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Resumen de la tesis que presenta Rommel Alejandro Carballo Castafieda como requisito parcial para
la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidn en Biomedicina
y Bionanotecnologia

Estudio de las perturbaciones moleculares en el humano por la enfermedad del coronavirus
(COVID-19) a través de la metabolémicay quimioinformatica

Resumen aprobado por:

Dr. Aldo Moreno Ulloa
Director de tesis

En 2019 surgié un nuevo coronavirus denominado SARS-CoV-2, elagente causal de la enfermedaddel
coronavirus o COVID-19. A pesar de la vacunaciény del tratamiento con fdrmacos antivirales, algunos
sujetos experimentan sintomas severosy mueren. Estudios sugieren que la respuesta del hospedero
(principalmente aquella del sistema inmune) contribuye al desarrollo de las complicaciones
observadas. Sinembargo, poco se conoce de las perturbaciones que la patologia causa en sistemasy
organos, mas alld del sistema inmune. En este trabajo se propuso estudiar las perturbaciones
moleculares que los sujetos con la COVID-19experimentan comparado con sujetos sin laenfermedad,
a travésde unaaproximacion metaboldmica. El proyecto consistio en la realizacién de un estudio piloto
conformado por dos cohortes; 14 sujetos hospitalizados con diagndstico de la COVID-19 (prueba
positiva al SARS-CoV-2 por RT-PCR; denominados como “pacientes”) y 10 sujetos sin sintomatologia
de la enfermedad (trabajadores del hospital; denominados como “grupo control”). Muestras de
plasma y orina de ambas cohortes fueron recolectadas para ser analizadas por cromatografia de
liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS2), quimioinformatica y analisis
estadisticos univariantes y multivariantes. No se observaron diferencias significativas entre las
variables clinicas y demograficas entre ambas cohortes. De manerageneral, los resultados sugieren un
mayor cambio en elmetaboloma (conjunto de metabolitos) de la orina entre pacientesy sujetos sanos,
mientras que el metabolomadelplasmadistingue mejoralos pacientes cony sin ventilacion mecanica.
El anadlisis de enriquecimiento quimico indica alteraciones en metabolitos asignados a las clases
quimicas de los oligopéptidos, péptidos ciclicos y las lisofosfatidilcolinas en pacientes, mientras que los
oligopéptidos Unicamente estuvieron enriquecidos en pacientes con ventilacion mecanica.
Particularmente, se encontré unaalteracién en los niveles (i.e., reduccién) de metabolitos de la familia
de las cininas (i.e., bradicinina, neurocinina y sustancia P) en pacientes, las cuales participan en la
homeostasis del sistema circulatorio. En conclusidn, los resultados de este estudio sugieren que los
sujetos conla COVID-19 presentan alteraciones en elmetabolismo, con mayornotoriedad en la orina,
gue pudiesen contribuiren eldesarrollo de patologias del sistema cardiovascular.

Palabras clave: COVID-19, metaboldmica, quimioinformatica, espectrometriade masas



Abstract of the thesis presented by Rommel Alejandro Carballo Castafieda as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Biomedicine and
Bionanotechnology

Study of molecular perturbations in humans by coronavirus disease (COVID-19) through
metabolomics and cheminformatics

Abstractapproved by:

Aldo Moreno Ulloa, PhD
Thesis Director

In 2019 a novel coronavirus originated named SARS-CoV-2, the causal agent of the coronavirus disease
or COVID-19. Despite vaccination and antiviral drug therapy, some subjects diagnosed with COVID-19
still develop severe symptoms and die. Studies suggest that the host’s response (principally that of the
immune system) contributes to the development of the observed complications. Nevertheless, little is
known about the molecular perturbations the pathology causes in organs and systems beyond the
immune system. In this work, we proposed to study the molecular perturbations that subjects with
COVID-19 present compared to subjects without the disease through a metabolomics approach. The
project consisted of a pilot study comprising two cohorts; 14 hospitalized subjects diagnosed with
COVID-19 (positive test to SARS-CoV-2 by RT-PCR; referred to as “patients”) and 10 subjects without
symptomatology (medical professionals; referred to as “control group”). Plasma and urine samples
from both cohorts were collected for liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(LC-MS2), chemoinformatic, and univariant and multivariant statistical analyses. No significant
differencesin clinical and demographicvariables were noted among cohorts. Globally, results suggest
a major change in the urine metabolome (group of metabolites) between patients and the control
group, while the plasma metabolome better distinguishes patients with mechanical ventilation versus
those without. Chemical enrichment analysis indicates alterations of metabolites classified as
oligopeptides, cyclic peptides, and lysophosphatidylcholines in patients, while oligopeptides were
uniquely enriched in mechanically ventilated patients. Particularly, we found altered levels (i.e.,
reduction) of metabolites from the kinin family (i.e., bradykinin, neurokinin, and substance P) that
participate in the circulatory system homeostasis. In conclusion, the results suggest that subjects with
COVID-19 present alterations in the metabolism, better observed in the urine, that could contribute
to developing cardiovascular disease.

Keywords: COVID-19, metabolomics, cheminformatics, mass spectrometry



Dedicatoria

A mi tio, el Dr. German Valenzuela, que partié de este mundo durante la realizacidn de este trabajo.
Mas allad de haber sido un excelente médico, con ética profesional y vasto conocimiento, fue un gran

tio, padre, abuelo, y serhumano. Toda la familia lo recordaremos con carifio.



Agradecimientos

Agradezco al Conacyt por brindarme la oportunidad de estudiar un posgrado con el apoyo econémico
de la beca de maestria (CVU No. 1037209). También agradezco a CICESE y al Departamento de

Innovacion Biomédica por brindarme un espacio en sus instalaciones de nivel internacional.

A mis padres por apoyarme en mis estudios, darme un espacio en su casa cuando voy de visita y

apoyarme enlo que pueden. Siempre los tengo presentes.

Al Dr. Aldo Moreno Ulloa, por su paciencia, ensefianzay tiempo de calidad como mentor, por su guia

alo largo de estos afosy por apoyarme en mi desarrollo tanto profesional como personal.

A mis compaieros del Laboratorio MS2: Alan, Brandon, Jhordan, los cuales ademas de aprender de
espectrometria de masas, metaboldmica y andlisis de datos, aprendi sobre la vida y cémo

desenvolverme mejorenella, ademas delapoyo cuando lo necesitaba.

A mis compafieros del posgrado, que fue un honor tanto tomar clases como convivir con ellos.
AgradezcotambiénaAnaid, aEdnaya Sandra por permitirme participar en sus proyectos de posgrado.

Me virodeado de mentes brillantesy aprendi mucho de ustedes.

A mis amigos de maestria: Eréndira, Jorge, Gabriela, David, Ivan, y muchos mas, que compartieron
momentos muy bellos conmigo y platicas tanto interesantes como emocionantes. Les agradezco

muchoy les deseo un futuro exitoso y feliz.

A mifamilia en Ensenada: mis tios Ramény Nora, mitia Susanay miprima Ximenay miprimo Alejandro,
gue no me han dejado solo durante miestancia en Ensenada. Gracias tanto por darme tantoun espacio

ensu hogar como suapoyo, y por enseiflarme siempre que lafamilia es primero.

A mis compafieros de casa: mis primos Horachek y Roman, Carlos y Daniel, que estuvieron conmigo
durante mi maestria, pasamos momentos divertidos y aprendi cosas que la escuela no me podria

ensefar.

Por ultimo, agradezco a quien, sino fuera porella, no hubiera podido ni comenzar este posgrado: A mi
amada abuela Sol, que me apoyé y me sigue apoyando en mis estudios. No hay forma de agradecer

todolo que has hecho por mi.



vi

Tabla de contenido

Pagina

RESUMEN €N ESPANON.....eiieieiiiieiiicieieeceeee ettt e s et bbb s beenn e ii
RESUMEN ENINEIES ...ttt s s s bbb bbbt e bbb s shesese susseses iii
DR AICALOMIA oo e e ettt iv
JY - To LYol g 1 1=T o o L3O T OO PP PP PUPPPPPPPP %
W = o [ {0 = RPN viii
Lista de tablas....cooeee e ix
Capitulol.  INtrOAUCCION ....cccueeeeciiiiiiiiieieecieereerneneeeeeseeeeeennsssssesessesnnnssssnssssssessnnnsssnsssssssnnnnnnnnes 1
I A Y o1 (=T o= (=Y ) { Y SO PP PPPPPPPOPPPPPPPPPPPRE 1
1.1.1  Enfermedad del COronaVirus ........oocuuiiiiiiiieiiiiiiiee et e e e e e e e e e 1
1.1.2 Y 1=) 1 o] (o] 401 [or EOUU OO PP PP PPPPPPPPPPPPPPPRt 3
1.1.3 Herramientas utilizadas para el estudio del metaboloma...........cccvvvvieiiiiiiiiiiiiiiiee e, 3
1.1.4 Metaboldmica aplicada al estudio de [a COVID-19.........cooeiiiiiiiiiiiiiieeeece e 4
1.2 JUSHIFICACION ettt bbb raraae 6
0 T & T ] {1 N 6
I S O 1 71 Vo RSN 7
I R 0 o} 1Y 41V o X - =T o T=Y - | A UUUPUUU 7
1.4.2 (0] o] (=R 11V 1T o 1T ol LR 7
(r=To TR V1 Lo T 2R (V] =1 o Yo o] (oY { - TSP 8
2.1 ODbtenCiON de 1aS MUESTIAS. ...uuuuurtrieiiiiiiiitititet et s 8
2.2 Preparacion de 1as MUESTIAS .....ccoevvuiiiiiiie e e e e e e e e e et e e e e e e e e s tataeeeeeeesesenenes 9
2.3 DetecCiOn de RNA VIral ......e e et s 9
2.4 Adquisicion de datos POr LC-MS/IMIS........uueeiiiieeiieiciieieee e ettt e e e e e et e e e e e e e e eeaaes 10
2.5 Procesami€nto d€ datOs .......uuuuuurrrrrmieiiiiiiiiiit s 11
2.6 ANALISIS @STAUISTICO ...ttt s 12
(or=To 1101 Lo T T 2 LT ] | =Y Lo L3 14
Capitulod.  DiSCUSION....cciiereeeniiiiiiiiiierenniieiiiieenssesiieesitteenssssssessisessnssssssssssssessnsssssssssssesnnnnssans 19

Capitulo5.  CONCIUSIONES .....cuueeiiriiiiiieeieieiireeenneneeeeseeeennnssssesesseesnnnsssnsssseeesnnnsssssssssneesnnnnnnes 25



IR =Y = 1 0 [ Yol = o - S

Anexos



viii

Lista de figuras

Figura

1.

2.

10.

11.

12.

Esquema general de la metodologia propuesta. Modificada de Moreno-Ulloa...................... 8

Esquema general propuesto a seguir para el procesamiento de muestras y andlisis de datos.
Creada parcialmente CoON CheMDIaW........ccuueiiiiiiieeeeiiie e e e e e e eaae e 11

Perspectivas de futuro sobre la aplicacion del conocimiento generado en este estudio.
Modificada de MorenO-Ull0a .........coveuiiiiiiiieiieieeiiiiie et e e e e e e erabes e e e e aaees 13

Andlisis de componentes principales (PCA) de los sets de datos de las cohortes por muestra.
Los datos fueron transformados a escala logaritmica sin escalar. Las dreas sombreadas
representan los intervalos del 95% de confianza .........cooviviiiiiiniiiiiiiiiiii e 14

Representacion de tipo volcan de los metabolitos cuantificados en plasma y orina entre los
sujetos con la COVID-19 y sin la enfermedad. Aquellos que mostraron diferencias en
abundancia (valores de corte: cambio > £ 50%, p < 0.05) se marcaron en azul; los que no
(or: 1001 o =T TN =T o T ro o SNt 16

Representacion de tipo volcdn de los metabolitos cuantificados en plasma y orina entre los
sujetos conla COVID-19con y sin necesidad de ventilacion mecanica. Aquellos que mostraron
diferencias en abundancia (valores de corte: cambio > + 50%, p < 0.05) se marcaron en azul;
[0S QUE NO CAMDIAN, BN FOJO . .uuiiiiieiiiiiiciee e e e e eeeet e e e e e e e ettt e e e e e e e e e artareeeeeeeeeasaanaaaeeaeeanes 17

Anidlisis de enriquecimiento quimico por comparacién: COVID-19 y control (izquierda), y
ventiladosy no ventilados (derecha) ........uuueeeeiieiiiiiiiccee e 18

Efecto de la COVID-19 sobre otros metabolitos. Los resultados se muestran en promedios y
rangos intercuartilares y se proyectan como diagramas de €aja .......cccceeeeeeeeeiiiiiiiiiiineeeeennns 18

Degradacién de cininas alteradas en COVID-19. (A) Rutas de degradacién de bradicinina (BK),
neurocinina A (NKA) y la sustancia P (SP). Los cuadros encierran los fragmentos detectados.
Aguellos enrojo o enazul indican que aumentan o disminuyen, respectivamente). (B) Vias de
sefalizaciéon promovidas por BK (amarillo), desarginina — 9 bradicinina (des-R9-BK) (naranja),
NKA (rojo) y SP (amarillo). En azul se muestran segundos mensajeros y en verde la funcion
biolégica desencadenada. Creada parcialmente con Cytoscape, Bioicons y ChemDraw........ 21

Resumen gréfico de la metodologia y los resultados del proyecto. Creada parcialmente con
2 o] (ol s RV @ a1l 0 1 DI Y U S 26

Anilisis de componentes principales de los sets de datos por muestra de distintas cohortes.
Las cohortes se asignaron con base en la clasificacién de COVID-19 por la OMS, de SIRAy por
género. Los datos fueron transformados a escala logaritmica sin escalar. Las areas sombreadas
representan los intervalos del 95% de confianza .........ccoevviieeiiiii e 45

Clases quimicas totales (predichas por CANOPUS) detectadas en las distintas muestras de
(o1 ] g gt IV o] 1 - TSP 46



Lista de tablas

Tabla
1.

Pagina
Clasificacion clinica de la COVID-19 con base en los criterios de la OMS............cvvvvvvvvvevevennnes 2
Caracteristicas clinicas y demogréficas de los sujetos del estudio. ............coeevvvveeeeeeeeeeennnnn. 15
Parametros utilizados en la seleccidon de picos por MZmine 2.53. .......coovveeeiiiiiieeeeiiieeeeennnn. 35
Lista de anotaciones putativas de metabolitos diferencialmente abundantes en COVID-19 por

muestra y cohorte. Las estructuras anotadas como metabolite fueron asignadas por KEGG
MINE como metabolitos tedricos del compuesto original............ccoueeiiiiiiiiiiiiiiniiiieeeeeae. 36



Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1 Enfermedad del coronavirus

La enfermedad del coronavirus, o COVID-19 por sus siglas en inglés (Coronavirus Disease 2019), es una
enfermedad infecciosa descrita por primera vez a finales del 2019 en un brote en la ciudad de Wuhan,
Republica Popular China (F. Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020). Después de su aparicién, la COVID-19
generd una pandemia que repercutié negativamente en los sistemas de salud publicos y la economia
global (Shrestha et al., 2020). El agente etioldgico es el virus SARS-CoV-2, un virus de la familia
Coronaviridae, lamisma que incluye otros virus causantes de brotes pandémicos como SARS-CoV y MERS-

CoV (Gorbalenyaetal., 2020).

La sintomatologia abarca desde fiebre, tos seca o dolor de garganta, comunes en enfermedades
respiratorias; sintomas peculiares como la pérdida del gusto y olfato; hasta dificultad respiratoria e
hipoxia, que en los casos mas graves requieren terapias intensivas con suplementacién de oxigeno o
ventilacion mecanica (Wiersinga et al., 2020). La clasificacién de la enfermedad se basa en su gravedad,
reflejada en las manifestaciones clinicas. La Tabla 1 expone las clasificaciones de la enfermedad basadas
en la guiaclinica enlinea de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (WHO (World Health Organization),
2021)

Las vias de transmisién involucran tanto directas, como la exposicién a gotas de saliva en la interaccién
cercana entre personas; como indirectas, que incluye los fomitesy la via aérea. Lavia directa se basaenla
exposicidén a gotas respiratorias cuando una persona habla, tose, estornuda, canta, entre otras acciones.
Estas llegan a un maximo aproximado de 2 metros desde la fuente y no permanecen suspendidas en el
ambiente por mucho tiempo. La via indirecta comienza cuando las gotas caen en superficies u objetos,
éstos son tocados por una personay se transfiere el virus al tocarse la boca, la nariz o los ojos. Ademas,
aerosoles que quedan suspendidos por un tiempo considerable (hastatres horas) enlugares sin ventilaciéon
se pueden respirar aun a distancia considerable de la fuente (hasta ocho metros). Debido a esto, las

principalesintervenciones no farmacoldgicas para prevenir la infeccidon son el uso de mascarillas, el lavado
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de manos y superficies, el distanciamiento social y la ventilacién de espacios cerrados, entre otros (Lotfi

et al., 2020; Tellier, 2022).

Tabla 1. Clasificacion clinica de la COVID-19 con base en los criteriosde la OMS.

Clasificacion clinica Descripcion general

Paciente sintomatico sin evidencia de neumonia

Leve . L
viral o hipoxia.

Paciente con signos de neumonia (fiebre, tos,
disnea, respiracidn rapida) y saturacion de oxigeno
(Sp0,) 295% (= 90% en pacientes con enfermedad
pulmonar crénica).

Moderado (Neumonia)

Paciente con signos de neumonia y uno de los
siguientes:

Severo (Neumoniasevera) e Tasarespiratoria > 30 respiraciones/min
e Estrésrespiratorio severo

o 5p0,<90%

Paciente con neumonia, porlo generaldespués de
una semana de manifestaciéon, con sintomas
Critico (Sindrome de dificultad respiratoria aguda | respiratorios nuevos o peores. Infiltrado pulmonar
0 SDRA) sin explicacién fuera de infeccién viral, cociente de
presién parcial de oxigeno arterial/fraccién de
oxigenoinspirado (Pa02/Fi02) < 300 mmHg.

Para el diagndstico a través de pruebas de laboratorio, existen distintas técnicas con dos enfoques
principales: la deteccién directa del virus y la respuesta inmunoldgica al virus. El primer enfoque tiene
como principal herramientaa la reaccidon en cadena de la polimerasa con transcripcidon reversa (RT-PCR),
la cual detecta el genoma viral de RNA monocatenario positivo, y se destaca por su sensibilidad
sobresaliente (Corman et al., 2020). Por otro lado, la deteccidén de antigenos virales tiene como objetivo
la deteccidn de proteinas de la capside, y tiene como ventaja su menor costo y tiempo de obtencion de
resultados que la RT-PCR, aunque menorsensibilidad (Linares et al., 2020). El segundo enfoqueinvolucra
la deteccidn de entidades del sistema inmunoldgico, principalmente anticuerpos, generados como
respuesta al virus. Esto permite indicar tanto una posible infeccidon pasada como potencial proteccion
contra el virus (Zhao et al., 2020), que a pesar de la reduccién de anticuerpos con el tiempo, la respuesta
inmunoldgica al virus permanece gracias a la inmunidad celular (Zuo et al., 2021). Al final, cualquier
resultado que se obtenga de las pruebas se debe de acompanar de una interpretacién clinica hecha por

un profesionalde la salud (Asai, 2021).



1.1.2 Metaboldmica

La metaboldmica es el estudio a gran escala de los metabolitos, moléculas quimicamente diversas que
conforman el metabolismo, en un momentoy condicién determinados, y a este conjunto de metabolitos
se le denomina metaboloma. El metaboloma refleja la fisiologia de los sistemas biolégicos a nivel de las
pequefias moléculas (<1500 Da) (Bujak et al., 2015), las cuales tienen funciones bioenergéticas (Balcke et
al., 2011), estructurales (Kus et al., 2018) y de sefalizacién (Cui et al., 2016). Es descrito como el tltimo

nivel de respuestaalos cambios genéticos (enddgenos) y ambientales (exdgenos) (Fiehn, 2002).

La metaboldmicatiene dos enfoquesprincipales: el primero es el dirigido, que consiste en la cuantificacion
absoluta de metabolitos con el uso de estandares. Esto nos permite responder preguntas sobre cambios
en las concentraciones absolutas de estos metabolitos, Util para entender elefecto de alguna condicién o
perturbacion sobre rutas metabdlicas con funciones biolégicas conocidas. Sin embargo, limita el estudio
del metaboloma, ya que no permite describir mas alld de aquello que se conoce en el momento del
estudio. El segundo es el exploratorio, o no dirigido, el cual implica el extender el analisis a todos los
potenciales metabolitos detectables por la técnica utilizada. Por lo general, la cuantificacién es relativa,
como producto de la comparacion entre grupos controles y experimentales, pero permite el
descubrimiento de nuevos metabolitos y generar hipétesis sobre su funcién bioldgica (X. Liu y Locasale,

2017).

1.1.3 Herramientas utilizadas para el estudio del metaboloma

Para el estudio del metaboloma, se utilizan herramientas que detecten una gran cantidad de metabolitos
al mismo tiempo. Las principales herramientas consisten en la resonancia magnética nuclear (NMR) y la
espectrometria de masas (MS).Unanoreemplazaalaotra, y pueden utilizarse de maneracomplementaria
para responder distintas preguntas, pero la MS tiene algunas ventajas sobre la NMR, como su mayor
sensibilidad, menor volumen de muestra necesario para un analisis y una mayor cantidad de bases de
datos para la identificacion de metabolitos, entre otros. Sus caracteristicas, comparacionesy aplicaciones
en la metaboldmica han sido revisadas previamente por otros autores (Bujak et al., 2015; Lindon vy
Nicholson, 2008). La MS es de las herramientas mas utilizadas para estudiar el metaboloma, con una

tendenciade aplicacién que sobrepasala de la NMR (Marshall y Powers, 2017).
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La MS se basa en la deteccion de moléculas a través de la induccidn de carga, su separacion y deteccion
por unvalor adimensional de relacién masa/carga(m/z), que es el cociente de la masaenu.m.a.oDa ylas
unidades de carga. El equipo empleado se denomina espectrémetro de masas, que consiste en tres partes
principales: la fuente de iones, donde se induce la carga a las moléculas; el analizador de masas, con uno
o varios detectores de masa que permiten seleccionar los iones de un valor o rango de m/z para ser
analizados; y el detector, que envialas sefiales a la computadora para ser interpretadas. Para una mayor
resolucién, se acopla previamente un sistema de separacidn cromatogréfica, lo que le brinda una
dimensiéon mas de tiempo de retencién (RT). Un tipo de espectrometria de masas es la espectrometria de
masas en tandem (MS/MS), que consiste en la colisién de iones con una celda de colisién, un tipo de
detector de masa que fragmenta los iones. En esta variante, a los iones integros se les denomina iones
precursores; alosfragmentos, iones producto.Alconjunto de iones producto asociados a union precursor
se denomina patrén de fragmentacion, asociado con la estructura y composicion elementaldel ion. Bajo
condiciones experimentales similares, losiones generan un patrén de fragmentacién reproducible, lo que

permite identificar moléculas asociadas previamente con un patrén de fragmentacion (Gross, 2017).

1.1.4 Metabolémica aplicada al estudio de la COVID-19

La metaboldmicase ha aplicado previamente al estudio de la infeccién por SARS-CoV-2. Alser infectadas
las células, requieren una mayor actividad metabdlica para cubrir la demandaenergética, productode la
replicacién viral. Uno de los principales tipos de biomoléculas involucradas en estos cambios son los lipidos
gue, ademads de ser potenciales fuentes de energia, son componentes importantes en la formacién del

virién, como en el caso de los coronavirus que necesitan unamembrana lipidica (Abu-Farhaetal., 2020).

En China, se demostrd con un analisis metaboldmico y lipiddmico de plasma, este ultimo enfocandose
principalmente en lipidos, que no solo hay cambios en el metabolismo plasmatico, sino que el grado de
alteracién en el metabolomase correlaciona con la gravedad de la enfermedad. Un dato por destacares
que aquellos pacientes que mejoraron, a pesar de tenerresultados de PCR negativos, permanecian hasta
dos semanas después con un perfil metaboldmico distinto a sujetos sanos, por lo que el impacto de la
enfermedad sobre el metabolismo permanece incluso después de la recuperacion. Entre las principales
rutas metabdlicas alteradas se encuentran las del metabolismo de pirimidinas, de fructosa, manosay en
general del metabolismo de carbono. También se han propuesto algunos biomarcadores de gravedad

como el acido malico, carbamoil fosfato, D—xilulosa 5 fosfato, monofosfato de guanosinay dihidrouracilo.

En la parte de la lipiddmica, las rutas alteradas fueron principalmente de fosfolipidos, como fosfatidil-
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inositol, sintesis de glicerofosfolipidosy otras vias como sefializacién a través de endocannabinoidesyla

autofagia, entre otras (D. Wu et al., 2020).

En México, otro estudio de suero correlacioné cambios en el metaboloma dependiendo de la severidad.
Descubrieron unarelacion entre la hipoxiay el metabolismo de aminodacidos: en los casos mas severos, se
reporté el aumento de tres aminoacidos hidroxilados: acido alfa hidroxiisovalérico, acido alfa
hidroxibutirico y acido dihidroxibutandico, derivados de la oxidacidn de alfa cetoacidos. Estas reacciones
permiten la reposicidn de NAD reducido (NADH), que disminuye en condiciones de hipoxia. A parte, la
disminucién del aminoacido glutamina reflejauna mayor actividad de las transaminasas, la cual produce
alfa cetodcidos. También hay una disminucidn de citrato, derivado de la disminucién de la actividad del
ciclo de Krebs. La propuesta terapéutica para estos casos es que se realice una terapia de suplementacién

de aminoacidos para promoverlarestauracion de potencial reductor con NADH (Pdez-Franco et al., 2021).

En Turquia, otro andlisis indica que existe una alteracién en el metabolismo de las purinas en COVID-19,
donde metabolitos de la adenosina, como inosina e hipoxantina, aumentan su concentracién. En
condiciones de hipoxia, se promueve eluso de trifosfato de adenosina (ATP), que después se degradaen
inosina y luego en hipoxantina. Ademas, la adenosina tiene un efecto antinflamatorio a través de la
sefializacion por receptores A2AR y A2BAR, lo que sugiere un mecanismo de compensacion
antiinflamatorio durante la infeccién. También se ven alteraciones en metabolitos relacionados con
glutatidn, que es crucial parala protecciénredox, yaumento delleucotrieno D4, un lipido que atrae ciertos
leucocitosy regula procesos inflamatorios (Dogan et al., 2021). Debido a esto, un fdrmaco propuesto para
disminuir las complicaciones en COVID-19 es el Montelukast, un antagonista delreceptor de leucotrienos,

con resultados favorables en un estudio retrospectivo de pacientes hospitalizados (Khan etal., 2021).

Otro estudio en los Estados Unidos indica una alteracion en el metabolismo del aminodacido triptéfano.
Algunos metabolitos que disminuyenson serotonina,indolpiruvatoy el mismo triptéfano, y detectaron un
aumento enlas concentraciones de quinurenina, donde hay una correlacién directa con la concentracién
de IL-6, una citocina proinflamatoria. Se especula que estos metabolitos tienen una actividad

inmunosupresora, lo que puede contribuira que elvirus evadala respuestainmune (Thomas et al., 2020).

Un metaandlisis, que incluyé los estudios metabolémicos en COVID-19 hasta noviembre del 2020,
evidencio las principales rutas metabdlicas alteradas en pacientes infectados, incluyendo el metabolismo
deldcido araquiddnico, la biosintesis de acidos grasos insaturados, elmetabolismo de azlicares aminados,

nucledtidos y porfirinas, y la degradacién de los aminodcidos valina, leucina e isoleucina. También
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encontraron diferencias entre los casos leves—moderados y los severos, como en el metabolismo de la
glicina, serina, treonina, glioxilato, dicarboxilato y beta — alanina, entre otros. Ademas, hay otras
alteraciones asociadas con casos letales que los diferencian de los severos, como el metabolismo de la
vitamina B6, ascorbato (vitamina C) y aldarato, por mencionar algunos. Estos resultados refuerzan lateoria
de que existen perturbaciones metabdlicas dependientes de la gravedad de la enfermedad (Pang, Zhou,

et al., 2021).

1.2 Justificacion

La pandemia de la COVID-19 ha tenido un impacto negativo mundial en los sistemas de salud y en la
economia. A pesarde las terapias actuales disponibles para preveniro tratar la enfermedad (vacunacion
y farmacos antivirales) algunos individuos manifiestan complicaciones severas (involucrando a diversos
sistemas y 6rganos) y mueren. Estudios sugieren que la respuesta del hospedero contribuye en el
desarrollo de las complicaciones de la enfermedad. Unarespuesta exacerbada del sistemainmune ha sido
propuesta como un mecanismo causante del deterioro de la salud en sujetos con la enfermedad. Sin
embargo, la utilizacién de diversos farmacos antiinflamatorios parece (salvo la dexametasona) no reducir
las complicaciones ni la mortalidad en los sujetos con la enfermedad. Mas alla de las alteraciones en el
sistema inmune, poco se conoce sobre las perturbaciones moleculares que ocurren en los sujetos
enfermos. Es por esto que el presente trabajo se centra en utilizar una aproximacién metaboldmica
(analisis sistematico de los metabolitos) no dirigida, apoyada en la quimioinformatica, para dilucidar las
vias de sefalizacion alteradas enlos sujetos con la COVID-19 comparado con sujetos sin la enfermedad. El
conocimiento generado con la realizacidn de este estudio nos pe rmitira comprender con mayor exactitud
cuales son las afectaciones sistémicas que experimentan los sujetos con la enfermedad. La aplicacidn de
dicho conocimiento tiene el potencial de incidir en la seleccién de farmacos para ser evaluados en estudios
clinicos con la capacidad de reducir las complicaciones derivadas de la patologia y evidenciar el mecanismo

molecular involucrado en el desarrollo de dichas complicaciones (Figura 3).

1.3 Hipotesis

El desarrollo de la COVID-19 se asocia con alteraciones en distintas vias de sefalizacidon intracelulares

cuantificables en plasmay orina a través del empleo de la metabolémica.



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Descripcidon exhaustiva de la respuesta molecular del humano ante el desarrollo de la COVID-19 para
contribuir en la identificacién de potenciales biomarcadores de dafio o prondsticoy farmacos candidatos

para ser evaluados en ensayos clinicos.

1.4.2 Objetivos especificos

1) Identificacion y cuantificacion de metabolitos alterados en plasmay orina de sujetos positivos a

SARS-CoV-2condistinta severidad de la COVID-19.

2) Descripcion de las vias de sefializacion o mecanismos de respuestadelhumano alterados ante la

infeccién por el virus.

3) Identificacion de potenciales biomarcadores de dafio y prondstico para serevaluados en estudios

posteriores.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencionde las muestras

Las muestras de sangre y orina de sujetos con la COVID-19 (n=14) se obtuvieron de pacientes del Hospital
General de Ensenada que cumplieron con los criterios de inclusién (edad>18 afios) y ninguno de los de
exclusién (embarazo actual) con sintomatologia sugestiva de laCOVID-19y una prueba de RT-PCR positiva
para SARS-CoV-2en saliva. También se obtuvieron muestras de sujetos sanos (n=10) que cumplieron con
criterios de inclusién (edad>18 afios) y ninguno de los de exclusidn (embarazo actual, diagndstico de
infeccidén o sintomas virales durante el Ultimo mes, cdncer o quimioterapia en el dltimo afio, insuficiencia
hepatica o cirrosis, tuberculosis, infeccion por VIH). Adicionalmente, se obtuvieron los datos
antropométricos y clinicos. Todos los participantes firmaron un consentimiento informado para que sus
muestras se utilizardn para este proyecto. El reclutamiento de los sujetos y la toma de muestra se

representan en laFigura 1.
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Figura 1. Esquema general de la metodologia propuesta. Modificada de Moreno-Ulloa



2.2 Preparacionde las muestras

Para obtenerel plasma, las muestras de sangre total se centrifugarona 1,500 g por 10 minutos a 4 °Cen
un tubo con anticoagulante (EDTA). Después, se tomé 1 mL de plasma obtenidoy se transfirié a un tubo
Vivaspin 3kDa para el ultrafiltrado de proteinas por centrifugacion, que fue a 4,000 g por 30 minutos a 4
°C. Paraunaeliminacién exhaustiva de las proteinas, del plasmafiltrado se obtuvieron 50 uLy se mezclaron
con 200 pL de acetonitrilo (ACN) grado masas. Esta mezcla se agité por vértex por 30 segundosy después
se centrifugdé a 20,817 g por 10 minutos a 4 °C. Para evaporar el solvente, se transfirieron 150 pulL del
sobrenadante y se procesaron por centrifugacién al vacio a temperatura ambiente a 0.1 torr de presion
hasta evaporar totalmente el solvente, quedando solo los metabolitos en el microtubo. Al final, se
suspendieron en solucidn de inyeccién (95% agua, 5% ACN), se agitaron por vortex 30 segundosy se
centrifugaron a 20,817 g por 10 minutos a 4 °C para obtener una solucién libre de particulas. De esta

solucidn, se transfirieron 20 pL a viales de inyeccidn para el andlisis posterior.

Para el procesamiento de la orina, se transfirio 1 mL a microtubos y se centrifugaron a 20,817 g por 10
minutos a 4 °C. Luego, 100 uL del sobrenadante obtenido se mezclaron con 100 pL de solucién de
inyeccion. Esta mezcla se agitd por vortex por 30 segundosy se centrifugda 20,817 g por 10 minutosa 4
°C para obtener 180 pL de solucidn libre de particulas. De esta solucidn, se transfirieron 20 L a viales de
inyeccidn para elandlisis subsecuente. Unarepresentacién del procesamiento de las muestras y los analisis

posteriores se muestraen la Figura 2.

Por cada tipo de muestras se generaron 6 controles de calidad (QC) para evaluar la precisiéon del método
durante el andlisis por HPLC-HRMS/MS vy los analisis estadisticos subsecuentes. Estos QC consistieron en

una mezcla delmismo volumen de todas las muestras, por cada tipo de fluido (plasmau orina).

2.3 Deteccionde RNA viral

De plasma y orina se obtuvieron 100 plL pararealizar la deteccidn de RNA viral. La extracciéon se realizé con
el kit Quick-RNA (Zymo Research) con base en las instrucciones del fabricante. Luego, la amplificacién del
gen N de SARS-CoV-2se realizd por qRT-PCR multiplex de un paso con los oligonucle6tidos 2019-nCoV CDC
EUAY las sondas RTqPCR gBio (PCR Biosystems).
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Los parametros parala reaccion fueron los siguientes: un ciclo a 50 °C por 10 minutos, un ciclo a 95 °C por
2 minutos, 45 ciclos a 95 °C por 3 segundos, paso final de 55 °C por 31 segundos. Con un termociclador
C100 Touch CFX-96 (Real Time Systems, BioRad). El valor de corte de umbral de ciclo (Ct) erade 38, por lo
gue una muestra con Ct mayor o igual a 38 se consideraba positiva a SARS-CoV-2. Las muestras con un Ct

mayor a 38 o sin amplificacidn se consideraban negativas.

2.4 Adquisicion de datos por LC-MS/MS

Las muestras preparadas en los viales se analizaron porun cromatdgrafo de liquidos Agilent nanoLC 1260
Infinity (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA) y una columna empacada con ZORBAX 80 SB-C18 (75
pm x 43 mm, 5 um C18 con columna de trampa o enriquecimiento de 40 nL) con fases mdviles A (acido
férmico al 0.1 % en H20) y B (acido férmico al 0.1 % en ACN), con flujo de 300 nL/min para la columna de
separacion (nano bomba) y 2 uL/min para la de enriguecimiento (micro bomba). El gradiente comenzé con
5% B e incrementd linealmente a 20% B en 20 minutos, se mantuvo a 20% B por 5 minutos, luego
incrementd linealmente a 100% By se mantuvo por 5 minutos, regreséa 5% B en 1 minutoy se mantuvo
en 5% B por 9 minutos antes de la siguiente muestra para asegurar el reequilibrio de la columna. Dos
blancos que consistieron en 3 pL de 95% A y 5%B se corrieron entre muestras experimentales para
minimizar acarreamiento potencial de otros compuestos. El eluato de la columna se llevé a un
espectrometro de masas 6530 Accurate-Mass Q-TOF (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA) a través
de unainterfaz HPLC-Chip Cube MS. Laionizaciéon fue por nano-aerosolen modo positivo. Los datos de MS
se adquirieron en las siguientes condiciones: voltaje del capilar, 1830 V; temperaturadelgas, 350 °C, flujo
de gas de secado, 5 L/min; voltaje skimmer, 65 V; octapolo-RF, 75 V; voltaje del fragmentor, 175 V; tasa
de adquisicion de espectros, 4 espectros/s sobre un rango de masa de 110 a 2000 m/z. Las condiciones
para los datos de MS2 fueron: ventana de aislamiento, angosta (1.3 m/z); tasa de adquisicion, 3
espectros/s; precursores maximos por ciclo, 5 sobre un rango de masa de 50-2000 m/z. La opcién de
exclusidn activa fue activada, puesta en 2 espectros y liberaciéon después de 0.25 minutos. La opcion de
energia de colisidn en rampa (CE) fue usada con valores de pendiente de 6 y compensacion de 4. El
instrumento se calibré de manera externa cada 24 horas (antes de la adquisicion de los datos) con una
solucién ESI-L Low Mix Concentration Tuning Mix (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA) para
asegurar unaexactitud de masa<5 ppm tanto paralos datos de los niveles MS1como MS2. El rend imiento
del instrumento se monitored durante la adquisicién de los datos al incluir controles de calidad cada 4
muestras experimentalesy al evaluar las sefiales de las muestras del blanco. Las muestras se localizaron

de manera aleatoria para la adquisicion de los datos.
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Figura 2. Esquema general propuesto a seguir para el procesamiento de muestras y anadlisis de datos. Creada
parcialmente con ChemDraw

2.5 Procesamiento de datos

Los datos crudos se transformaron de formato del proveedor (.D) a un formato abierto (.mzXML) con el

programa MSConvert (Chambers etal., 2012) para usar programas de libre acceso en su procesamiento.

Para la cuantificacion relativa, los datos se procesaron con el programa MZmine 2.53 (Pluskal et al., 2010),
con los parametros mostrados en la Tabla 3 en Anexos. De este programa se obtuvieron la tabla de
cuantificacién de ionestotales (MS1), unatabla de cuantificacidn de los iones con patrén defragmentacion
asociado (MS1 con MS2) y dos archivos de espectros de fragmentacién: uno para la asignacion de

estructuras con bases de datosy otra para un método in silico.

Para la asignacién de estructuras con bases de datos, se usé la plataforma Global Natural Products Social
Molecular Networking (GNPS) (M. Wang et al., 2016), con el protocolo de redes moleculares basadas en
picos (Feature-Based Molecular Networking [FBMN]) (Nothias et al., 2020). En este protocolo se usaron la
tabla de cuantificacion de MS1 con MS2 y uno de los archivos de espectros de fragmentacién con el
formato para FBMN. La asignacién automadtica (Spectral Match) de estructuras en labase de datos se basé
en un valor de corte de similitud (cosine score) de 0.6 y minimo cuatro sefales coincidentes con una
tolerancia de masa para iones precursory productos de 0.02 Da. Para la asignacion de estructuras in silico,

se uso el programa SIRIUS 4.9.12 (Dihrkop et al., 2019), con el otro archivo .mgf, para asignar férmulas
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guimicas con las bases de datos Human Metabolome Database, MeSH, BioCyc, ChEBI, GNPS, KEGGy KEGG
MINE, y los aductos activados para la asignacion de formula quimica fueron de protén (H*), sodio (Na'),
potasio (K*), amonio (NH,*) y pérdida de agua (-H,0 + H*). Luego, fueron reclasificadas con el algoritmo
ZODIAC (Ludwig et al., 2020) para mejorarlas asignaciones. Después, se usé el algoritmo de CSI:FingerliD
(Duhrkop etal., 2015) para asociar potenciales estructuras alos espectros de fragmentacién de manera in
silico, con estructuras que se encuentran en las mismas bases de datos. Ademas, también se uso el
algoritmo CANOPUS (Diihrkop et al., 2021) para la asignaciéon de clases quimicas con la ontologia de
ClassyFire (Feunangetal., 2016). Paramantenersélo asignaciones de alta calidad, se realizé un filtrado de
asignaciones que tuvieran un error de masa mayora 10 ppm, o que tuvieran halégenos (F, Cl, Br, 1) o boro

(B) en susfdérmulas, y que la asignacién de estructuratengaun valor de confianza COSMIC

2.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos biométricos se realizé a través de comandos en R4.1.2 (R Core Team,
2013). Para datos categdricos, se usé la prueba exactade Fisher. Paralas variables numéricas, se evalud la
normalidad con la prueba de D’Agostino-Pearson paralos grupos “COVID-19”, “Control” y “No Ventilados”,
y con la pruebade Shapiro-Wilk para el grupo “Ventilados”. Al tener una distribucién normal, se aplicé la
prueba de t de Student para la existencia de diferencias significativas entre grupos. En el caso particular
de la variable “Edad” en la comparacion entre “Ventilados” y “No Ventilados”, también se aplicé la prueba

det de Student con correccién de Welch.

El andlisis estadistico de los datos espectrales se realizdé con las abundancias (area bajo la curva) de los
picos totales (MS1). Primero, se subieron a la plataforma NormalyzerDE 1.5.4 (Willforss et al., 2019) para
evaluar el mejor método de normalizacién, el cual fue Cycloess. Después, se obtuvieron los datos
normalizadosy se subieron a la plataforma MetaboAnalyst 5.0 (Pang, Chong, et al., 2021) para realizar un
filtrado de picos que tuvieran una desviacién estandar relativa (RSD) > 25% en el grupo de QC. En esta
plataforma se realizé el anadlisis estadistico multivariante. Después de eliminar los picos asociados con
farmacos anotados con bases de datosy transformar las abundancias normalizadas con logaritmo de base
10, se realizé un analisis de componentes principales (PCA) para observar patrones de agrupamiento en
grupos control, COVID-19 sin ventilacién mecanica y COVID-19 con ventilacidn mecanica. Por otro lado,
los datos normalizados y filtrados por RSD > 25% en el grupo de QC se analizaron en NormalyzerDE 1.5.4
para realizar el analisis estadistico univariante. Este consistié en identificar los picos que cambian en

abundancia £ 50% de razén de cambio (valor de logaritmo con base 2 de la razén de cambio [log2 fold
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change] de + 0.58), y un valor de p < 0.05 por una pruebade t de Student con el paquete limma (Ritchie
et al., 2015). Este analisis se realizé tanto en la comparacion general (Control-COVID19) como en la sub-
cohorte de ventilacion mecanica (Ventilados-No Ventilados). Estos resultados se visualizaron en graficas

devolcan.

Para observar las clases de metabolitos sobrerrepresentados en la enfermedad, se realizé un andlisis de
enriquecimiento quimico en la plataforma en linea ChemRICH, que utiliza la ontologia quimica de MeSH
(Barupal y Fiehn, 2017). Para esto, se utilizé la lista de los compuestos anotados tanto por bases de datos
como herramientas in silico (Tabla 4, Anexos) que cambian significativamente en cada comparacion
(Control-COVID19, Ventilados-No Ventilados). Los andlisis incluyen anotaciones de metabolitos presentes

tanto en pIasma como enorina.
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Figura 3. Perspectivas de futuro sobre la aplicacién del conocimiento generado en este estudio. Modificada de
Moreno-Ulloa
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Capitulo 3. Resultados

En la Tabla 2 podemos observar dos grupos de comparacién: COVID-19 y control, y la sub-cohorte de
ventilacion mecanica. Existen diferencias significativas en el uso de farmacos, que dominanen COVID-19,
como terapias con antibidticos, antivirales, esteroides y anticoagulantes, y en la condicién de diabetes

mellitus tipo 2. En la comparacién de las sub-cohortes no observamos diferencias significativas.

Después del procesamiento por MZmine 2y los distintos filtros aplicados, se obtuvieron dos listas de iones
totales, una para cada muestra: 2480 en plasma y 2478 en orina. Estos iones, o picos, representan los

potenciales metabolitos detectados.

En el PCA, podemos observar patrones de agrupamiento para cada muestra y comparaciéon, como se
representa en la Figura 4. En los Anexos, la Figura 11 muestra PCA con las mismas muestras, pero con
etiquetas basadas en la clasificacion de la OMS, del sindrome de insuficiencia respiratorio agudo (SIRA)y

el génerode los sujetos.

Plasma Orina

Contral Control
© COvVIDLg © COovID1g
o Qc ©Qc

o vent w © Went

o @ . ° o © @ Control

|-y o @ covip19
o @ vent

. @ ac

a
@

-10

5
L

PC2 (19.6%)
PC2 (13.7%)

0
o

-15 -10 5 0 5 1n 15 20 -10 0 10 20

PC1 (24.1%) PC1 (29.2%)

Figura 4. Andlisis de componentes principales (PCA) de los sets de datos de las cohortes por muestra. Los datos fueron
transformados a escala logaritmica sin escalar. Las areas sombreadas representan los intervalos del 95% de confianza



Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas de los sujetos del estudio.
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COVID-19 vs Control

Ventilacion mecanica (Vent) vs No Vent

Variables
COVID-19 Control Valor p Vent No Vent Valor p
Numero de pacientes (n) 14 10 5 9
Masculino/Femenino (n) 8/6 3/7 0.2397 2/3 6/3 0.5804
Altura (m *D.E.) 1.65+0.07 | 1.60%0.09 0.1345 1.62+0.10 | 1.67 £0.05 0.1887
Edad (afios £ D.E.) 55.9+11.2 51.2+10.2 0.3009 624 +5.2 523+12.2 0.05299*
Peso (kg  D.E.) 769+11.8 71.2+12.0 0.1475 736104 | 788+12.7 0.4525
IMC (kg/m? £ D.E.) 28.1+4.1 27.7%2.7 0.7462 27.9+3.7 28.3 %45 0.8795
Terapia farmacoldgica
Terapia con inhibidores de ECA/ARA (n (%)) 5 (36) 2 (20) 0.6529 2 (40) 3(33) 1
Farmacos antiinflamatorios (n (%)) 3(21) 1(10) 0.6146 0(0) 3(33) 0.2582
Terapia con antibiéticos (n (%)) 11 (79) 0 (0) 0.0001514 4 (80) 7 (78) 1
Terapia con antivirales (n (%)) 7 (50) 0 (0) 0.01876 3 (60) 4 (44) 1
Terapia con esteroides (n (%)) 13 (93) 0 (0) 5.609e-06 5(100) 8 (89) 1
Anticoagulantes (n (%)) 14 (100) 0 (0) 5.099e-07 5(100) 9 (100) 1
Comorbilidades
HAS (n (%)) 8 (57) 2 (20) 0.1041 3 (60) 5 (56) 1
DMT2 (n (%)) 6 (43) 0 (0) 0.02387 1(20) 5 (56) 0.3007

ECA = Enzima Convertidora de Angiotensina, ARA = Antagonistas del Receptor de Angiotensina, HAS = Hipertensidn Arterial Sistélica, DMT2 = Diabetes Mellitus tipo 2.
*Se muestra el valor de p de la prueba de t de Student con correccion de Welch; t de Student p = 0.107.



16
Procedimos a realizar andlisis univariantes, y observamos cambios en las concentraciones de metabolitos
entre grupos, representados como graficas de volcan enlas Figuras 5y 6 para condicionesde COVID-19y
ventilacion mecdnica, respectivamente. En las graficas observamos puntos que representan cada pico: los
azules son los que cambian significativamente; los rojos, los no significativos. En COVID-19, detectamos en
plasma elaumentode 410 y disminucidén de 552 picos, y enorina elaumentode 909 y disminucién de 482

picos.

Plasma Orina

154
104 ¢ @ significativo

O No significativo
101 o

—log10(Pvalue)
-log10(Pvalue)
s

. . i Log2(FC) £ 0.58
-10 -5 0 5 10 15 -10 0 10 p <0.05
Fold (log2) Fold (log2)

Figura 5. Representacién de tipo volcan de los metabolitos cuantificados en plasma y orina entre los sujetos con la
COVID-19 y sin la enfermedad. Aquellos que mostraron diferencias en abundancia (valores de corte: cambio > + 50%,
p < 0.05) se marcaron en azul; los que no cambian, en rojo

En el sub-cohorte de ventilacidn mecdnica, observamos un aumento en plasmade 355 y una disminucién

de 163 picos, mientras que en orina aumentaron 345 y disminuyeron 107 picos.

Las técnicas empleadas permiten detectar unavasta diversidad de compuestos. Esto se ve reflejadoenla
Figura 12 en Anexos, donde diagramas de pastel indican las distintas clases quimicas, asignadas a través

de CANOPUS, de los compuestos detectados tanto en plasmacomo en orina.
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Figura 6. Representacién de tipo volcan de los metabolitos cuantificados en plasma y orina entre los sujetos con la
COVID-19 cony sin necesidad de ventilacién mecanica. Aquellos que mostraron diferencias en abundancia (valores
de corte: cambio > + 50%, p < 0.05) se marcaron en azul; los que no cambian, en rojo

Con los datos de anotacién de metabolitos producidos diferencialmente entre grupos, realizamos un
andlisis de enriguecimiento quimico (Figura 7) por cada comparacion: COVID-19 contra control, y
ventilados contra no ventilados. Cada andlisis tiene como resultado un plano con graficos circulares que
representan cada clasificacion quimica enriquecida. Se localizan por el valor XlogP, o coeficiente de
particién octanol:agua, relacionado con su hidrofobicidad, en el eje de las abscisas, y por el valor p del
grupoenel eje de las ordenadas. Eltamafio del circulo refleja directamentela cantidad de compuestos en
esa clasificacidn, y el color la direccién de expresion de los compuestos: cuando aumentan, tiende alrojo;
cuando disminuyen, al azul. En la comparacién general, observamos enriquecidas cinco clasificaciones:
oligopéptidos, péptidos ciclicos, cininas, lisofosfatidilcolinas (LPC) saturadas e insaturadas. Vemos que las
LPC tienden adisminuir, mientras que los oligopéptidos, las cininas y los péptidos ciclicos tanto aumentan
comodisminuyen. En elandlisis de enriquecimiento de lasub-cohorte de ventilacidn mecdnica solo vemos

que los oligopéptidos tienden tanto a aumentar como a disminuir.
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como metabolitos de vita

infeccién en generalcomo

Angiotensina | 1-3

16

Abundancia

minas del complejo B (B1 y B9) disminuyen significativamente tanto en la

en los pacientes que requirieron ventilacion mecanica.

Metabolito de
Fosfato de tiamina (B1) acido tetrahidrofélico (B9}

Acido
glicoquenodesoxicélico

& - 8 Jl 9* .
o Q- o -
S g S ma
T k- T .
5 S 5
0
< < <
d 2 NS NS
& N E o N & N
& ¥ o & © & ©
o 2 ¢’ 3 ')
(VAP < o
R\
K

Figura 8. Efecto de la COVID-19 sobre otros metabolitos. Los resultados se muestran en promedios y rangos

intercuartilares y se proyecta

n como diagramas de caja



19

Capitulo 4. Discusion

En los andlisis multivariantes, vemos que en el plasma hay una separacién moderada entre los grupos
control (Control), COVID-19 sin ventilacion mecanica (COVID19) y con ventilacién mecénica (Vent). Por
otro lado, en orina vemos una clara separacién entre el grupo control y los dos grupos de COVID-19, pero
no entre los sujetos ventilados y no ventilados. Estos datos indican que hay un mayor cambio en el
metaboloma en orina comparado con el del plasma durante la enfermedad; pero en la condicién de

ventilacion mecanica las diferencias son mayores en el metabolomadel plasma sobre la orina.

Entre las clases quimicas enriquecidas se encuentran las cininas: péptidos que derivan de la degradacién
de proteinas precursoras denominadas cininégenos (Hamid et al., 2020). Tres péptidos derivados de la
degradacidn de cininas se encuentran alterados. Especificamente, dos derivados de bradicinina (BK) y de
la sustancia P (SP) se encuentran disminuidos, mientras que uno de la neurocinina A (NKA) esta

aumentado. Ladegradacién de estos péptidos se muestraen la Figura 9A.

La BK proviene del cinindgeno de alto peso molecular (HMWK), una proteina relacionada con la
hemostasiaatravés de lavia intrinsecade la coagulaciéon (Hofman et al., 2016). Este péptidoy su derivado,
desarginina — 9 bradicinina (des-R9-BK), son degradados por la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2) a BK 1-7 (De Maat et al., 2020). Posteriormente, este derivado es degradado por ACE a BK 1-5, el
péptido detectado en este estudio (Gangnusy Burckhardt, 2021). Cuando se evita su degradacion, la vida
media de BK se extiende, lo que puede exacerbar su actividad. Uno de los efectos resultantes de esta
exacerbacién es el angioedema: filtrado de liquido de los vasos sanguineos debido a un aumento en la
permeabilidad vascular (Cicardi y Zuraw, 2018). Los pacientes con COVID-19 desarrollan edemas
pulmonares, lo que llevé a plantear potenciales mecanismos centrados en este péptidoy sus derivados,
ya que el SARS-CoV-2 usa la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) como diana para entrar a las
células (De Maat et al., 2020). Ademas, BK 1-5 inhibe la agregacién plaquetariaa través del bloqueodela
trombina (Murphey etal., 2006), por lo que puede estarimplicada en la alteracion de la hemostasia que

caracteriza a la enfermedad (Joly et al., 2020).

La SP es miembro de la familia de las taquicininas, derivada de la proteina preprotaquicinina1 (PPT1)
(Hokfelt et al., 2001). Este péptido se produce principalmente en el sistema nervioso central y periférico,
(Mitchell et al., 2013) y su alteracién esta asociada con diferentes enfermedades neurolégicas, como

Alzheimer (Peineau et al., 2018), Parkinson (Zheng et al.,, 2021) y esclerosis lateral amiotréfica
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(Theoharides y Tsilioni, 2020). ACE es capaz de degradara la SP; sin embargo, lo hace enlos enlaces Phe;-
Pheg, Pheg-Glys y Glys-Leu,, (Feickert y Burckhardt, 2019). En este estudio encontramos disminuido el
fragmento de SP 6-11, producto de la hidrdlisis en el enlace GIns-Glng. A este sitio no se le ha descrito una
enzima especifica, pero elfragmento 6-11 se ha detectado en el sinaptosoma de ratas (Arzumanyan et al.,
1985) y en microsomas hepaticos de ratas, ratonesy humanos (Pailleux et al., 2013). Existe evidenciade
qgue, en COVID-19, pacientes con enfermedades neuroldgicas empeoran su condicién (Ferini-Strambiy
Salsone, 2021), y al estarla SP vinculada con estas patologias, es posible que su perturbacion contribuyaa

las complicaciones neurolégicas asociadas con COVID-19.

La NKA, al igual que la SP, pertenece alas taquicininas y proviene del mismo precursor proteico, aunque
NKA tiene mayor afinidad al receptor de neurocininas 2 (NK2R) (Regoli et al., 1990). Tiene un papel
importante en la regulacidon de diversos procesos bioldgicos, como la percepcion del dolor (Sculptoreanu
et al., 2008), la contraccién de musculo liso (Marson et al., 2018) y la inflamacién en vias respiratorias
(Kobayashietal., 2012). En este estudio, se encontré aumentado el fragmento NKA 1-3. En contraste con
las otras taquicininas, donde su degradacién disminuye su actividad, NKA estimula al receptor NK2R al
doble cuando es descompuesta en NKA 4-10, que es el producto complementario de NKA 1-3 (Regoli et
al., 1990). Esto puede promover vias de sefializacion como la de la proteinacinasa C (Sculptoreanuetal.,
2008). El fragmento NKA 4-10 se ha aislado en tumoresileales metastdsicos (Theodorsson-Norheimetal,

1987).

Con base enlas revisiones de literatura de la via de sefalizacién de BK (Rex etal., 2022), la de SP (Javid et
al., 2019), y articulos sobre las vias activadas por NKA (Sculptoreanu et al., 2008), se cred una
representacién en red de estas vias con el uso del programa Cytoscape 3.9.1 (Shannon etal., 2003), como
se muestraen la Figura 9B. Hay funciones bioldgicas generales activadas por estas vias como la migracion
celular, proliferacién, inflamacién e incremento en la permeabilidad celular, y otras mas especificas como
neovascularizacion, regulaciéon de la presion intraocular, reclutamiento de neutréfilos y crecimiento de
neuritas. Por lo tanto, alteraciones en las vias de seializacién de las cininas puede contribuir a la

fisiopatologia de la enfermedad por daio endotelial, neurolégico, y promocién de la inflamacion.
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Figura 9. Degradacién de cininas alteradas en COVID-19. (A) Rutas de degradacion de bradicinina (BK), neurocinina A
(NKA) y la sustancia P (SP). Los cuadros encierran los fragmentos detectados. Aquellos enrojo o enazul indican que
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funcidn bioldgica desencadenada. Creada parcialmente con Cytoscape, Bioicons y ChemDraw.
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Otro fragmento de un péptido vasoactivo, angiotensina | 1-3, se encontré disminuido en COVID-19. La
angiotensina | es un péptido que forma parte del sistema renina-angiotensina, una ruta fisiolégica de
control de la presidn arterial. Es transformadatanto por las enzimas ACE en angiotensinall, y esta ultima
por ACE2 en el fragmento 1-7. Ambos productos regulan el sistema cardiovascular por mecanismos
opuestos. El primer producto, la angiotensina ll, posee actividad vasoconstrictora y proinflamatoria,
compensada por el vasodilatador y antiinflamatorio fragmento 1-7. Como el virus bloquea la actividad de
la ACE2, su receptor, puede redirigir la generacidon de estos productos a una mayor cantidad de
angiotensinall, y esto sobrepase la proteccién delfragmento 1-7 (K. Wanget al., 2020). El efecto probable
seriaunaumento en lapresion arterial, lo que contribuye al mecanismo de daio cardiovascular por COVID-

19.

En nuestro estudio encontramos una disminucién en LPC, un tipo de lipidos derivados de la degradacion
de fosfatidilcolinas. Otros estudios metabolémicos encontraron también alteraciones en este tipo de
fosfolipidos, tanto aumento en unas como disminucion en otras (Caterino et al., 2021; Valdésetal., 2022).
Las LPCson producto de la degradacidn de fosfatidilcolinas por la fosfolipasa 2 (PLA2) y la transferencia de
acidos grasos al colesterol porla lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT), con actividades proinflamatoria,
proapoptéticay oxidante, las cuales hansido revisadas previamente (P. Liu et al., 2020). En contraste con
los anteriores, en nuestro estudio encontramos que los LPC solo disminuyen. Algunos farmacos
esteroideos, como los glucocorticoides, pueden disminuirla expresion de PLA2 (Gewerty Sundler, 1995),
los cuales fueron utilizados por casi todos nuestros pacientes con COVID-19. Uno de éstos es la
dexametasona,un farmaco aprobado paratratar pacientes con COVID-19severo (Noreen etal., 2021), por
lo que esta disminucién consistente de LPC puede ser causada por estos medicamentos. Es importante
destacar que, a pesarde su uso en todos los pacientes que requirieron ventilacién mecanica, cuatro de los
cinco pacientes fallecieron, lo que refuerza la importancia de proponer otras terapias para disminuir la

mortalidad asociada con la infeccion severa.

Dos derivados de vitaminas se encontraron disminuidas en COVID-19, tanto en la comparacidon general
como enventilacién mecanica: elfosfato de tiamina (B1) y un metabolito tedrico deltetrahidrofolato (B9).
Se ha encontrado que en pacientes hospitalizados por COVID-19 con deficiencias de acido félico hay una
mayor prevalencia de enfermedad renal crénica y fibrilacién auricular (Meisel et al., 2021), y en un
metaanalisis, otra de las vitaminas del complejo B, la piridoxina (B6), era un marcador que diferenciabaa
los pacientes severos de los fatales, disminuida en los segundos (Pang, Zhou, et al., 2021). Sin embargo,
otro estudio dirigido a diversas vitaminas y minerales encontré una disminucidn significativa de la vitamina

Dy selenioen COVID-19, pero node las B1, B6, B9 y B12, ni de zinc (Imetal., 2020).



23
La tiamina es el precursordel pirofosfato de tiamina, la forma activa de la vitamina B1. Esta es necesaria
para algunas reacciones del metabolismo de carbohidratos, y su deficiencia causa enfermedades como el
Beriberi por desnutricién, y el sindrome de Wernicke-Korsakoff, principalmente como resultado de
alcoholismo. Uno de los drganos mds afectados porla deficienciaes el cerebro, yaque su principal fuente
de energiaes la glucosa, ademds de usar a la vitamina B1 como elemento estructural de sus membranas
sinaptosdmica, axoplasmica y mitocondrial. Su deficiencia afecta las funciones cognitivas, motoras y
sensoriales en modelos experimentales, ademas de alterar el neurodesarrollo durante la etapa fetal y

postnataltemprana (Fattal-Valevski, 2011).

El 4cido fdlico es el nombre comun de la vitamina B9, y la reduccién a tetrahidrofolato le confiere su
actividad metabdlica. Es una coenzima importante en el metabolismo de aminoacidos, biosintesis de
acidos nucleicos y modificacién de compuestos por metilacidon. Su deficiencia altera principalmente a los
eritrocitos y al sistema nervioso, ya que ésta se asocia con anemia megaloblastica y alteraciones en la
cognicidn, depresidon y neuropatia, ademas que su suplementacién es recomendada en mujeres
embarazadas para evitar malformaciones neuronales en el desarrollo del feto (Sobczyn y Harrington,

2018).

Existen reportes donde, después de la infeccién por SARS-CoV-2, hay un conjunto de sintomas que se
refieren como sindrome post-COVID, o COVID largo (long COVID). Una de sus caracteristicas es la
alteracion de las habilidades cognitivas, aumento en el desarrollo de depresiony fatiga cronica (Ceban et
al., 2022). A pesar de que las muestras son de pacientes con infeccién activa, es posible que uno de los

mecanismos que contribuyen al desarrollo de estas secuelas sea una deficiencia de estas vitaminas.

Un 4cido biliar, el acido glicoquenodesoxicdlico, se encontré disminuido en COVID-19 en este estudio.
Otros trabajos reportaron alteraciones en los acidos biliares, tanto aumento como disminucién. Valdésy
colaboradores encontraron un aumento en acidos biliares durante la enfermedad, y una disminucién al
remitir la enfermedad (Valdés et al., 2022). En otro analisis, Escarcega y colaboradores encontraron
cambios en diversos acidos biliares de maneradiferente entre sexos (Escarcega etal., 2022). Por otro lado,
un estudio lipiddmico encontré disminuidos a los 4cidos biliares en COVID-19, y con modelos de
aprendizaje de maquinas encontraron que son de los compuestos que mas discriminan a los grupos control

y COVID-19positivos (Castaiié et al., 2022).

Los acidos biliares son compuestos producidos porelhigado y almacenados en la vesicula biliar. Estos son

expulsados alintestino delgado para solubilizar compuestos lipofilicos de la dieta, lo que permite su mejor
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absorcion (Kiriyama y Nochi, 2022). Al ser producidos en el higado, cualquier dafio a este érgano podria
verse reflejado en cambios en la concentracién de los acidos biliares. En el caso de COVID-19, existe
evidencia que sugiere dafio hepatico bajo un mecanismo moleculariniciado por promover la expresion de
la proteina ACE2, receptor del virus, en el higado bajo un ambiente proinflamatorio o hipdxico, y la

subsecuente entradadelvirus a las células hepaticas (Nardo etal., 2021).
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Capitulo 5. Conclusiones

Los resultados de nuestro estudio demuestran que laCOVID-19altera el metabolomahumano. El analisis
del metaboloma en orina distingue con mayor facilidad a los pacientes con COVID-19 sobre los sujetos
sanos, mientras que el metaboloma del plasma diferencia mas a los pacientes con ventilacién mecanica
contra los que no la necesitaron. El enriquecimiento quimico indica que las clases quimicas mas alteradas
en COVID-19 son los oligopéptidos, péptidos ciclicos y las fosfatidilcolinas, mientras que en ventilacién
mecanica fueron los oligopéptidos. Las cininas son una clase de péptido alterada en COVID-19, las cuales
pueden contribuir a promover la fisiopatologia de la enfermedad a través de la promocién de la
inflamacidn, reclutamiento de leucocitos y aumento en la permeabilidad vascular. Otros metabolitos
alteradosindican alteraciones en distintos sistemas, como el neuroldgico, el cardiovascular, dafio hepatico

y la hemostasia (Figura 10).

Aportaciones del estudio: Los resultados, ademas de reforzar resultados anteriores de una alteracién en
la via de bradicinina causada por la COVID-19, sugieren cambios en otras cininas como la sustanciaP y la
neurocinina A. Esto se integra en una nuevateoria que propone la perturbacién de las vias de las cininas

como un mecanismo fisiopatolégico en COVID-19.

Limitantes: La poblacién estudiada, aunque es suficiente para realizar comparaciones con relevancia
estadistica, es una limitante para la construccion de modelos predictivos, necesarios para el
descubrimiento de biomarcadores. Ademas, los sujetos no recibieron ninguna dosis de vacunacién contra
la enfermedad previo al estudio, ya que fueron reclutados alinicio de la pandemia, porlo que elefecto de

la inmunizacién escapa delalcance de este estudio.

Perspectivas futuras: El conocimiento generado en este estudio contribuye a conocer la fisiopatologia de
la COVID-19. Al encontrarse alteradas en la enfermedad, las vias de sefializacidn de las cininas pueden ser
utilizadas como dianas terapéuticas para proponer terapias farmacoldgicas con potencial de revertir las
complicaciones. Ademads, otros metabolitos identificados pueden ser evaluados como posibles
biomarcadores de dafio en distintos érganos. Al verse reflejado el efecto de la COVID-19 sobre distintos
organosy existir evidencia de dafo persistente despuésde laenfermedad, este estudio puede servir como
base para entenderelCOVIDlargo o long COVID, que afectaactualmente a millones de personasalolargo

del planeta.
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Anexos
Tabla 3. Parametros utilizados en la seleccién de picos por MZmine 2.53.
Mddulo Parametro Valor para Plasma Valor para Orina
Nivel de ruido MS1 400 600
Deteccion de masa
Nivel de ruido MS2 20 20
Numero de seiiales 5 5
Umbral de intensidad de

Construccion del grupo 400 600

cromatograma con ADAP Intensidad minima de picos 800 1200

Tolerancia de m/z

0.02 Da, 0.0 ppm

0.02 Da, 0.0 ppm

Deconvolucion del
cromatograma

Método Ondiculas (ADAP) Ondiculas (ADAP)
Relacién sefal/ruido (S/N) 7 7
Estimador de S/N Ventana de Ventana de
stimacor de intensidad S/N intensidad S/N
Intensidad minima de picos 800 1200
Uml:tr.al de ra,zon 10 10
coeficiente/area
Ancho de plco?’entlempo 0.08 -2.00 0.08 -2.00
de retencion (RT)
Ancho de ondiculas 0.01-0.07 0.05-0.08

Agrupamiento de picos
isotopicos

Tolerancia de m/z

0.02 Da, 0.0 ppm

0.02 Da, 0.0 ppm

Tolerancia de RT

0.5 min

0.5 min

Forma monotodnica

Seleccionado

Seleccionado

Carga maxima

1

1

Isétopo representativo

Mas intenso

Mas intenso

Alineamiento por RANSAC

Tolerancia de m/z

0.02 Da, 0.0 ppm

0.02 Da, 0.0 ppm

Tolerancia de RT 0.25 min 0.25 min
T°'er:2°|i: c‘:‘:rgc?::p“és 0.125 min 0.125 min
Iteraciones de RANSAC 0 0
Minimo numero de puntos 20% 20%
Valor de corte 1 1

Llenado de espacios con la
misma ventana de m/zy RT

Tolerancia de m/z

0.02 Da, 0.0 ppm

0.02 Da, 0.0 ppm

Filtrado de duplicados

Tolerancia de m/z

0.006 Da, 0.0 ppm

0.006 Da, 0.0 ppm

Tolerancia de RT

0.25 min

0.25 min
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Tabla 4. Lista de anotaciones putativas de metabolitos diferencialmente abundantes en COVID-19 por muestra y cohorte. Las estructuras anotadas como metabolite
fueron asignadas por KEGG MINE como metabolitos tedéricos del compuesto original.

Férmula Masa Masa Error Tiempo de Asignacion Razén
Nombre molecular Aducto tedrica experimental de retencién | automatica/ de Muestra Cohorte
P masa (min) COSMIC cambio
Asignacion
Lyso PC (18:2) C26H50NO7P [M +H]+ 520.3397 520.3384 -2.4845 26.9 " 0.225 Plasma General
automatica
Glycochenodeox Asignacion
. . C26H43NO5 [M +H]+ 450.3213 450.318 -7.3166 25.2 . 0.162 Plasma General
ycholic acid automatica
Dodecanedioic | 1515504 | M-H20% 15150401 2131501 | 4609 26.1 Asignacion | 59 | plasma | General
acid H]+ automadtica
1,2-Dioctanoyl! Asignacion
C24H48NO8P [M +H]+ 510.319 510.3151 -7.6163 25.1 o 0.078 Plasma General
PC automatica
1-Myristoyl-sn- . L
Asignacion
glycero-3- C22H46NO7P [M + H]+ 468.3084 468.3081 -0.7097 26.3 automatica 0.078 Plasma General
phosphocholine
Asignacion
Lyso PC (18:3) C26H48NO7P [M +H]+ 518.324 518.3253 2.4228 26.4 (s 0.076 Plasma General
automatica
Asignacion
Lyso PC (12:0) C20H42NO7P [M +H]+ 440.2771 440.2802 6.9664 25.2 0 0.064 Plasma General
automatica
Asignacion
Lyso PC (22:6) C30H50NO7P [M +H]+ 568.3397 568.3391 -1.0685 26.8 " 0.06 Plasma General
automatica
1-
Pentadecanoyl- Asignacion
C23H48NO7P [M +H]+ 482.324 482.3238 -0.4053 26.8 i 0.052 Plasma General
sn-glycero-3- automatica
phosphocholine
Piperine C17H19NO3 M +HJ+ | 286.1437 286.144 1.2229 25.8 Asignacion | o3 | plasma General
automatica
Butyrylchitin C32H55N3017 [M +H]+ 754.3603 754.3654 6.7002 22.9 1 0.173 Plasma General
Fengycin C25H49N305 | [M +Nal+ | 494357 | 4943563 | -1.3827 185 1 0063 | Plasma | General
metabolite
5-0-
Desosaminyleryt | -311456N2011 | [M +Nal+ | 6553782 | 6553783 | 0.1787 16.9 1 0.067 | Plasma General
hronolide A
oxime




1-palmitoyl-2-
(5-oxo-valeroyl)-
sn-glycero-
phosphoethanol
amine

C26H50NO9P

(M +H]+

552.3295

552.3274

-3.8151

219

0.97

0.02

Plasma

General

Glaucacyclopept
ide A

C28H47N707

[M +H]+

594.3609

594.3562

-7.9606

16.5

0.97

0.041

Plasma

General

Bradykinin (1-5)

C27HAON8O6

[M - H20 +
H]+

555.3043

555.3022

-3.8395

151

0.96

0.064

Plasma

General

1-(1z,12z-
nonadecadienyl)
-sn-glycero-3-
phosphocholine

C27H54NO6P

[M + Na]+

542.3586

542.3606

3.553

251

0.96

0.018

Plasma

General

Ociltide

C31H40N60O7S

[M + Na]+

663.2577

663.2512

-9.8229

18.2

0.95

259.38

Orina

General

2-[[5-(2,6-
dimethoxyphen
yl)-1-[4-(3-
dimethylaminop
ropyl-
methylcarbamo
yl)-2-propan-2-
ylphenyl]lpyrazol
e-3-
carbonyllamino]
adamantane-2-
carboxylic acid

C39H51N506

[M +H3N +
H]+

703.4183

703.4115

-9.7034

17.6

0.93

0.036

Plasma

General

Cimicifugoside
metabolite

C37H56012

[M +H]+

693.3844

693.3878

4.9963

14.6

0.92

1512.8
76

Plasma

General

Cimicifugoside
metabolite

C37H56012

[M +H]+

693.3844

693.3878

4.9963

14.6

0.92

17.782

Plasma

Ventilacion
mecanica

Thiamine
phosphate

C12H17N404PS

[M +K]+

383.0345

383.0346

0.3009

15

0.92

0.003

Plasma

General

Thiamine
phosphate

C12H17N404PS

(M +K]+

383.0345

383.0346

0.3009

15

0.92

0.035

Plasma

Ventilacion
mecdnica

Kalbreclasine
metabolite

C20H21NO13

[M +H]+

484.1085

484.1091

1.1922

19.7

0.92

33.024

Orina

General
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- 297, —
Kalbreclasine | )1 1N013 | (M +HI+ | 4841085 | 4841001 | 1.1922 19.7 0.92 9705 1 gping | Ventilacion
metabolite 7 mecanica
Morpholin-4-yl-
[4-[3-(4-
morpholin-4-
visulfonylphenyl | = 5 1 ons06s | M +Naj+ | 514.1736 514.174 0.6596 16.2 0.92 26747 | plasma | Ventlacion
)-1,2,4- 7 mecanica
oxadiazol-5-
yllpiperidin-1-
yllmethanone
Cyanostatin A C38H57N509 (M _Hl-]ifo * 710.4129 710.4136 0.9514 14.6 0.92 362'60 Plasma General
. [M-H20 + Ventilacion
Cyanostatin A C38H57N509 710.4129 710.4136 0.9514 14.6 0.92 90.058 Plasma ..
H]+ mecanica
Lysophosphatid | ol 1oN07p | (M+H+ | 542324 | 5423267 | 49332 265 0.92 001 | Plasma | General
ylcholine(20:5)
N-(2-Nitro-4- 1404.0
azidobenzoyl)pu | C29H31N1108 [M +H]+ 662.2429 662.2447 2.7371 17.8 0.9 87' Orina General
romycin
Exorphin C C29H45N508 [M +H]+ 592.334 592.3285 -9.3571 27.7 0.89 62.815 Orina General
N-(tert-
butoxycarbonyl) C17H32N205 [M +H]+ 345.2383 345.2358 -7.3006 16.4 0.88 3451 Plasma General
leucylleucine
101.04
Ala-Leu-Leu-Thr C19H36N406 [M + Na]+ 439.2533 439.2518 -3.2805 13.7 0.87 9 Plasma General
L-alanyl-L- S
Ventilacion
leucyl-L-leucyl-L- C19H36N406 [M + Na]+ 439.2533 439.2518 -3.2805 13.7 0.87 87.42 Plasma mecanica
threonine
122.2 ilacid
Chromozym PL | C26H34N607S | [M+Kl+ | 613.1847 | 6131872 | 4.1833 211 0.87 7| orina | Ventilacion
3 mecanica
(1-Oxyl-2,2,5,5-
tetramethylpyrr
oline-3- C10H18NO3S2 [M +K]+ 303.0365 303.0362 -1.0607 21.7 0.87 96.827 Orina General
methyl)methan
ethiosulfonate
(1-Oxyl-2,2,5,5- 130389 . Ventilacion
C10H18NO3S2 [M +K]+ 303.0365 303.0362 -1.0607 21.7 0.87 Orina -
tetramethylpyrr 1 mecanica
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oline-3-
methyl)methan
ethiosulfonate
1,3-Bis(4-(p-
me“thoxy‘phenyl) C25H36N403 [M +H]+ 441.2859 441.2901 9.3183 20 0.86 0.039 Plasma General
piperazinyl)-2-
propanol
N- S
. 208.89 . Ventilacion
Ethylmaleimide- C18H26N409S [M + K]+ 513.1058 513.1045 -2.3836 20.5 0.86 Orina .
. 4 mecanica
S-glutathione
Acetoxolone C32H4604 [M + Na]+ 517.3294 517.3277 -3.1948 24.3 0.85 0.048 Plasma General
Glu-Leu-Val-lle-
Ser C25H45N509 [M +H]+ 560.3289 560.3337 8.5345 25.2 0.85 0.132 Plasma General
Heptyl C12H26NO4P | [M+HJ+ | 280.1671| 280.1673 | 0.5941 13.7 0.85 62437 | plasma | General
phosphinate 8
Heptyl C12H26NO4P | [M+H]+ |280.1671| 280.1673 | 0.5941 137 0.85 16.856 | Plasma | ventlacion
phosphinate mecanica
, [M +H3N +
Eleutherazine B C22H36N406 H]+ 470.2979 470.2938 -8.5291 18.6 0.85 7.021 Plasma General
Angiotensin | (1- .
3) C15H29N705 [M + Na]+ 410.2128 410.2098 -7.331 253 0.85 0.008 Orina General
N-(6-
Aminohexanoyl) S
6- C12H25N206P | [M+H]+ |325.1522 | 325.1548 | 7.9859 23.2 0.84 156.96 | pjagma | Ventilacion
, 9 mecanica
aminohexanoat
e phosphate
N-Acetyl-0- [M +H3N +
demethylpurom C21H24N607 H]+ 490.205 490.2059 1.8033 20.1 0.84 0.036 Plasma General
ycin
N-[4-[[4-(4-
acetamidoanilin
0)-6-(4-ethyl-1-
piperazinyl)- C25H31N902 [M + K]+ 528.2238 528.2245 1.4293 17 0.84 0.07 Plasma General
1,3,5-triazin-2-
yllamino]phenyl

Jacetamide
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Ethametsulfuro | = 15,11 eng06s | ™M TN | 4551350 | 4281386 7.989 173 0.82 20340 | o ima | Ventilacion
n methyl H]+ 6 mecanica
Syringolin A C19H30N405 [M+H]+ | 3952288 | 3952267 | -5.4795 16.3 0.82 3.166 | Plasma General
SUbSt"l”lcf P(6- | c3gnaonzors | ™ LTEN * 17413758 | 7413703 | -7.4176 24.6 0.81 0032 | Plasma General
3 [M - H20 +
Hydroxytridecan C20H39NO5 H]+ 356.2801 356.2779 -6.1479 25.8 0.8 0.257 Plasma General
oyl carnitine
, [M +H3N +
Macbecin C30H42N208 Hl 5763285 | 576.3272 | -2.2933 236 0.79 0.024 | Plasma General
[3,4-dihydroxy-
5-[6-(oxolan-3-
vlamino)purin- [M - H20 + 1084.4 Ventilacié
9-ylJoxolan-2- | C16H22N606 3771573 | 377.1568 | -1.4565 20.7 0.79 | Plasma | ‘onvacion
H]+ 38 mecanica
yllmethyl N-
methylcarbama
te
Cyclo(pro-gly)3 C21H30N606 [M +H]+ 463.2299 463.2314 3.2766 195 0.78 0.077 Plasma General
P’pt;if,‘lft;gly' C14H26N403 [M+NaJ+ | 321.1903 | 321.1884 | -5.8657 17 0.77 2.607 | Plasma General
Neurokinin A (1-
3) C16H29N704 [M+H]+ | 384.2353 | 3842346 |-1.7117 15.2 0.77 7597 | Plasma General
n,n'-Bis(2-
aminobenzyl)- | o onaos | MH20+ | e 3000 | 4553019 | -0.6059 22 0.77 0035 | Plasma General
4,13-diaza-18- H]+
crown-6
Capsianside A C23H3808 [M +Na]+ | 465.2464 | 4652448 | -3.5901 185 0.76 0034 | Plasma | VeNtlacion
mecanica
c2
. C20H41NO4 [M+Nal+ | 3822933 | 382.2958 6.4542 26 0.76 0.36 Plasma General
Phytoceramide
Dolastatin 15 C43H61N5010 [M + Na]+ 830.4316 830.4358 5.0947 18.2 0.75 0.07 Plasma General
5 143.71
Formylmycothio | C18H28N2012S [M +K]+ 535.1 535.0959 -7.6677 17.9 0.75 2' Orina General
| metabolite
S- I
Formylmycothio | C18H28N2012S | [M +K]+ 535.1 535.0959 | -7.6677 17.9 0.75 49935 | 4, | Ventilacion
. 16 mecanica
| metabolite




CoA-glutathione
metabolite

C15H24N408S2

[M + Na]+

475.0933

475.0915

-3.8983

16

0.75

236.84

Orina

General

2-
diethoxyphosphi
nothioyloxy-5-
methylpyrazolo[
1,5-
ajpyrimidine-6-
carboxylic acid

C12H16N305PS

[M +H3N +
H]+

363.0892

363.092

7.7211

25.8

0.75

322.66

Orina

Ventilacion
mecanica

Xanthine amine
congener

C21H28N604

[M +H3N +
H]+

446.2516

446.2524

1.8443

17.6

0.74

0.002

Plasma

General

3,4,5-
Trihydroxy-6-(3-
methoxy-3-
oxopropanoyl)o
Xxyoxane-2-
carboxylic acid

C10H14010

[M + Na]+

317.0485

317.0509

7.5942

20.8

0.74

21.717

Plasma

General

3,4,5-
Trihydroxy-6-(3-
methoxy-3-
oxopropanoyl)o
Xxyoxane-2-
carboxylic acid

C10H14010

[M + Na]+

317.0485

317.0509

7.5942

20.8

0.74

396.76

Plasma

Ventilacion
mecanica

Bacitracin A

C26HA5N507S

[M + Na]+

594.2937

594.2929

-1.4057

155

0.73

51.118

Plasma

General

4-[[[3-(4-
Morpholinylsulf
onyl)phenyl]-
oxomethyl]lamin
o]benzoic acid
ethyl ester

C20H22N206S

[M + K]+

457.0836

457.0827

-1.9104

17

0.73

107.57

Orina

General

4-[[[3-(4-
Morpholinylsulf
onyl)phenyl]-
oxomethyl]lamin
o]benzoic acid
ethyl ester

C20H22N206S

(M +K]+

457.0836

457.0827

-1.9104

17

0.73

47321

Orina

Ventilacion
mecanica
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Enkephalin
metabolite

C22H27N505

[M + Na]+

464.191

464.1927

3.6184

18.3

0.73

0.018

Plasma

General

Enkephalin
metabolite

C22H27N505

[M + Na]+

464.191

464.1927

3.6184

18.3

0.73

0.024

Plasma

Ventilacion
mecanica

Cyanophycin
metabolite

C11H21N507

[M + Nal+

358.1339

358.1329

-2.6655

17.7

0.72

0.001

Orina

General

(E)-1-N'-
(cyclopropylmet
hyl)-1-N-[2-[[5-
[(dimethylamino

)methyl]furan-2-
yllmethylsulfany
llethyl]-2-
nitroethene-1,1-
diamine

C16H26N403S

[M +H3N +
H]+

372.2069

372.2088

5.0219

20.5

0.71

78.066

Orina

General

(E)-1-N'-
(cyclopropylmet
hyl)-1-N-[2-[[5-
[(dimethylamino

)methyl]furan-2-
yllmethylsulfany
llethyl]-2-
nitroethene-1,1-
diamine

C16H26N403S

[M +H3N +
H]+

372.2069

372.2088

5.0219

20.5

0.71

1242.6
91

Orina

Ventilacion
mecanica

Tetrahydrofolic
acid metabolite

C19H25N707

[M +H]+

464.1887

464.1919

6.8921

17.7

0.71

0.014

Plasma

General

Tetrahydrofolic
acid metabolite

C19H25N707

[M +H]+

464.1887

464.1919

6.8921

17.7

0.71

0.044

Plasma

Ventilacion
mecdnica

Enkephalin-
leu,ala(2)

C29H39N507

[M +H3N +
H]+

587.3193

587.3244

8.6114

12.8

0.71

7.509

Plasma

General

Dapacryl

C15H18N206

[M + Na]+

345.1063

345.1046

-4.7388

22.2

0.68

83.813

Plasma

General

1-(1,3-
Benzothiazol-2-
yl)-3-phenylurea

C14H11N30S

[M + Na]+

292.0521

292.052

-0.1581

24.7

0.68

14.963

Plasma

General

1-(1,3-
Benzothiazol-2-
yl)-3-phenylurea

C14H11N30S

[M + Nal+

292.0521

292.052

-0.1581

24.7

0.68

1135.0
95

Plasma

Ventilacion
mecanica




Pseudodestruxin
B

C36H55N507

[M-H20 +
H]+

652.4074

652.4081

1.0458

14

0.67

71.937

Plasma

General

2-(1,3-
benzothiazol-2-
ylthio)-N-(4-
methylphenyl)su
Ifonylacetamide

C16H14N203S3

[M +H3N +
H]+

396.051

396.0473

-9.3555

15.2

0.67

700.37

Orina

General

Argiopinin Il

C16H35N703

[M + Na]+

396.2699

396.2707

1.8745

24

0.67

0.041

Plasma

General

2-(6-Carboxy-
3,4,5-
trihydroxyoxan-
2-
yl)propanedioic
acid

C9H12010

[M + Na]+

303.0328

303.0334

1.8599

22.1

0.67

13.281

Plasma

General

2-(6-Carboxy-
3,4,5-
trihydroxyoxan-
2-
yl)propanedioic
acid

C9H12010

[M + Na]+

303.0328

303.0334

1.8599

22.1

0.67

832.5

Plasma

Ventilacion
mecanica

Carthamone
metabolite

C14H14011

[M +H]+

359.0608

359.0586

-6.083

19.9

0.66

29.327

Plasma

General

Carthamone
metabolite

C14H14011

(M +H]+

359.0608

359.0586

-6.083

19.9

0.66

6529.7
67

Plasma

Ventilacion
mecanica

3-Methyl-1-
phenyl-1H-
thieno[2,3-
cJpyrazole-5-
carboxylic acid
N"-(2-phenoxy-
acetyl)-
hydrazide

C21H18N403S

[M +H3N +
H]+

424.1443

424.1413

-7.0496

23

0.66

369.03

Orina

Ventilacion
mecanica

{l(2R)-2-
azaniumyl-3-
{[(1E)-N-
hydroxy-2-(1H-
indol-3-

C15H18N404S

[M + Na]+

373.0946

373.0965

49291

19.7

0.66

0.052

Orina

General
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yl)ethanimidoyl]

sulfanyl}propan

oyllaminojaceta
te

S-(indole-3-
acetohydroximo
yl)-L-
cysteinylglycine

C15H18N404S

[M + Na]+

373.0946

373.0965

49291

19.7

0.66

0.029

Orina

Ventilacion
mecanica

44



Plasma

Orina
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Figura 11. Analisis de componentes principales de los sets de datos por muestra de distintas cohortes. Las cohortes
se asignaron con base en la clasificacion de COVID-19 por la OMS, de SIRA y por género. Los datos fueron
transformados a escala logaritmica sin escalar. Las dreas sombreadas representan los intervalos del 95% de confianza
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Plasma Orina

Clase quimica

© Azoles

O Benzene and substituted derivatives
@ Carboxylic acids and derivatives
© Diazines

O Fatty Acyls

© Flavonoids

@ Glycerolipids

© Glycerophospholipids

@ Macrolides and analogues

@ Organooxygen compounds

@ Peptidomimetics

@ Phenol ethers

@ Prenol lipids

@ Sphingolipids

© Steroids and steroid derivatives
On<5

@ Unassigned

Figura 12. Clases quimicas totales (predichas por CANOPUS) detectadas en las distintas muestras de plasma y orina



