la ciudad mas afectada fue Bogota (35), como se puede ver en la Figura 1-2.

Figura 1-2. Casos acumulados de COVID-19 por departamento. En Colombia, Bogota
fue la ciudad con mayor nimero de casos reportados al 21 de noviembre del 2022
(1.855.445 casos), seguido por Antioquia (947.848 casos), Valle (564.150 casos),
Cundianamarca (327.856 casos) y Santander (293.509 casos) (35).
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Nombre de la fuente: Instituto Nacional de salud — 2022 (35)

El ultimo informe emitido por la Organizacion Panamericana de la Salud del 08 de

Diciembre del 2022, revela que hubo 5.336 casos nuevos del 01 al 08 de diciembre, con

un incremento nacional del 0,084% y 32 muertes nuevas del 3 al 10 de noviembre, con un

aumento nacional del 0,002%, ver la Figura 1-3 (36).

1.2 Estructura viral

El genoma viral del SARS-CoV-2 es ARN monocatenario sentido positivo no segmentado

con 13 a 16 marcos de lectura abierta (ORF del inglés open reading frame), de los cuales

se conocen 12 funcionales. Tiene un tamafio aproximado de 29,9 Kb con un 38 % de

contenido GC, asemejandose en un 89 % a otros CoV (24). Su estructura es 5’ con cola

poli-A en 3. El gen de la replicasa codifica para proteinas estructurales y accesorias o no
estructurales del CoV (nsps) (37), a partir de sgRNA (38).
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Figura 1-3. Indicadores de incidencia en Colombia. Datos de morbilidad, mortalidad,
letalidad, hospitalizacién y nimero reproductivo basados en el reporte “Corte 01 al 08 de
diciembre de 2022” por la OPS, con 6.323.357 y 141.943 defunciones. (36).

g@ 1 Morbilidad x cada 100 ml habitantes
ralr@“l 30 oct/20 30 dic/20 30 mar/21 27 oct/22 8 dic/22
2.016,7 2.597 4.760 12.526 1 12.553 .2
@+® 2 Mortalidad general x millén habitantes
[!oﬁ 30 oct/20 30 dic/20 30 mar/21 27 oct/22 8 dic/22
610,5 726,3 E255 7 2.815,8 2.817,9
'| -3 Letalidad
30 oct/20 30 dic/20 30 mar/21 27 oct/22 8 dic/22
3 2,8 2,6 2,2 2,2
@ 4 % Hospitalizacion / casos activos
14 abr/22 14 may/22 14 jun/22 27 oct/22 8 dic/22
13% 2% 3% 28% 10%
W 5 % Hospitalizacion UCI / casos activos
'-—5?| 14 abr/22 14 may/22 14 jun/22 27 oct/22 8 dic/22
2% 0,2% 0,3% 2,6% 2,2%
E’ 6 Proporcién de positividad
30 oct/20 30 dic/20 30 mar/21 27 oct/22 8 dic/22
25,3 25,7 16,9 22.5 22,5
1P 7 Numero reproductivo Rt
L1868 10 oct/20 10 dic/20 16 mar/21 16 oct/22 1 dic/22
0,8 0,9 1,0 0,76 1,08

Nombre de la fuente: Situacién COVID-19 Colombia: Corte 01 al 08 de diciembre de 2022. Organizacidn

Panamericana de salud (36).

Los viriones de coronavirus son tienen forma aproximadamente esférica con un diametro
promedio de alrededor de 108 + 8 nm (39), compuestos por cuatro proteinas principales:
proteina S (superficie), de 150 kDa, que utiliza una secuencia de sefial N-terminal (NTD)
para tener acceso al RE, mediando la union al receptor del hospedero y consta de dos
subunidades: S1, un dominio de union al receptor (RBD) y S2 dominio de fusién. La
proteina M (membrana), es la mas abundante, de 25 a 30 kDa, tiene 3 ectodominios
transmembrana, 1 ectodominio glicosilado NTD y 1 ectodominio C-terminal (CTD) de 6 a
8 nm, da la forma curvada a la membrana y se une a la nucleocpside. La proteina E

(envoltura), de 8 a 12 kDa, es la menos abundante, posee un ectodominio NTD y un
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endodominio CTD, es una proteina transmembrana que tiene actividad de canal i6nico y
facilita el ensamblaje y liberacion del virus. Finalmente, la proteina N (nucleocapside), se
compone por dos dominios, un NTD y un CTD que se unen al ARN, esta altamente
fosforilada y se cree que desencadena un cambio estructural que mejora la afinidad por el
ARN viral (40). Una quinta proteina, la hemaglutinina-esterasa (HE) en los B-coronavirus,
se une al acido sidlico en las glicoproteinas de superficie e hidroliza grupos acetilo (41),
gue podria mejorar la entrada a las células mediada por S y la propagacion del virus en la
mucosa (37,42). Las proteinas que conforman el virion del SARS-CoV-2 se encuentran

representadas en la Figura 1-4.

Figura 1-4: Estructura del SARS-CoV-2. Envoltura viral compuesta por las proteinas: S
(Spike), M (Membrane), E (Envelope) y la bicapa fosfolipidica. La nucleocapside esta
formada por la proteina N (Nucleocapsid) que cubre al genoma viral ARN monocatenario
de sentido positivo (+ssRNA). Su receptor principal es el ACE2 (Angiotensina 2), que es
reconocido por la proteina S.

ENVOLTURA NUCLEOCAPSIDE
Proteina S

Proteina N
Proteina E ARN gendmico
Proteina M
Fosfolipidos

Nombre de la fuente: Imagen tomada de Benavides y colaboradores (43).

Las nsps desempefian diferentes funciones durante la replicacion y el ensamblaje viral, las
cuales se pueden observar en detalle en la Tabla 1-2. Los principales procesos en que
estan involucradas son: patogénesis, inmunomodulacion, transactivacion genética y

respuesta antiviral (24).
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Tabla 1-2: Proteinas no estructurales (nsps). Se han reportado 16 proteinas no
estructurales del virus, las cuales hacen parte del complejo de replicacion viral y cumplen
diversas funciones.

PROTEINAS NO ESTRUCTURALES DE SARS-CoV-2

ARN.

nsp Tipo de proteina Funcién
. Promueve degradacion del ARNm celular, bloguea la
Producto N-terminal . P .
nspl . traduccioén de la proteina lider de la célula hospedera.
de la replicasa. . :
Bloquea la respuesta inmune innata.
Producto de la Se une a prohibitinas (PHB y PHB2) promueve la
nsp2 replicasa para . . .
AL supervivencia de la célula hospedera.
correccion viral.
Proteasa que permite escindir la poliproteina en las
diferentes proteinas.
- Inhibe respuesta inmune innata.
Proteasa similar a la
(e papaina (PLpro)
' Promueve la expresién de citocinas (ADRP).
Interactta con la proteina estructural N mediante los
dominios Ub11 y Ac.
Proteina estructural de los DMV.
Proteina de andamio
nsp4 . L o
transmembrana Ancla el complejo de transcripcion - replicacion viral a la
membrana del RE.
Proteinasa de tipo
nsp5 3C y proteinasa Escinde la poliproteina viral durante la replicacion viral.
principal (Mpro).
. Proteina de andamiaje.
Proteina
nsfpl® transmembrana
Induccién de autofagosomas del RE.
ARN polimerasa Forma un complejo hexadecamérico con nsp8, puede
nsp7 dependiente de actuar como abrazadera de procesividad para la ARN

polimerasa en la replicacion.
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Polimerasa de ARN Forma un complejo hexadecamerico con nsp7, puede
nsp8 multimérica; actuar como abrazadera de procesividad para la ARN
replicasa polimerasa; puede actuar como primasa.
nsp9 Protemigel\lunlon al Se une a ARN monocatenario actuando en la replicacion.
Proteina similar al Cofactor transcripcional de nsp16 (actividad 2'- O-
factor de crecimiento metiltransferasa) y nsp14 (actividad nsp14 3'-5 '
nspl0 X . . p
contiene dos motivos exoribonucleasa), forma un heterodimero con ambos,
gue se unen al zinc esencial en la metilacion de la tapa de ARNm viral.
Desconocido.
nspll Desconocido L i
Compuesto por 13 aminoacidos (sadagsflngfav) e idéntico al
primer segmento de Nsp12.
ARN polimerasa
dependiente de ARN Responsable de la replicacion y transcripcion del genoma
nspl2 .
del ARN viral.
(Pol / RdRp)
Dominio de unién al Se une como helicasa al ATP.
nspl3 zinc, dominio
P NTPasa / helicasa, El dominio de unidn al zinc participa en la replicaciéon y la
ARN 5'-trifosfatasa transcripcion.
N7-guanina metiltransferasa (N7 MTase) agrega un limite 5
'a los ARN virales.
nspl4 N7 MTasa y ExoN
Exoribonucleasa 3'-5 ' (ExoN 3’ a 5’) importante para la
correccién del genoma viral.
EndoARNasa;
nspl5 | nspl5-Aly nspl5B- Endoribonucleasa dependiente de Mn (2 +).
NendoU
Metiltransferasa que media la metilacion de la capa 2'-O-
nsp16 2'-O-ribosa ribosa del ARNm en la estructura de la capa 5' de los ARNm

metiltransferasa

virales, protegiendo el ARN viral del reconocimiento de
MDAS.

Fuente: Principales funciones de las nsps conocidas de CoV (24,37).




Capitulo 1 15

1.2.1 Caracteristicas gendémicas de SARS-CoV-2

El genoma del SARS-CoV-2 comparte aproximadamente un 80 % de identidad con el
SARS-CoV, y un 50 % con el MERS-CoV, (44) sin embargo, el SARS-CoV-2 difiere de
otros coronavirus en algunos aspectos claves de su patogénesis. EI ARN gendmico
(ARNg) del SARS-CoV-2 comprende 14 marcos de lectura abiertos (ORF), estos codifican
para diferentes proteinas importantes en la replicacion viral. Los ORF principales son
ORFla y ORF1lb, que se superponen con un cambio de marco ribosémico (-1),
comprenden dos tercios del genoma y se traducen en las poliproteinas: ppla y pplab,
respectivamente (45), ver Figura 1-5, el SARS-CoV-2 produce 6 proteinas accesorias
extra, codificadas por los genes ORF3a, ORF6, ORF7a y ORF8, ORF10, y por algunas
mutaciones asociadas a la seleccion natural (46,47).

Figura 1-5: Organizacion del genoma del SARS-CoV-2. El genoma de SARS-CoV-2
codifica para 16 nsp, generadas de la autoescision de las poliproteinas precursoras Ppla
y Pplab. Las proteinas estructurales estan codificadas por sus respectivos genes,
intercaladas con proteinas accesorias que incluyen ORF3a, ORF7a, ORF8 y ORF9b.

13442
13468 25163 29533
266 K . .
5’ Genoma del Sars-CoV-2 3
pp1 a -Cambio de marco ribosémico
” PL""’ [ Nsp4| M""’I Nsp6-11
Nsp3
—— ¥ Pplab

Nsp14-16

S

Proteinas accesorias que incluyen
ORF3a, ORF7a, ORF8 y ORF9b

Nombre de la fuente: Imagen tomada y modificada de Nathan J. Hardenbrook (39).
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= Glicoproteina S

La glicoproteina S se sitla en la envoltura externa del virion, es una proteina de membrana
tipo | con 66 glicanos, que se compone por dos subunidades: S1y S2. Actla como proteina
de fusion de membranas, que permite la unién del virus con la célula tras someterse a un
reordenamiento estructural. Sus picos estan cubiertos por polisacéridos que exacerban la
respuesta inmune del hospedero (48)(49).

La proteina S1 media la unién a la célula hospedera mediante el dominio RBD que le
permite interactuar con el receptor ACE2. Su secuencia gendmica comparte menos del 75
% con el SARS-CoV. Entre las diferencias principales se encuentran el sitio de escisiéon
S1/S2 por TMPRSS2, esta presenta la mutacion D614G, asociada a la carga viral, la cual
se propag6 rapidamente en EEUU y Europa (50). La mutacién mejora la infectividad y
modula los reordenamientos estructurales para la fusion de membranas (51), y esta

presente en varias variantes (44,49,52).

Tres inserciones cortas en NTD, donde han surgido mutaciones y deleciones en las nuevas
variantes (33)(49), cambios en residuos claves del sitio de unién al receptor (53), Leu455,
Phe486, GIn493, Ser494, Asn501 y Tyr505, ademas, utiliza una furina en la preactivacion
del ingreso a la célula hospedera, reduciendo la dependencia a proteasas diana como
TMPRSS2 o catepsina L (24).

Estas diferencias explican parcialmente las discrepancias en la sintomatologia y el
tropismo de la infeccion frente a otros coronavirus (54), por ejemplo, la furina se expresa
en células epiteliales bronquiales humanas, conjuntamente infecta URT en tejidos
nasofaringeos y/u orofaringeos (55), posiblemente debido a que el receptor de ACE2 se
expresa en tejidos nasales y orales, principalmente en lengua, de igual manera en células
alveolares tipo Il (AT2) de pulmoén, células epiteliales estratificadas y superiores del
esoOfago, enterocitos absorbentes del ileon y colon, colangiocitos, células miocardicas,
células del tibulo proximal renal y células uroteliales de la vejiga (56,57). Ademas, se han
identificado polimorfismos en ACE2 que pueden generar mayor o menor susceptibilidad al
virus (58).
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A diferencia de S1, la S2, presenta un mayor porcentaje de similitud con otros CoV (59),
contiene un péptido de fusion (FP), repeticion de heptada 1y 2 (HR1 — HR2), hélice central
(CH), dominio conector (CD), dominio transmembrana (TM) y un dominio citoplasmético
(CT) (33); S2 se encarga de la fusioén viral con la célula hospedera. FP, permite la fusion
de membranas al interrumpir y conectar las bicapas lipidicas de la membrana de la célula,
durante la fusién S2, pasa por tres estados conformacionales principales; un estado nativo
previo a la fusion, seguido de un estado intermedio anterior a la horquilla y un estado de
horquilla posterior a la fusibn. HR1 y HR2 conforman las seis hélices (6-HB) (48) con
funciones en la entrada y fusién de S2, HR1, de SARS-CoV-2, tiene una similitud del 96 %
con la de SARS-CoV, con ocho residuos diferentes en la regién central de fusién, a
diferencia de HR2, que es 100 % similar entre los dos. Estos cambios en los aminoacidos
de HR1 generan diferentes interacciones, principalmente de puentes salinos, entre estos,

lo que conlleva a una mayor infectividad (52).

Debido a su papel en el reconocimiento y la invasion del hospedero (60) la proteina S se
ha convertido en una diana terapéutica importante para el disefio de farmacos y vacunas.
Un ejemplo es la vacuna Pfizer/BioNTech, que consiste en nanoparticulas de lipidos
portadoras de ARNm modificado con nucleésidos de metil-pseudouridina (m1¥), que
codifica para la proteina S modificada, la cual genera una respuesta inmunol6gica mediada
por linfocitos B 'y T (61). Otro ejemplo es la vacuna Moderna (62-64), o vacunas que

favorecen la unién covalente de nanoparticulas al RBD (65).

= Proteina de nucleocapside (N)

La proteina de nucleocapside se ha identificado en gran abundancia durante las
infecciones por SARS-CoV-2 (45), consta de un brazo - NT, la regién enlazadora central
(LKR) y la cola - CT, dos dominios estructurales: el NTD, un dominio de union al ARN, y
CTD, un dominio de dimerizacion. Sus funciones principales son empaquetar el ARN viral
en la ribonucleocapside helicoidal (RNP), en forma de cuentas de cadena (66), y
localizarse en el complejo de replicacion y transcripcion viral (RTC) para facilitar la sintesis
y traduccion del ARN viral gracias al cambio de plantilla de ARN y al reclutamiento de

factores necesarios (67).
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La proteina de la nucleocapside se somete a la separacion de fase liquido-liquido (LLPS),
permitiendo la condensacion de proteinas y acidos nucleicos que funcionan de base para
la replicacion viral y promueven el ensamblaje de viriones maduros, también, mitiga, e
incluso afecta la formacion de los granulos de estrés de la respuesta inmune innata,
inhibiendo la autofosforilacion de la proteina quinasa R (PKR, del inglés protein kinase R)
0 secuestrando a la proteina 1 de unién a la proteina activadora de Ras GTPasa (G3BP1)
(68).

Ademas, la proteina N puede secuestrar el ARN de doble cadena (dsRNA, double-stranded
RNA) suprimiendo la actividad del ARN de interferencia (RNAi, RNA Interference) de las
células del hospedera (39). EI ARNi funciona como defensa inmunolégica al generar ARN
pequefio de interferencia (SiRNA, del inglés small interfering RNA) para bloquear la
transcripcién de las particulas virales. Por lo que al suprimir al ARNi, puede evadir la
respuesta inmune e incluso ponerla a su favor al modificar el siRNA enddgeno del
hospedera y convirtiéndolo en siRNA activados por virus (va-siRNA) que hacen a las
células tolerantes al SARS-CoV-2 (69).

= Proteinas de membrana (M) y envoltura (E)

Las proteinas M, E 'y S, poseen secuencias sefial para movilizarse al RE. La proteina E es
la mas conservada entre los CoV, se involucra en la patogénesis, el ensamblaje y la
liberacion del virus (66). La proteina E posee dos dominios, un dominio transmembrana
hidrofébico y una cola citoplasmatica, con cuatro variaciones frente al SARS-CoV. Dentro
de sus funciones esta la oligomerizacidon para formar viroporinas encargadas de la
liberacién, asi como del plegamiento de proteinas en el RE (70). Asi mismo, de la
regulacion del equilibrio iénico junto con el microambiente, ya que al igual que ORF3a 'y

ORF8a, puede auto ensamblarse en oligdmeros y generar canales iénicos (71).

La proteina mas abundante es M, una glicoproteina transmembrana de aproximadamente
222 aminoacidos (45) consta de 3 dominios: ectodominio NTD, endodominio CTD y tres
hélices transmembrana (72). Las funciones de la proteina M son en gran parte
desconocidas (73), se sabe que interactia, en dos conformaciones distintas, consigo

misma y con la proteina N y el ARN viral para el ensamblaje de viriones (74), de igual
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manera que en el SARS-CoV con el que comparte un 90 % de similitud (75). Ademas,
interactta con el adaptador mitocondrial de sefalizacion antiviral (MAVS) impidiendo la
formacion del complejo MAVS-TRAF3-TBK1 y a su vez al Interferén de tipo | (IFN-I)
evadiendo al sistema inmune (76). Por otro lado, puede inducir respuesta inmune humoral
gracias a epitopos antigénicos en las hélices transmembrana, y es homadloga a la proteina
de transporte de azlcar procariética SemiSWEET que se cree influye en la glicosilacion de

la proteina S, y le permitiria una rapida replicacion y evasion del sistema inmune (77).

1.3 Ciclo de vida del Coronavirus

El virus ingresa por el tracto respiratorio superior e invade preferentemente las células
caliciformes productoras de moco y las células ciliadas (78). En primer lugar, se une a la
célula hospedera mediante la interaccion de los sitios del dominio de union al receptor
(RBD) en la regién S1 de la proteina S y a su receptor especifico, estos pueden variar
segun el tipo de virus, en el SARS-CoV se encuentra RBD en el CTD mientras que en MHV
en NTD (37). Los receptores mas relevantes al momento son la aminopeptidasa N humana
(APN; HCoV-229E) la enzima convertidora de angiotensina 2 ( ACE2; HCoV-NL63, SARS-
CoV y SARS-CoV-2) y la dipeptidil peptidasa 4 (DPP4; MERS-CoV) (23,79). Ademas, se
ha propuesto que el SARS-CoV-2 podria unirse a los receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) (66).

El virus ingresa al citosol de la célula por un mecanismo que implica la escisién proteolitica
dependiente de la proteina S, en el sitio $S1/S2 y $’2 de S2, mediado por proteasas como
furina, la proteasa de célula hospedadora de serina transmembrana tipo Il (TMPRSS2) y
la catepsina L, que promueven la absorcion y fusion en la membrana celular. La escision
de S1 por furina, ocurre en un sitio de escision PRRA (P, prolina; R, arginina; A, alanina),
similar al MERS-CoV, y conservada antecesores cercanos, se ha asociado al tropismo viral
por células del sistema respiratorio superior, mejorando su transmisibilidad y patogénesis
(80). Esta escision es esencial para escindir posteriormente S'2, que asegura el ingreso a

las células respiratorias (81), ver Figural-6.

Seguido, ocurre la escision en S2 en el sitio S’2, mediante TMPRSS2 por la via

denominada “temprana” o por la Catepsina L en la via “tardia”, lo que provoca la separacion
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de RBD de Sy luego expone las cadenas laterales hidrofobicas del péptido de fusién que
se inserta en la membrana desencadenando la fusion de las membranas (82), y
conllevando a la liberacion del ARN por la proteina E (37,42) y regulando la lisis viral (83).

La replicacion viral es de tipo IV segln la clasificacion de Baltimore, el ARNmc+ viral
traduce proteinas reguladoras que participan en la replicacion viral, sintetizando
posteriormente el ARNmc- a partir del molde de ARNmc+ por la polimerasa y el complejo
de replicacién, y traducir a partir de este las proteinas estructurales. Finalmente ocurrira el
ensamblaje de las proteinas estructurales junto con el ARNmc+ para obtener nuevos

virones.

Figura 1-6. Insercion en el sitio de escisidon proteolitica S1/S2 de la proteina S. La
proteina S presenta el motivo S1 de color azul y S2 en marrén, la flecha indica el sitio de
escision proteolitica S1/S2 que se muestra en rojo. La ampliacién del sitio S1/S2 con
residuos R y S conservados (naranja) y la insercion Unica de cuatro residuos de
aminoacidos PRRA para el SARS-CoV-2 (azul), que favorecen la seleccion de la célula
hospedera y la infectividad del virus. Las P denotan la posicion de ese aminoécido desde
el sitio de escision S1/S2, con P1-P5 refiriéndose a los aminoacidos antes del sitio de
escision y P1' refiriéndose a los aminoacidos después del sitio de escision.

Sitio de escision por Furina

\
MASYQTQTNSPRRARSVASQSI

w
N

Sitio S1/S2

Nombre de la fuente: Imagen tomada y modificada a partir de Mihkel Ord, et al (82) y Tiffany Tang, et
al (81).
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El SARS-CoV-2 luego de la liberacion del genoma, +ssRNA sirve como mRNA funcional y
se traducen los marcos de lectura abiertos ORFl1a y ORF1b del gen de la replicasa (repla
y replb), los cuales expresan dos poliproteinas co-terminales ppla y pplb, utilizando la
secuencia 5’-UUUAAAC-3’ que provoca un desplazamiento de -1 en el marco de lectura
ribosémico. Estas proteinas se procesan cotraduccionalmente y postraduccionalmente en
las proteinas no estructurales individuales (nsps) para formar el RTC, ppla codifica para
nsps 1 al 11, nsps 11 se convierte en nsps 12 durante el desplazamiento y se le denomina
dominio de la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) que favorece la recombinacién

homologa y no homdloga, y pplb codifica para nsps 1 al 16.

En conjunto con la expresion de las nsps, principalmente nsp3, nsp4 y nsp6, se inicia la
biogénesis de organulos de replicacién viral (RO), los cuales secuestran factores,
metabolitos, lipidos y proteinas necesarias para la sintesis de ARN vy la replicacién. Los
RO se clasifican segun categoria morfolégica en dos formaciones principales: esféricas y
tubulares (vesiculares). Las formaciones esféricas son invaginaciones de membrana
dentro de organulos como el RE, mitocondrias y endolisosomas; y las formaciones
tubulares son protuberancias de la membrana que consisten en organulos tubulares, de
estos los mas conocidos son las vesiculas de doble membrana perinuclear (DMV), que

ocurren tras el apareamiento de membranas con el RE (84).

Posterior al ensamblaje del complejo replicasa-transcriptasa se da la sintesis del ARN
subgendmico (ARNm sg). Los DMV favorecen el acercamiento entre membranas, por lo
gue se cree que conduce a una mezcla entre los lipidos de las bicapas seguida de la fusién
de la membrana (85). Estos DMV, en conjunto con las pequefias esférulas abiertas de
doble membrana (DMS) protegen al material genético viral durante la replicacion y
transcripcién del ARNm sg (23), que traducen las proteinas estructurales S,E,M. Estas se
insertan en el RE y posteriormente, por via secretora, al compartimento intermedio del
reticulo endoplasmico-Golgi (ERGIC), donde los genomas virales encapsulados por N
brotan con nuevos viriones maduros. En los procesos de ensamblaje viral y gemacion
participa de nuevo la proteina E, localizandose en el RE y las membranas del cuerpo de
Golgi, y la proteina N desempefia un papel crucial en la formacion de los nuevos viriones

protegiendo el material genético (83).
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La proteina M dirige interacciones proteina-proteina durante el ensamblaje, y en el ERGIC
junto a la proteina E promueve la formacion de particulas similares a virus (VLP), N mejora
esta formacion, S incorpora viriones durante la interaccion con M y finalmente M y N
finalizan el ensamblaje que se transporta a la superficie en vesiculas y se libera por

exocitosis. El ciclo completo se puede ver en la Figura 1-7 (37).

1.4 Metaboldémicay Lipidomica

Las tecnologias emergentes en el campo de la biologia, como la secuenciacién de ADN y
ARN, la protedmica, la metabolémicay la lipidomica (Figura 1-8), pueden medir los niveles
de miles de especies moleculares en un corto tiempo y en un solo experimento,
permitiendo una mayor comprension de los sistemas complejos en las células, tejidos u

organismos (86).

El metabolismo esta relacionado con la energia celular y todos los procesos vitales que
esta requiere para su desarrollo, crecimiento, mantenimiento y muerte. Murray Yy
colaboradores, definen las rutas metabdlicas como “La serie de reacciones responsables
de la sintesis de un compuesto complejo a partir de uno 0 mas compuestos simples o de
la degradacion de una substancia hasta su producto final” (87), esto hace referencia a dos
procesos en el metabolismo: el anabolismo y el catabolismo correspondientemente,
mediante estas, un sustrato se transforma en un producto, donde los metabolitos son
productos intermedios en estas rutas catalizadas por enzimas. Las biomoléculas

principales en la célula son las proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos (88).

Figura 1-7: Ciclo de vida del SARS-CoV-2. A) Unién de la subunidad S1 de la proteina
S al receptor ACE2, expresado en pulmones, arterias, corazon, rifiones e intestino.
Seguido de la escisién de S2 en S'2 por TMPRSS2, promoviendo la unién de las
membranas. B) Se da lugar al ingreso y liberacion del ARN gendmico. C) Posteriormente,
se traducen los marcos de lectura abiertos, ORFla y ORF1b que codifican para las
poliproteinas pplay pplab que a su vez se procesan para obtener las nsps. D) Se forma
el complejo de replicacién y transcripcion viral, generando ARN a partir de una plantilla
negativa. E) Se sintetiza ARN subgenomico que codifica las proteinas estructurales. F) Las
nuevas proteinas estructurales y accesorias recién sintetizadas se insertan en el RE y
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transitan a través del ERGIC. G) EI ARN gendmico y la proteina N se combinan con las
proteinas S, E y M. H) Se forma un virién. I) Finalmente, los viriones son secretados por la
célula por exocitosis para repetir el ciclo de infeccion (23).
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Nombre de la fuente: Imagen tomada y modificada de Lebeau y colaboradores (89).

Aunque se habia trabajado por anos, el término “Metabolémica” se acufid hasta 1998 por
Stephen Oliver, en un articulo de genémica en levaduras (90,91), la cual consiste en el
estudio del metaboloma, permitiendo la identificacion de biomarcadores y factores
pronésticos de diferentes enfermedades (92). Los metabolitos varian dependiendo tanto
de factores genéticos como ambientales, son consecuencia o la causa de la modulacion
de procesos biolégicos y fenotipicos al interactuar activamente con todos los demas niveles
'‘0micos' (93), y estén asociados a las funciones celulares esenciales como produccion y
almacenamiento de energia, transduccion de sefiales, apoptosis, modificaciones
postraduccionales e interaccion con proteinas plasmaticas, como es el caso de los acidos

grasos y las hormonas (94).
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Figura 1-8: Ciencias 6micas. El avance en la tecnologia y especialmente, en la
metabolémica no dirigida, ha permitido comprender a mayor profundidad los procesos
patolégicos e identificar biomarcadores pronésticos, alteraciébn en vias bioguimicas y
objetivos farmacolégicos. Los metabolitos, compuestos de las reacciones quimicas en las
rutas celulares que constituyen el metabolismo, son la base molecular de la vida, estos se
clasifican en primarios y secundarios y estan asociados al estilo de vida de cada persona.
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Nombre de la fuente: llustracién adaptada del grupo MetCore de la Universidad de los Andes (95).

La metabolémica ha avanzado ampliamente en los Ultimos 10 afios, implementandose
tanto en investigaciébn como en el diagndstico clinico (96), teniendo ventaja sobre algunos
métodos, como el enzimoinmunoandlisis de adsorcion (ELISA) (97), ya que hace posible
identificar simultAaneamente miles de proteinas, incluyendo las que presentan
modificaciones postraduccionales. Los estudios en metaboldmica se dividen en estudios
dirigidos y no dirigidos, los primeros cuantifican metabolitos conocidos, caracterizados y
anotados bioguimicamente, como es el caso de los laboratorios clinicos, y los segundos,

permiten analizar un nimero ilimitado de metabolitos conocidos y desconocidos (94).

En la metabolomica dirigida se usan estandares para realizar analisis cuantitativos o
semicuantitativos, valiéndose de la cinética, productos y rutas bioquimicas de enzimas

metabdlicas (98). Por otro lado, la metabolémica no dirigida, utilizada en el presente
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proyecto, permite descubrir metabolitos inherentes a un estado fisiolégico (20), las
plataformas utilizadas en estos analisis se dividen en los métodos de separacion, como
son la cromatografia liquida (LC), cromatografia de gases (GC), electroforesis capilar (CE)
y métodos de deteccién como la espectrometria de masas (MS) y la resonancia magnética
nuclear (RMN) (20), entre otras.

La Lipidémica, es el estudio y caracterizacién de los lipidos, mediante esta se puede
obtener la composicion y abundancia del lipidoma (99), basandose en principios de
guimica analitica y herramientas tecnoldgicas, como la espectrometria de masas (100).
Los lipidos, son compuestos organicos insolubles en agua, cumplen funciones de:
almacenamiento energético, estructural (fosfolipidos - esteroles), cofactores enziméaticos,
transportadores electrénicos, absorcion de luz, anclas hidrofobicas para proteinas, agentes
emulsionantes, hormonas, entre otros. Debido a que sus funciones son diversas en los
procesos biologicos, su desequilibrio se asocia a diferentes patogenias, siendo posible
relacionar los lipidos y las vias metabdlicas con el inicio y la progresion de una enfermedad
(101).

Los lipidos con funcion de almacenamiento son alrededor del 80 %, y los lipidos
estructurales entre el 5-10 %. En la Figura 1-9 se muestra algunas clases de lipidos (102),
de las que se han determinado ocho principales: acidos grasos (FA), glicerolipidos (GL),
glicerofosfolipidos (GP), esfingolipidos (SP), esteroles (ST), lipidos de prenol (PR),
sacarolipidos (SL) y policétidos (PK) (103,104). Estas categorias se subdividen en clases
de lipidos, lo que crea un reto en el campo de la lipidomica, ya que no hay una base de
datos que los contenga a todos, sin embargo, la mas completa es LIPID MAPS (LMSD)
(105).

Figura 1-9: Clasificacién de los lipidos. Los lipidos son biomoléculas solubles en
solventes no polares, se dividen en acidos grasos, esteroides, vitaminas lipidicas y
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terpenos. Los &cidos grasos a su vez estan compuestos por eicosanoides, triacilgliceroles,
ceras, esfingolipidos y glicerofosfolipidos.

LiPIDOS

Acidos grasos Esteroides Vitaminas Terpenos

| lipidicas
I Isoprenoides
Eicosanoides Triacilgliceroles Ceras Esfingolipidos
Glicerofosfolipidos Ceramidas
Plasmalogenos Fosfatidatos Esfingomielinas Cerebrosidos
| | | | | Gangliésidos
Fosfatidil Fosfatidil Fosfatidil Fosfatidil Otros Otros
etanolaminas serinas colinas inositoles fosfolipidos glicoesfingolipidos
Fosfolipidos Glicoesfingolipidos

Nombre de la fuente: Imagen tomada de Horton (102).

Tanto en metabolémica como en lipidomica se sigue un flujo de trabajo. En metabolémica
consiste en el desarrollo de un disefio experimental, la recoleccion de las muestras, la
extraccion de los metabolitos, la adquisicion de los datos y su procesamiento, un analisis
estadistico, y finalmente, la identificacion y cuantificacion de los metabolitos (106).
Pasando por tres etapas principales: la separacion del analito de interés, la cromatografia
de columna y la deteccién mediante espectrometria de masas en tandem (MS/MS) (107).
En lipidémica, incluye la preparacibn de muestras, la adquisicion de datos por
espectrometria de masas y el procesamiento de datos (100). Los puntos detallados se

sefalan en la Figura 1-10 que se describen a continuacion:

Figura 1-10: Flujo de trabajo en metabolémica. Los pasos necesarios en la
Metaboloémica no dirigida se componen por un disefio experimental, preparacién de la
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muestra, adquisicion, procesamiento y andlisis de los datos, seguido de la identificacion de
metabolitos y la interpretacién bioldgica (95).

DISENO INTERPRETACION

EXPERIMENTAL ADQUISICION ANALISIS BIOLOGICA
DE DATOS | DE DATOS .

:v‘\" d il i e ®.
\\/v "‘!\!‘”‘»‘IL L

L .
PREPARACION "’ o PROCESAMIENTO IDENTIFICACION
DE LAMUESTRA — DE DATOS DE METABOLITOS

1.4.1 Disefio experimental y recoleccion de las muestras

El disefio experimental es la parte mas importante de un estudio metabolémico, en primer
lugar, se debe abordar la pregunta que se desea responder, recolectar y almacenar las
muestras. De igual manera, se debe tener en cuenta el tipo de método analitico que se
utilizara, el recipiente en que se recolectard la muestra (si es necesario un aditivo), la
identificacion de la muestra (108), las réplicas analiticas que se realizaran, blancos,
controles negativos y positivos para inferir variaciones analiticas y biolégicas, y los
controles de calidad (QC), que permiten evaluar la calidad de los datos y el poder
estadistico (106,109).

Una vez esta claro el disefio del estudio es importante tener las herramientas necesarias
para la conservacion de las muestras a -80 °C, asegurando el minimo tiempo entre la toma
de muestra y su almacenamiento. Las muestras pueden ser biofluidos, tejidos y/o extractos
celulares (110), su eleccion debe estar basada en la hipétesis de estudio, al igual que el
tamafio de la muestra y la aleatorizacion (111), esta Ultima nos permite minimizar la
influencia de variables no controladas y posibles errores (112). Los biofluidos mas
comunes son suero, plasma y orina, que se someten a tratamientos para asegurar la
recuperacion de la mayoria de analitos, los tratamientos varian dependiendo del tipo de
muestra y de la plataforma analitica a usar (113). Este tipo de fluidos son usados
generalmente para la identificacion de biomarcadores, en cambio, los tejidos y células

suelen emplearse para explorar mecanismos asociados a procesos fisiopatoldgicos (114).
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1.4.1 Tratamiento de las muestras

Cuando se trabaja con RMN, es posible realizar la medicion directa de las muestras, tanto
de liguidos como sdlidos; sin embargo, en plataformas como GC/MS y LC/MS se requiere
un tratamiento previo al analisis (115), el cual depende de la matriz que se esté estudiando,
la mas sencilla es la orina debido a su estado liquido, y las mas complejas son los tejidos
(108,116). Las muestras deben descongelarse en hielo, homogeneizarse y posteriormente
eliminar compuestos de alto peso molecular (117). Los tratamientos mas comunes son la
extraccion de metabolitos y la precipitacion de proteinas con solventes (113), usando
metanol enfriado, etanol, isopropanol, cloroformo o acetonitrilo, solos, combinados o con

agua, en una proporcion al menos de 1:3 muestra/solvente (117).

En sangre, suero o plasma se suele agregar cloroformo/metanol deuterado en una relacion
1:1 y posteriormente se realiza centrifugacién para obtener dos fases: acuosa (MeOH) y
lipidica (CHCIs) para el analisis mediante las plataformas RMN o LC/MS, o también no
deuterados para LC/MS, GC/MS o CE/MS. En la primera fase, acuosa, se obtienen acidos
organicos hidrosolubles, azlcares, acidos biliares, entre otros, y en la segunda fase, lipidos
y vitaminas como A, D, E y K. En el caso de muestras como orina, se pueden centrifugar
a 12.000 gravedades por 4 °C durante 10 minutos y mediante la adicion de metanol a -20
°C se consigue la eliminacion de las proteinas mas grandes (108). Jiye y colaboradores,
determinaron que el uso de 900 uL de metanol y agua (8:1 v/v) es ideal para la extracciéon
de compuestos de bajo peso molecular para GC/MS (118), lo que la hace eficaz, sensible
y reproducible (119).

Otro tipo de tratamiento en las muestras es la ionizacion, debido a que la MS determina la
masa de iones (120), ademas, para mejorar el rendimiento se utiliza la derivatizacion, que
consiste en la modificacion de la estructura quimica de los analitos que en algunos casos
mejora tanto la estabilidad y la selectividad en LC, HPLC (121,122) y GC, en esta Ultima
se usa para promover la volatilidad (123)(124). Los procesos de derivatizacibn mas
comunes son la oximacion y la sililacion. En la primera, se emplea generalmente clorhidrato
de O-metoxiamina en piridina, y se busca proteger los grupos funcionales ceténicos del
tautomerismo y la descarboxilacion del cetoenol e inhibir la formacion de anillos de
azucares reductores. En la segunda, la sililacion, se emplea N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), N,O-bistrimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA) o N-
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terc-butildimetilsilil-Nmetiltrifluoroacetamida (MBDSTFA), con o sin un catalizador como
trimetilclorosilano (TMCS) al 1 % (118), para aumentar la volatilidad del compuesto
reemplazando el hidrégeno activo con un grupo alquilsililo, generalmente tres-metilsililato
(TMS) (117), y aumenta la volatilidad de los metabolitos (125).

En LC/MS es necesario una desproteinizacion de la muestra, para el andlisis de los
compuestos hidréfilos se puede afiadir metanol frio en un volumen de 3:1 de plasma o
suero, y en el caso de los compuestos hidréfobos, una mezcla de metanol y éter metil tert-

butilico (MTBE) (126), y posteriormente se precipitan por centrifugacion.

1.4.2 Adquisicion de datos

El procesamiento de las muestras se puede realizar por una o varias plataformas
analiticas, como se menciond previamente, permiten la separacién, caracterizacion y
deteccion de los metabolitos. Las técnicas mas utilizadas son RMN y MS, esta ultima
puede estar acoplada a LC, GC, CE y/o movilidad de iones para el proceso de separacion,
0 pueden estar basadas sin separacion mediante infusién directa, ionizacién por desorcién

laser asistida por matriz, imagenes o analisis directo en tiempo real (DART).

La MS, se ha convertido en una de las plataformas mas importantes en el estudio de las
ciencias, ampliando su area de aplicacion en investigacion biolégica, estudios clinicos,
descubrimiento de farmacos, ciencia forense y las ciencias ambientales (127,128). Hoy en
dia permite el estudio de lipiddmica (104), protedmica (129,130), metaboldmica e incluso
imagenes de tejidos (131,132). La MS permite medir la relacibn masa — carga (m/z) y la
abundancia de iones en las muestras de estudio, determinando pesos moleculares,
estructura y propiedades quimicas de cada una. Utiliza técnicas de ionizacién suave como
el electrospray (ESI) (133), la desorcién / ionizacion laser asistida por matriz (MALDI)
(134,135), la lonizacion quimica a presion atmosférica (APCI) o la fotoionizacion a presion
atmosférica (APPI). ESI fue desarrollada por John Bennett Fenn, esta permite la
identificacion de analitos con polaridad media como xenobidticos y péptidos, siendo

ademés empleada de manera habitual en Lipidémica (136).

El espectrometro de masas se compone por una fuente de ionizacion, un analizador de

masas, y un sistema de deteccion de iones. En el primero, las moléculas se mueven entre
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campos eléctricos y magnéticos como iones en fase gaseosa y se cargan positiva o
negativamente. Posteriormente, los iones se separan en el analizador, donde el
espectrometro mide las sefiales del ion, hay 4 tipos de analizadores: Cuadrupolo simple
(SQ), Triple cuadrupolo (QQQ), Tiempo de vuelo (TOF) y Tiempo de iones (IT). Finalmente,

los iones son detectados.

= Método basado en separacién

La cromatografia permite la separacion e identificacion de componentes en una mezcla,
mediante una fase movil (liquida o gaseosa) que fluye a través de una fase estacionaria,
gue puede ser en columna o plana. Las plataformas mas utilizadas son la GC/MS y LC/MS
(137). La GC/MS permite la identificacion de moléculas pequefias, menores de 650 Da, al
tener una alta sensibilidad y reproducibilidad (138). Sin embargo, la muestra debe ser
volatil y térmicamente estable, por lo que los metabolitos que no cumplen estas
condiciones deben pasar primero por una derivatizacion quimica en sus grupos funcionales
polares. En el caso de las muestras de plasma, estas se extraen con etanol, acetonitrilo o
metanol, y el sobrenadante se derivatiza (139). Posteriormente, son inyectados en la
columna, donde los componentes fluyen en la fase mévil, la fase movil es un gas inerte

gue no interactlia con los analitos de la muestra (140) (141).

En la Cromatografia liquida, la fase movil es un liquido que no requiere que sea volatil
como en la GC, la técnica mas utilizada es la Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC,
por sus siglas en inglés High Performance Liquid Chromatography), la fase mévil pasa a
través de la fase estacionaria dentro de en columna mediante bombeo, los compuestos
(analitos) son retenidos de forma diferencial segun la interaccién fisica o quimica con la
fase estacionaria. Se han disefiado varios tipos de HPLC, como son de reparto, de
adsorcion, iénica y de exclusion por tamafios, explicados en la Tabla 1-3 (142). Ademas,
segun la polaridad de la fase, pueden ser de tipo reverso: donde la fase estacionaria es no

polar y la mévil es polar, o de tipo normal, con recubrimiento polar.
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Tabla 1-3: Tipos de HPLC. La cromatografia liquida de alta eficacia permite separar los
componentes de una mezcla segun los tipos de interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y la columna cromatogréfica.

INTERACCION

QUIMICA DESCRIPCION

TIPOS DE HPLC

La fase estacionaria se retiene mediante

Liquido — Liquido adsorcion fisica al soporte.

Reparto
Fases enlazadas La fase estacionaria se retiene
guimicamente guimicamente mediante silice.
0a o - Competencia por los analitos neutrales
Liquido — Sdlido . X .
Adsorcion q entre la fase movil y la fase estacionaria.
I6nica lones Mediante resinas de intercambio idnico.

Filtracion en gel con disolventes acuosos

. L — Hidrofilico.
Particulas poliméricas o de

silice que permiten difundir
el soluto del disolvente.

Exclusién por
tamafnos

Gel permeable, con disolventes no
polares — Hidrofobico.

Nombre de la fuente: Cromatografia de liquidos de alta resolucién - Gomis Yagties, Vicente. 2008 (142)

La cromatografia de interaccién hidrofilica (HILIC, Hydrophilic interaction chromatography),
es un método de HPLC que permite la separacion de compuestos polares. Su nombre fue
propuesto en 1990 por Alpert, sin embargo, las publicaciones se han hecho mayores desde
2003 (143). Utiliza perlas hidrofilicas en la fase estacionaria, como silice, amino o ciano, y
se eluye con un gradiente de solvente organico polar miscible en agua, como el acetonitrilo,
en la fase movil (21,143), reteniendo por mayor tiempo lo compuestos hidrofilicos a los
hidrofébicos (144). Se emplea para la identificacion de farmacos polares, metabolitos y

compuestos de importancia biologica (127,145).

La cromatografia liquida de fase reversa (RPLC por sus siglas en inglés Reverse Phase
Liquid Chromatography) proporciona una amplia selectividad, realizando la elucién en

gradiente con contenidos altamente acuosos y organicos, sin embargo, no retiene
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facilmente compuestos polares e i6nicos. Y la cromatografia de fluidos supercriticos (SFC,
Supercritical Fluid Chromatography), que es una combinacion entre la GC y la HPLC, ideal
tanto para compuestos polares como no polares, y mas amigable con el medio ambiente,
utiliza fluidos supercriticos, por lo general CO, (31,1 °Cy 7,38 MPa), como fase movil (146).

Otras técnicas son la electroforesis capilar (CE, Capillary electrophoresis) y la
espectrometria de masas con movilidad de iones (IM-MS, lon Mobility Spectrometry). En

la primera, los iones viajan a través de un flujo electroforético en un calibre de silice con un
didmetro angosto ( 10-200 um) (147), y en la segunda, en fase gaseosa separa los iones mediante

un tubo de deriva en un campo eléctrico, en funcién de tamafio, forma, carga y masa (148).

= Método sin separacién

La espectrometria de masas por infusion directa (DI-MS, Direct infusion Mass
Spectrometry), permite la inyeccion de la muestra mediante ionizacion continua, sin
separacion cromatografica previa, por lo que se obtienen resultados en menor tiempo, y
es muy util en lipidémica, cuantificacion de proteinas, y metabolémica dirigida (149)(150),
sin embargo, cuenta con desventajas como la supresion de iones y la dificultad para

separar compuestos isoméricos

Otra técnica de ionizacion suave es la Espectrometria de masas de ionizacién/desorcion
laser asistida por matriz (MALDI-TOF, Matrix-assisted laser desorption/ionization), utiliza
muy poca cantidad de muestra que se ubica sobre una placa de metal, se evapora con
solvente y se somete a pulsos de laser, cargando la muestra con H*. Permite el analisis de
macromoléculas con poca fragmentacion, es de alto rendimiento y bajo costo de reactivos
(151).

Imagenes de espectrometria de masas (MSI, Mass spectrometry imaging), es una técnica
para estudios no dirigidos que permite detectar metabolitos in situ, se usa generalmente
con muestras de tejidos. En este proceso, se recorre la muestra para obtener la distribucién
de las moléculas, generando un espectro de masas que posteriormente se analiza en un

software que permite seleccionar de manera individual la relacion e intensidad de
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masa/carga para cada metabolito, que se interpreta en pixeles para finalmente reconstruir
una imagen (128,132).

Finalmente, el andlisis directo en tiempo real (DART, Direct analysis in real time), con el
gue se puede estudiar sélidos, liquidos y gases a presién atmosférica, sin preparacion
previa de las muestras. Las moléculas se excitan electronicamente o por vibracion a partir
de gases como helio, argbn o nitrégeno (152). Siendo una técnica rapida y sensible

ampliamente usada en ambiental y medicina forense (153).

» Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La RMN es una técnica ampliamente utilizada en la metabolomica, adecuada para estudiar
tejidos, muestras sélidas y semisdlidas, sin embargo, tiene baja sensibilidad en
comparacion con la MS (154), las diferencias se pueden observar en la Tabla 1-4. Entre
las ventajas de esta técnica, destaca su reproducibilidad, por lo que los procesos se
pueden estandarizar facilmente, ademas, los isdbmeros generan diferentes espectros que
permiten un mejor estudio de las estructuras quimicas (155), puede detectar metabolitos a
través de uno o mas tipos de ndcleos atbmicos y no es necesario un tratamiento previo de

la muestra (156).

Esta técnica, permite el estudio de nudcleos atbmicos con un nimero impar de protones o

neutrones magnéticamente activos a partir del espin. La muestra se ubica en un campo
magnético, en el que los ndcleos con espin positivo se orientan en direccion hacia el
campo, con un estado de minima energia (estado de espin a), mientras que los nucleos
con espin negativo se orientan en direccién opuesta a la del campo magnético (estado de
espin B). En el campo, los nucleos en estado de espin a cambian momentaneamente a 3
y regresan a su posicion emitiendo una diferencia de energia, la cual es detectada,
registrada y graficada por el espectrometro de RMN en un espectro (157). Ademas, la
técnica permite la cuantificacion de los metabolitos mediante un estandar interno Unico
(156).

El flujo de trabajo consiste en la preparacién de muestras, seguido de la adquisicion y el
procesamiento espectral, deconvolucion y finalmente la Interpretacion de datos, bien sea

para disefio de modelos computacionales o estudio de biomarcadores, siendo este Gltimo
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el paso mas complejo, debido a la escases de librerias para RMN (158). Con los datos
obtenidos del espectro se realiza una interpolacién para excluir regiones no relacionadas
con el estudio, posteriormente, se detectan los puntos aislados mediante andlisis
estadisticos y correccion de la linea de base.

La RMN hace mas sencillo el procesamiento de las muestras, no requiere el uso de
cromatografia, proporciona, ademas de los estudios de biomarcadores, perfiles de
subclases de lipoproteinas, cuantificacion de &cidos grasos circulantes, aminoacidos,
metabolitos relacionados con la gluconeogénesis, entre otras. Estas propiedades la han
llevado a ser valiosa en los estudios de enfermedades, epidemioldgicos, farmacos y
biologia vegetal (123,159-163).

Tabla 1-4: Diferencias entre RMN y MS. (164) Diferencias entre RMN y MS segun
caracteristicas como su sensibilidad, calidad y costo.

Resonancia magnética Espectrometria de masas
nuclear (RMN) (MS)
Sensibilidad Bajo Alto
Reproducibilidad Muy alto Promedio

Analisis electivo y no

Selectividad Andlisis no selectivo. .

selectivo.
Numero de metabolitos 30100 300 - 1000 (Dependiendo
detectables del tipo de cromatografia)

Preparacion de la muestra Minima Compleja
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Extraccion de tejido

No necesario

Requiere extraccion

Tiempo de analisis de la

Rapido Extenso
muestra
Costo del instrumento Costoso Econdémico
Robustez de instrumento Alta Baja
Costo de muestra Bajo costo Alto costo
Cantidad de la muestra Alta Baja

Recuperacion de la

No destructivo

Destructivo

muestra

Nombre de la fuente: EMBL-EBI. Comparison of NMR and MS | Metabolomics.

1.4.3 Tratamiento de datos

El procesamiento de datos permite obtener la informacién biol6gica relevante, estos datos
se organizan en una matriz anotada de las caracteristicas obtenidas (Picos de sefial del
cromatograma) junto a abundancias relativas para cada muestra. El flujo general de
procesamiento de los datos se puede observar en la Figura 1-11. Sin embargo, el andlisis
de los datos implica una reduccion de los mismos durante la seleccion de los metabolitos
mas significativos, dejando por fuera una gran cantidad de informacion que se hace

compleja de analizar de manera manual (165).

El preprocesamiento de los datos se compone de: andlisis de las caracteristicas, seleccion

de picos, filtracion del ruido sistematico o aleatorio, y el alineamiento de los datos. Ademas,



Evaluacién del perfil metabolémico y su relacion con el espectro clinico de

36 sujetos positivos para SARS-COV-2 en una poblacion bogotana

se realiza una deconvolucion, mediante un algoritmo matematico que determina el peso
molecular real de m/z. Cada uno de los picos cromatogréficos posee un tiempo de
retencion (RT), un area bajo la curva (AUC, Area Under the Curve), y espectros de masa,
estos permiten determinar la identidad de cada metabolito. Entre los tipos de software mas
utilizados se encuentran: XCMS, MZmine2, MetaboAnalyst y MS-DIAL (Mass
Spectrometry-Data Independent AnaLysis), este Ultimo permite la deconvolucion de los
datos. Luego, estos metabolitos se identifican en bases de datos o librerias espectrales,
las mas conocidas son Human Metabolome Database (HMDB), METLIN, LipidMaps,
LipidBlast, Massbank, GMD, National Institute of Standars and Technology (NIST), GNSP,
etc (166). Algunos softwares, como FingerlD, MAGMa y MEtFrag, permiten realizar una

busqueda simultdnea en diferentes bases de datos.

En el post-procesamiento de los datos, que encierra la imputacién, normalizacion,
centrado, escalado, transformacion y finalmente el filtrado de datos (Por presencia,
importancia y variabilidad) (167), se obtienen finalmente los metabolitos biolégicamente
relevantes para el estudio. La imputacién permite reemplazar datos faltantes, que estan
por debajo del limite de deteccion, con sustitutos. La normalizacion, reduce la variacion
sistematica del proceso, filtrando la variacion biologica. El centrado lleva los datos a
fluctuar alrededor de cero y no sobre su media, que luego se ajusta mediante la escala en
diferencias de concentracion. La transformacion ajusta los valores en una distribucién
normal, convirtiéndolos en datos no lineales de tipo logaritmico o de potencia, que
favorecen la correccion de la heteroscedasticidad. La filtracion segun la significancia se
lleva a cabo mediante analisis estadisticos univariantes (UVA) y multivariantes (MVA).
Segun el disefio experimental, se pueden incluir controles que permiten un mejor filtrado,
gue genera datos mas reproducibles y sélidos, estos controles se forman mediante la
combinacién de las muestras de estudio en partes iguales.

Figura 1-11. Flujo de trabajo de procesamiento de datos. Se realiza una revision de
cromatogramas, seguido por deconvolucion, alineamiento, integracion de iones objetivo y
finalmente una filtracion de datos.

Revision de Integracion de Filtracion de

Deconvolucién Alineamiento

cromatogramas iones objetivo datos
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1.4.4 Analisis de los datos

Para definir diferencias significativas entre conjuntos de metabolomas del estudio, se
emplea métodos de andlisis univariado o multivariado (MVA). El andlisis univariado
consiste en estudiar cada variable por separado, las técnicas mas utilizadas en andlisis
univariados son: distribucion de frecuencias, y andlisis de medidas de tendencia central de
la variable (168,169). En cambio, el analisis multivariado permite el estudio de todas las
variables al tiempo, un ejemplo son el analisis de componentes principales (PCA) y el
andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA). Los modelos de PCA 'y
PLS-DA grafican cada espectro en un gréafico de puntos, permitiendo ver la distribucion,
agrupamiento y variabilidad entre los metabolitos (123,170,171). Otra herramienta utilizada
junto a PCA, son los diagramas de arbol, que permiten ver de mejor manera la similitud o

diferencia entre grandes grupos de estudio (172).

1.4.5 Identificacion de metabolitos

La identificacion de metabolitos permite poner los datos en un contexto biolégico, por lo
gue se han descrito cuatro niveles de confianza para la correcta identificacion de
metabolitos (173):

1. Compuestos identificados

2. Compuestos supuestamente anotados, sin estandares de referencia quimicos, que
se determinaron basandose en propiedades fisicoquimicas y/o similitud espectral
con librerias.

3. Clases de compuestos putativamente caracterizados, basados en caracteristicas
de una clase quimica concreta.

4. Compuestos desconocidos, no se identifican o clasifican, pero se pueden

diferenciar y cuantificar en funcion de los datos espectrales.

En el caso de datos obtenidos por LC/MS, la identificacién implica tres pasos generales:
anotacion putativa, andlisis MS/MS y confirmacion del estdndar, que en el caso de los
compuestos desconocidos debe coincidir, al igual que los fragmentos obtenidos y la
correlacion con las intensidades (106,174). Este proceso se realiza apoyandose en bases
de datos como METLIN o KEEG, entre otros.
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1.4.6 Interpretacion bioldgica

La interpretacion biolégica es la integracion de lo obtenido con la informacion biologica,
para un analisis funcional (169), lo que permite reconocer en que procesos bioquimicos
participa cada uno de los metabolitos y su papel en las consecuencias fenotipicas y
fisiolégicas. Se conocen dos tipos de software que permiten trabajar en la interpretacion
de los datos, los primeros permiten mapeos y visualizaciones de los metabolitos en
representaciones gréficas de las vias bioguimicas, y el segundo realiza andlisis de
enriquecimiento, que consiste en analisis estadisticos de anotaciones de metabolitos
(170).

Una forma de realizar la interpretacién de los datos es mediante el uso de la Biologia de
sistemas, que se ha descrito en los Ultimos afios (171). Como ejemplo de estas
herramientas tenemos a Metabolome Searcher (172), que contribuye en la busqueda de
los metabolitos directamente en bases de datos, MetaMapp, que permite la visualizacion
en graficos de red en Cytoscape, y resalta las alteraciones metabdlicas que pueden estar
asociadas con los metabolitos de estudio (173), y MetaboAnalyst, que cuenta con

herramientas en linea para el analisis e interpretaciéon de los datos (175).



2.Estado del arte

2.1 Metabolédmica en COVID 19

El estudio de las biomoléculas como &cidos nucleicos, proteinas, lipidos y metabolitos,
proporciona informacién sobre el panorama molecular de diversas enfermedades,
facilitando la comprensién de los factores asociados a sus complicaciones clinicas. Al
momento, se han realizado diversos estudios asociados a COVID-19, demostrando la
importancia de la metabolémica y lipiddmica no solo como aportes al conocimiento, sino
con miras a la prediccion del curso de la enfermedad es decir en la busqueda de factores

pronésticos que permitirian prevencion y tratamiento.

Thomas y colaboradores en junio del 2020, realizaron metabolémica dirigida mediante
UHPLC/MS en sueros en pacientes estratificados por sus niveles circulantes de
interleucina-6 (IL-6). La muestra comprendié de 49 sujetos, 16 controles y 33 pacientes
COVID-19 positivos (5 con niveles bajos, 10 con niveles medios y 18 con niveles altos de
IL-6) Encontrando valores disminuidos de acilcarnitinas de cadena corta y media, aumento
en todos los NEFA (excepto el acido nonanoico) y metabolismo alterado del triptéfano en
la via quinurenina, importante en el proceso de inflamaciéon e inmunidad, asociado a los
niveles de IL-6. Concluyendo que el metabolismo de los aminoacidos y los acidos grasos

podrian ser marcadores de la gravedad clinica y posibles dianas terapéuticas. (176)

Por otro lado, Shen y colaboradores julio del 2020, estudiaron perfiles metabolémicos y
protedbmicos de 53 controles y 65 pacientes con COVID-19, 37 de ellos en estado no grave

y 28 graves. Usaron un método basado en el entrenamiento de un modelo de aprendizaje
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automético que posteriormente se validé con ensayos de proteémica y metabolomica
dirigidos. Reportaron la regulacion negativa de mas de 100 lipidos, principalmente
esfingolipidos, glicerofosfolipidos y acidos grasos, elevacion de productos de degradacion
de la glucosa, glucuronato y bilirrubina, lo que se relacioné con un posible dafio hepético
asociado a la disminucion de la funcién de desintoxicacion, y correlacionado a la linfopenia,

PCR y AST elevadas, y trombocitopenia. (177)

Wu y colaboradores en julio del 2020, utilizaron muestras seriadas durante el curso de la
enfermedad en un total de 34 pacientes, 9 con un resultado fatal, 11 con sintomas severos
y 14 con sintomas leves (126), identificaron y cuantificaron 431 metabolitos y 698 lipidos,
evidenciando alteraciones dramaticas en el plasma de pacientes con COVID-19,
incluyendo la regulacién negativa de carbamoil fosfato del ciclo de la urea, el acido malico
del ciclo del TCA vy el glicerol 3-fosfato. También observaron cambios significativos en la
produccion de monofosfato de guanosina (GMP) mediada por GMP sintasa y las enzimas
inmunomoduladoras CD39 y CD73, que se asoci6 a la progresion de la enfermedad por la
disfuncion inmunoldgica y las alteraciones en el metabolismo. (178).

Song y colaboradores en agosto del 2020 (179), realizaron una combinacion de MS/MS
dirigida y no dirigida para lipidoma y el metaboloma plasmético a 76 sujetos, de los cuales
26 fueron controles y 50 pacientes COVID-19 (18 leves, 19 moderado y 13 graves),
observando aumento en esfingolipidos como SM d18: 1/18:1 y GM3 d18:1/25:0, en los
lisofofolipidos, incluido el &cido lisofosfatidico 18:1 y la lisofosfatidilcolina 18:1 y reduccién
en los lipidos neutros, incluyendo el TAG 48 de cadena media: 1 (18:0), TAG de cadena
larga 60:3 (18:1) y DAG 34:1 (16:1/18:0). Ademas, usando exosomas aislados de la misma
cohorte, mostraron que los exosomas de los pacientes COVID-19 presentan niveles
elevados de GM3 asociado a la gravedad y correlacionado negativamente el recuento de
células Ty T-CD4+.

Blasco y colaboradores, en diciembre del 2020, realizaron un estudio utilizando un
abordaje metabolémico en 55 pacientes SARS-CoV-2 positivos (180) y 45 controles con
muestras de plasma, tomadas el dia del diagndéstico y a los dias 7 y 15 de evolucion de la
enfermedad. Reportaron un rol importante de la microbiota intestinal en la regulacién de la

via triptéfano-nicotinamida asociada a procesos inflamatorios relacionados con la via del
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triptéfano-quinurenina y la activacion de la via mTOR. Estos hallazgos complementan la
investigacion de Shen y colaboradores, (177) y Thomas y colaboradores, (176) quienes
reportaron previamente la activacion de la via quinurenina en pacientes COVID-19,
sugiriendo que el NAD sintetizado a partir del triptéfano modula la actividad de los
macrofagos, como la liberacion de IL-6 y TNFa.

Ademds, encontraron un aumento significativo en los niveles plasmaticos de citosina en
pacientes COVID-19, que sugiere que el virus usa en menor proporcion esta base en la
sintesis de nucleétidos y por lo tanto la citosina es liberada por lisis celular. Asi mismo,
hallaron una relacién entre el metabolismo de arginina y prolina (incluyendo productos
finales: poliamina y espermidina) y la evolucién clinica de la enfermedad, lo que se

relaciond con proteccion frente al estrés oxidativo e induccion de la autofagia. (180)

Bruzzoney colaboradores, en octubre del 2020 (181), estudiaron las alteraciones en lipidos
y el metabolismo por RMN. Utilizaron una cohorte de 263 pacientes sintomaticos positivos
para SARS-CoV-2 y 280 controles de pacientes recolectados antes de la pandemia por
COVID-19. Observaron un reordenamiento de las lipoproteinas asociado a la enfermedad
tanto del tamafio como la composicion asociado a un mayor riesgo aterosclerotico,
aumento de cuerpos cetodnicos, incluyendo el acido acetoacético, acido 3-hidroxibutirico,
acetona, y acido 2-hidroxibutirico, acumulacion sérica de triglicéridos (TG), TG-VLDL
(VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad), TG-IDL (IDL, lipoproteinas de densidad
intermedia), TG-LDL (LDL, lipoproteinas de baja densidad) y TG-HDL (HDL , lipoproteinas
de alta densidad), y disminucién de colesterol total (TC), TC-LDL y TC-HDL. Teniendo
como consecuencia la disminucion de la capacidad hepatica para oxidar acetil-CoA
derivada de la oxidacion de acidos grasos, determinando por tanto la relacién entre la
enfermedad y el dafio hepéatico asociado a estrés oxidativo y dislipidemia, previamente

sefialado por otros autores.

Las concentraciones reducidas de colesterol total en HDL y LDL se establecieron por Hu y
colaboradores en noviembre del 2020 (182), quienes publicaron un estudio retrospectivo
realizado con datos clinicos de 114 pacientes y 80 controles sanos, asi como el monitoreo
de un paciente grave desde la etapa inicial de la infeccion hasta el periodo de recuperacién
(80 dias) con el perfil de lipidos séricos, el acido nucleico COVID-19 y la tomografia

computarizada de térax, en el cual el colesterol HDL se correlacioné negativamente con la
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proteina C reactiva (PCR) y positivamente con los linfocitos, durante el periodo de la
enfermedad.

Barberis y colaboradores en noviembre del 2020 (183) realizaron un andlisis lipidomico y
metabolémico no dirigido, con muestras de plasma de 161 sujetos, de los cuales 103
fueron SARS.CoV2 positivos (19 criticos y 84 no criticos), y 32 fueron SARS-CoV-2
negativos con sintomas similares (neumonia y/o insuficiencia respiratoria, 20 no criticos y
12 criticos) y 26 controles saludables. En este, correlacionaron los valores de triglicéridos
y acidos grasos libres, especialmente acido araquidénico y acido oleico, con la gravedad
de la enfermedad, al igual que activacion de la gluconeogénesis, el metabolismo de las
porfirina, las alteracién en lipidos y la alteracion de la biosintesis de fenilalanina, tirosina y
triptéfano, el metabolismo de fenilalanina, degradacién de aminoacil-tRNA, metabolismo
del acido araquidonico y ciclo del acido tricarboxilico (TCA). Adicionalmente, establecieron
como biomarcadores potenciales algunos lipidos circulantes, como fosfatidilcolina
14:0_22:6, fosfatidilcolina 16:1_22:6 y fosfatidiletanolamina 18:1_20:4, que se encontraban
disminuidos, y como posible diana terapéutica la fosfolipasa A2 (PLA2) como un potencial
factor clave en la patogénesis de COVID-19.

Schwarz y colaboradore, en enero del 2021 (184), asociaron la desregulacién de los lipidos
inmunorreguladores (LM), incluyendo los PUFA y varios proinflamatorios, con la gravedad
de la enfermedad en pacientes con COVID moderado y grave del Hospital de Yale-New
Haven, Connecticut, Estados Unidos. Estudiaron el suero de 19 pacientes saludables, 18
pacientes COVID-19 moderados (Hospitalizados que no requirieron ingresar a UCI) y 20
pacientes severos que entraron a UCI. Encontrando que los pacientes moderados
presentan niveles elevados de LM con actividad ciclooxigenasa (COX), EPA de ALOX12,
y resolvina E3 (RvE3). En pacientes severos reportaron el aumento en PUFA libres, un
desequilibrio de LM relacionados con la progresion de la enfermedad y mayor actividad de

las enzimas ALOX5 y citocromo P450.

Overmyer y colaboradores en enero del 2021 (185), mapearon 219 caracteristicas
moleculares relacionadas con el estado y la gravedad de la COVID-19, mediante RNA-seq
y espectrometria de masas de alta resoluciéon en 102 pacientes positivos (41 en UCl y 51
no UCI) y 26 controles (10 UCI y 16 no UCI) del Albany Medical Center — NY. Observaron
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moléculas relacionadas con procesos de dislipidemia, activacion de neutréfilos e
intervencion en el proceso de la coagulacion, principalmente del citrato, el plasmenil-PC y
la gelsolina plasmética (pGSN) que covarian y se reducen con la gravedad de la
enfermedad.

En marzo del 2021, Danlos y colaboradores (186), encontraron al menos 77 metabolitos
entre aminoacidos, lipidos, poliaminas, y azlcares, que revelaron cambios asociados al
estado de la enfermedad, en casos leves, moderados y graves. El acido antranilico,
producto de la via de la quinurenina, fue elevado en pacientes criticos en comparacion con
pacientes moderados y leves, y correlacionaron positivamente con los niveles de IL-10 e
IL-18, lo que se asocia con una evolucién desfavorable de la enfermedad, por lo que fue

propuesto como un biomarcador para el pronéstico de la evolucion de COVID-19.






3.Pregunta de investigacion y objetivos

3.1 Pregunta de investigacion

Los coronavirus se han convertido en agentes infecciosos importantes a través de la
historia, algunos de los cuales han emergido en las ultimas décadas mostrando alta
infectividad y letalidad, siendo el caso reciente del SARS-CoV-2 que causé la pandemia
de la COVID-19. Uno de los mayores problemas de la enfermedad, es que ésta se
caracteriza por presentar una prognosis heterogénea con una baja predictibilidad y elevada
mortalidad. Adicionalmente, la generacién de nuevas variantes sugiere que continuaran
siendo la causa de enfermedades respiratorias, por lo cual, identificar alteraciones
metabdlicas relacionadas con la evolucion clinica permitiria comprender los mecanismos
moleculares y fisiopatolégicos que estarian involucrados en el espectro clinico de estas
enfermedades y sus futuros brotes. Por lo tanto, se planted el proyecto de investigacion,
“ESTUDIO DE FACTORES PRONOSTICOS DE INGRESO A UNIDAD DE CUIDADO
INTENSIVO Y MORTALIDAD A TRAVES DE PERFILES METABOLOMICOS EN
SUJETOS POSITIVOS PARA SARS-CoV-2 EN UNA POBLACION BOGOTANA” con el fin
de registrar los cambios metabolémicos en un grupo de pacientes positivos para SARS-
CoV-2 en diferentes estados clinicos, para determinar potenciales marcadores de la

evolucion de la enfermedad severa de la COVID-19.

3.2 Objetivo general

Evaluar la relacion entre el espectro clinico de la COVID 19y los cambios en el metaboloma

del plasma sanguineo de sujetos positivos para SARS-CoV-2 en una poblacién bogotana.

3.2.1 Objetivos especificos

. Categorizar los especimenes biologicos de sujetos en diferentes estados de la

COVID-19 en una poblacién bogotana.
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Analizar los cambios en el perfil metabolomico de sujetos con COVID-19 en
diferentes estados de la enfermedad.
Identificar los metabolitos asociados a los diferentes estados de la COVID-19.



4.Metodologia

4.1 Caracterizacion de los sujetos de estudio

Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia en el Biorepositorio Unisanitas, donde
se estudiaron 100 individuos mayores de 18 afios, de ambos sexos, residentes de la ciudad de
Bogota-Colombia. Se conformaron 4 grupos experimentales de acuerdo con las
manifestaciones clinicas reportadas en las bases de datos internacionales (187), como se
puede observar en la Figura 4-12.

Grupo control: muestras de sujetos con resultados negativos para SARS-CoV-2 por RT-PCR,

sin sintomas relacionados.

Grupo leve: pacientes que ingresaron a urgencias, con prueba RT-PCR positiva y sintomas
como: fiebre, tos, anorexia, astenia, adinamia, mialgias, cefaleas, faringitis, dolor de garganta,
diarrea, naduseas, vomitos, anosmia, ageusia, pero que no presentaron sintomas y signos de

neumonia, dificultad respiratoria o hipoxia.

Grupo moderado: pacientes hospitalizados que no requirieron traslado a UCI, confirmados por
PCR positiva, sin evidencia de marcadores de dificultad respiratoria aguda severa, Frecuencia
respiratoria (FR) menor a 30 y saturacién de oxigeno (SpO2) mayor a 90 % con flujos de oxigeno
menor o igual a 3 min, y signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea, taquipnea) pero sin

signos de neumonia grave (SpO2 = 90 %, con aire ambiente).

Grupo severo: pacientes inicialmente hospitalizados que posteriormente llegaron a UCl y que
requirieron ventilacion mecanica invasiva 0 no invasiva, confirmados por PCR positiva, con
signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea, taquipnea) mas alguno de los siguientes: FR
> 30 respiraciones por minuto, dificultad respiratoria grave o SpO2 < 90% con aire ambiente, el

cual podria evolucionar a un sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), septicemia,
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choque séptico y otras complicaciones agudas con alto potencial de mortalidad (embolia

pulmonar aguda, sindrome coronario agudo, accidente cerebrovascular, entre otros).

Figura 4-12: Grupos de estudio. Se establecieron 4 grupos de estudio divididos segun
severidad de la enfermedad en grupo control (azul claro), leve (azul oscuro), moderado
(amarillo) y severo (Fucsia). Se puede observar caracteristicas clinicas para cada cohorte y
resultado de RT-PCR.

Sintomatico Neumonia con frecuencia

Sin sintomas, ni signos de respiratoria > 30, dificultad
neumonia, dificultad respiratoria grave o SpO2 < 90%
respiratoria o hipoxia Alto potencial de mortalidad
Paciente ambulatorio Paciente ingresado a UCI

Dia 0 de ingreso Dia 0 de hospitalizacion

Ausencia de sintomas Con signos clinicos de
Neumonia leves (SpO2 = 90%)
Trabajadores de la salud
Paciente hospitalizado
Dia 0 de hospitalizacion

4.2 Recoleccion de las muestras

La obtencién de las muestras se realizdé en base a la resolucion 8430 de 1993, en la que se
estipulan las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud, y fue
avalado por el Comité de Etica en Investigacion de la Fundacion Universitaria Sanitas en la
sesion registrada en el acta No. 040-20, que se rige bajo la normatividad vigente en temas
relacionados con investigacion en salud, la ley 1581 de 2012 de proteccion de datos personales
y es certificado por el INVIMA en Buenas Practicas Clinicas segun la Resoluciéon No.201728113
de fecha 12 de julio de 2017.
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Las muestras se obtuvieron bajo el protocolo establecido para los grupos descritos en el punto
anterior teniendo en cuenta los criterios siguientes, donde lo Unico que varia entre estos es el

tiempo de recoleccion de la muestra:

= Grupo control: Personal de la Clinica Universitaria Colombia con prueba de RT-PCR
negativa.

= Leves: Obtencion de muestras de pacientes en el ingreso a la unidad de urgencias

= Moderados: Obtencion de muestras de pacientes en el dia cero de hospitalizacion

= Severos: Obtencion de muestras de pacientes en el dia cero de hospitalizacién, y sin

ningun indicio de complicaciéon en el momento de la toma de la muestra.

Los pacientes participantes firmaron con el repositorio Unisanitas un consentimiento informado
(Anexo 1), donde se recolectaron las variables clinicas y socioecondémicas de cada participante
por medio de una entrevista semiestructurada presencial o por medio de la examinacion de su

historia clinica, y se recolecté un espécimen bioldgico con el protocolo descrito a continuacion:

1. Se entregd la informacién necesaria al paciente con resultado confirmado de PCR y
posterior firma del consentimiento informado.
Extraccion de sangre periférica (5 mL) en tubo tapa lila con anticoagulante EDTA.
Agitacion del tubo manualmente mediante inversion 10 veces seguidas.
Almacend del espécimen biolégico se a temperatura de refrigeracion durante su
transporte al Laboratorio especializado de la Clinica Universitaria Colombia.
Centrifugacién de la muestra entre 1000 y 1300 g por 10 minutos a 4 °C.
Separacion del plasma almacenamiento en alicuotas de 1000 pL en crio-viales a una

temperatura de -80 °C

4.3 Andlisis de perfiles metabolomicos de plasma.

Los especimenes bioldgicos recolectados se trasladaron al Centro de Metabolémica-MetCore
de la Universidad de los Andes, para la determinacion de los perfiles metabdlicos, que se realizé

mediante un analisis metabolémico y lipidomico multiplataforma no dirigido empleando GCy LC
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acoplados a espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS), bajo los protocolos
implementados y estandarizados previamente en MetCore.

4.3.1 Andlisis metabolomico por LC/MS

En primer lugar, se realizé la extraccion de metabolitos, para lo que se tomaron 200 pL de cada
una de las muestras y se les adicion6 MeOH (a -20 °C) en una proporcién de 1:3.
Posteriormente, se agitaron en vortex a 3200 rpm durante 3 minutos y se dejaron a -20 °C por
20 minutos, transcurrido este tiempo se centrifugaron a 13000 rpm, 4 °C durante 10 minutos y

se tomaron 100 yL del sobrenadante para analisis por cromatografia liquida.

El analisis de las muestras se realizd por cromatografia liquida acoplado a espectrometria de
masas con analizador de tiempo de vuelo (RP-LC/MS-QTOF), empleando un sistema de
Cromatografia de Liquidos Agilent Technologies 1260 acoplado a un analizador de masas de
cuadrupolo con tiempo de vuelo Q-TOF 6545 con ionizacion por electrospray. Se inyectaron 2
ML de la muestra en una columna C18 (ZORBAX Eclipse Plus 50 x 2.1 mm, 1.8 ym) a 60 °C y
una elucién en gradiente compuesta de: 0.1 % (v/v) de acido férmico en agua Milli-Q (Fase A)
y 0.1 % (v/v) de acido férmico en acetonitrilo (Fase B) con un flujo constante de 0,6 mL/min. La
deteccién por espectrometria de masas se realizé en modo ESI positivo y negativo en full scan
de 100 a 1100 m/z. Durante todo el andlisis, para la correccion de masas se emplearon dos
masas de referencia: m/z 121.0509 (CsHsN4) y m/z 922.0098 (Ci1sH1s0sN3P3sF24) en positivo.

Mas detalles de las condiciones del analisis se muestran en la Figura 4-13.
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Figura 4-13. Condiciones del andlisis de metaboldmica no dirigida empleando LC/MS-
QTOF (+). A. Se observan los datos de tiempo en minutos y fase B en porcentaje para el
gradiente de fases utilizado. B. Grafica de porcentaje de Fase B comparado con el Tiempo en
minutos (Datos de A.). C. Condiciones del espectrometro de masas para la fuente y MS TOF.

CONDICIONES DEL ANALISIS DE METABOLOMICA

A' NO DIRIGIDA EMPLEANDO LC/MS-QTOF (+)
Gradiente de fases usado en el L )
. C Condiciones Espectrometro de Masas
andlisis de RP-LC/MS-QTOF "
1] 3 Veap (V) 3000
1 5 Drying Gas (L/min) 12
7 80 Gas Temp ("C) 250
115 100 Mebulizer (psi) 52
12 5 Sheat Gas Temp ("C) 370
17 5 Sheat Gas Flow (L/min) 11
Fragmentor (V) 175
Skimmer (V) 65
B. OCT RF Vpp (V) 750

Gradiente de fases

11.5; 100

FaseB (%)

17;5

Tiempo (min)
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4.3.2 Analisis lipidomica no dirigida

La deteccion de lipidos se realizé mediante LC/MS, para lo que se tomaron 100 pL de plasma
y se adicionaron 350 uL de MeOH (a -20 °C) seguido de 350 yL de MTBE, y se agitaron en
vortex a 3200 rpm durante 5 minutos, posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm, 20 °C por
10 minutos. Finalmente, 100 uL del sobrenadante se transfirieron a un eppendorf para analisis
por cromatografia liquida acoplado a espectrometria de masas con analizador de tiempo de
vuelo GL-LC/MS-QTOF.

Las muestras se analizaron empleando un sistema de Cromatografia de Liquidos Agilent
Technologies 1260 acoplado a un analizador de masas de cuadrupolo con tiempo de vuelo Q-
TOF 6545 con ionizacion por electrospray. Se inyectaron 5 pyL de la muestra en una columna
C18 (100x 3.0 mm, 2.7 uym) a 50 °C y una elucion en gradiente compuesta de: 10 mM acetato
de amonio H>0:MeOH (90:10) (Fase A) y 10 mM acetato de amonio ACN:MeOH:IPA (20:30:50)
(Fase B) con un flujo constante de 0,6 mL/min. La deteccién por espectrometria de masas se
realizé6 en modo ESI positivo en full scan de 100 a 1800 m/z. Durante todo el analisis, para la
correccion de masas se emplearon dos masas de referencia: m/z 121.0509 (CsHaN4), m/z
922.0098 (C1gH1806N3P3sF24). Mas detalles de las condiciones del analisis se muestran en la
Figura 4-14.
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Figura 4-14. Condiciones del analisis de lipidémica no dirigida empleando LC/MS-QTOF en
polaridad positiva. A. Se observan los datos de tiempo en minutos y fase B en porcentaje para
el gradiente de fases utilizado. B. Grafica de porcentaje de Fase B comparado con el tiempo

(Datos de A.). C. Condiciones del espectrémetro de masas para la fuente y MS TOF

A.

CONDICIONES DEL ANALISIS DE LIPIDOMICA NO
DIRIGIDA EMPLEANDO LC/MS-QTOF (+-)

Gradiente de fases usado en el L )
. C Condiciones Espectrometro de Masas
andlisis de GL-LC/MS-QTOF .
1] 70 Veap (V) 3500
1 70 Drying Gas (L/min) 12
3.5 86 Gas Temp (°C) 290
10 86 Mebulizer (psi) 50
11 100 Sheat Gas Temp ("C) 350
17 100 Sheat Gas Flow (L/min) 12
17.1 70
20 70 Fragmentor (V) 175
Skimmer (V) 65
B. OCT RF Vpp (V) 750
Gradiente de fases
11; 100 17; 100
35;86 /'
0;: 70
E 10; 86 20; 70
o 1; 70 17.1;70
E:

Tiempo (min)
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4.3.3 Andlisis metabolomico por GC/MS

Para el analisis metabolémico mediante GC, se tomaron 50 uL de los extractos metabdlicos
obtenidos para LC/MS, y se llevaron a sequedad en speedvac durante 3 horas a 35 °C.
Posteriormente, se adicionaron 10 yL de O-metoxiamina en piridina (15 mg/mL) y se agitaron
en vortex a 3200 rpm durante 5 minutos. Luego, se realizaron tres ciclos de ultrasonido x 10
segundos y vOrtex x 1 minuto y se incubaron en oscuridad por 16 horas. Transcurrido este
tiempo, se adicionaron 10 yL de BSTFA con 1% de TMCS y se incubaron a 70 °C durante 1
hora. Finalmente, las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente por 30 minutos, se
agregaron 200 pL de metil estearato en heptano como estandar interno (10 mg/L) y se agitaron

en vortex durante 10 minutos a 3200 rpm.

El andlisis de las muestras se realizé por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas con analizador de tiempo de vuelo (GC/MS-QTOF). Para la adquisicién de los datos se
utilizé un cromatografo de gases Agilent Technologies 7890B acoplado a un detector selectivo
de masas con tiempo de vuelo Agilent Technologies GC/Q-TOF 7250, equipado con un puerto
de inyeccion split/splitless (250 °C, relacién de split 30) y un inyector automatico Agilent
Technologies 7693A. La fuente de ionizacion electrénica (El) fue operada a 70 eV. Se empled
una columna Agilent Technologies J&W HP-5MS (30 m, 0.25 mm, 0.25 ym), el gas de arrastre
fue helio a flujo constante de 0.7 mL/min. La temperatura del horno se programé desde 60°C (1
min) @10°C/min hasta 325 °C (10 min). La temperatura de la linea de transferencia al detector,
del filamento de la fuente y del cuadrupolo se mantuvieron a 280 °C, 230 °C y 150 °C,
respectivamente. La deteccion por espectrometria de masas se realizd entre 50 a 600 m/z a

una velocidad de 5 espectros/min.

4.3.4 Control de calidad de los analisis metabolémicos

Para cada plataforma, las muestras de control de calidad (QC) se prepararon mezclando
volumenes iguales de plasma, se procesaron y analizaron siguiendo los procedimientos

descritos anteriormente. Para determinar la reproducibilidad de la preparacion de las muestras
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y la estabilidad de la plataforma analitica utilizada, se realizaron varias corridas de QC hasta
equilibrar el sistema analitico. Posteriormente, los QC se analizaron cada ocho muestras

inyectadas de forma aleatoria.

4.3.5 Procesamiento y analisis de datos metabolomicos

El procesamiento de los datos consiste en una deconvolucion, alineamiento de los RT e
integracion de los datos. Con respecto a los datos de metabolémica no dirigida por GC/MS, se
realiz6 la deconvolucion mediante Agilent MassHunter Unknowns Analysis B.10.0, el
alineamiento de tiempos de retencion se hizo utilizando Agilent Mass Profiler Professional
B.15.0, y la integracién de los datos se realizé en Agilent Mass Hunter Quantitative Analysis
B.10.00. Este algoritmo realiza una deconvolucién del cromatograma e integracion de las
caracteristicas moleculares presentes en las muestras y en el blanco de solvente de acuerdo

con la masa y el tiempo de retencién.

Para los datos de LC/MS, los compuestos fueron analizados e inspeccionados manualmente
utilizando el software Agilent Mass Hunter Profinder 10.0, empleando el algoritmo Recursive
Molecular Extraction, los parametros de procesamiento de datos para el analisis fueron 0 -12
minutos con 6000 counts para la extraccion, y las especies de iones se realizaron en positivo

(+H,+Na,-H20), sin emplear filtros de masas o sefiales.

Finalmente, los datos obtenidos en cada plataforma se inspeccionaron manualmente y se
exportaran a Excel para filtrarlos por presencia y reproducibilidad manteniendo los metabolitos
presentes en al menos 80 % de las muestras con un QC menor al 20 % (30 % para datos de

GC/MS), entre otros parametros quimicos relevantes.

4.3.6 Analisis estadistico

Posterior a la obtencion de datos metaboldémicos, se realizé un analisis estadistico por medio
de técnicas bioinformaticas para determinar las diferencias entre los perfiles metabdlicos entre
los grupos bajo estudio, y seleccionar los metabolitos estadisticamente significativos, mediante

andlisis estadistico univariado y multivariado no supervisado y supervisado.
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= Analisis multivariado

Para maximizar las diferencias entre los grupos bajo estudio y seleccionar los metabolitos con
mayor cambio entre cada uno, se utilizé el programa SIMCA-P 16.0. Primero, se hizo PCA, para
evaluar la calidad de los datos y verificar la agrupacion de las muestras QC, garantizando la
estabilidad del sistema analitico, posteriormente, se realiz6 el andlisis supervisado, PLS-DA y
OPLS-DA.

= Analisis univariado

Mediante el programa MatLab se determiné el valor p, mediante pruebas paramétricas o no
paramétricas con una correccion False Discovery Rate de Benjamini-Hochberg y Bonferroni.
Finalmente, se seleccionaron los metabolitos estadisticamente significativos de acuerdo con los
resultados univariados y multivariados, valor p <0.05, valor VIP >1.0 e intervalo de confianza
Jack-knife (JK).

4.3.7 Identificacion de metabolitos

Los metabolitos obtenidos mediante analisis LC/MS se identificaron en funcion de la masa
monoisotopica, la formaciéon de aductos de distribucion isotépica y la féormula molecular.
Ademas, haciendo uso de la herramienta CEU Mass Mediator (http ://ceumass.eps.uspceu.es/),
se interrogaron en librerias y bases de datos como: Human metabolome Database:
(http://hmdb.ca), MassBank (https://massbank.eu/MassBank/), Lipid MAPS
(http:/lipidmaps.org), METLIN (http://metlin.scripps.edu) y KEGG (http://genome.jp/keqq).

Luego, con el objetivo de confirmar la identidad del metabolito, los datos de MS/MS iterativos
se anotaron con el software Agilent Lipid Annotator y las bibliotecas de MS/MS in silico. En el

caso de GC-QTOF-MS, se identificaron los metabolitos mediante Fiehn version 2013.

4.3.8 Andlisis de factores prondésticos y mapeo de rutas bioquimicas


http://metlin.scripps.edu/
http://genome.jp/kegg
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Los pardmetros de registros médicos electronicos, incluyendo sexo, edad, comorbilidades
(diabetes, hipertension, enfermedades cardiovasculares), laboratorios clinicos (Bilirrubina total,
bilirrubina directa, bilirrubina indirecta, cuadro hematico completo, cloro, creatinina en suero,
deshidrogenasa lactica, nitrdgeno ureico en suero, potasio, procalcitonina, proteina C reactiva,
sodio, Alanino y Aspartato Amino Transferasa, dimero D, ferritina), y antecedentes personales
y familiares, se utilizaron para realizar analisis estadisticos en el software de lenguaje de

programacion R, de valor p, test ji cuadrad (x?) y test de Shapiro-Wilks.

Ademads, se realizaron Heatmaps para cada plataforma, donde la abundancia relativa de iones
detectados en cada muestra se representa con una intensidad de color, curvas ROC para
determinar los valores de corte, la sensibilidad y especificidad de los posibles marcadores y

analisis de vias metabdlicas alteradas, mediante la herramienta MetaboAnalyst 5.0.



5.Resultados

5.1 Los parametros clinicos se modificaron con relaciéon a
las complicaciones de la COVID-19

Los pardmetros clinicos se pueden observar en la Tabla 5-5, donde se calcularon los valores p
mediante la prueba de ANOVA de las comparaciones entre los grupos y la prueba de ji-cuadrado
(x?) para sexo, comorbilidades y examenes de laboratorio. De los 100 individuos estudiados, 48
fueron hombres y 52 mujeres, con una edad media de 54,4 afios. Dentro de los antecedentes
personales se encontré prevalencia del 14 % para diabetes mellitus tipo 2, 24 % para
hipertension arterial y 11 % para enfermedades cardiovasculares. Por otro lado, dentro de los
antecedentes familiares hubo una prevalencia de 11 % para diabetes mellitus tipo 2, 19 % para

hipertension arterial y 4 % para enfermedades cardiovasculares.

A partir de las muestras de sangre obtenidas se evalué de forma cuantitativa la cantidad de
poblaciones celulares en sangre (neutroéfilos, linfocitos, monocitos y plaquetas), marcadores de
inflamacién como procalcitonina, proteina C reactiva y deshidrogenasa lactica, marcadores de
funcion hepética y renal (bilirrubina total, ALT, AST y BUN) y otros biomarcadores de interés
como dimero D (coagulacion), ferritina (hierro en sangre) y potasio en suero (electrolitos). De
las variables analizadas se observaron cambios estadisticamente significativos para bilirrubina
total (p = 0,0159), recuento de leucocitos (p = 0,0174), neutréfilos (p = 1e-04), linfocitos (p =
0,0252), monocitos (p = 0,0176), deshidrogenasa lactica (P = 0,0089) y procalcitonina (p = 2e-
04).
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Tabla 5-5: Diferencias estadisticas de edad, sexo, laboratorios clinicos y comorbilidades
entre los grupos de estudio. SD es Desviacion estdndar y NA significa que No Aplica. Se
estudiaron un total de 100 pacientes, de los cuales 10 fueron controles, 30 leves, 30 moderados
y 30 severos. Bilirrubina (P = 0,0159), Recuento de leucocitos (P = 0,0159), Neutrofilos (P =
0,0159), Linfocitos (P = 0,0159), Monocitos (P = 0,0159), Deshidrogenasa lactica (P = 0,0159)
y Procalcitonina (P = 0,0159).

COVID - 19 (n = 90)

Control
Leve Moderado -
(n=10) (n=30) (n=30) (n=30)
Edad Valor p / Shapiro-Wilks
Media 35.2 49.9 60.9 58.9
SD 10.0 15.0 15.7 14.0 0.06 / 0.0037
IR 14.8 18.8 21.0 21.0
Sexo X2 / Shapiro-Wilks
Masculino 1 15 17 15
0.079 / 0.0079
Femenino 9 15 13 15
Laboratorios Valor p
. . 0.4646 0.5207 0.6385
Bilirrubina total NA 0.0159
SD0.2084 SDO0.1964 SD 0.3458
Recuento total de NA 6.72 8.4106 9.4461 0.0174
leucocitos SD1.786  SD2.902  SD3.849 :
. 4.8560 6.3412 8.1154
Neutrofilos NA le-04
SD2.1967 SD2.9917 SD3.5294
. . 1.3530 1.1012 0.7171
Linfocitos NA 0.0252
SD0.6063 SD0.3745 0.3134
. 0.3780 0.7965 0.4293
Monocitos NA 0,0176
SD0.1527 SD0.7732  SD0.239
235.70 258.5294  253.6071
Plaquetas NA SD SD SD 0.6642

111.1616 107.2917 92.9067
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. 280.21 323.6345 390.2303
Deshidrogenasa

NA ) ) SD 0.0089
Lactica
94.7472 134.4552  214.5236
er s . 20.7013
Nitrogeno Ureico 13.052 16.130
NA ) 0.2629
en Suero SD 4.5468  SD 4.9804
12.5917
. 4.1562 4.1743 4.4207
Potasio en suero NA 0.7001
SD0.3951 SDO0.4266 SDO0.6175
L. 0.2850 1.8269 1.0261
Procalcitonina NA 2e-04
SD0.4836 SD4.3763 SD3.1305
33.8510 75.1496 124.1163
Proteina C reactiva NA SD SD SD 0.4336
38.7898 79.3764 81.7083
. . 44.7827
Alanino Amino 35.6 52.625
NA SD 0.2957
Transferasa SD 11.501 SD 55.778
29.2532
. 45.2 51.6821
Aspartato Amino 30.65
NA ) ) 0.1473
Transferasa SD 8.3051
26.5278 53.8687
433.6667  852.9630 1217.0690
Dimero D NA SD SD SD 0.2444
290.6765  859.0782  1923.4508
765.1156  1343.7042 1128.5811
Ferritina NA SD ) ) 0.111
1097.803  1223.2268 975.1902
Comorbilidades X2 / Shapiro-Wilks
Diabetes
Personal 0 1 7 6 0.056/0.218
Familiar 3 1 7 0 0.003 / 0.052

Hipertension

Personal 1 2 9 12 0.012/0.726
Familiar 5 5 3 6 0.047 / 0.005
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Cardiovascular
Personal 0 3 2 6 0.228 / 0.069
Familiar 0 2 1 1 0.791/0.009

5.2 Diferencias en el perfil metaboldomico entre controles y
grupos de severidad

5.2.1 Analisis de componentes principales pareto con QC

En primer lugar, se evalu6 la calidad de los analisis realizados empleando un andlisis no
supervisado de los componentes principales (PCA). En la Figura 5-15 se puede observar el
PCA para las tres plataformas de los pacientes pareto el QC, éste muestra la baja variabilidad

analitica entre los grupos y asegura la conservacion de la variacion biologica.

Figura 5-15. PCA para las tres plataformas. Se puede evidenciar una agrupacién de los
controles en cada una de las plataformas. Metabolémica por LC/MS: Variabilidad explicada
acumulada (R?cum)): 0.845 y capacidad de prediccién acumulada (Q?cum)): 0.655, Lipidémica por
LC/MS: R?cum): 0.882 y Q?cum): 0.685, Metabolémica por GC/MS: R?cum): 0.536 Y Q?cum): 0.216.
En gris los sujetos de estudio y en negro el QC.
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5.2.2 Andlisis discriminante supervisado mediante regresion de
minimos cuadrados parciales

Para diferenciar entre los grupos y maximizar sus diferencias, se realiz6 un Andlisis
discriminante supervisado mediante regresion de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), los
resultados para las tres plataformas se pueden observar en la Figura 5-16.

Figura 5-16. PLS-DA de las tres plataformas. Se observan las tendencias de los grupos de
estudio en las tres plataformas. Metabolémica por LC/MS: R?cum): 0.550 Yy Q%cum): 0.191, CV-
ANOVA= p: 1.89401e-03, Lipidémica por LC/MS: R?cum): 0.365, R2Y cum): 0.235, Q?cum): 0.0906
y CV-ANOVA= p: 0.047069, Metabolémica por GC/MS: R?cum): 0.260, R?Y cum): 0.538, Q%cum):
0.250 y CV-ANOVA= p: 3.21327e-05. El grupo leve (en azul), el grupo moderado (en amarillo)
y el grupo de pacientes severos (en fucsia).

15000 1
10600 - e =
- o e 30005 e o'
ﬁo:n: .. (] ™ 20000 . 9 a®.
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- ’ . . S .
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nnnnn [ 5000 o 5000 -30000 -20000 -1000 0 50001 E - ; 2 0 2
U] 0 01
R2 (cum): 0.550 Q2 (cum): 0.191 R2{cumy): 0.365 R2Y (cum): 0.235 Q2(cum): 0.0906 R2(cum): 0.260 R2Y {(cum): 0.638 Q2(cum): 0.280
CV-ANOVA= p: 1.89401e-03 CV-ANOVA= p: 0.047069 CV-ANQVA= p: 3.21327e-05

® Leve Moderado @ Severo

5.2.3 Andlisis discriminante por minimos cuadrados parciales
ortogonales

Posteriormente, se realiz6 una comparacion entre los grupos (Dos a dos) mediante un Analisis

discriminante por minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA) con pardmetros R?cum)

y Q%cum), Y Se validé utilizando el enfoque de validacion cruzada (CV-ANOVA), que se puede

observar en la Figura 5-17, el cual evidencia una separacion estadistica entre las poblaciones

de estudio.

Figura 5-17. OPLS-DA de las tres plataformas. Se puede observar las comparaciones entre
grupos en cada una de las plataformas analiticas. En Metabolémica por LC/MS: OPLS-DA
para moderado versus severo con R%cum): 0.717, Q?%cum): 0.686, y CV-ANOVA= p: 2.3838e-07,
OPLS-DA para leve versus moderado, R2cum): 0.800, Q%cum): 0.727, y CV-ANOVA= p: 9.13826€-
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07, y OPLS-DA para leve versus severo, R%cum): 0.779, Q%cum): 0.754, y CV-ANOVA= p:
1.69203e-08. Para Lipidomica por LC/MS, OPLS-DA para moderado versus severo con
R%cum): 0.431 R2Y (cum): 0.624 Q?cum): 0.327 y CV-ANOVA= p: 0.00136463, OPLS-DA para leve
versus moderado R?%cum): 0.427 R2Y cum): 0.401 Q%cumy: 0.195, CV-ANOVA= p: : 0.0161596, y
OPLS-DA para leve versus severo, R%cum): 0.628 R2Y (cum): 0.697 Q?cum): 0.396, CV-ANOVA= p:
6.61098e-4. Finalmente, para Metabolémica mediante GC/MS, OPLS-DA para moderado
versus severo con RZ%cym): 0.235 R2Y um): 0.750 Q?cum): 0.198 y CV-ANOVA= p: 0.0586634,
OPLS-DA para leve versus moderado R?cuym): 0.376 R2Y (cum):0.888 Q?cum): 0.537 y CV-ANOVA=
p: 3.45134e-06, y OPLS-DA para leve versus severo, R cum): 0.269 R?Y (cum): 0.849 Q%cum): 0.472
y CV-ANOVA= p: 3.2325e-06. El grupo leve (en azul), el grupo moderado (en amarillo) y el
grupo de pacientes severos (en fucsia).
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5.3 Alteracion del metaboloma plasmatico dependiente de
la etapa de COVID-19

Se encontraron un total de 148 metabolitos alterados que pertenecen a Glicerofosfolipidos,
Glicerolipidos, Esfingolipidos y Acilos grasos (Figura 5-18). El 40,67 % correspondieron a
Glicerofosfolipidos, que son los principales componentes de las membranas biologicas. La
alteracion del metabolismo de estos se ha reportado anteriormente en la COVID-19, indicando
su potencial como factor pronéstico. En la comparacién del grupo Moderado versus Severo se
encontraron 45 Glicerofosfolipidos alterados, 58 en Leve versus Moderados y 52 en Leve versus
Severo. Entre los que se encontraban Acidos lisofosfatidicos (LPA, Lysophosphatidic acid),
Lisofosfatidilcolinas (LPC, Lysophosphatidylcholine), Fosfatidilcolinas (PC,
Phosphatidylcholine), Fosfatidiletanolaminas (PE. Phosphatidylethanolamine) y Acidos
fosfatidicos (PA, Phosphatidic acid).

Los Glicerolipidos y Esfingolipidos en segundo lugar, alterados en un 12,67 %, que junto a los
esteroles conforman las tres principales clases de lipidos de membrana. Los Glicerolipidos
también desempefian funciones de almacenamiento de energia y sefializacion intracelular
(188), poseen al menos una cadena hidrofoba unida a un esqueleto de glicerol en un enlace
éster o éter, de tipo mono, di o trisustituidos, siendo los triacilgliceroles los méas conocidos (189).
Se detectaron Glicerolipidos como la Monopalmitina, Diacilgliceroles (DG, Diacylglycerols) y
Triradilgliceroles (TG, Triradylglycerols). En la comparacion del grupo Moderado versus Severo
se obtuvieron 19 Glicerolipidos y 18 Esfingolipidos alterados, 18 y 18 en Leve versus Moderados

y en Leve versus Severo.

Los acilos grasos, que hacen el 10 %, se componen, entre otros, por acidos grasos, ceras y
eicosanoides. Se obtuvo 1 en Moderado versus Severo, 15 en Leve versus severoy 12 en Leve

versus Moderado.
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Figura 5-18: Metabolitos alterados en el espectro clinico COVID-19+ de esta cohorte.
Porcentaje de metabolitos alterados entre Leve y Severo (Vede), Porcentaje de metabolitos
alterados entre Leves y Moderados (Amarillo), Porcentaje de metabolitos alterados entre
Moderados y Severos (Fucsia). La linea punteada naranja discrimina los Lipidos.
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5.4 Cambios asociados con las etapas de severidad de
COVID-19

Los mapas de calor (heatmaps, en inglés), son una representacion grafica que permite
visualizar facilmente, por colores, el comportamiento de un conjunto de datos. Por lo que se
realizaron mapas de calor para los resultados obtenidos por cada plataforma analitica utilizada.
En la Figura 5-19, se puede observar los valores promedio de cada especie de metabolito
obtenido mediante Lipidomica en cada uno de los grupos, que revela un cambio en los lipidos
de acuerdo con la enfermedad; en la Figura 5-20, se observan los valores promedio de las
especies de metabolitos obtenidos mediante LC para cada uno de los grupos. Finalmente, en
la Figura 5-21, se puede observar los valores promedio de cada especie de metabolito obtenido

mediante GC en cada uno de los grupos.
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Figura 5-19. Metabolitos alterados por grupo de estudio en Lipidémica. En azul los
controles, en verde pacientes con cuadro leve de COVID-19, amarillo con cuadro moderado y
finalmente en fucsia el grupo severo. Se encontré un total de 73 metabolitos alterados, para
cada uno se determind el valor promedio por grupo de estudio, observando en tono azul los
valores que tienden a disminuir y en rojo que tienden a aumentar.

Clase Clase
TG(48:1)- 1 .| Control
TG(48:3) 1 Leve
LPC(16:0) - 1 i |

SM 32:1;02 | Moderado
LPC(16:0) - 2

LPC(20:4) - 2 0> Severo
PC(40:4)

TG(50:4) 0
Hex2Cer 32:0;02
PC(38:3)- 1
TG(56:4)
LPC(18:1)
PC(38:6) - 2
PC(0-34:1)
PC(36:3)- 1 -1
CE(20:5)
PC(38:4)- 1
— SM 39:1;02
PC(36:3)- 2
PC(40:5)
PC(0-36:5)
SM 44:1,02
PC(38:6)- 1
PC(35:4)
PC(0-34:3)
LPC(17:0)
TG(57:3)
TG(58:8)
TG(50:3)
TG(58:7)

Cer 41:1;02
SM 38:1;02
PC(38:2)

SM 40:2;,02 -
PC(38:3)-2
PC(40:6)
Glc-Colesterol
TG(48:2)
PC(38:5) - 2
HexCer 38:0;,03
SM 41:2;02
PC(38:5)-1

SM 42:1;,02
LPC(20:4) - 1
LPC(18:2)-2
SM 41:1;02
TG(49:2)
DG(32:2)

SM 40:2;02 - 2
TG(48:1)-2
LPC(18:0)-1
LPC(18:0) - 2
SM 40:1;02
PC(36:4)
TG(46:2)
LPC(20:3)
TG(46:1)
PC(42:9)
PC(36:2)
LPC(16:1)

o Cer 42:1,02
DG(32:1)
LPC(18:3)
TG(54:1)
LPC(18:2) - 1

=

PC(36:1)

TG(50:5)

TG(56:6)
Metil-buten-ol
LPA(20:4)

PC(38:4)-2

PC(40:7)
NeuAcHexCer 34:1,02




Capitulo 5 67

Figura 5-20. Metabolitos alterados por grupo de estudio en LC/MS. En azul los controles,
en verde pacientes con cuadro leve de COVID-19, amarillo con cuadro moderado y finalmente
en fucsia el grupo severo. Para cada metabolito se determinaron los valores promedio por grupo
de estudio, observando en tono azul los valores que tienden a disminuir y en rojo que tienden a
aumentar.
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Figura 5-21. Metabolitos alterados por grupo de estudio en GC/MS. Mapa de calor del
agrupamiento jerarquico de los 76 metabolitos cuantificados por GC/MS/MS en controles sanos
y en pacientes con COVID-19 (leve, moderado, severo). Se muestran las abundancias promedio
para cada metabolito. En azul los controles, en verde pacientes con cuadro leve de COVID-19,
amarillo con cuadro moderado y finalmente en fucsia el grupo severo. Para cada metabolito se
determinaron los valores promedio por grupo de estudio, observando en tono azul los valores
gue tienden a disminuir y en rojo que tienden a aumentar.
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Los metabolitos alterados en las comparaciones Dos a dos se describen a continuacion:

5.4.1 Metabolitos alterados entre los grupo Leve y Moderado

Se obtuvieron 129 metabolitos alterados, comprendidos por carbohidratos, aminoacidos, acilos
grasos, &cidos organicos, compuestos organonitrdgenos, compuestos organooxigenados,
fosfocolina, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, esfingolipidos, esteroles e Indoles. En la Tabla 5-
6 se pueden observar los metabolitos con tasas de cambio (Fold Change) mayores a 1,5 o

menores a 0,5.

Tabla 5-6. Metabolitos de la comparacion Leve y Moderado con un Fold Change mayor a
1,5 o Menor a 0,5. 4 compuestos estaban al alza, y 18 regulados a la baja, para cada
compuesto se puede ver: Formula molecular; tiempo de retencién (RTmin); ion objetivo o0 masa;
CV, coeficiente de variacién de los metabolitos en las muestras de QC; GM: metabolémica
global; GC: cromatografia de gases; LC: cromatografia liquida; GL: lipiddmica global, RP: fase
inversa,, QTOF-MS: espectrémetro de masas de tiempo de vuelo de cuadrupolo; Fold Change,
cambio porcentual en la abundancia de la comparacion especificada calculado como (caso-
control)/control) * 100; VIP, importancia variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a
los valores de p calculados por la correccion post hoc de la tasa de descubrimiento falso de
Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05).

Formula RT Targed CVfor Fold

Compuesto molecular  (min) fon/Mass QC(%6) Plataforma analitica Change VIP  p valor
ribosa CsHy,06P 15.06 103.0567 9.03 GM-GC-QTOF-MS 6.87 1.87 6.635E-09
acetil-manosamina CgHisNOg  18.97 204.0992 245 GM-GC-QTOF-MS 1.78 1.39 3.870E-03
acido fosforico H;O4,P 10.09 299.0713 6.33 GM-GC-QTOF-MS 1.61 1.53 2.488E-03
mioinositol CgH1,06 19.59 217.1072  6.17 GM-GC-QTOF-MS 151 1.45 5.020E-04
acido azelaico CyH160, 16.37 317.1593 6.88 GM-GC-QTOF-MS 0.09 1.080E-03
acido dodecenodioico C12H004 420 2281362 3.05 GM-RP-LC-QTOF-MS 0.02 1.45 1.150E-02*
acido hidroxitetradecanodioico C14H2605 490 2741780 490 GM-RP-LC-QTOF-MS 0.03 1.45 1.150E-02*
LPC(16:1) Cy4HagNOsP 6.38 493.3168 2.78 GM-RP-LC-QTOF-MS 0.48 1.25 3.160E-02*
LPC(18:0) CyHsNO,P 729 5233638 362 GMRP-LC-QTOF-MS 043 1.88 2.350E-02
LPC(O-16:0) C,Hs,NO,P  6.98 4813532 2.03 GM-RP-LC-QTOF-MS 0.39 1.13 3.000E-02
PC(34:1) CypHgsNOgP - 10.96 760.5856 15.76 GM-RP-LC-QTOF-MS  0.47 1.31 2.080E-02
PC(36:4) CuHgoNOgP 10.96 781.5622 4.82 GM-RP-LC-QTOF-MS 043 2.6 8.140E-03
PE(34:2) C3gH74NOgP 7.75 7155152 7.74 GM-RP-LC-QTOF-MS 0.06 1.51 2.590E-03*
triptofanol CyoH13NO 6.68 161.0841 4.68 GM-RP-LC-QTOF-MS 0.50 1.52 3.780E-02*
TG(46:2) CuHeoOs  14.37 7746737 554 GL-RP-LC-QTOF-MS 050 1.37 3.130E-02
TG(48:3) Cs1Hg,06 144 800.6894 6.62 GL-RP-LC-QTOF-MS 0.46 2.03 2.106E-02
LPC(16:0) Cy4HsoNOsP 234 4953325 496 GL-RP-LC-QTOF-MS 0.49 3.43 1.339E-02
LPC(16:1) C,HiNO,P  1.86 4933168 4.18 GL-RP-LC-QTOF-MS 048 1.35 3.734E-03
LPC(18:0) C6Hs4sNOsP 3.61 5233638 7.05 GL-RP-LC-QTOF-MS 0.50 1.89 4.902E-02
LPC(18:0) CxHs,NO,P  3.89 5233638 2.33 GL-RP-LC-QTOF-MS 047 5.29 3.800E-02*
LPC(18:3) Co6HagNOsP 234 5173168 2.07 GL-RP-LC-QTOF-MS 0.48 1.92 1.160E-02

PC(36:4) CuHgNOP  7.92 7815622 209 GL-RP-LC-QTOF-MS 049 3.65 4.080E-02*
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= Analisis metabolémico por GC/MS Leve versus Moderado

Mediante GC/MS se encontraron 25 metabolitos en la comparacién de leve versus moderado.
Obteniendo 4 Carbohidratos, entre ellos la ribosa, con la tasa de cambio mas alta (Fold Change:
6.87), 8 acilos grasos, de los cuales 3 estan regulados a la baja, principalmente el acido azelaico
(Fold Change: 0.09), 2 hidroxiacidos, 1 ceto&cido, 7 acidos organicos, todos al alza, 1
compuesto nitrogenado y 2 oxigenados. (Ver Tabla 5-7).

Tabla 5-7. Metabolitos determiandos por GC/MS en el grupo Leve y Moderado. 1. ribosa,
2. alosa, 3. acetil-manosamina, 4. glicina, 5. heptanol, 6. &cido hexanoico, 7. 4cido heptanoico,
8. hidroxiisovalerato, 9. 4cido azelaico, 10. &cido palmitico, 11. acido oleico, 12. acido esteérico,
13. &cido linoleico, 14. acido glicdlico, 15. &cido hidroxiisobutirico. 16. acetoacetato, 17. 4cido
piravico, 18. &cido lactico, 19. &cido 2-ceto-3-metilvalerico, 20. acido cetoisocaproico, 21. 4cido

fosférico, 22. acido maleico, 23. acido citrico, 24. trietanolamina, 25. mioinositol. Fold Change,
cambio porcentual en la abundancia de la comparacion especificada calculado como (caso-control)/control) * 100;
tiempo de retencion (RTmin); VIP, importancia variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de
p calculados por la correccion post hoc de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR <0,05).

coeficiente de variacién de los metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de identificacion (ID).

Fold RT VIP value CV for Férmula Nivel
Change (min) P QC (%) molecular de ID
Carbohidratos y derivados

ribosa 6.87 15.06 | 1.9 6.63E-09 9.03 CsH1108P 2
alosa 1.26 17.60 | 1.9 2.32E-06 4.27 CeH1206 2
acetil-manosamina 1.78 1897 | 14 3.87E-03 24.5 CgH1sNOe 2
Aminoécidos y derivados

glicina | 066 [1053] 1.2 | 6.49E-03 | 26.22 | CoHsNO2, | 2 |
Acilos grasos

heptanol 0.89 6.23 1.2 4,29E-02 7.31 C7H160 2
acido hexanoico 0.74 7.02 1.6 1.50E-04 3.63 CeH1202 2
acido heptanoico 0.92 8.44 1 - 3.97 C7H1402 2
hidroxiisovalerato 1.43 9.11 1.4 7.79E-03 4.08 CsH1003 2
acido azelaico 0.09 16.37 - 1.08E-03 6.88 CoH1604 2
acido palmitico 1.12 18.82 | 1.1 - 4.71 C16H3202 2
acido oleico 1.28 2040 | 1.2 - 13.94 C18H3402 2
acido estearico 1.04 20.60 1 - 4.63 C18H3602 2
acido linoleico 1.08 20.37 1 - 23.85 C18H3202 2
Acidos organicos y derivados

acido glicélico 0.87 7.1 - 1.06E-02 6.57 C2H403 2
acido hidroxiisobutirico 1.44 7.91 1.4 1.62E-02 3.64 C4HsO3 2
acetoacetato 1.04 7.55 1.5 2.36E-04 3.26 C4HeO3 2
acido piravico 1.30 6.72 - 4.78E-02 4.28 C3H403 2
acido lactico 1.02 6.87 - 1.20E-02 3.93 C3HeOs3 2
acido 2-ceto-3- 107 | 869 | 1 . 7.78 CsHzO 2
metilvalérico

acido cetoisocaproico 1.11 9.00 1.1 - 4.60 CeH1003 2
acido fosforico 1.61 10.09 | 1.5 2.48E-03 6.33 H304P 2
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acido maleico 1.22 1099 | 1.2 3.19E-02 6.69 C4H404 2
acido citrico 1.26 16.79 | 11 - 8.25 CsHsO7 2
Compuestos organonitrégenos

trietanolamina | 129 [1456] - [ 7.02E-04 | 2874 | CeHisNOs | 2 |
Compuestos organooxigenados

mioinositol [ 151 [1959] 15 [ 5.02E-04 | 617 | CeH10s | 2 |

» Analisis metabolémico por LC/MS Leve y Moderado

Mediante la plataforma LC/MS se obtuvieron 31 metabolitos con diferencias estadisticamente
significativas y regulados a la baja, comprendidos por acilos grasos, glicerofosfolipidos, indoles,

compuestos nitrogenados, fosfocolinas, esfingolipidos y esteroles (Tabla 5-8).

Tabla 5-8. Metabolitos alterados entre los grupos Leve y Moderado determinados por
LC/MS. 1. acido dodecenodioico, 2. acido hidroxitetradecanodioico, 3-4. LPC(16:0), 5.
LPC(16:1), 6. LPC(18:0), 7- 8. LPC(18:1), 9-10. LPC(18:2), 11. LPC(20:3), 12. LPC(22:6), 13.
LPC(0O-16:0), 14. PC(34:1), 15. PC(34:3), 16. PC(36:3), 17. PC(36:4), 18. PC(36:5), 19.
PC(38:6), 20. PC(40:7), 21. PC(0-18:0), 22. PE(34:2), 23. PA(30:0), 24. acido indolacrilico, 25.
indolina, 26. triptofanol, 27. colina, 28. fosfocolina, 29. NeuAcHexCer (42:2;02), 30. GalNAc-

Gal-GlcNAc-(Gal-GIcNAc)Gal-GlcNAc-Gal-Glc-Cer(d18:1/18:0), 31. SM (32:1;02). Fold Change,
cambio porcentual en la abundancia de la comparacion especificada calculado como (caso-control)/control) * 100;
tiempo de retencion (RTmin); VIP, importancia variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de
p calculados por la correccion post hoc de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05).
coeficiente de variaciéon de los metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de identificacion.

bFold RT
Change (min)

CcviQC Formula Nivel de

dp-
cvIP p-value (%) molecular ID

Acilos grasos

acido dodecenodioico 0.02 420 | 145 | 1.15E-02* | 3.05 C12H2004 3
acido

hidroxitetradecanodioico 0.03 490 | 1.45 1.15E-02 * 4.90 C14H2605
Glicerofosfolipidos

LPC (16:0) 0.86 6.80 | 2.60 3.22E-04* 1.61 C24Hs0NO7P 2
LPC (16:0) 0.53 6.68 | 3.25 2.43E-02* 3.48 C24Hs0NO7P 2
LPC (16:1) 0.48 6.38 | 1.25 3.16E-02* 2.78 C24H4sNO7P 2
LPC (18:0) 0.43 7.29 | 1.88 2.30E-02 3.62 C26Hs4NO7P 2
LPC (18:1) 0.63 6.98 | 3.09 3.62E-02* 1.33 C26Hs2NO7P 2
LPC (18:1) 0.62 6.87 | 1.10 2.37E-02 4.00 C26Hs2NO7P 2
LPC (18:2) 0.54 6.51 | 1.81 2.90E-04* 3.38 C26Hs0NO7P 2
LPC (18:2) 0.66 6.61 | 3.89 2.90E-04* 1.75 C26Hs0NO7P 2
LPC (20: 3) 0.54 6.85 | 1.53 3.10E-02 2.85 C2sHs2NO7P 2
LPC (22: 6) 0.67 6.63 | 1.32 3.64E-02* 3.47 C30Hs0NO7P 3
LPC (O-16: 0) 0.39 6.98 | 1.13 3.00E-02 2.03 C24Hs2NO6P 3
PC(34:1) 0.47 10.96 | 1.31 2.08E-02 15.76 | Cs2HssNOsP 3
PC(34:3) 0.65 10.84 | 2.06 2.92E-02 4.78 Ca2H7sNOsP 2
PC(36:3) 0.65 11.98 | 3.50 4.81E-02 7.28 Ca4Hg2NOsP 2
PC(36:4) 0.43 10.96 | 2.60 8.14E-03 4.82 C4Hs0NOsgP 2
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PC(36:5) 073 [11.91]1.39 | 2.12E-02 | 12.38 | CasHsoNO7P 3
PC(38:6) 0.63 [1069 | 1.26 | 2.36E-02* | 12.41 | CasHsoNOsP 2
PC(40:7) 097 [1116] - - 5.21 | CasHg2NOgP 2
PC(0-18:0) 056 | 741 | 482 | 1.15E-02* | 1.24 | C26HsaNO7P 2
PE(34:2) 0.06 | 775 | 151 | 259E-03* | 7.74 | CaeHzaNOsP 5
PA(30:0) 081 |11.26] - 3.48E-04 5.50 C33Hes08P 3
Indoles

acido indolacrilico 0.82 | 072 | 1.01 | 4.20E-02* | 4.05 C11HoNO2 3
indolina 0.00 | 333 | 2.03 | 1.78E-07* | 3.56 CsHsN 3
triptofanol 0.50 6.68 | 1.52 3.78E-02* 4.68 Ci0H11NO 3
Compuestos organonitrégenos

colina | 070 | 6.80 | 1.03 | 8.14E-03* | 466 | CsHuNO | 3 |
Fosfocolina

fosfocolina | 063 | 6.80 | 1.67 | 1.15E-02* | 1.71 | CsHuNO4P | 2 |
Esfingolipidos

?ﬁgg’;‘;xcer 0.67 |11.26 | 1.13 | 8.14E-03* | 9.60 | CsoH10sN2O1s 5
9-O-acetyl

GThi( dléi 118:0) 081 | 541 - 4.80E-02 4.41 | CorH167NsOus 5

SM (32:1;02) 0.82 | 9.27 | 1.30 | 1.14E-02 1.43 | CarH7sN206P 2

» Comparacion entre Leve y Moderado mediante Lipidéomica.

En lipidémica, se encontraron alterados acilos grasos, 18 glicerolipidos (Tabla 5-9), 37
glicerofosfolipidos (Tabla 5-10), 15 esfingolipidos y 2 esteroles (Tabla 5-11). En su mayoria
regulados a la baja, a excepcion de algunos TG y PC, con la tasa de cambio mas alta en 1.41
de PC(38:6).

Tabla 5-9. Metabolitos determinados por Lipidémica en comparacion del grupo Leve y
Moderado. Se determinaron 19 metabolitos entre Acilos grasos y Glicerolipidos. 1. Metil-buten-
ol, 2. DG(32:1), 3. DG(32:2), 4. TG(46:1), 5. TG(46:2), 6-7. TG(48:1), 8. TG(48:2), 9. TG(48:3),
10. TG(49:2), 11. TG(50:3), 12. TG(50:4), 13. TG(50:5), 14. TG(54:1), 15. TG(56:4), 16.

TG(56:6), 17. TG(57:3), 18. TG(58:7), 19. TG(58:8). Fold Change, cambio porcentual en la abundancia
de la comparacién especificada calculado como (caso-control)/control) * 100; tiempo de retencion (RTmin); VIP,
importancia variable en la proyeccién; valor p * correspondiente a los valores de p calculados por la correccion post
hoc de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05). coeficiente de variacion de los
metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de identificacion.

bFold RT
Change  (min)

CV for Férmula .
dp-
cVIP p-value QC (%) molecular Nivel de ID

Acilos grasos

Metil-buten-ol | 063 | 3.88 | 1.27 | 2.73E-03* | 840 | CsHiO | 3 |
Glicerolipidos
DG(32:1) 0.65 | 14.77 | 1.26 3.25E-02 3.01 C3sHesOs 3

DG(32:2) 0.66 | 1477 | - 3.09E-02 6.81 | CasHeOs 5
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TG(46:1) 062 | 1474 - i 421 | CasHeOs 3
TG(46:2) 0.50 14.37 | 1.37 3.13E-02 5.54 Ca9H900s6 3
TG(48:1) 0.73 1443 | 1.61 4.45E-02 7.02 Cs1H960s6 5
TG(48:1) 060 | 1519 | - i 5.00 | CsiHosOs 3
TG(48:2) 0.59 14.76 - 2.66E-02 5.13 Cs1H9406 3
TG(48:3) 0.46 14.40 | 2.03 2.11E-02 6.62 Cs1H9206 3
TG(49:2) 0.70 | 14.99 - - 7.49 Cs3HosO6 4
TG(50:3) 0.80 | 1476 | - 1.73E-02 | 6.00 | CssHasOs 3
TG(50:4) 0.67 1443 | 1.67 1.19E-02 7.13 Cs3H9406 3
TG(50:5) 0.59 14.14 | 1.03 3.88E-02 8.84 Cs3H9206 3
TG(54:1) 1.18 15.05 | 1.62 3.03E-02 8.35 Cs7H10006 3
TG(56:4) 1.16 | 15.85 - - 2.33 Cs9H10606 4
TG(56:6) 129 | 1507 | 1.97 | 4.29E-02% | 4.69 | CsoH10:06 3
TG(57:3) 1.39 14.84 | 1.32 6.15E-03 7.36 Cs0H11006 5
TG(58:7) 1.36 15.02 | 1.17 1.21E-02 3.96 Ce1H10406 4
TG(58:8) 1.37 | 14.83 | 1.26 9.78E-03 8.61 Ce1H10208 4

Tabla 5-10. Glicerofosfolipidos determinados por Lipidomica en comparacién del grupo
Leve vs Moderado. Metabolitos de Glicerofosfolipidos. 1. LPA(20:4), 2. LPC(16:0), 3.
LPC(16:0), 4. LPC(16:1), 5. LPC(17:0), 6. LPC(18:0), 7. LPC(18:0), 8. LPC(18:1), 9. LPC(18:2),
10. LPC(18:2), 11. LPC(18:3), 12. LPC(20:3), 13. LPC(20:4), 14. LPC(20:4), 15. PC(35:4), 16.
PC(36:1), 17. PC(36:2), 18. PC(36:3), 19. PC(36:3), 20. PC(36:4), 21. PC(38:2), 22. PC(38:3),
23. PC(38:3), 24. PC(38:4), 25. PC(38:4), 26. PC(38:5), 27. PC(38:5), 28. PC(38:6), 29.
PC(38:6), 30. PC(40:4), 31. PC(40:5), 32. PC(40:6), 33. PC(40:7), 34. PC(42:9), .35. PC(O-
34:1), 36.PC(0-34:3), 37. PC(0O-36:5). Fold Change, cambio porcentual en la abundancia de la comparacién
especificada calculado como (caso-control)/control) * 100; tiempo de retencion (RTmin); VIP, importancia variable
en la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de p calculados por la correccién post hoc de la tasa de

descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05). coeficiente de variacion de los metabolitos en las
muestras de QC, formula molecular y nivel de identificacion.

bFold RT
Change (min)
Glicerofosfolipidos

CV for Formula .
dp-
cVIP p-value QC (%) molecular Nivel de ID

LPA(20:4) 059 | 2.63 | 1.60 | 1.51E-02* | 8.38 CasHseO7P 3
LPC(16:0) 0.49 | 2.34 | 3.43 | 1.34E-02 4.96 | CoaHsoNOP 2
LPC(16:0) 0.60 | 2.62 | 7.60 | 1.51E-02* | 6.00 | CaHsoNO/P 2
LPC(16:1) 0.48 | 1.86 | 1.35 | 3.73E-03 418 | CoaHasNOP 2
LPC(17:0) 0.53 | 3.26 | 1.08 | 4.68E-02 4.99 | CosHs2NOP 2
LPC(18:0) 0.50 | 3.61 | 1.89 | 4.90E-02 7.05 | CasHsaNO7P 2
LPC(18:0) 047 | 3.89 | 529 | 3.80E-02* | 2.33 | CzHsaNO7P 2
LPC(18:1) 0.55 | 2.87 | 3.95 | 8.93E-03 6.37 | CooHs2NO7P 2
LPC(18:2) 0.61 | 1.04 | 1.09 | 2.97E-03* | 12.95 | CzeHsoNO7P 2
LPC(18:2) 053 | 2.12 | 411 | 4.26E-03* | 4.70 | CasHsoNO/P 2
LPC(18:3) 0.48 | 2.34 | 1.92 | 1.16E-02 2.07 | CoHasNO7P 2
LPC(20:3) 0.61 | 2.48 | 1.34 | 3.50E-02 2.32 | CosHs2NO7P 2
LPC(20:4) 0.67 | 2.06 | 1.04 | 4.16E-02 7.78 | CosHsoNO7P 3
LPC(20:4) 0.56 | 2.48 | 1.06 | 2.73E-02 6.71 | CosHsoNO7P 2
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PC(35:4) 1.39 11.13 - 4.86E-02* 8.30 Ca3H7sNOsP 2
PC(36:1) 0.87 11.03 | 1.60 - 2.00 Ca4HssNOsP 5
PC(36:2) 0.91 11.04 | 4.34 - 4.07 Ca4HsaNOsP 2
PC(36:3) 0.97 9.40 | 3.61 - 6.83 Ca4Hs2NOsP 2
PC(36:3) 0.84 9.11 2.86 - 8.39 Ca4Hs2NOsP 2
PC(36:4) 0.49 792 | 3.65 | 4.08E-02* 2.09 Ca4HsoNOsP 2
PC(38:2) 0.87 12.59 | 1.65 - 14.50 Ca6HssNOsP 2
PC(38:3) 0.82 11.85 | 4.40 - 13.91 Ca6HssNOsP 2
PC(38:3) 097 |1257 ] - - 8.11 CasHssNOsP 2
PC(38:4) 0.93 9.67 1.66 - 2.30 Ca6HsaNOsP 2
PC(38:4) 1.07 10.71 - - 4.04 Ca6HsaNOsP 2
PC(38:5) 0.76 9.40 1.95 | 4.08E-02* 9.17 Ca6Hs2NOsP 4
PC(38:5) 1.00 8.83 - - 1.98 CasHs2NOsP 2
PC(38:6) 0.63 7.72 1.80 | 4.00E-02* 2.69 Ca6HsoNOsP 2
PC(38:6) 1.41 9.13 - 6.19E-03* | 16.27 | CasHsoNOsP 2
PC(40:4) 0.84 | 1234 - - 3.19 CagHssNOsgP 2
PC(40:5) 099 [1018 ] - - 3.90 CasHssNOsP 5
PC(40:6) 1.03 | 1018 | - - 8.06 CasHasNOgsP 2
PC(40:7) 0.95 8.49 - - 6.52 CasHs2NOsP 2
PC(42:9) 1.03 |10.16 | - - 9.94 CsoHg2NOgP 2
PC(0-34:1) 111 | 11.96 | - - 5.88 Ca2HssNO7P 2
PC(0-34:3) 0.72 9.81 1.32 | 4.00E-02* 4.49 Ca2HsoNO7P 2
PC(0O-36:5) 0.80 952 | 1.43 | 1.58E-02 2.47 CasHsoNO7P 2

Tabla 5-11. Metabolitos alterados entre los grupos Leve y Moderado determinados por
Lipidémica. Tasas de cambio (Fold Change) de metabolitos compuestos por esfingolipidos y
lipidos esteroles. 1. Cer 41:1;02, 2. Cer 42:1;02, 3. Hex2Cer 32:0;02, 4. HexCer 38:0;03, 5.
NeuAcHexCer 34:1;02, 6. SM 32:1;02, 7. SM 38:1;02, 8. SM 39:1;02, 9. SM 40:1;02, 10-11.
SM 40:2;02, 12. SM 41:1;02, 13. SM 41:2;02, 14. SM 42:1;02, 15. SM 44:1;02, 16. CE(20:5),
17. Glc-Colesterol. Fold Change, cambio porcentual en la abundancia de la comparacion
especificada calculado como (caso-control)/control) * 100; tiempo de retencion (RTmin); VIP,
importancia variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de p calculados
por la correccion post hoc de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR <
0,05). coeficiente de variacion de los metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y
nivel de identificacion.

bFold RT cVIP dp-value CV for Formula Nivel

Change (min) P QC (%) molecular de ID
Esfingolipidos
Cer 41:1;02 0.77 13.42 - 0.01 10.99 C41Hs1NO3 4
Cer 42:1;02 0.75 13.58 1.22 0.00 8.96 Ca2Hs3NOs3 2
Hex2Cer 32:0;02 0.98 10.18 - - 2.39 C44HgsNO13 5
HexCer 38:0;03 0.80 12.70 - 0.01 5.87 Ca4Hs7NOg 4
NeuAcHexCer
34:1:02 0.37 2.60 3.49 0.02 4.27 Ca1HoaN2O16 3
SM 32:1;02 0.82 6.80 1.17 0.01 3.06 C37H7sN206P 2
SM 38:1;02 0.83 12.34 1.66 4,72E-02 * 2.26 C43Hg7N206P 2
SM 39:1;02 0.77 12.70 1.12 0.01 15.92 Ca4HgaN206P 2
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SM 40:1;02 0.83 1291 | 2.82 3.80E-02 * 5.98 C45H91N206P 2
SM 40:2;02 0.83 1291 | 1.88 4.08E-02 * 4.78 Ca5H9oN206P 2
SM 40:2;02 0.85 1251 | 231 0.01 11.19 Ca5HsoN206P 2
SM 41:1;02 0.71 13.10 | 2.49 7.90E-03 * 7.48 Ca6HosN206P 2
SM 41:2;02 0.83 12.77 | 1.79 0.00 7.28 Ca6H91N206P 2
SM 42:1;02 0.74 13.28 | 2.64 2.09E-02 * 5.36 Ca7H95N206P 2
SM 44:1;02 0.54 14.44 | 2.60 0.03 5.88 Ca9H100N206P 3
Lipidos de esteroles

CE(20:5) 0.82 15.98 - 0.02 2.76 C47H7402 2
Glc-Colesterol 0.61 14.36 - 0.04 8.66 Cs1Hg007 5

5.4.2 Metabolitos alterados entre los grupos Leve y Severo

En la comparacion entre Leve y Severo, se obtuvieron 123 metabolitos alterados, entre ellos:
carbohidratos, aminoacidos, acilos grasos, acidos organicos, compuestos organonitrégenos,
compuestos organooxigenados, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, esfingolipidos, esteroles e
Indoles. En la Tabla 5-12, se encuentran los metabolitos con tasas de cambio (Fold Change)
mayores a 1,5 y menores a 0,5 que fueron estadisticamente significativos.

Tabla 5-12. Metabolitos de la comparacion Leve y Severo con un Fold Change mayor a
1,5 o Menor a 0,5. 11 compuestos estaban al alza, y 13 regulados a la baja, para cada
compuesto se puede ver: Formula molecular; tiempo de retencién (RTmin); ion objetivo o masa;
CV, coeficiente de variacion de los metabolitos en las muestras de QC; GM: metabol6mica
global; GC: cromatografia de gases; LC: cromatografia liquida; GL: lipiddmica global, RP: fase
inversa, QTOF-MS: espectrémetro de masas de tiempo de vuelo de cuadrupolo; Fold Change,
cambio porcentual en la abundancia de la comparacion especificada calculado como (caso-
control)/control) * 100; VIP, importancia variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a
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los valores de p calculados por la correccion post hoc de la tasa de descubrimiento falso de
Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05).

Compuesto Formula R.T . Targed — CVior Plataforma analitica Fold VIP  pvalor
molecular  (min) ion/Mass QC(%) Change
ribosa CH,,04P 15.06 103.0567  9.03 GM-GC-QTOF-MS 3.27 1.48 2.568E-04
alosa CgH1,06 17.60 319.1569  4.27 GM-GC-QTOF-MS 198 1.64 4.288E-05
acido aminobutanoico C,HsNO, 6.38  58.065 16.18 GM-GC-QTOF-MS 156 1.50 1.793E-04
acido glutamico CsHsNO, 13.38 84.0443 - GM-GC-QTOF-MS 2.84 1.60 1.104E-03
acido 2-hidroxi-3-metilbutirico CsH,004 8.48 145.1042 5.56 GM-GC-QTOF-MS 2.10 1.77 1.420E-05
acido hidroxiisobutirico C4Hg04 7.91 131.0882 3.64 GM-GC-QTOF-MS 1.88 1.87 6.672E-06
hidroxiisovalerato CsHy004 9.11 131.0889 4.08 GM-GC-QTOF-MS 1.73 1.47 4.236E-04
acido fosférico H,0,P 10.09 299.0713 6.33 GM-GC-QTOF-MS 1.65 1.57 2.439E-04
mioinositol CgH1,06 19.59 217.1072 6.17 GM-GC-QTOF-MS 1.62 - 2.529E-02
PC(35:4) CpH;sNOgP 11.13 767.5465 8.3  GL-RP-LC-QTOF-MS  1.58 1.20 5.960E-03*
4cido azelaico CsH;60, 16.37 317.1593 6.88 GM-GC-QTOF-MS 0.14 - 1.213E-02
manitol CgH140¢ 18.04 319.1576 8.36 GM-GC-QTOF-MS 0.01 1.38 4.625E-03
acido dodecenodioico C15H500, 42 2281362 3.05 GMRP-LC-QTOF-MS 0.08 1.45 1.800E-02*
acido hidroxitetradecanodioico C14H5605 4.9 274.178 490 GM-RP-LC-QTOF-MS 0.08 1.44 1.940E-02*
PC(36:3) CyHgNOgP 11,98 7835778  7.28 GM-RP-LC-QTOF-MS  0.49 4.81 3.840E-03*
PC(36:4) CyHgoNOgP  10.96 781.5622 4.82 GM-RP-LC-QTOF-MS 0.50 2.52 1.920E-02*
PE(34:2) C3oH7,NOgP 7.75 7155152 7.74 GM-RP-LC-QTOF-MS 0.12 1.48 9.230E-03*

9-O-acetyl GTb1(d18:1/18:0) CosHie7NsOgs 541 2170.0781 4.41 GM-RP-LC-QTOF-MS 049 1.08 1.220E-05*
Hex(5)-HexNAc(4)-Cer 36:1;02  CggH;13NsO,s 541 2188.125 7.16 GM-RP-LC-QTOF-MS 048 1.04 1.100E-05*

TG(46:1) Cy9Hg,06 14.74 776.6894 421 GL-RP-LC-QTOF-MS 0.50 1.59 2.212E-02
TG(46:2) Ci9Hg06 14.37 774.6737 554 GL-RP-LC-QTOF-MS 0.41 1.44 1.180E-02
TG(48:3) Cs1Hgy04 144 800.6894 6.62 GL-RP-LC-QTOF-MS 0.43 2.07 1.400E-02
Glc-Colesterol Cs1Hg05 14.36 814.6687 8.66 GL-RP-LC-QTOF-MS 0.50 1.03 8.511E-03

= Metabolitos alterados entre los grupos Leve y Severo
determinados por GC/MS

Mediante GC/MS se encontraron 29 analitos que presentaron cambios estadisticamente
significativos, la mayoria al alza, a excepcidon del manitol (Fold Change: 0.01), heptanol (Fold
Change: 0.91), acido hexanoico (Fold Change: 0.76), acido heptanoico (Fold Change: 0.90),
acido azelaico (Fold Change: 0.14), y el acido citrico (Fold Change: 0.98) (Ver Tabla 5-13).

Tabla 5-13. Metabolitos determiandos por GC/MS en el grupo Leve y Severo. Para cada
metabolito se caclculo el Fold Change, p-value, p-FDR, p-Bon y VIP. 1. ribosa. 2. alosa. 3.
manitol. 4. acido aminobutanoico, 5. &cido glutamico, 6. leucina, 7. metionina, 8. tirosina, 9.
heptanol, 10. acido hexanoico, 11. hidroxiisovalerato, 12. 4cido heptanoico, 13. 4cido 2-hidroxi-
3-metilbutirico, 14. &cido azelaico, 15. acido palmitoleico, 16. acido palmitico, 17. acido
heptadecanoico, 18. 4cido linoleico, 19. acido estearico, 20. Acido oleico, 21. acido gliclico, 22.
acetoacetato, 23. acido hidroxiisobutirico, 24. acido fosfoérico, 25. acido maleico, 26. acido
citrico, 27. trietanolamina, 28. 1,2,4-butanotriol. 29. mioinositol. Fold Change, cambio porcentual
en la abundancia de la comparacion especificada calculado como (caso-control)/control) * 100;
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tiempo de retencion (RTmin);
correspondiente a los valores de p calculados por la correccién post hoc de la tasa de
descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05). coeficiente de variacién de los
metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de identificacion.

Carbohidratos y derivados
ribosa

alosa

manitol
Aminoéacidos y derivados
acido aminobutanoico
acido glutamico
leucina

metionina

tirosina

Acilos grasos
heptanol

acido hexanoico
hidroxiisovalerato
acido heptanoico
acido 2-hidroxi-3-
metilbutirico

acido azelaico

acido palmitoleico
acido palmitico

acido heptadecanoico
acido linoleico

acido estearico

acido oleico

Acidos organicos y derivados

acido glicélico
acetoacetato

acido hidroxiisobutirico
acido fosforico

acido maleico

acido citrico

VIP, importancia variable en la proyeccion; valor p *

Compuestos organonitrégenos

trietanolamina

Compuestos organooxigenados

1,2,4-Butanotriol
mioinositol

bFold RT cVIP dp-value CV for Formula  Nivel
Change (min) P QC (%) molecular delD
3.27 15.06 15 2.56E-04 9.03 CsH1108P 2
1.98 17.6 1.6 4.29E-05 4.27 CeH1206 2
0.01 18.04 14 4.62E-03 8.36 CeH1406 2
1.56 6.38 1.50 1.79E-04 16.18 C4H9NO2 2
2.84 13.38 | 1.60 1.10E-03 - CsHaNO4 2
1.22 10.02 - 3.55E-02 2.9 CeH13NO2 2
1.31 11.86 - 1.62E-02 13.13 CsH11NO2S 2
1.26 17.39 | 1.10 - 6.12 CoH11NO3 2
0.91 6.23 1.1 - 7.31 C7H160 2
0.76 7.02 14 1.22E-03 3.63 CeH1202 2
1.73 9.11 1.5 4.23E-04 4.08 CsH1003 2
0.90 8.44 1.1 - 3.97 C7H1402 2
2.10 8.48 1.8 1.42E-05 5.56 CsH100s3 2
0.14 16.37 - 1.21E-02 6.88 CoH1604 2
1.24 18.64 1 - 7.25 C16H3002 2
1.14 18.82 | 1.20 - 4.71 C16H3202 2
1.02 19.74 | 1.1 - 26.43 C17H3402 2
1.19 20.37 1.1 - 23.85 C18H3202 2
1.05 20.6 1.2 - 4.63 C18H3602 2
1.40 20.4 1.3 - 13.94 C18H3402 2
1.07 7.31 - 4.97E-02 5.22 C2H403 2
1.04 7.55 1.5 4.26E-04 3.26 C4HsO3 2
1.88 7.91 1.9 6.70E-06 3.64 C4HsO3 2
1.65 10.09 1.6 2.43E-04 6.33 H3O04P 2
1.16 10.99 1.3 2.82E-02 6.69 C4H404 2
0.98 16.79 1 - 8.25 CeHsO7 2
| 138 [1456 ] - 413E-03 | 2874 | CeHisNOs | 2
1.38 11.95 1.3 1.19E-02 7.35 C4H1003 2
1.62 19.59 - 2.52E-02 6.17 CeH120s6 2

= Metabolitos alterados entre los grupos Leve y Severo
determinados por LC/MS
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Mediante la plataforma LC/MS se obtuvieron 21 metabolitos con diferencias estadisticamente
significativas y regulados a la baja, comprendidos por acilos grasos, glicerofosfolipidos, indoles,
esfingolipidos y esteroles (Tabla 5-14).

Tabla 5-14. Metabolitos alterados entre los grupos Leve y Severo determinados por
LC/MS. Fold Change de metabolitos que se encontraron alterados, compuestos por Acilos
grasos, Glicerofosfolipidos, Indoles, Esfingolipidos y Esteroles. 1. &cido dodecenodioico, 2.
acido hidroxitetradecanodioico, 3. LPC(16:0), 4-5. LPC(18:2), 6. LPC(20:3), 7. PC(34:1), 8.
PC(36:3), 9. PC(36:4), 10.PC(36:5), 11-12. PC(38:5), 13. PC(38:6), 14. PC(40:7), 15. PC(O-
18:0), 16. PE(34:2), 17. PA(30:0), 18. acido indolacrilico, 19. 9-O-acetyl GTb1(d18:1/18:0), 20.
GalNAc-Gal-GIcNAc-(Gal-GIcNAc)Gal-GlcNAc-Gal-Glc-Cer(d18:1/18:0), 21. SM (32:1,02).
Fold Change, cambio porcentual en la abundancia de la comparacion especificada calculado
como (caso-control)/control) * 100; tiempo de retencién (RTmin); VIP, importancia variable en
la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de p calculados por la correccion post hoc
de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05). coeficiente de
variaciéon de los metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de identificacién.

bFold RT cVIP  dp-value CV for Formula Nivel de

Change (min) QC (%) molecular ID
Acilos grasos
acido dodecenodioico 0.08 4.20 | 1.45 | 1.80E-02* 3.05 C12H2004 3
acido
hidroxitetradecanodioico 0.08 490 | 1.44 | 1.94E-02* 4.90 C14H2605
Glicerofosfolipidos
LPC (16:0) 0.93 6.80 | 1.60 1.16E-02 1.61 C24H50NO7P 2
LPC (18:2) 0.71 6.51 | 1.34 3.66E-02 3.38 Ca6Hs0NO7P 2
LPC (18:2) 0.81 6.61 | 2.71 1.04E-02 1.75 Ca6Hs0NO7P 2
LPC (20: 3) 0.56 6.85 | 1.53 3.28E-02 2.85 CasHs2NO7P 2
PC(34:1) 0.56 1096 | 1.21 1.02E-02 15.76 C42HssNOsP 3
PC(36:3) 0.49 1198 | 4.81 | 3.84E-03* 7.28 Ca4Hs2NOsP 2
PC(36:4) 0.50 10.96 | 2.52 | 1.92E-02* 4.82 Ca4HsoNOsP 2
PC(36:5) 0.72 1191 | 1.40 | 1.92E-02* 12.38 Ca4HsoNO7P 3
PC(38:5) 0.70 11.16 | 1.02 1.01E-02 14.70 CasHs2NOsP 3
PC(38:5) 0.59 1193 | 1.72 | 3.77E-03* 4.16 CasHs2NOsP 3
PC(38:6) 0.77 10.69 - 4.17E-02 12.41 CasHsoNOsP 2
PC(40:7) 0.71 11.16 | 1.13 | 5.26E-03* 5.21 CasHs2NOsP 2
PC(0O-18:0) 0.72 7.41 | 3.83 4.82E-02 1.24 Ca26Hs4NO7P 2
PE (34:2) 0.12 7.75 | 1.48 | 9.23E-03* 7.74 Cs9H74NOsP 5
PA(30:0) 0.78 11.26 | 1.09 | 4.78E-05* 5.50 Cs3HesOsP 3
Indoles
acido indolacrilico [ 074 [ 072 ]1.36] 5.25E-03* | 4.05 | CuHsNO2 | 3
Esfingolipidos
9-O-acey| 049 | 541 | 1.08 | 1.22E-05* | 4.41 | CorHierNsOus 5

GTb1(d18:1/18:0)

d18:1/18:0 0.48 541 | 1.04 | 1.10E-05* 7.16 CogH173N5048

SM (32:1,02) 0.74 9.27 | 1.72 | 9.75E-03* 1.43 Ca7H7sN206P 2
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» Lipidédmica en la comparacion de Leve y Severo

Se encontraron 73 metabolitos alterados, en lipidémica, correspondientes a: acilos grasos,
glicerolipidos, glicerofosfolipidos, esfingolipidos y esteroles. En la Tabla 5-15 se pueden
observar los metabolitos correspondientes a acilos grasos y glicerolipidos. La mayoria de TG

se encontraron a la baja, a excepcion de 5 metabolitos.

Tabla 5-15. Metabolitos determinados por Lipidémica en comparacion del grupo Leve y
Severo. Metabolitos de Acilos grasos y Glicerolipidos. 1. Metil-buten-ol, 2. DG(32:1), 3.
DG(32:2), 4. TG(46:1), 5. TG(46:2), 6. TG(48:1), 7. TG(48:1), 8. TG(48:2), 9. TG(48:3), 10.
TG(49:2), 11. TG(50:3), 12. TG(50:4), 13. TG(50:5), 14. TG(54:1), 15. TG(56:4), 16. TG(56:6),
17. TG(57:3), 18. TG(58:7), 19. TG(58:8). Fold Change, cambio porcentual en la abundancia de
la comparacion especificada calculado como (caso-control)/control) * 100; tiempo de retencién
(RTmin); VIP, importancia variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de
p calculados por la correccién post hoc de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-
Hochberg (FDR < 0,05). coeficiente de variacion de los metabolitos en las muestras de QC,
formula molecular y nivel de identificacion.

bFold RT
Change (min)

CV for Formula .
dp-
cVIP  “p-value QC (%) molecular Nivel de ID

Acilos grasos

Metil-buten-ol | 079 [ 38 ] - | 001 | 840 | CsHioO | 3 |
Glicerolipidos

DG(32:1) 067 |1477] 1.21 0.04 3.01 C3sHesOs 3
DG(32:2) 060 |14.77] 1.11 0.01 6.81 C3sHe4Os 5
TG(46:1) 051 |14.74] 1.59 0.02 4.21 CasH9206 3
TG(46:2) 0.41 |14.37] 1.44 0.01 5.54 CasH9006 3
TG(48:1) 0.73 | 14.43] 157 0.04 7.02 Cs1H9606 5
TG(48:1) 0.63 |15.19 | 2.45 0.02 5.00 Cs1H9606 3
TG(48:2) 053 |14.76 | 2.97 0.01 5.13 Cs1H9406 3
TG(48:3) 0.43 | 14.40 | 2.07 0.01 6.62 Cs1H9206 3
TG(49:2) 0.63 |14.99 ]| 1.15 0.04 7.49 Cs3Ho06 4
TG(50:3) 0.83 |14.76 | 1.62 0.05 6.00 Cs3Ho06 3
TG(50:4) 0.67 |14.43] 1.72 0.01 7.13 Cs3H9406 3
TG(50:5) 056 | 14.14| - 0.03 8.84 Cs3Ho206 3
TG(54:1) 121 | 1505 - 0.01 8.35 Cs7H10006 3
TG(56:4) 095 |1585| - - 2.33 CsoH10606 4
TG(56:6) 119 | 15.07 | 1.31 0.03 4.69 CsoH10206 3
TG(57:3) 1.13 | 1484 - - 7.36 CeoH11006 5
TG(58:7) 1.15 |15.02| - - 3.96 Ce1H10406 4
TG(58:8) 120 | 1483 - - 8.61 Ce1H10206 4
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Se encontraron 37 glicerofosfolipidos, que se pueden observar en la Tabla 5-16, en su
mayoria regulados a la baja, a excepcién de PC(35:4), con una tasa de cambio (Fold Change)
de 1.58.

Tabla 5-16. Glicerofosfolipidos determinados por Lipidémica en comparacion del grupo
Leve vs Severo. Metabolitos de Glicerofosfolipidos. 1. LPA(20:4), 2. LPC(16:0), 3. LPC(16:0),
4. LPC(16:1), 5. LPC(17:0), 6. LPC(18:0), 7. LPC(18:0), 8. LPC(18:1), 9. LPC(18:2), 10.
LPC(18:2), 11. LPC(18:3), 12. LPC(20:3), 13. LPC(20:4), 14. LPC(20:4), 15. PC(35:4), 16.
PC(36:1), 17. PC(36:2), 18. PC(36:3), 19. PC(36:3), 20. PC(36:4), 21. PC(38:2), 22. PC(38:3),
23. PC(38:3), 24. PC(38:4), 25. PC(38:4), 26. PC(38:5), 27. PC(38:5), 28. PC(38:6), 29.
PC(38:6), 30. PC(40:4), 31. PC(40:5), 32. PC(40:6), 33. PC(40:7), 34. PC(42:9), .35. PC(O-
34:1), 36.PC(0-34:3), 37. PC(0-36:5). Fold Change, cambio porcentual en la abundancia de la
comparacion especificada calculado como (caso-control)/control) * 100; tiempo de retencién
(RTmin); VIP, importancia variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de
p calculados por la correccién post hoc de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-
Hochberg (FDR < 0,05). coeficiente de variacién de los metabolitos en las muestras de QC,
formula molecular y nivel de identificacion.

bFold RT cVIP dp-value CV for Formula Nivel
Change (min) QC (%) molecular de ID

Glicerofosfolipidos

LPA(20:4) 0.84 2.63 - - 8.38 Ca23H3907P 3
LPC(16:0) 0.84 234 | 2.01 - 4.96 C24Hs0NO7P 2
LPC(16:0) 0.85 2.62 | 3.97 - 6.00 C24Hs0NO7P 2
LPC(16:1) 0.76 1.86 - - 4.18 C24H4sNO7P 2
LPC(17:0) 0.85 3.26 - - 4.99 C25Hs2NO7P 2
LPC(18:0) 0.68 3.61 | 1.16 - 7.05 C26Hs4NO7P 2
LPC(18:0) 0.67 3.89 | 3.28 - 2.33 C26Hs4NO7P 2
LPC(18:1) 0.80 2.87 | 2.25 - 6.37 C26Hs2NO7P 2
LPC(18:2) 0.79 1.94 - 0.03 12.95 C26HsoNO7P 2
LPC(18:2) 0.76 212 | 2.20 - 4.70 C26HsoNO7P 2
LPC(18:3) 0.79 234 | 1.11 - 2.07 C26HasNO7P 2
LPC(20:3) 0.67 2.48 - 0.05 2.32 C2sHs2NO7P 2
LPC(20:4) 0.90 2.06 - - 7.78 C2sHsoNO7P 3
LPC(20:4) 0.62 2.48 - 0.03 6.71 C2sHsoNO7P 2
PC(35:4) 1.58 11.13 | 1.20 5.96E-03 * 8.30 Ca3H7sNOsP 2
PC(36:1) 0.80 11.03 | 2.44 0.01 2.00 Ca4HgsNOsgP 5
PC(36:2) 0.84 11.04 | 6.22 0.03 4.07 Ca4HgaNOsgP 2
PC(36:3) 0.77 9.40 | 5,55 2.86E-02 * 6.83 Ca4Hs2NOsP 2
PC(36:3) 0.73 9.11 | 3.91 3.71E-02 * 8.39 Ca4Hs2NOsP 2
PC(36:4) 0.54 7.92 | 3.59 4,20E-02 * 2.09 Ca4HsoNOsP 2
PC(38:2) 0.70 12.59 | 1.66 0.02 14.50 Ca6HssNOsP 2
PC(38:3) 0.53 11.85 | 6.43 2.38E-03 * 13.91 Ca6HssNOsP 2
PC(38:3) 0.75 12.57 | 1.25 4,17E-02 * 8.11 Ca6HssNOsP 2
PC(38:4) 0.68 9.67 | 2.45 2.43E-03* 2.30 Ca6HsaNOsP 2
PC(38:4) 0.88 10.71 - 0.04 4.04 Ca6HsaNOsP 2
PC(38:5) 0.61 9.40 | 3.69 1.04E-04 * 9.17 Ca6Hs2NOsP 4
PC(38:5) 0.83 8.83 | 1.94 4,20E-02 * 1.98 Ca6Hs2NOsP 2
PC(38:6) 0.65 7.72 | 1.79 3.01E-02 * 2.69 Ca6HsoNOsP 2
PC(38:6) 0.84 9.13 | 1.15 0.05 16.27 Ca6HsoNOsP 2
PC(40:4) 0.71 12.34 | 1.29 3.91E-02 * 3.19 CasHssNOsP 2
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PC(40:5) 0.77 1018 1.17 0.00 3.90 | CasHssNOsP | 5
PC(40:6) 0.78 | 10.18 | 3.07 0.01 8.06 | CasHaaNOsP | 2
PC(40:7) 0.76 | 8.49 | 1.10 | 2.156E-02* 6.52 | CasHszNOsP | 2
PC(42:9) 0.79 |10.16 | 1.19 | 3.44E-02* 9.94 | CsoHszNOsP | 2
PC(0-34:1) 0.89 |11.96| - - 5.88 | CaHaNOP | 2
PC(0-34:3) 0.76 | 9.81 | 1.21 0.01 4.49 | CaHsoNOP | 2
PC(0-36:5) 0.89 | 952 | - - 247 | CaaHsoNO:P | 2

En la Tabla 5-17, se pueden observar los esfingolipidos y esteroles, que estan en su totalidad

regulados a la baja.

Tabla 5-17. Esfingolipidos y esteroles alterados entre los grupos Leve y Severo
determinados por Lipidomica. Se encontraron Esfingolipidos y esteroles a la baja. 1. Cer
41:1;02, 2. Cer 42:1;02, 3. Hex2Cer 32:0;02, 4. HexCer 38:0;03, 5. NeuAcHexCer 34:1;02, 6.
SM 32:1;02, 7. SM 38:1;02, 8. SM 39:1;02, 9. SM 40:1;02, 10. SM 40:2;02, 11. SM 40:2;02,
12. SM 41:1;02, 13. SM 41:2;02, 14. SM 42:1;02, 15. SM 44:1;02, 16. CE(20:5), 17. Glc-
Colesterol. Fold Change, cambio porcentual en la abundancia de la comparacion especificada
calculado como (caso-control)/control) * 100; tiempo de retencion (RTmin); VIP, importancia
variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de p calculados por la
correccion post hoc de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05).
coeficiente de variacion de los metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de
identificacion.

bFold RT
Change (min)

CV for Formula Nivel

dry
cVIP p-value  ~c () molecular  deID

Esfingolipidos

Cer 41:1;,02 0.74 13.42 | 1.19 3.04E-02 * 10.99 C41Hs1NOs3 4
Cer 42:1;02 0.76 13.58 | 1.93 4.75E-02 * 8.96 C42H33NOs3 2
Hex2Cer 32:0;02 0.77 10.18 | 1.21 5.96E-03 * 2.39 Ca4HgsNO13 5
HexCer 38:0;03 0.67 1270 | 1.19 4.68E-04 * 5.87 Ca4Hs7NOg 4
NeuAcHexCer

34:1;02 tize 260 | 2.10 i 421 Cs1H94N2016 3
SM 32:1;02 0.75 6.80 | 1.83 1.56E-02 * 3.06 Cs7H75N206P 2
SM 38:1;02 0.75 12.34 | 2.81 1.37E-03 * 2.26 C43Hs7N206P 2
SM 39:1;02 0.61 12.70 | 2.34 4.68E-04 * 15.92 C44HgaN206P 2
SM 40:1;02 0.76 12.91 | 4.30 7.05E-04 * 5.98 C45H91N206P 2
SM 40:2;02 0.75 1291 | 2.96 8.30E-04 * 4,78 C4sHaoN206P 2
SM 40:2;02 0.79 1251 | 3.11 5.73E-03 * 11.19 C4sHgaN206P 2
SM 41:1;02 0.59 13.10 | 4.19 1.04E-04 * 7.48 C46Ho3N206P 2
SM 41:2;02 0.71 12.77 | 3.20 4.80E-04 * 7.28 C46Ho1N206P 2
SM 42:1;02 0.62 13.28 | 4.57 1.04E-04 * 5.36 C47HgsN206P 2
SM 44:1;02 0.53 14.44 | 2.57 0.03 5.88 Ca9H100N206P 3
Lipidos de esteroles

CE(20:5) 0.79 15.98 | 1.10 3.49E-02 * 2.76 Ca7H7402 2
Glc-Colesterol 0.51 14.36 | 1.03 0.01 8.66 Cs1Hg007 5
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5.4.3 Metabolitos alterados entre los grupos Moderado y Severo

Entre los grupos Moderado y Severo se encontraron 100 metabolitos alterados, entre
carbohidratos, aminoacidos, acilos grasos, &cidos organicos, péptidos, glicerolipidos,
glicerofosfolipidos, esfingolipidos, esteroles y esteroides. En la Tabla 5-18 se pueden observar
los metabolitos con una tasa de cambio (Fold Change) mayor a 1,5 o menor a 0,5.

Respecto a los glicerofosfolipidos, se observaron cambios en 45 metabolitos, de los cuales 24
estaban regulados al alza, en su mayoria LPA y LPC, y 21 a la baja, principalmente PC. La
mayoria de esfingolipidos se encontraron a la baja en las comparaciones 2 a 2, a excepcion de
NeuAcHexCer 42:2;02 (190), que se encontré al alza (Fold change: 1,37, p valor: 0,00883), al
igual que NeuAcHexCer 34:1;02 y Cer 42:1;02. Dentro de este conjunto de metabolitos, 7
presentaron unatasa de cambio (Fold Change) mayor a 1,5y 3 menor a 0,5, siendo el méas alto
el NeuAcHexCer 34:1;02 (Fold change: 2,27) y manitol el mas bajo (Fold change: 0,01).

Tabla 5-18. Metabolitos de la comparacion Moderado versus Severo con un Fold Change
mayor a 1.5 o Menor a 0.5. 7 compuestos estaban al alza, y 3 regulados a la baja, para cada
compuesto se puede ver: Formula molecular; tiempo de retencién (RTmin); ion objetivo o masa;
CV, coeficiente de variacion de los metabolitos en las muestras de QC; GM: metabol6mica
global; GC: cromatografia de gases; LC: cromatografia liquida; GL: lipidémica global, RP: fase
inversa,, QTOF-MS: espectrometro de masas de tiempo de vuelo de cuadrupolo; Fold Change,
cambio porcentual en la abundancia de la comparacion especificada calculado como (caso-
control)/control) * 100; VIP, importancia variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a
los valores de p calculados por la correccién post hoc de la tasa de descubrimiento falso de
Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05).

Compuesto Formula R.T . Targed — CVior Plataforma analitica Fold VIP  pvalor
molecular  (min) ion/Mass QC(%) Change

acido glutamico CsHgNO, 13.38 84.0443 - GM-GC-QTOF-MS 1.87 1.30 3.170E-05
acido 2-hidroxi-3-metilbutirico CsHy003 8.48 1451042 5.56 GM-GC-QTOF-MS 1.90 2.54 1.306E-05
LPC(16:0) Cy4HsoNO,P 234 4953325 496 GL-RP-LC-QTOF-MS 1.73 - -
LPC(16:1) CypHigNO,P 186 493.3168 4.18 GL-RP-LC-QTOF-MS  1.60 - 4.208E-02
LPC(17:0) CyHs,NO,P 326 509.3481 499 GL-RP-LC-QTOF-MS  1.59 - -
LPC(18:3) Co6HagNO,P 234 5173168 2.07 GL-RP-LC-QTOF-MS 1.65 - -
NeuAcHexCer 34:1;,02 Cs1HgsaN,016 26 990.6603 4.27 GL-RP-LC-QTOF-MS 2.27 - -
ribosa CsHy,05P 15.06 103.0567 9.03 GM-GC-QTOF-MS 0.48 - 3.038E-05
manitol CgH1406 18.04 319.1576 8.36 GM-GC-QTOF-MS 0.01 2.04 1.245E-08

acido quenodesoxiglicocoélico Cy6HasNOs 5.63 4493141 435 GMRP-LC-QTOF-MS 0.29 1.03 1.250E-02*



Capitulo 5 83

» Metabolitos alterados entre los grupos Moderado y Severo
determinados por GC/MS

Durante el analisis de GC/MS, se obtuvieron 14 analitos estadisticamente significativos en la
comparacion entre el grupo Moderado y Severo, entre ellos carbohidratos, aminoacidos, acilos
grasos, glicerolipidos y acidos organicos (Tabla 5-19). Los carbohidratos, glicerolipidos y el
aminodcido prolina se encontraron a la baja, y los demas al alza. La tasa de cambio mas alta

correspondié al acido 2-hidroxi-3-metilbutirico

Tabla 5-19 . Metabolitos alterados entre los grupos Moderado y Severo determinados por
GC/MS. Para cada metabolito se céaclculo el Fold Change, p-value, p-FDR, p-Bon y VIP. 1.
ribosa. 2. alosa. 3. manitol. 4. acetil-manosamina. 5. &cido aminobutanoico. 6. prolina. 7. glicina.
8. acido aminomalonico. 9. acido glutamico. 10. tirosina. 11. acido 2-hidroxi-3-metilbutirico. 12.
monopalmitina. 13. &cido glicélico. 14. acido hidroxiisobutirico. Fold Change, cambio porcentual
en la abundancia de la comparacion especificada calculado como (caso-control)/control) * 100;
tiempo de retenciébn (RTmin); VIP, importancia variable en la proyeccion; valor p *
correspondiente a los valores de p calculados por la correccion post hoc de la tasa de
descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05). coeficiente de variacién de los
metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de identificacion.

Fold RT VIP value CV for Férmula Nivel
Change (min) P QC (%) molecular de ID
Carbohidratos y derivados

ribosa 0.48 15.06 - 3.04E-05 9.03 CsH1108P 2
alosa 0.90 17.6 1.1 - 3.84 CeH1206 2
manitol 0.01 18.04 2 1.24E-08 8.36 CeH1406 2
acetil-manosamina 0.72 18.97 - 1.49E-02 24.5 CgH1sNOe 2
Aminoécidos y derivados

acido . 129 | 638 | 15 1.37E-02 16.18 C4HsNO: 2
aminobutanoico

prolina 0.84 8.60 1 - - CsHgaNO2 2
glicina 1.34 1053 | 1.3 2.63-E-02 26.22 C2HsNO2 2
acido aminomalénico 1.41 1271 | 1.7 1.62E-02 24.93 C3HsNO4 2
acido glutamico 1.87 13.38 | 1.30 3.17E-05 - CsHoNO4 2
tirosina 1.06 1739 | 1.1 - 6.12 CoH11NO3 2
Acilos grasos

acido 2-hidroxi-3- 190 | 848 | 25 | 1.31E-05 5.56 CsH1003 2
metilbutirico

Glicerolipidos

monopalmitina | 090 [2349] 1.1 | - | 1330 | CiHssOs | 2
Acidos organicos y derivados

acido glicélico 1.21 7.1 2.2 4.04E-04 6.57 C2H40s3 2
acido

hidroxiisobutirico 1.30 7.91 1.7 1.55E-02 3.64 C4HsOs3 2
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» Metabolitos alterados entre los grupos Moderado y Severo
determinados por LC/MS

Se encontraron 13 metabolitos alterados, correspondientes a glicerofosfolipidos, péptidos,
esfingolipidos y esteroides. En la Tabla 5-20 se puede observar la tasa de cambio al alza para

los LPC y el PC(34:3), y regulado a la baja para otras especies de PC.

Tabla 5-20. Metabolitos alterados entre los grupos Moderado y Severo determinados por
LC/MS. Se presentan las tasas de cambio (Fold Change) de metabolitos que presentaron
cambios en sus niveles de concentracion de manera estadisticamente significativa. Se observan
glicerofosfolipidos, péptidos, esfingolipidos y esteroides. 1. LPC(16:0). 2. LPC(18:1). 3-4.
LPC(18:2). 5. PC(34:3). 6-7. PC(38:5). 8. PC(40:7). 9. Ser-Ser-OH. 10. NeuAcHexCer
(42:2;02), 11. 9. 9-O-acetyl GTb1(d18:1/18:0), 12. GalNAc-Gal-GlcNAc-(Gal-GIcNAc)Gal-
GIcNAc-Gal-Glc-Cer(d18:1/18:0), 13. &cido quenodesoxiglicocoélico. Fold Change, cambio
porcentual en la abundancia de la comparacion especificada calculado como (caso-
control)/control) * 100; tiempo de retencién (RTmin); VIP, importancia variable en la proyeccion;
valor p * correspondiente a los valores de p calculados por la correccion post hoc de la tasa de
descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05). coeficiente de variacién de los
metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de identificacion.

Fold RT VIP value CV for Férmula Nivel
Change (min) P QC (%) molecular de ID
Glicerofosfolipidos

LPC (16:0) 1.08 6.80 [ 1.94 | 2.00E-02 1.61 CasHsoNO7P 2
LPC (18:1) 1.36 6.98 | 2.64 | 3.01E-02 1.33 | C26Hs2NO7P 2
LPC (18:2) 1.32 651 | 1.10 | 3.26E-02 3.38 | CasHsoNO7P 2
LPC (18:2) 1.23 6.61 | 269 | 2.91E-02 1.75 | Co6HsoNO7P 2
PC(34:3) 131 [1084 ] - 4.43E-02 4.78 | Cu2HsNOgP 2
PC(38:5) 0.69 [11.93 | 1.58 [ 7.87E-03* 416 | CusHs2NOsP 3
PC(38:5) 0.83 | 11.35 | 2.40 | 2.00E-02 3.58 | CusHs2NOsP 2
PC(40:7) 074 |11.16 | 1.18 | 2.05E-02* 5.21 CasHs2NOgsP 2
Péptidos

Ser-Ser-OH [ 082 [ 028 [ 243 ] 6.40E-04* | 231 | Ci2HuN2Os | 3
Esfingolipidos

?ﬁg%”gxcer 137 [1126 | - | 8.83E-03 9.60 | CsoH10sN2016 | 5
9-O-acetyl N

GTb1(d18:1/18:0) 0.60 5.41 - 5.18E-04 441 Co7H167NsOas 5
d18:1/18:0 0.59 5.41 - 4 51E-04* 7.16 CosH173N504s 5
Esteroides
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acido

o 0.29 5.63 | 1.03 | 1.25E-02* 4.35 C26Ha3NOs 3
guenodesoxiglicocélico

» Metabolitos alterados entre los grupos Moderado y Severo
determinados por lipidémica

Se encontraron 73 metabolitos alterados, entre ellos &cilos grasos, glicerolipidos,
glicerofosfolipidos, esfingolipidos y lipidos esteroles. En la Tabla 5-21 se observan los
metabolitos correspondientes a acilos grasos y glicerolipidos. Los TG estan regulados a la baja,
a excepcion de TG(50:3) y TG(54:1).

Tabla 5-21. Metabolitos alterados entre los grupos Moderado y Severo, determinados por
Lipidémica. Se presentan las tasas de cambio (Fold Change) de metabolitos que presentaron
cambios en sus niveles de concentracién de manera estadisticamente significativa. Se observan
compuestos por acilos grasos y glicerolipidos. 1. Metil-buten-ol, 2. DG(32:1), 3. DG(32:2), 4.
TG(46:1), 5. TG(46:2), 6-7. TG(48:1), 8. TG(48:2), 9. TG(48:3), 10. TG(49:2), 11. TG(50:3), 12.
TG(50:4), 13. TG(50:5), 14. TG(54:1), 15. TG(56:4), 16. TG(56:6), 17. TG(57:3), 18. TG(58:7),
19. TG(58:8). Fold Change, cambio porcentual en la abundancia de la comparacion
especificada calculado como (caso-control)/control) * 100; tiempo de retencion (RTmin); VIP,
importancia variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de p calculados
por la correccion post hoc de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR <
0,05). coeficiente de variacion de los metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y
nivel de identificacion.

bFold RT cVIP  “p-value CV for Formula Nivel de

Change (min) QC (%) molecular ID
Acilos grasos
Metil-buten-ol | 125 [ 38| - | 003 | 840 | GCsHWO | 3 |
Glicerolipidos
DG(32:1) 1.03 14.77 - - 3.01 C35Hes05 3
DG(32:2) 0.90 14.77 - - 6.81 C35He405 5
TG(46:1) 0.82 14.74 - - 4.21 Ca9H9206 3
TG(46:2) 0.83 14.37 - - 5.54 C49Hg900s 3
TG(48:1) 1.00 14.43 - - 7.02 C51H9606 5
TG(48:1) 0.91 15.19 1.56 - 5.00 C51H9606 3
TG(48:2) 0.90 1476 | 1.65 - 5.13 Cs1H940s6 3
TG(48:3) 0.93 14.40 - - 6.62 Cs1Hg206 3
TG(49:2) 0.90 14.99 - - 7.49 Cs3Ho60s 4
TG(50:3) 1.04 14.76 1.18 - 6.00 C53H9606 3
TG(50:4) 0.99 14.43 - - 7.13 Cs3Hg40s6 3
TG(50:5) 0.95 14.14 - - 8.84 Cs3Hg206 3
TG(54:1) 1.03 15.05 - - 8.35 Cs7H10006 3
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TG(56:4) 082 |1585] 1.05 | 0.05 2.33 CsoH10606 4
TG(56:6) 093 |15.07 | 1.21 - 4.69 CsoH10206 3
TG(57:3) 0.81 |14.84 | 1.09 - 7.36 CsoH11006 5
TG(58:7) 085 |1502| - - 3.96 Cs1H10406 4
TG(58:8) 088 |14.83| - - 8.61 Cs1H10206 4

En la Tabla 5-22 estan los glicerofosfolipidos alterados. Se encontré un LPA, 13 LPCy 5 PC

regulados al alza, y 18 PC restantes a la baja.

Tabla 5-22. Metabolitos alterados entre los grupos Moderado y Severo determinados por
Lipidomica. Se presentan las tasas de cambio (Fold Change) de glicerofosfolipidos que
presentaron cambios en sus niveles de concentracion de manera estadisticamente significativa.
1. LPA(20:4), 2-3. LPC(16:0), 4. LPC(16:1), 5. LPC(17:0), 6-7. LPC(18:0), 8. LPC(18:1), 9-10.
LPC(18:2), 11. LPC(18:3), 12. LPC(20:3), 13-14. LPC(20:4), 15. PC(35:4), 16. PC(36:1), 17.
PC(36:2), 18-19. PC(36:3), 20. PC(36:4), 21. PC(38:2), 22-23. PC(38:3), 24-25. PC(38:4), 26-
27. PC(38:5), 28-29. PC(38:6), 30. PC(40:4), 31. PC(40;5), 32. PC(40:6), 33. PC(40:7), 34.
PC(40:9), 35. PC(0-34:1), 36. PC(0-34:3), 37. PC(0-36:5). Fold Change, cambio porcentual en
la abundancia de la comparacion especificada calculado como (caso-control)/control) * 100;
tiempo de retencibn (RTmin); VIP, importancia variable en la proyeccién; valor p *
correspondiente a los valores de p calculados por la correccién post hoc de la tasa de
descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05). coeficiente de variacién de los
metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de identificacion.

bFold  RT CVIOr  Formula Nivel
Change (min) cVIP “p-value 8/3 molecular de D

Glicerofosfolipidos

LPA(20:4) 1.42 2.63 - 0.02 8.38 Ca3H300,P 3
LPC(16:0) 1.73 2.34 - - 4.96 C24Hs0NO-P 2
LPC(16:0) 1.41 2.62 - 0.02 6.00 C24Hs50NO7P 2
LPC(16:1) 1.60 1.86 - 0.04 4.18 CosH4gNO7P 2
LPC(17:0) 1.59 3.26 - - 4.99 CosHs5oNOLP 2
LPC(18:0) 1.36 3.61 - - 7.05 C26Hs4NO-P 2
LPC(18:0) 1.42 3.89 - - 2.33 C26Hs4NO-/P 2
LPC(18:1) 1.47 2.87 - - 6.37 CosHs5oNO7P 2
LPC(18:2) 1.29 1.94 - 0.04 12.95 Ca26Hs0NO-P 2
LPC(18:2) 1.44 2.12 - 0.04 4.70 CosHso0NO7P 2
LPC(18:3) 1.65 2.34 - - 2.07 C26H4sNO-,P 2
LPC(20:3) 1.10 2.48 - - 2.32 CasHsoNO-P 2
LPC(20:4) 1.34 2.06 - - 7.78 C2gHsoNO7P 3
LPC(20:4) 1.10 2.48 - - 6.71 Ca2sHsoNO-P 2
PC(35:4) 1.13 11.13 - - 8.30 Ca3H7sNOgP 2
PC(36:1) 0.92 11.03 | 1.12 - 2.00 Ca4HgsNOsgP 5
PC(36:2) 0.92 11.04 | 3.60 - 4.07 Ca4HgsNOsP 2
PC(36:3) 0.79 9.40 7.21 0.01 6.83 C4HgoNOgP 2
PC(36:3) 0.88 911 - - 8.39 CuHsoNOgP 2
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PC(36:4) 1.10 7.92 - - 2.09 Ca4HgoNOsP 2
PC(38:2) 0.80 1259 | 1.66 - 14.50 CasHgsNOsP 2
PC(38:3) 0.64 11.85 | 6.70 0.00 13.91 C4sHsgsNOgP 2
PC(38:3) 0.78 12.57 | 1.37 0.01 8.11 C46HssNOgP 2
PC(38:4) 0.73 9.67 | 2.53 0.00 2.30 CasHgaNOsP 2
PC(38:4) 0.82 10.71 | 8.01 0.00 4.04 CasHsaNOsP 2
PC(38:5) 0.80 9.40 | 2.62 0.02 9.17 CusHs2NOgP 4
PC(38:5) 0.83 8.83 | 2.58 0.02 1.98 C4sHs2NOgP 2
PC(38:6) 1.04 7.72 - - 2.69 C46HsoNOgP 2
PC(38:6) 0.59 9.13 | 2.78 | 1.85E-05* 16.27 C46HsoNOgP 2
PC(40:4) 0.84 12.34 | 1.16 0.05 3.19 CasHgsNOsP 2
PC(40:5) 0.78 10.18 | 1.28 0.00 3.90 C4sHsgsNOgP 5
PC(40:6) 0.76 10.18 | 3.63 0.01 8.06 C4sHssNOgP 2
PC(40:7) 0.80 8.49 | 1.03 0.03 6.52 CasHsoNOgP 2
PC(42:9) 0.77 10.16 | 1.44 0.01 9.94 CsoHs2NOgP 2
PC(0-34:1) 0.81 11.96 | 1.48 0.01 5.88 Ca2HgsNO7P 2
PC(0-34:3) 1.06 9.81 - - 4.49 Ca2HsoNO-P 2
PC(0-36:5) 1.11 9.52 - - 2.47 Ca4HsoNO-P 2

En su mayoria, los esfingolipidos se encontraron regulados a la baja, a excepcién de Cer
42:1;02 y NeuAcHexCer 34:1;02, este ultimo con la mayor tasa de cambio (FC: 2,27), en la
Tabla 5-23 se observan los esfingolipidos y esteroles hallados.

Tabla 5-23. Metabolitos alterados entre los grupos Moderado y Severo determinados por
Lipidomica. Fold Change de metabolitos compuestos por esfingolipidos y Lipidos esteroles. 1.
Cer 41:1;02, 2. Cer 42:1;02, 3. Hex2Cer 32:0;02, 4. HexCer 38:0;03, 5. NeuAcHexCer
34:1;02, 6. SM 32:1;02, 7. SM 38:1;02, 8. SM 39:1;02, 9. SM 40:1;02, 10-11. SM 40:2;02, 12.
SM 41:1;02, 13. SM 41:2;02, 14. SM 42:1;02, 15. SM 44:1;02, 16. CE(20:5), 17. Glc-
Colesterol. Fold Change, cambio porcentual en la abundancia de la comparacion especificada
calculado como (caso-control)/control) * 100; tiempo de retencion (RTmin); VIP, importancia
variable en la proyeccion; valor p * correspondiente a los valores de p calculados por la
correccion post hoc de la tasa de descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR < 0,05).
coeficiente de variacién de los metabolitos en las muestras de QC, formula molecular y nivel de
identificacion.

bFold RT
Change (min)

CV for Férmula Nivel

dp-
cVIP p-value QC (%) molecular de ID

Esfingolipidos

Cer 41:1;,02 0.96 13.42 - - 10.99 C41Hs1NOs3 4
Cer 42:1;,02 1.01 13.58 - - 8.96 Ca2Hs3NOs3 2
Hex2Cer 32:0;02 0.79 10.18 | 1.29 0.00 2.39 Ca4HgsNO13 5
HexCer 38:0;03 0.83 12.70 - 0.01 5.87 Ca4Hg7NOg 4
NeuAcHexCer

34:1;02 —— 2.60 ) i 4.27 Cs1H94N2016 3
SM 32:1;02 0.91 6.80 - - 3.06 C37H7sN206P 2
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SM 38:1;02 0.90 12.34 | 141 - 2.26 Ca3Hs7N206P 2
SM 39:1;02 0.79 12.70 | 1.22 0.01 15.92 Ca4HgaN206P 2
SM 40:1;02 0.91 1291 | 212 - 5.98 C45Ho1N206P 2
SM 40:2;02 0.91 1291 | 1.46 - 4.78 Ca5HaoN206P 2
SM 40:2;02 0.93 12.51 - - 11.19 Ca5HgaN206P 2
SM 41:1;02 0.83 13.10 | 1.71 0.03 7.48 Ca6Ho3N206P 2
SM 41:2;02 0.86 12.77 | 1.70 0.02 7.28 Ca6Ho1N206P 2
SM 42:1;02 0.83 13.28 | 2.36 0.05 5.36 Ca7HosN206P 2
SM 44:1;02 0.98 14.44 - - 5.88 Ca9H100N206P 3
Lipidos de esteroles

CE(20:5) 0.97 15.98 - - 2.76 Ca7H7402 2
Glc-Colesterol 0.83 14.36 - - 8.66 Cs1H9007 5

5.5 Exploracion de marcadores pronaostico

Se realizaron curvas ROC para las comparaciones 2 a 2 de los grupos de estudio, para evaluar
posibles marcadores de ingreso a UCI de los pacientes hospitalizados. En la Figura 5-22 se
observan las curvas ROC con un &rea bajo la curva (AUC) cercano o mayor a 0,8 y una grafica

de cajas para cada metabolito que muestran si el cambio fue al alza o a la baja.

Figura 5-22. Curvas ROC. Discriminacion de los metabolitos alterados entre los grupos leve
(verde) moderado (amarillo), y severo (fucsia) mediante curvas ROC y graficos de cajas, en
cada curva ROC se puede ver su respectivo AUC, sensibilidad y especificidad. Leve versus
moderado: A) LPC(16:0), B) PC(38:6), C) indolina, D) colina, E) PA(30:0), F) hidroxi-24-
(dimetilfosforil)-25,26,27-trinorcolecal, G) ribosa, H) acetoacetato, ) n-acetil-manosamina. Leve
versus severo: J) ribosa, K) SM 39:1;02, L) PC(38:4), M) Indolina, N) Ser-Ser-OH, O)
PA(30:0), P) hidroxi-24-(dimetilfosforil)-25,26,27-trinorcolecal, Q) acido aminobutanoico, R)
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acetoacetato. Moderado versus severo: S) PC(38:6), T) PC(38:4),

OH, W) &cido 2-hidroxi-3-metilbutirico, X) acido glutamico.
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5.6 Andlisis de vias metabdlicas alteradas en pacientes con
COVID-19

Mediante la herramienta MetaboAnalyst 5.0 se realiz6 un andlisis de rutas con ID Human
Metabolome Database (HMDB) (Figura 5-23). Se encontraron principalmente alterados, en
orden del mayor a menor, la biosintesis de aminoacil-ARNt, el metabolismo de alanina,
aspartato y glutamato, del glioxilato y dicarboxilato, del acido linoleico, la biosintesis de acidos
grasos insaturados, el metabolismo de los glicerofosfolipidos y el ciclo de Krebs (TCA), entre

otros.

Figura 5-23: Rutas bioquimicas alteradas. El color del nodo se basa en su valor p y el radio
del nodo se determina en funcion de los valores de impacto causados por el SARS-CoV-2 en la
ruta, por lo tanto, los valores p menores con valor de impacto mas altos reflejan las vias
alteradas por relevancia.
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RUTAS BIOQUIMICAS ALTERADAS EN SARS-CoV-2

N° Ruta metabdlica P

1 |Biosintesis de aminoacil-tRNA 1.44E-01
2 | Metabolismo de alanina, aspartato y glutamato 0.0012965
3 | Metabolismo de glioxilatos y dicarboxilatos 0.002166
4 | Metabolismo del &cido linoleico 0.0030443
5 | Biosintesis de acidos grasos insaturados 0.0033752
6 | Metabolismo de los glicerofosfolipidos 0.0033752
7 | Ciclo de citrato (ciclo TCA) 0.0049029
8 | Metabolismo de la tirosina 0.0059505
9 | Metabolismo del piruvato 0.0064645
10| Biosintesis de valina, leucina e isoleucina 0.0082418
11 | Metabolismo de la glicina, la serina y la treonina 0.02005
12| Biosintesis de arginina 0.02505
13 | Metabolismo del butanoato 0.028584
14 | Metabolismo de la arginina y la prolina 0.029189
15| Degradacion de valina, leucina e isoleucina 0.033372
16 | Metabolismo de los esfingolipidos 0.053488
17 | Biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano 0.07039
18 | Glucdlisis / Gluconeogénesis 0.078339
19 | Sintesis y degradacién de cuerpos ceténicos 0.087226
20 | Metabolismo del glutation 0.089135
21| Metabolismo de la porfirina y la clorofila 0.10035
22 | Metabolismo del nitrogeno 0.10377
23| Metabolismo de D-Glutamina y D-glutamato 0.10377
24 | Metabolismo de la cisteina y la metionina 0.11788
25 | Metabolismo de ascorbato y aldarato 0.13599
26 | Biosintesis de ubiguinona y otros terpenoides-quinonas 0.15168
27 | Degradacion de 4cidos grasos 0.15499
28 | Metabolismo de la fenilalanina 0.16709
29 | Metabolismo del acido alfa-linolénico 0.21173
30 | Biosintesis de ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) 0.22609
31 | Metabolismo de la histidina 0.25406
32| Via pentosa fosfato 0.33224
33| Metabolismo del propanoato 0.34447
34 | Metabolismo de la galactosa 0.39129
35 | Sistema de sefializacion de fosfatidilinositol 0.40248
36 | Metabolismo del fosfato de inositol 0.42427
37 | Metabolismo del acido araquidénico 0.48514
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38 | Metabolismo de aminoazucares y nucleotidos de azlcares 0.49466
39 | Elongacion de acidos grasos 0.5132
40 | Biosintesis de esteroides 0.53978
41 | Biosintesis primaria de acidos biliares 0.57305
42 | Biosintesis de acidos grasos 0.581
43| Metabolismo de las purinas 0.7019
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6.Discusion

Una de las caracteristicas de la COVID-19 es la baja predictibilidad sobre su curso, lo
cual ha dificultado su manejo clinico, esta situacion ha derivado en la implementacion
de estrategias que permitan identificar biomarcadores de la evolucién de la enfermedad.
Por lo tanto, este estudio abordd la caracterizacion del metaboloma del plasma
sanguineo en una poblacién bogotana de sujetos positivos para SARS-CoV-2, mayores
de 18 afios, y su relacion con el espectro clinico de la enfermedad. Los andlisis
experimentales y computacionales desarrollados permitieron identificar potenciales
biomarcadores metabdlicos relacionados con los grupos leve, moderado y severo de
COVID-19.

Se realizd un analisis estadistico de los laboratorios clinicos de los pacientes,
evidenciando un aumento significativo de la bilirrubina con respecto a la severidad de
la enfermedad (P = 0,01), este se ha relacionado ampliamente con lesiones en higado
y vias biliares en pacientes criticos que ingresan a UCI (191,192). Sin embargo, los
mecanismos de dafio hepatico no se comprenden totalmente, las hipotesis principales
proponen que es por ingreso del virus a las células hepéaticas o a las células de las vias
biliares mediante el receptor ACE2, por hipoxia, por farmacos o por inflamacién (193-
196).

Asi mismo, reportamos para la poblacién una correlacion de la severidad de la COVID-
19 con neutrofilia (P = 1e-04), los neutroéfilos son leucocitos conocidos como productores
de citoquinas proinflamatorias, que en estudios previos fueron asociados a un cuadro

de inflamacién crénica, complicaciones y mal prondstico de la COVID-19 (197)(198).
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Igualmente, monocitosis, que aumentd de pacientes leves a moderados, con ligera
disminucién en los severos (P = 0,01) y la deshidrogenasa lactica (P = 0,008), una
enzima intracelular de gran relevancia en la glucolisis anaerobia y la sintesis de ADN,
gue es utilizada como marcador inespecifico de dafio organico, se encontro
particularmente incrementada en el grupo severo, concordante con las complicaciones

de los casos severos y el posible desenlace mortal de la COVID-19.

Respecto a los marcadores de inflamacién, como la proteina C reactiva (P = 0,43), el
Dimero D (P =0,24), la Ferritina (P = 0,1) y la Procalcitonina (P = 2e-04), se encontraron
aumentados conforme el grado de severidad, aunque algunos de estos tuvieron un valor
p mayor que el nivel de significancia 0.05, se han relacionado previamente como
marcadores de severidad de la enfermedad (199)(200), por lo que un valor no
significativo podria relacionarse con un nimero bajo de pruebas de laboratorio para
estos analitos particulares en los sujetos de estudio.

Recientemente, ha tomado importancia el papel del metabolismo y su relacién con el
sistema inmune, durante los ultimos afios se han hecho grandes hallazgos de lo que
ahora se conoce como el inmunometabolismo, en este se estudian las alteraciones en
la funcién de las células inmunitarias y la relacion con los cambios en las vias
bioquimicas (201). Por lo que aun existe un gran desconocimiento del papel del estrés
oxidativo, la sefalizacién inflamatoria, el sistema endocrino, e incluso, en la interaccion
entre las diferentes vias metabdlicas y de sefializacion celular. El papel del
inmunometabolismo ha tomado mayor interés durante la pandemia del COVID-19, en
donde algunas comorbilidades asociadas al sindrome metabdlico y los procesos
inflamatorios se han relacionado a las complicaciones y la mortalidad de la enfermedad
(202).

Por lo tanto, cabe recalcar que los antecedentes clinicos de los pacientes en los grupos
de este estudio también muestran una estrecha relacién entre las patologias cronicas
no transmisibles y la gravedad del cuadro desarrollado. Se observo en la poblacidén de

estudio antecedentes de: diabetes, hipertension y enfermedad cardiovascular, siendo
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estas ya ampliamente descritas en la literatura como factores de riesgo para un
desenlace grave o severo de la COVID-19, donde se han evidenciado diferencias con
los casos que no presentan dichas comorbilidades. En este estudio el 40 % de los
sujetos del grupo severo presentan hipertension, 20 % diabetes y 20 % enfermedad

cardiovascular.

Respecto a las alteraciones metabdlicas asociadas al desenlace severo de la COVID-
19, en este trabajo de investigacion se realizé un abordaje amplio, que incluyé el uso
de LC/MS, GC/MS y Lipidémica, con el objetivo de detectar cambios metabolémicos
asociados a la severidad enfermedad. Por lo que a los pacientes hospitalizados se les
tomd una muestra sanguinea el primer dia de ingreso, desconociendo el desenlace de
la COVID-19. Posteriormente, se tuvieron en cuenta tanto los pacientes que avanzaron
a un estado severo e ingresaron a UCI, como los que no lo requirieron. Esto permitié
realizar la busqueda de potenciales marcadores de un desenlace severo en pacientes

hospitalizados.

El andlisis de componentes principales, realizado para cada plataforma, mostré que los
grupos de estudio se separaron tanto entre cohortes como respecto a los controles, lo
gue indica que el perfil del metaboloma sérico difiere de acuerdo con el desenlace de la
COVID-19. Durante el curso de la investigacion, se encontraron diferentes grupos de
metabolitos alterados, incluyendo glicerofosfolipidos, glicerolipidos, esfingolipidos,
acidos grasos, esteroles, acidos organicos, aminoacidos, carbohidratos, indoles,
péptidos, esteroides, fosfocolinas compuestos organonitrogenados y
organooxigenados, esto es evidencia de que estamos frente a una patologia sistémica

gue genera afeccion multiorganica.

El metabolismo lipidico fue el que mostr6 un mayor nimero de metabolitos con
variaciones en sus niveles, lo que sugiere que es el metabolismo mas alterado.
Previamente, otros investigadores han sugerido que el SARS-CoV-2 podria estar

reconfigurando el metabolismo de los lipidos e induciendo una remodelacion en la
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composicion lipidica de las membranas celulares (203). Los glicerofosfolipidos, son los
principales componentes de las membranas biologicas, de estos se encontraron 45
metabolitos, cuyos niveles varian significativamente en los casos severos, de los cuales
24 estaban al alza, en su mayoria LPA y LPC, y 21 regulados a la baja, principalmente
PC.

Referente a las LPC, estas se sintetizan por la accion de la superfamilia de enzimas
PLA2, que hidrolizan el acido graso de la posicion sn-2 de la PC de membrana (204),
liberando acido araquidénico al citosol, el cual se asocia a la exacerbacion de la
enfermedad (203). El &cido araquidonico, deriva en la produccion de hormonas
eicosanoides, incluyendo, prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, lipoxinas y
factores activadores de plaquetas (205), también promueve la exocitosis en
macréfagos, desgranulacién de mastocitos y eosindfilos, y la produccion de citocinas y
quimiocinas de macrofagos, neutréfilos, eosinofilos, monocitos y células endoteliales.
Este proceso inflamatorio conlleva a la produccion de Especies reactivas del oxigeno
(ROS) y al dafio oxidativo (206).

Las fosfolipasas se agrupan en 4 categorias, siendo las méas estudiadas PLA2 secretora
(sPLA2) y PLA2 asociada a lipoproteinas (Lp-PLA2), cada una actia de manera
independiente en el metabolismo de lipidos y se han relacionado con diferentes
patologias. Tras secretar LPC, este se hidroliza a LPA y a colina por autotaxina (ATX),
una lisofosfolipasa D plasmatica (lisoPLD) (204). EI aumento de LPC y LPA se ha
evidenciado en los pacientes COVID-19 severos, asociado al incremento en la hidrolisis
de PC, que a su vez se encuentra disminuido en el plasma sanguineo. Relacionamos
el aumento de LPC y la accion de PLA2 con el proceso inflamatorio en el paciente
critico, esto se ha sugerido previamente en otras patologias, incluyendo el dolor articular

cronico y el dolor neuropético (207)(208).

En cuanto a los esfingolipidos, algunas de estas moléculas desempeian funciones
estructurales y biologicas, incluyendo funciones en la regulacion de la inflamacion, la

activacion de células inmunitarias, el reconocimiento de agentes exdgenos, la
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transduccion de sefiales, la motilidad, el crecimiento, la senescencia celular, la
diferenciacion y el destino celular, ya que estan implicadas en la regulacion de la via
intrinseca y extrinseca de la apoptosis. Entre ellas, las ceramidas y la esfingosina-1-
fosfato (S1P), han sido las mas estudiadas, la primera se ha relacionado con induccién
de apoptosis, y la segunda con supervivencia y diferenciacion celular (209). Otros
estudios describen sus funciones en la respuesta alérgica de los mastocitos y otras
células alveolares como los macréfagos y las células epiteliales (210). Ademas, los
esfingolipidos, asociados al colesterol y proteinas de membrana (211), forman balsas

lipidicas, las cuales tienen funciones en la homeostasis de la apoptosis (209).

La alteracion en el metabolismo de los esfingolipidos se ha evidenciado en diversas
enfermedades, incluyendo: infecciones pulmonares y enfermedades respiratorias,
como asma (212,213); enfermedades cardiovasculares (214) como miocardiopatia
lipotéxica (215), almacenamiento de tejido adiposo, principalmente debido al aumento
de ceramidas, como C16:0, inflamacién, obesidad, diabetes, neurodegeneracion,
enfermedades de la piel, pérdida del cabello, afectacién en el desarrollo de huesos y
cartilagos (216), infecciones virales (217), y cancer (218), mediante la supervivencia
de células tumorales, infiltracion y resistencia a quimioterapia. En COVID-19 se ha

relacionado con tropismo, replicacion y patogenicidad viral (210).

Los intermediarios en la biosintesis y degradacion de los esfingolipidos, que estan
implicados en varias vias de sefalizacion, y los lipidos esteroles, que se convierten en
hormonas, participan en la regulacion del trafico de membranas (219), mediando la
unién ligando — receptor en la entrada del virus (220). Por su parte, se describio que el
receptor ACE2, desempeiia un papel importante en la regulacion de lipidos, el estrés
en el reticulo endoplasmico y la funcion mitocondrial (221). Algunas alteraciones,
principalmente en ceramidas, influyen en la unién del ACE2 al SARS-CoV-2, en un
mecanismo dependiente de formacién de balsas lipidicas (222), estas se ubican en:
membrana plasmatica, RE, complejo de Golgi, y en membranas de endosomas y

fagosomas, lo que facilitaria el ingreso del virus a las células hospedera (223).
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Asi mismo, es bien sabido que las balsas lipidicas requieren de colesterol, el aumento
de este se ha asociado con la susceptibilidad a adquirir infecciones virales, incluyendo
la infeccién por el virus de la hepatitis murina (MHV) y SARS-CoV-2 (224). Sin embargo,
los esteroles son una familia de moléculas con funciones muy amplias, algunos de ellos
con funciones como anticancerigenos, antiinflamatorios, inmunomoduladores y
antivirales (225,226). En este estudio se identifico al Glc-colesterol, al igual que otros
esteroles como CE(20:5), con niveles reducidos en los pacientes frente a controles. Esta
reduccién de esteroles puede tener varios origenes, por una parte podria ser la
consecuencia del deterioro progresivo de las membranas celulares (227), por regulacion
a la baja de las enzimas implicadas en su biosintesis como la 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A reductasa (HMG CoA reductasa) (228), o a su regulacion por medio de la
proteina de unién a elementos reguladores de esteroles (SREBP) en el RE, esto
asociado a un mecanismo de proteccion celular en el cual se detiene la sintesis de

esteroles cuando hay niveles criticos de colesterol (229).

Otro tipo de lipidos alterados fueron los triacilgliceroles (TG) y diacilgliceroles (DG), que
estan estrechamente relacionados con la dependencia del ciclo viral al metabolismo de
los glicerolipidos. La sintesis de TG se considera fundamental para la produccién de
viriones y la formacion de gotas de lipidos (LD) (203). Las LD, ademas de participar en
la replicacién, estan asociadas a produccion de ATP a través de la 3-oxidacion (230), y
a la modulacién de la produccion de mediadores inflamatorios (231). En la generacion
de LD, participan acidos grasos como el palmitato, que se convierte a DG y luego en
TG por diacilglicerol o-aciltransferasa 1 (DGAT1) y 2 (DGAT2) (232). Ademas, las
proteinas virales como: nspl, nsp5, orf6 y orf9c, participan en la sintesis de TG, lo que
naturalmente provocaria la formacion de LD (203).

Los acidos grasos tienen cadenas hidrocarbonadas compuestas por 4 a 28 carbonos
monocarboxilicos (233), ellos varian segun su grado de insaturacion y ramificaciones,
siendo su concentracion celular muy baja (102). Los de cadena corta tienen menos de

6 carbonos, los medianos cuentan con 6 a 12 carbonos y los de cadena larga con 12
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carbonos o0 méas (234). Se ha reportado, que durante la infeccion viral los acidos grasos
suelen aumentar debido a su necesidad funcional en la replicacion viral, siendo
contribuyentes de membranas de vesiculas replicativas. Sin embargo, también se ha
descrito que los monoacilgliceroles (monopalmitina, monomiristina y monolaurina),
presentan propiedades antivirales y previenen infecciones intestinales por coronavirus

(235), encontrandose a la baja en pacientes moderados y severos.

Los &cidos grasos, en los casos leves respecto a los moderados, se encontraron
regulados a la baja el Metil-buten-ol, el acido dodecenodioico, el &cido
hidroxitetradecanodioico, el heptanol, el acido heptanoico y el acido azelaico, y
regulados al alza el Beta-hidroxiisovalerato, el acido palmitico, el &cido linoleico, el &cido
estearico y el acido oleico. Asi mismo, se hallaron a la baja en los casos leves, respecto
a los severos, pero incluyendo el acido hexanoico, a la baja, y al 4cido 2-hidroxi-3-
metilbutirico, el acido palmitoleico, el acido heptadecanoico, regulados al alza.
Finalmente, en los casos moderados frente a los severos, se encontro al alza el Metil-

buten-ol y el acido 2-hidroxi-3-metilbutirico.

Los acidos grasos saturados también cumplen funciones en las vias de la inflamacion,
como el acido palmitico, que ademas, influye en la resistencia a la insulina (236). El
acido palmitico y el acido estearico, son los mas consumidos en la dieta occidental, y
estos se asocian con el incremento del colesterol (237,238). Se ha descrito en COVID-
19, que el acido palmitico modula la produccion de citocinas, como IL183, IL6 e IFNB1;
guimiocinas, como CCL2, CCL5 y CXCL38; reguladores de traduccion, como EEF1A;
factores de transcripcion, como FOS y NFkB; moléculas implicadas en la apoptosis,
como BAX.; y la expresion de ACE2 (239). Adicionalmente, la palmitoilacion de la
proteina S del SARS-CoV-2 es esencial en la infectividad viral (240).

En contraste, derivados del acido palmitico como el acido palmitoleico, generado por
biosintesis en tejido adiposo e higado por accion de la estearoil-CoA desaturasa-1, tiene

funciones antiinflamatorias. Este se incorpora en fosfolipidos, triacilgliceroles y ésteres
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de colesterol, aumentando la lipdlisis, el consumo de oxigeno, la oxidacion de acidos
grasos y el contenido de ATP en adipocitos, reduciendo la expresion de proteinas
superficiales de adhesion, e induciendo la expresion de genes proinflamatorios en
células endoteliales estimuladas por TNFa. Sin embargo, la mayoria de estos hallazgos
se han realizado in vitro 0 en ratones, por lo que no es claro su mecanismo en humanos
(241,242).

El B-hidroxiisovalerato, se ha asociado a estados de hipoxia, que son mas recurrentes
con la severidad de la enfermedad. El &cido oléico, se ha vinculado a cuadros clinicos
severos debido a que incrementa la actividad de PLA2 (183). Asi mismo, el acido
estearico favorece la inflamacion por mecanismos dependientes de la activacion del
factor nuclear Kappa B (NF-KB), un factor de trascripcion que regula la expresion de
factores proinflamatorios como TNF-q, IL-6 e IL-1B3, que median a su vez la activacion
del inflamasoma y la muerte celular, realizando un feedback positivo sobre NF-K(@
(243,244). EIl prenol, Metil-buten-ol, se encontré disminuido en casos moderados
respecto a leves, sin embargo, aumentd en los casos severos respecto a los
moderados, este se sintetiza a partir de los precursores de carbono isopentenil difosfato
y dimetilalil difosfato, que se producen principalmente a través de la via del acido
mevalonico (245), intermediario en la biosintesis de colesterol. Sin embargo, se carece
de informacién previa en SARS-CoV-2, por lo que podria considerarse como un

potencial marcador de mal pronéstico para COVID-19.

Por su parte, el 2-hidroxi-3 metil butirico, fue el metabolito con la mayor tasa de cambio
(FC:1.9), en el grupo severo respecto a moderados. Este ha sido reportado previamente
como un posible predictor de severidad (246,247). Si bien se desconoce con precision
el rol de este, se ha relacionado con estados de acidosis lactica y cetoacidosis en
humanos (248) (249), trastornos que afectan principalmente pacientes con Sindrome
de Dificultad Respiratoria Aguda (SDRA), donde se observa el aumento del

metabolismo anaerobico y por tanto de la LDH (250).
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Por lo anterior, se han considerado a los &cidos grasos como moléculas importantes en
las infecciones virales, tanto en roles que evitan la accion de ciertos virus, como hace
el cido linolénico al dificultar la union viral a las células hospederas en el SARS-CoV-
2 (251), o desde su papel en la exacerbacion de la respuesta inflamatoria por medio de

las vias candnicas ya mencionadas.

También se encontraron acidos organicos con alteraciones entre grupos, estos se
obtienen de fuentes animales o vegetales y son sintetizados a partir de comunidades
microbianas o de manera industrial. Son moléculas que en su estructura cuentan con
uno o mas grupos de &cido carboxilicos unidos covalentemente con grupos como
amidas, ésteres y péptidos. Participan en la degradacion de aminoéacidos, grasas y
carbohidratos (252,253). Los acidos organicos se encontraron al alza en los tres grupos
respecto a la severidad, a excepcion del &cido citrico, que esta regulado a la baja en el
grupo severo en comparacion con el grupo leve (FC = 0.98). Dentro de los &cidos
organicos al alza se encontr6 el acido piravico, lactico y glicélico, entre otros. El 4cido
fosforico presentd la mayor variacion entre el grupo moderado respecto al leve (FC =
1.61), y en severo respecto a leve (FC = 1.65), este fue reportado anteriormente por
Shi y colaboradores, aunque sus implicaciones metabdlicas aln se desconocen, podria

ser un factor predictivo de las complicaciones de la enfermedad (247).

Respecto a los aminoacidos, multiples estudios han expuesto la relevancia del cambio
del perfil de aminoacidos en pacientes con COVID-19 (254,255), y su relacién con
respecto a la severidad de la enfermedad. En este estudio, se detectaron alteraciones
en varios aminoacidos, los cuales se encontraron al alza en el grupo severo en
comparacion con el grupo leve, asi como en el grupo severo en comparacion con el
grupo moderado, a excepcion de la prolina, regulada a la baja. El aminoacido con el
mayor cambio al alza fue el acido glutdmico, un aminoacido proteinogénico no esencial,
sintetizado a partir de la alanina, en la via aspartato, alfa-cetoglutarato y oxalacetato

mediante la accion de transaminasas.
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El 4cido glutamico es necesario para la sintesis de glutation (GSH), cisteina y glicina.
El GSH, es reconocido como el antioxidante enddgeno mas importante, se encarga de
la eliminacién de ROS, protegiendo a las células del estrés oxidativo. Se ha sugerido
gue durante el COVID-19 el estrés oxidativo genera disminucion de oxigeno, aumento
de la glucdlisis, respuesta exacerbada de la inflamacion y aumento de la replicacién
viral (256), que a su vez esta relacionado con el aumento de neutrdéfilos y citocinas
proinflamatorias como IL-6, IL-8, CXCL10 y TNF-a (257), llevando a mayor produccién
de ROS y consecuentemente a un estallido oxidativo (258). Aunque no es claro el
significado del acido glutamico durante el COVID-19, se sabe que se incrementa en
patologias neoplasicas y psiquiatricas (259), causando una alteraciéon en la homeostasis

oxido-reductora (256) y un estado hipercatabdlico, con compromiso multiorganico (260).

Por otra parte, aunque la glucosa es la principal fuente de energia en nuestro
organismo, bajo ciertas condiciones patoldégicas como cancer, o infecciones virales,
ocurre el efecto Warburg, donde el ATP se produce por glicolisis anaerdbica. La
glutamina, recarga el ciclo de TCA a través del a-cetoglutarato (aKG), esta reaccion en
la que se proporciona un intermediario en el ciclo se denomina anaplerosis. Se cree que
la replicacion del SARS-CoV-2 en monocitos infectados genera el efecto Warbug y
controla la glucdlisis para mantener la demanda de acidos grasos, recargando el ciclo
TCAYy la lanzadera de malato-aspartato mediante glutamindlisis, que también es fuente

de carbono y nitrégeno, manteniendo la replicacion y ensamblaje viral (260).

Adicionalmente, se evidenciaron cambios en los niveles plasmaticos del acido
aminobutanoico, un aminoacido no proteinogénico que puede encontrarse en el rifidn,
higado, biofluidos y excreciones. Se localiza en el citoplasma a nivel intracelular y es
considerado un producto del metabolismo de la metionina, treonina, serina, glicina, y
del alfa-cetobutirato (261-264). En el contexto fisiopatolégico, se ha detectado en
Alzheimer (265), esquizofrenia (266), cancer colorrectal (267,268), depresion (269,270)
y sepsis, en esta Ultima se ha propuesto como un marcador de transicion al estado

critico del paciente (271). Recientemente, fue reportado en COVID-19 al alza
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comparado con controles sanos (255), resultado que es concordante con lo encontrado

en este estudio.

Respecto a los carbohidratos, es bien conocido que son consumidos en la dieta y
oxidados para obtener la energia para los procesos metabdlicos de las células y los
organismos, ademas, almacenan energia, son un componente estructural y funcionan
como marcadores celulares (272). Teniendo en cuenta la amplia variedad de procesos
bioldgicos en lo que participan, es relevante comprender su implicacion en la union e
infeccidn viral. Entre los carbohidratos alterados, se encontraron la ribosa y la alosa al
alza en casos moderados en comparacion con los casos leves: ribosa (FC = 6.87) alosa
(FC =1.26) y en casos severos en comparacion con los casos leves: ribosa (FC = 3.27),
alosa (FC = 1.98). La relevancia de este hallazgo radica en la importancia de la ribosa
en diversos procesos bioldgicos, en primera medida la ribosa es uno de los productos
principales de la via de las pentosa fosfato, es esencial para la biosintesis de
nucleotidos (273), y esta asociada al ADP en la union al macrodominio Mac1l de la nsp3,
el cual cataliza a ADP-ribosa (274,275), por lo que podria estar relacionada con la

infeccidn activa del virus y su capacidad de evadir la respuesta inmunitaria innata.

Los otros productos de la via de las pentosas fosfato, son ribulosa 5-fosfato y xilulosa 5
fosfato, ademas, esta via es la principal fuente de NADPH + H+, asociada a la
biosintesis de metabolitos como &cidos grasos, a la via del mevalonato, y a la via del
glutatiéon. La ruta completa se divide en dos etapas, la primera etapa es oxidante, se
producen dos moléculas de NADPH cuando se convierte la glucosa 6-fosfato en
ribulosa 5-fosfato y CO2, en la segunda etapa, la ribulosa 5-fosfato se convierte en
xilulosa 5-fosfato por accidbn de una epimerasa, y en ribulosa 5-fosfato por una
isomerasa. Finalmente, se da la formacion de compuestos intermedios de la glicdlisis
como la fructosa 6-fosfato y el gliceraldehido 3-fosfato. La ribosa 5-fosfato es esencial
en la sintesis del ARN y el ADN, y algunos estudios han demostrado que modificaciones
en 2'y 3'-ribosa de analogos de nucleétidos inhiben la replicacion viral del SARS-CoV-
2 (276) Por su parte, la Alosa, se ha reportado alterada en células tumorales, asociado
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como supresor del ciclo celular (277), neuroprotector y antinflamatorio (278). En COVID-
19, anicamente se ha reportado disminuida en materia fecal de pacientes (279), por lo

gue se sugerido como posible marcador de infeccion en la enfermedad.

Otro tipo de metabolitos alterados fueron los indoles, se obtuvieron en leve versus
moderado y en leve versus severo regulados a la baja. El indol es un heterociclico,
consiste en dos anillos unidos, uno de seis bencenos y el otro de cinco pirroles, producto
de la degradacion del aminoécido triptoéfano, la informacion relacionada es limitada, a la
fecha se ha reportado que el compuesto 2-((1H-indol-3-il)tio)-N-fenil-acetamida actta
como inhibidor de RdRp del SARS-CoV-2 (280). En otros modelos, se ha descrito que
el acido indolacrilico inhibe el crecimiento del micelio de Neurospora crassay,
aparentemente por la represion en la triptéfano sintetasa, lo que priva a las células de
triptéfano, reduciendo la tasa de crecimiento (281). También se han descrito funciones
antiinflamatorias en enfermedades como la enfermedad inflamatoria intestinal, causada
por una disminucion de la capacidad bacteriana en la metabolizacion del triptéfano
(282).

Los indoles, se han estudiado principalmente por sus propiedades anticancerigenas,
actuando mediante la regulacion de la via de la apoptosis y la formacién de necrosis.
Entre estos estan algunos compuestos policiclicos derivados del triptofanol, regulado a
la baja en moderados comparados con leves (FC = 0.50), que activan a la proteina
supresora p53 y atacan a las células de adenocarcinoma gastrico humano (283) y
moléculas  sintetizadas, como 3-espiro-indolina-2-onas, clasificadas como
anticancerigenas, que ademas muestran propiedades anti-SARS-CoV-2 (284),

mediante mecanismos similares.

Los compuestos nitrogenados, también alterados, se han asociado a la mortalidad en
COVID-19 (285). Se encontrd la colina a la baja en los pacientes leve en comparacion
con moderados, Trietanolamina al alza en leve comparado con moderado y leve
comparado con severo, y Fosfocolina a la baja en leve comparado con moderado. La

colina, se puede obtener a travées de Ila dieta mediante suplementos
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dietéticos/alimenticios, y se puede sintetizar de forma enddégena en el higado como
fosfatidilcolina. Pertenece a la familia de las vitaminas B y contribuye en la formacion
de genes, procesos metabdlicos y transporte de lipidos. El suplemento de colina
prenatal es esencial en el desarrollo cerebral del feto, y disminuye el efecto negativo de
infecciones respiratorias virales, incluida la COVID-19 (286).

Como se menciond anteriormente, el proceso inflamatorio conlleva a la produccion de
ROS vy, por tanto, al dafio oxidativo. Esto se ha relacionado en enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, y con manifestaciones neuroldgicas de la COVID-
19, entre las que se ha descrito la “niebla cerebral”, disfuncion neuronal y alteracion en

el metabolismo mitocondrial por déficit de oxigeno (206).

La “niebla cerebral” se presenta con sintomas como mareo, dolor de cabeza, alteracion
de la conciencia, enfermedad cerebrovascular aguda, convulsiones de ataxia y
disfuncion del sistema nervioso periférico, manifestandose con olvidos, confusion,
dificultad para concentrarse y comunicarse (287). Estos sintomas pueden persistir
después de la fase de recuperacién de la enfermedad, y son importantes en el estudio
del long COVID (206), que afecta al menos a un tercio de los pacientes que ingresaron
a hospitalizacion por COVID-19, lo que podria convertirse en un problema de salud

publica mundial a largo plazo (287).

La colina también se ha relacionado con efectos antiinflamatorios y antioxidantes.
Estudios comprueban el uso de citicolina (CTN) como neuroprotector, esta se
administra por via oral o parental, y una vez en el intestino se hidroliza a colina y citidina
mediante procesos de desfosforilacion e hidrolisis. CTN promueve la actividad de la
glutation reductasa aumentando la sintesis de glutation y favorece la integridad de la
membrana mitocondrial inhibiendo la actividad de PLA2, estimula la sintesis de
acetilcolina (Ach) cerebral y reduce la peroxidacion de lipidos, entre otros (288).
Ademas, el SARS-CoV-2 puede inhibir a sirtuina 1 (SIRT1 o Silent Mating Type

Information Regulation Proteins 1), una proteina que protege la plasticidad neuronal,
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reduce el estrés oxidativo y mejora la funcion cognitiva, y CTN ha demostrado regular
a SIRT1 contrarrestando los efectos negativos (206).

En cuanto a los esteroides, en la comparacion del grupo moderado versus severo, se
documentd un  metabolito relevante por su posible rol protector: el &cido
guenodesoxiglicocolico, una molécula perteneciente a las sales biliares primarias, con
funciones reguladoras en el metabolismo de la glucosa y la homeostasis de los acidos
biliares y lipoproteinas, por medio de la via del receptor X fernesoide (FXR), que
favorece la via de sefializacion de la insulina y el ingreso de glucosa a los adipocitos
(289). Adicionalmente, este metabolito, se relaciona con la formacion de sales biliares
secundarias: acido desoxicélico, acido litocdlico y acido ursodeoxicolico, siendo este
altimo un inmunomodulador en la fisiopatologia del SARS-CoV-2, que contrarresta la
tormenta de citoquinas y reduce el reclutamiento de monocitos y células natural Killer.
A pesar de ser esto importante en la comprension de la enfermedad, su mecanismo no

esta del todo esclarecido (290).

Finalmente, considerando lo mencionado anteriormente, respecto a las comorbilidades
gue incluyeron diabetes, hipertension y enfermedades cardiovasculares, a pesar de que
no se realizé un andlisis estadistico que definiera el nivel de relacidén entre estas y los
metabolitos alterados acd encontrados, debido a un numero bajo de pacientes de
estudio, se evidencié una asociacion cualitativa entre las comorbilidades a los casos
moderados y severos, lo cual ya ha sido reportado extensamente. Asi mismo,
reportamos 148 metabolitos alterados entre los diferentes grupos experimentales, que
se encontraron distribuidos entre lipidos (acidos grasos, glicerolipidos,
glicerofosfolipidos, esfinglipidos, y esteroles), carbohidratos (ribosa, alosa, acetil-
manosamina, manitol) en su mayoria al alza en los pacientes leves y moderados, sin
embargo, regulados a la baja en los pacientes severos, también se reportaron
aminoacidos (glicina, acido glutamico, acido aminobutanoico, acido aminomaldnico,
leucina, metionina, tirosina y prolina) regulados en su mayoria al alza en pacientes

moderados y severos, entre otros metabolitos.
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La gran variedad de metabolitos alterados encontrados en este trabajo son una posible
consecuencia de la falla multiorganica de la enfermedad, asi mismo, varios de estos
metabolitos se encuentran asociados a procesos inflamatorios, que adicionalmente se
han asociado extensamente al desenlace severo de la COVID-19 y la elevada
mortalidad. En cuanto a la busqueda de metabolitos con poder predictivo, lo que
constituye uno de los objetivos de este trabajo, se consideraron aquellos metabolitos
gue en los analisis estadisticos presentaron un valor mayor significancia estadistica,

con tasas de cambio superior a 1.5 o menor a 0.5, y un AUC cercano a 1.0.

En este sentido, hemos determinado que en el progreso de la enfermedad de leve a
moderado se asocia con la reduccion de la lisofosfaditilcolina (LPC) (16:0). En una
comparacion del grupo severo respecto al leve se observé incremento de la ribosa, al
igual que en el grupo moderado, sin embargo, la ribosa disminuyd en los pacientes
severos en comparacion con el grupo moderado. Respecto a este metabolito, al estar
asociado a tantos procesos metabodlicos se ve alterado por diversas causas, sera
necesario profundizar en su rol en la COVID-19 para confirmar su potencial como
marcador de mal prondstico. El acido aminobutanoico por su parte, se encontré al alza,
podria estar asociado al estrés oxidativo e inflamacion, caracteristico el estado critico
del paciente COVID-19.

Finalmente, en la comparacion entre el grupo moderado y severo, en donde la
enfermedad pasa a un estado critico y la mortalidad se incrementa en este grupo de
pacientes entre el 20 y el 32 % dependiendo la poblacién, encontramos asociado el
incremento del &cido glutdmico asociado a un estado hipercatabdlico y compromiso
multiorganico. Por otro lado el papel del acido 2-hidroxi-3-metilbutirico, que también fue
encontrado al alza por shi y colaboradores (247), no esta totalmente descrito. Estos
resultados adicionalmente demuestran que hay cambios en el metaboloma que
anteceden el estado critico del paciente y por lo tanto son marcadores del desenlace

severo y son susceptibles de ser usado como marcadores.
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Figura 6-24. Identificacion de marcadores prondsticos de severidad. Se realizd
metabolémica y lipidémica no dirigida en 4 grupos de estudio, uno control, y tres de pacientes
con COVID-19, confirmado mediante RT-PCR, divididos en leve, moderado y severo, segun el
cuadro clinico. En la gréfica se puede observar los detalles de la toma de la muestra, asi como
los metabolitos relevantes para cada comparacion entre grupos.
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7.Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

Este es el primer proyecto que identifica cambios en el metaboloma en plasma sanguineo
de pacientes COVID-19, con diferentes estados de la enfermedad en una poblacion
Bogotana. Cabe destacar, que entender el papel de la hiperinflamacién sistémica en
COVID-19 es algo vital para el manejo y seguimiento de los pacientes, en este estudio se
encontraron diferentes vias alteradas que conllevan a la exacerbacién de la respuesta
inflamatoria y, por tanto, a la complicaciéon de la enfermedad. Ademés, las vias
principalmente afectadas estén relacionas con las enfermedades de base como obesidad,
diabetes y enfermedades cardiovasculares.

Hasta donde se sabe la ribosa no juega un papel especifico en el metabolismo de virus o
en la enfermedad, queda abierta la posibilidad de que en futuras investigaciones se revele
un papel mas importante de este metabolito en la COVID-19. Ademas, se encontrd por
primera vez en poblacion bogotana el acido glutamico incrementado en pacientes
hospitalizados que tuvieron posteriores complicaciones avanzando a un estado critico,
sugiriéndolo como un potencial marcador de mal pronéstico. Los metabolitos alterados en
la comparacion de los grupos moderado y severo representan los cambios asociados a la
complicacién de la enfermedad, ya que la muestra fue tomada en hospitalizacion para
todos los pacientes, sin conocer el curso de la enfermedad de cada uno. Los resultados
de este estudio podrian sentar las bases de un plan a largo plazo para futuros brotes o

enfermedades causadas por los coronavirus.

Asociamos el acido 2-hidroxi-3-metilbutirico como factor prondstico de severidad, que esta
relacionado con un estado hipercatabdlico y compromiso multiorganico, a pesar de que no

se ha determinado su papel en la enfermedad, este fue reportado previamente.
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7.2 Recomendaciones

Aunque este estudié buscé brindar una visién del metabolismo en la patogénesis, el
diagnéstico y el tratamiento de COVID-19, se presentaron algunas limitaciones que deben
abordarse en estudios futuros. Primero, la severidad de la enfermedad se ha asociado con
la edad del paciente, en este estudio se tuvieron en cuenta pacientes mayores de 18 afios,
pero no hubo un filtro riguroso. En segundo lugar, estudiamos principalmente alteraciones
metabolicas reflejadas en el plasma sanguineo, sin embargo, al ser una enfermedad que
causa falla multiorganica, quedan aun vacios en el papel de la metabol6émica en érganos
como el higado y pulmones. Finalmente, los metabolitos asociados como factores
pronosticos requieren de estudios mas profundos para su determinacion de manera

rutinaria en la clinica.



A. Anexo: Consentimiento
iInformado

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

ESTUDIO DE FACTORES PRONOSTICOS DE INGRESO A UNIDAD DE CUIDADO INTENSIVO
Y MORTALIDAD A TRAVES PERFILES METABOLOMICOS EN SUJETOS SEROPOSITIVOS
PARA SARS-CoV-2 EN UNA POBLACION BOGOTANA

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) denomin6 COVID-19 al responsable del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo originado en la capital de la provincia de Hubei, China. Se logré
identificar al virus SARS-CoV-2, hasta entonces desconocido, como el agente causal. Luego de
su aparicion y desde el mes de diciembre de 2019, se ha presentado un crecimiento
exponencial de los casos y se ha descrito la sintomatologia de la enfermedad, que comprende
fiebre, tos seca, fatiga, mialgia y disnea. En los estadios severos, los sintomas evolucionan a
dificultad respiratoria aguda que puede llegar a ser letal. En lo transcurrido del 2020, el COVID-
19 se ha extendido a diferentes regiones del mundo por lo que se considera una pandemia. En
la actualidad, no existe un medicamento seguro y especifico ni vacuna para su prevencion.

Considerando estos antecedentes y teniendo en cuenta la importancia de identificar factores
modificables y no modificables que puedan contribuir a la evolucién clinica de individuos
colombianos enfermos de COVID-19, el proyecto propone un estudio en dichos pacientes
analizando, mediante métodos moleculares, los perfiles metabolémicos en muestras bioldgicas
de sangre periférica, y su asociacidén con el prondstico y parametros clinicos de personas
infectadas por el SARS-CoV-2 (agente causal de la COVID-19).

La metodologia consiste en tomar una muestra de sangre periférica por venopuncion la cual
conlleva para el participante mayor de edad un RIESGO MINIMO de acuerdo con la Resolucién
No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud y Proteccion Social, Art.11, numeral b:
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“Investigacion con riesgo minimo: Son estudios prospectivos que emplean el registro de datos a
través de procedimientos comunes consistentes en: exdmenes fisicos o sicolégicos de diagndstico
o tratamientos rutinarios, entre los que se consideran: pesar al sujeto, electrocardiogramas,
pruebas de agudeza auditiva, termografias, coleccion de excretas y secreciones externas,
obtencién de placenta durante el parto, recoleccion de liquido amnidtico al romperse las
membranas, obtencién de saliva, dientes decidales y dientes permanentes extraidos por indicacion
terapéutica, placa dental y cdlculos removidos por procedimientos profildcticos no invasores,
corte de pelo y ufias sin causar desfiguracidn, extraccion de sangre por puncién venosa en adultos
en buen estado de salud, con frecuencia mdxima de dos veces a la semana y volumen mdximo de
450 ml en dos meses excepto durante el embarazo, ejercicio moderado en voluntarios sanos, (...)"

Es importante saber que extraer sangre de algunas personas puede ser mas dificil que de otras,
en este sentido los riesgos de la extraccion de sangre incluyen aparicién de un dolor leve e
hinchazén alrededor del sitio de la venopuncidn. Otros riesgos asociados con la extraccién de
sangre son leves, pero pueden ser: sangrado excesivo, sensacion de mareo, generacién de
hematoma (acumulacién de sangre debajo de la piel) infeccidn (un riesgo leve cada vez que se
presenta ruptura de la piel). Frente a esto se tomaran todas las medidas para prevenir la
infeccion. Pero se prevé que lo tinico que puede llegar a sentir es un dolor leve.

Los futuros resultados aportaran al establecimiento de politicas de Salud Publica y al
descubrimiento de nuevos factores pronésticos que contribuyan al entendimiento de la
patogénesis, de la susceptibilidad y al grado de severidad clinica ocasionado por el SARS-CoV-
2 en los pacientes colombianos.

Esta participacion es completamente voluntaria, el participante no recibirda ninguna
remuneracion y no debe realizar ningiin aporte econdémico. El participante debe tener
conocimiento de los objetivos de esta investigacién y que habra un manejo ético y correcto por
parte de los investigadores del Instituto de Genética de la Universidad Nacional, Centro de
Metaboldmica de la Universidad de los Andes y el Biorepositorio Unisanitas; estos contaran
con la informacion personal y datos metaboldmicos en estudio los cuales estaran consignados
en la historia clinica y en las bases de datos debidamente custodiadas. Al igual en cualquier
momento, de acuerdo con las circunstancias y el estado de la investigacién, usted tiene la
posibilidad de obtener informacién sobre los resultados de los estudios realizados a la
muestra. Por dltimo, el participante tiene la libertad para retirar este consentimiento y no
seguir participando en la investigacion, sin ningtn efecto negativo para su integridad fisica ni
moral y no afectard el tratamiento médico que esté recibiendo.

Yo con C.C. No

acepto voluntariamente la participacién en el proyecto de investigacion “ESTUDIO DE
FACTORES PRONOSTICOS DE INGRESO A UNIDAD DE CUIDADO INTENSIVO Y MORTALIDAD
A TRAVES PERFILES METABOLOMICOS EN SUJETOS SEROPOSITIVOS PARA SARS-CoV-2 EN
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UNA POBLACION BOGOTANA’, que se adelanta en el Instituto de Genética de la Universidad
Nacional de Colombia en asociacion con el Biorepositorio Unisanitas y el Centro de
Metabolémica de la Universidad de los Andes, el cual tiene como objetivo general estudiar la
relacién entre los perfiles metabolédmicos con la evolucidn clinica, pronéstico y desarrollo de
la COVID-19 en personas colombianas positivas para SARS-CoV-2.

Autorizo que de ser necesario se publique con fines cientificos los datos de la historia clinica y
de los andlisis metaboldmicos realizados, bajo las normas nacionales (Resolucién No. 8430 de
1993 del Ministerio de Salud y Proteccion Social especialmente los articulos 5, 7,8y 11, y
la Ley Estatutaria de 1581 de 2012 de proteccion de datos personales) e internacionales
(Normas de Buenas Prdcticas de Investigacion Clinica - GCP, la Declaracion de Helsinki y
Fortaleza - Brasil 2013) que regulan estas actividades. Ademas, reconozco que no se dara a
conocer ningun tipo de identificaciéon personal, se mantendra la privacidad y que los datos
obtenidos so6lo podran ser utilizados con fines investigativos.

Acepto que se me han resuelto todas las dudas y he entendido las explicaciones que me han
dado los investigadores, teniendo derecho a recibir informaciéon actualizada durante el
estudio. En caso de causar algiin dafio como consecuencia del estudio, el paciente dispondra
de tratamiento e indemnizacion correspondiente.

Confirmo que he leido, me han explicado el formato de consentimiento informado versién 01,
enlafecha / / ,parael presente estudio, que tengo 18 afios o mas y entiendo que los
investigadores, el Comité de Etica e Investigaciones y las autoridades regulatorias seran las
Unicas personas que podran observar mis registros de salud.

Participante,

Firma:

Nombre:

C.C.

Direccion:

Teléfono:

Fechay hora: /  / -

Investigador principal,

Firma:

Nombre:
C.C.:
Direccion:

Teléfono:
Fecha y hora: /] -
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Firma:

Nombre:
C.C.
Parentesco:

Direccion:

Teléfono:
Fecha y hora: / / -

Testigo 2

Firma:
Nombre:
C.C.
Parentesco:

Direccion:
Teléfono:
Fecha y hora: /] -
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