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pacientes infectados por SARS-CoV-2 sin comorbilidades de alto
riesgo para enfermedad moderada o grave/critica
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Resumen

Se trata de un estudio prospectivo en el que empleando cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, se determinaran en un protocolo “no dirigido”,
los principales cambios en metabolitos séricos por efecto de la infeccion por SARS-
CoV-2 en poblacion joven (30-50 afios) y sin comorbilidades, y se correlacionaran
estos perfiles con la evolucidn de la enfermedad. El analisis de las vias metabdlicas
relacionadas, en conjunto con el historial y la progresién clinica permitira plantear
tratamientos y marcadores prondsticos de la gravedad de la enfermedad.

Introduccion

COVID-19 es una enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2, cuyas
manifestaciones iniciales incluyen fiebre, fatiga, tos seca y linfopenia. En casos
graves produce neumonia intersticial, sindrome de dificultad respiratoria aguda,
miocarditis y falla multiorganica [1]. La infeccion por SARS-CoV-2 tiene un
pronostico desfavorable cuando existen comorbilidades y enfermedades cronicas
como diabetes mellitus (DM), enfermedades cardiovasculares y/u obesidad [2]; sin
embargo, de acuerdo a estudios recientes, entre el 10 y 30% de los pacientes con
cuadros graves no presentan enfermedades preexistentes [3-8]. Este sector de la
poblacién tiene una menor posibilidad de ser etiquetada en condiciones de riesgo al
momento del diagnaostico inicial en el triage.

El peor prondstico derivado de comorbilidades puede ser trazado a condiciones
inflamatorias desfavorables y afectaciones al sistema inmune innato y adaptativo [9]
10]; no obstante, los cuadros graves y la mortalidad en poblacién aparentemente
sana puede ser multifactorial y compleja de analizar [11].
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En los ultimos afos, el uso de técnicas 6micas en asociacion con datos clinicos
clasicos ha ayudado en el diagnostico y tratamiento de diversas condiciones. Un
ejemplo de esto es el modelo desarrollado por Langley y colaboradores [8], el cual
predice si un paciente ingresado a urgencias por sepsis corre el riesgo de fallecer.
El modelo se basa en el analisis del historial clinico y de los perfiles protedmicos y
metabdlicos en suero al momento del ingreso. En este contexto, se denomina
“flexibilidad metabdlica” a los cambios transcriptomicos, protedmicos y metabdlicos
(a nivel de factores de transcripcion, enzimas, transportadores, neurotransmisores,
etc.) necesarios para la adaptacion a ciertas condiciones patoldgicas [12].

Debido al relativamente corto tiempo que lleva esta emergencia sanitaria, poco se
conoce sobre los cambios en metabolitos séricos de pacientes con SARS-CoV-2,
sin embargo, otros agentes virales y bacterianos que provocan neumonia (influenza,
virus sincicial respiratorio, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis,
entre otros) ocasionan modificaciones metabdlicas especificas que a nivel clinico
pueden ser de importancia en el diagnostico, prondstico y tratamiento [13-17] . En
este sentido, el analisis de metabolitos séricos de pacientes canadienses con
influenza AH1N1 permitié diferenciar el agente etioldgico (infeccion viral vs infeccidon
bacteriana) y adicionalmente conocer el pronéstico al tratamiento [18].

Por otro lado, una de las terapias mas eficaces para tratar la infeccion por SARS-
CoV-2, consiste en administrar plasma de pacientes convalecientes a pacientes
graves o criticos [19]. Se ha sugerido que el efecto protector de esta terapéutica es
mediada por anticuerpos neutralizantes contra el virus [20], sin embargo, la
activacion y ejecucion de la respuesta inmune es dependiente del estado metabdlico
celular y sistémico, a cuyo efecto se le esta prestando recientemente una mayor
atencion [21]. Por otro lado, la composicidn del plasma convaleciente engloba
ademas otras proteinas, sales y compuestos organicos que actualmente no han
sido totalmente elucidados en cuanto a su papel terapéutico para COVID-19 y otras
infecciones [20].

En el presente proyecto se reclutaran pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 sin
comorbilidades y se correlacionaran las diferencias en metabolitos séricos con su
progresion clinica a lo largo de 3 semanas (sintomas leves a moderados-
insuficiencia respiratoria-muerte). Los resultados del proyecto tendran repercusion
en la identificacion de factores metabdlicos relevantes de riesgo en poblaciones sin
comorbilidades pero con infeccion por SARS-CoV-2 y (de manera indirecta) en el
empleo de plasma como terapia para la reciente infeccion.

Planteamiento del problema

Una numero importante de la poblacion se encuentra en riesgo de enfermedad
moderada y grave/critica por infeccién con SARS-CoV-2 debido a la falta de
predictores (genéticos, metabdlicos y constitucionales, entre otros) asociados a la
infeccion o enfermedad al momento del diagndstico en ausencia aparente de
comorbilidades. La identificacion de los perfiles metabdlicos asociados con la
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progresion clinica podria ofrecer una explicacion para el desarrollo y el riesgo a
presentar cuadros clinicos graves de COVID-19 en este sector de la poblaciéon

(Fig.1).
Importancia del proyecto

Los resultados del presente proyecto tendran repercusiones a nivel diagnostico,
prondstico y terapéutico. Aportaran informacion para establecer el prondstico de la
enfermedad e identificar medidas preventivas y terapéuticas adecuadas para el
tratamiento de la infeccion por COVID-19. Es importante mencionar que
actualmente no existe informacion sobre los metabolitos séricos empleando
técnicas de metabolomica por cromatografia de gases-MS en pacientes COVID-19
con excepcion de un articulo muy recientemente publicado [22].
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Figura 1. Esquema general de analisis.
Objetivo

Identificar los perfiles de metabolitos en suero de pacientes infectados con SARS-
CoV-2, con manifestaciones leves y sin comorbilidades, compararlos con controles
negativos para la infeccion y asociar estos perfiles con la evolucion clinica y
bioquimica de la enfermedad.

Hipétesis
Habra diferencias cualitativas y/o cuantitativas en el tipo metabolitos en suero entre

pacientes con COVID-19 y controles sin infeccion y entre aquéllos con una evolucién
favorable vs no favorable a COVID-19.

Criterios de inclusion

Pacientes del sexo masculino entre 30 y 50 afos, que sean atendidos en el triage
del servicio de urgencias del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion SZ
(INCMNSZ) e hisopados, cuando cubran los criterios operativos correspondientes
vigentes en el INCMNSZ (ver abajo) y la OMS (para pacientes con enfermedad
moderada [23]), con resultados positivos o negativos para SARS-CoV-2, y que no
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presenten antecedentes de enfermedad cardiovascular (incluyendo hipertension
arterial detectada al momento de la consulta en el triage), obesidad, DM2,
enfermedades autoinmunes ni neoplasias malignas en tratamiento, y que no
ameriten hospitalizacion por ser clasificados como enfermedad leve. En el triage se
toma rutinariamente la presion arterial, por lo que podran excluirse los pacientes
hipertensos desde esta etapa. Se seguira el curso de la enfermedad a partir de la
entrega de los resultados para SARS-CoV-2 y se evaluara su progresion mediante
comunicacion telefénica o a través de correo electronico y en aquéllos que se
hospitalicen posteriormente, mediante la consulta del expediente electrénico y los
marcadores sanguineos de mal prondstico (ver abajo). En el caso de que sean
positivos y por haber aceptado participar en el estudio en su visita al triage, se
tomara una alicuota del suero obtenida previamente y almacenada en congelacion,
para cuantificar las concentraciones de glucosa en suero. El resultado se corregira
para plasma (diferencia de 1.15% mas baja en suero [24]). No se incluiran pacientes
del sexo femenino por la posibilidad de que el perfil metabdlico que se analizara de
forma “no dirigida” por cromatografia de gases, oscile durante el ciclo menstrual,
dados los cambios ciclicos en las concentraciones en suero de estrogenos y
progesterona, principalmente. Si esto no es considerado y se incluyen mujeres en
el estudio, se tendrian que incluir controles para cada fase del ciclo menstrual, lo
cual es poco factible.

Criterios de exclusion

Pacientes que no deseen participar en este estudio o en los que no se pueda
obtener la muestra adecuada o determinar la T.A., asi como pacientes con historia
de enfermedades autoinmunes, comorbilidades tales como DMZ2, obesidad o
enfermedades cardiovasculares, presencia de enfermedades neoplasicas o que la
determinacién de glucosa en el suero (para los positivos o negativos), sea mayor de
100 mg/dl después de su ajuste vs plasma.

Criterios de eliminacion

Pacientes o controles reclutados en el triage, cuya glucemia en la muestra analizada
después del resultado del hisopado sugiera la presencia de DM-2 y cuando el
paciente decida voluntariamente abandonar el estudio.

Grupos

Asumiendo que la mayoria de los pacientes que se presenten al servicio de
urgencias del INCMNSZ sera por condiciones clinicas de leves a graves, las
poblaciones que se estudiaran seran aquéllas que no ameriten internamiento
hospitalario: pacientes COVID-19 positivos sin comorbilidades. De acuerdo a los
criterios del INCMNSZ, los enfermos leves se agrupan en leves/moderados.
Actualmente la OMS [23], separa a estos en 2 grupos.

Definiciones de acuerdo al INCMNSZ y a la OMS* (para enfermedad moderada
unicamente):
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Enfermedad leve: Fiebre de 38 C o mayor, molestias faringeas y tos seca, oximetria
>94% y/o anosmia o hiposmia o ageusia.

*Enfermedad moderada: neumonia con evidencia clinica o de imagen, con fiebre, disnea,
tos, taquipnea >20 respiraciones/min, sin signos de neumonia severa, incluyendo SpO2
>90% en aire ambiente. Este grupo de pacientes, es habitualmente hospitalizado en el
primer piso del hospital, cuando asi se considera necesario. En el presente estudio,
unicamente se consideraran en este grupo aquéllos pacientes con clasificacion inicial de
leve y que por agravamiento de la enfermedad regresen al INCMNSZ para re-valoracion y
que sean ya sea internados o enviados a su domicilio pero reclasificados como moderados.

Enfermedad grave: Las previas, con disnea, oximetria <93% con administracion de
Oz, progresion de los infiltrados en estudio de imagen >50%, PAFI <300, frecuencia
respiratoria >30/min

Enfermedad critica: Choque, falla organica o intubacion orotraqueal.

En cualquiera de las 2 ultimas, se consideraran para el analisis biomarcadores
sanguineos y bioquimicos tales como linfopenia, (<800 por 10%microlitro)
alteraciones en la funcién hepética, elevacion de DHL y de dimero-D (>1000 ng/ml),
elevacion de 2 veces de la CPK, troponinas elevadas, ferritina en suero >300
microgramos/L.

Evolucion favorable: Curacién en aislamiento domiciliario, desaparicion de signos 'y
sintomas en domicilio o en el hospital, alta de hospitalizacion y traslado a domicilio
u otro centro para convalescencia.

Evolucion desfavorable: Progresion de la enfermedad leve a moderada a grave o
critica.

Seguimiento: Curacion o progresion clinica y/o bioquimica:
Leve — curacidn clinica

Leve — moderada—grave/critica—muerte

Leve — grave/critica—muerte

En los casos leves el seguimiento se realizara via telefonica o mediante correo
electrénico, cada 3er. dia por 14 dias consecutivos. En el caso de los pacientes que
se hospitalicen, el seguimiento sera por medio de la revision del expediente
electrénico diariamente, de tal forma que en ambos casos se pueda conocer el
desenlace (curacion, progresion, desenlace).

Los pacientes negativos a la prueba seran eliminados del estudio, por la posibilidad
de que sean falsos negativos. Se invitara a trabajadores del INCMNSZ negativos
para la prueba y asintomaticos para la enfermedad y que acepten participar en el
estudio como controles, lo cual facilitara su seguimiento.
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Numero de pacientes: Dado que no existen antecedentes experimentales para
este estudio “no dirigido” por cromatografia de gases, de acuerdo a lo sugerido por
Nyamundanda et al [25]. Se tomaron en cuenta los siguientes parametros: 200
compartimentos espectrales, 20% de compartimentos experimentales significativos
y una tasa de falso descubrimiento del 5%. Considerando pérdidas del 10% por los
valores extremos, se estimo un numero de 36 sujetos, 18 en cada grupo. La técnica
que se empleara en nuestro estudio puede analizar hasta 16 muestras diarias, lo
que permite aumentar el numero de participantes de la siguiente forma: Suponiendo
que 40% de los pacientes que se envian a su casa e ingresan al estudio evolucionan
a moderados [23] (7 pacientes) y que el 15% evolucionan a graves [23] (N=3), se
afiadiran 10 pacientes para un total de 38 por grupo, incluyendo a 10 sujetos
adicionales por grupo para la validacion del sistema. Estos numeros son
conservadores considerando que un estudio reciente de protedmica y metabolémica
“dirigidos” reclutaron 46 COVID-19 y 53 controles, dividiendo a los enfermos en 2
grupos independientes afadiendo 10 pacientes para los estudios de validacion [22].
Aqui es importante mencionar que las caracteristicas de aquél estudio son
diferentes a las de nuestro estudio, que sera “no dirigido”, con menos metabolitos
por analizar, pero con la ventaja de que se realizara seguimiento de la evolucion de
leve a moderado/grave/critico, para poder predecir factores metabdlicos de riesgo,
que es el objetivo principal de nuestro estudio.

El que 73% de los pacientes que acuden al triage tengan manejo ambulatorio (por
ser clasificados como leves/moderados) (de 3382 pacientes examinados en el triage
del INCMNSZ, 2491 han sido manejados de forma ambulatoria -datos del Depto. de
Infectologia del instituto-), hara que el reclutamiento de 38 pacientes sea altamente
que factible.

Costo del proyecto: $30,000 pesos en total, incluyendo las determinaciones de glucosa
y el procedimiento de cromatografia de gases-MS

Incentivos: No se otorgaran incentivos econdémicos a los participantes. Se les informara
unicamente la positividad/negatividad del hisopado asi como los resultados de la
determinacion de glucosa en suero.

Ponderacién riesgo-beneficio: El estudio es de riesgo bajo para los participantes, ya
que la venopuncién podria provocar unicamente dolor al momento de la puncion y con
menos recuencia un pequefio hematoma. El beneficio potencial que se derivara de este
estudio sera para la sociedad, ya que generara un nuevo conocimiento que consistira
en la posible identificacién de biomarcadores metabdlicos tempranos de evolucion
desfavorable en pacientes con enfermedad leve, que permitan intervenciones
aplicables al seguimiento y prondstico de los pacientes. La relacién riesgo/beneficio
sera por lo tanto favorable.

Obtencion de las muestras

La muestra de sangre debera ser de aproximadamente 2 ml, obtenida por
venopuncion de una vena antecubital en el servicio de Urgencias del INNCMSZ. Se
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obtendra el suero (aprox. 1 ml) de cada muestra y se almacenara a -70°C hasta su
extraccion organica y derivatizacion. El médico encargado del triage notificara a la
investigadora asociada al proyecto (Dra. Fernanda Gonzalez Lara), cuando se
presente un candidato para ser invitado al estudio. Se obtendra suero de la muestra
y éste sera sometido a extraccion organica en un laboratorio con nivel de
bioseguridad BSL-2 (Dra. Miriam Bobadilla).

Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Se seguira un método de analisis tipo no dirigido (untargeted metabolomics) el cual
busca evaluar a gran escala los diferentes metabolitos de un sistema biolégico en
una condicién especifica. A diferencia de los analisis dirigidos (targeted
metabolomics), en esta aproximacion se trata de identificar un perfil de los
metabolitos y los resultados son semicuantitativos.

Utilizando este método (y después del proceso de deconvolucion) se pueden
detectar alrededor de 120 eventos (picos en cromatograma, Fig.2) y de estos,
alrededor de 50 diferentes metabolitos son identificables usando la biblioteca
espectral NIST2.0. De entre los principales metabolitos que se pueden identificar se
encuentran: acidos grasos, alcoholes, aminoacidos, hidroxiacidos, esteroles,
catecolaminas, farmacos y toxinas.

Se realizara un analisis aleatorizado donde cada 10 muestra y se intercalara una
poza consistente en un volumen fijo de cada una de las muestras por analizar, con
el fin de realizar el proceso de normalizacién de los datos.

Analisis de datos

Los cromatogramas seran analizados con el software Mzmine2.53, donde se
realizara el proceso de deconvolucién y normalizacién. Se compararan las alturas
cromatograficas de los metabolitos detectados (t-student con un nivel de
significancia p <0.05) y se utilizara el software MetaboAnalyst (version 3.0)
para identificar las vias metabdlicas y las posibles enzimas involucradas en los
cambios. A partir de los datos recabados, se realizaran dos analisis multivariados:
cluster jerarquico y analisis de componentes principales (PCA) con los
metabolitos que se encuentren englobados dentro de las categorias mencionadas
anteriormente. Las técnicas multivariadas podran identificar grupos extra que
podrian contener a los co-infectados para considerar el impacto de frecuencia de
co-infeccién de SARS-CoV-2 con otros virus [aprox. 10.7% de co-infeccion con
adenovirus, rinovirus, virus sincicial respiratorio, influenza B y coronavirus hku1 en
el INCMNSZ (informacion obtenida del Depto. de Infectologia del INCMNSZ al 1°.
de mayo del 2020 en 824 pacientes con infeccidén por SARS-CoV2)]



263

264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279

280
281

282

283

284

285
286

Preparacion de las muestras

Cantidad minima de muestra: 65 yuL de suero. Una vez obtenido el suero, se
congelara a -70 °C hasta su purificacion. En un tubo de 1.5 mL se agregaran 50 pL
de plasma (descongelado a temperatura ambiente) y se afadiran 150 pyL de una
mezcla metanol-cloroformo (3:1, v/v) y 10 uL de estandar interno (1mg/mL de 5a-
colestano, 1mg/mL metiltricosanoato, 1mg/mL acido tridecanoico). La mezcla
anterior se incubara a -20° C por 20 minutos. Posteriormente, se centrifugara a
14000 g a 4° C por 15 minutos y se transferiran 160 uL del sobrenadante a un tubo
de microcentrifuga de 1.5 mL. Se evaporara la muestra mediante speedvac durante
2 horas hasta desecacion. Posteriormente se afadiran 80 pyL de clorhidrato de
metoxiamina en piridina (40 mg/mL) y se incubara en un agitador con calentamiento
a 37 °C durante 90 min. Después del periodo de incubacion, la muestra se secara
en speedvac durante 1 hora y se afadiran 80 uL de BSTFA 1% TMCS, incubandose
a 37°C por 30 minutos. Posteriormente se centrifuga a 14000 rpm durante 1 minuto.
Finalmente, el sobrenadante se transferira a un inserto de vidrio de 200 uL y se
inyectara al cromatégrafo bajo las siguientes especificaciones (Tablas 1y 2):

Tabla 1.- Parametros uso GC/MS

Temperatura del inlet 200 °C Sistema de | Automatico
Inyeccion G4513A

Temperatura del | 150 °C Tipo de inyeccion | Estandar

cuadrupolo

Temperatura de la|230°C Volumen de | 1 pyL

fuente Inyeccién

Velocidad de Flujo 1 mL/min Splitless

La corrida cromatografica sera de 37.5 minutos totales y consistira en el siguiente
programa de temperaturas (Tabla 2).

Tabla 2.- Corrida cromatografica

Velocidad °C/min | Temperatura Tiempo mantenido | Tiempo de corrida
Inicial 60 1 1

10 325 10 37.5

Resultados esperados

Se muestra un cromatograma de un paciente sano empleando la técnica descrita
en la seccidon de métodos (Fig.2). Los metabolitos detectados fueron los siguientes:
Acido glioxilico

Acido glutamico

Acido isobutirico

Acido isovalérico

2-acido aminobutirico
5-oxo-prolina

Acido adipico

Acido araquidico

Acido aspartico
Acido benzoico
Acido citrico
Acido glicélico



Acido ketoisocapréico
Acido lactico

Acido malico

Acido maldnico

Acido miristico

Acido octadecanoico
Acido octanoico
Acido oléico

Acido oxalico

Acido palmitico

Acido pantoténico
Acido pentadecanoico
Acido piravico

Acido succinico
Acido tetradecanoico

Acido urico
Adenosina
Alanina
Cisteina
Colesterol
Creatinina
Cys-GlyD
Fenilalanina
Galactosa
Glicerol
Glicina
Glucosa
Glutamina
Homocistina
Hidroxiprolina

XIC (base peak), m/z: 50.0000 - 550.0000

Lantionina
Leucina
Lisina
Metionina
Mio-inositol
Norleucina
Ornitina
Prolina
Serina
Tirosina
Treitol
Treonina
Urea
Valina

1.1E5
1.0E5
9.5E4
9.0E4
8.5E4
8.0E4
7.5E4
7.0E4
6.5E4
6.0E4
5.5E4
5.0E4

Base peak intensity

4.5E4
4.0E4
3.5E4
3.0E4
2.5E4
2.0E4
1.5E4
1.0E4

e |

WL

il

8.00 10.00

12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Retention time

24.00 26.00 28.00

Figura 2. Cromatograma de una muestra de suero de un individuo sano.
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Anexo 1
Proceso de estandarizacion del método de analisis.

Se utilizaron dos métodos de extraccidn para purificar los metabolitos de una
muestra de suero. En la figura 1 se muestran los cromatogramas obtenidos con
cada extraccion. En rojo se utilizé una mezcla de metanol-cloroformo (3:1) y en azul
una mezcla metanol-cloroformo-H20 (8:4:3). La cantidad de picos cromatograficos
y metabolitos detectados es menor utilizando la extraccién de metanol-cloroformo-
H20 por lo que se optd por el método de metanol-cloroformo.

Base peak chromatogram, m/z: 50.0000 - 500.0000

8.5E6 X 73.1000
8.0E6

7.5E6 | 300.4000

7.0E6 73.1000
3413000

6.5E6 ||
6.0E6 271.2000
117.0000
5.5E6
5.0E6 {| 399.4000
4.5E6 ||
73.1000

4.0E6

3.5E6 149.0000

Base peak intensity

3.0E6 1|
246.1000

144.1000 73.0000
2.5E6 2.1000 73.0000 73.0000

2.0E6
217.2000
1.5E6 ~

73.0000

16$0000 \

84.1000) 73.0000 1000
0 \

1.0E6 k
ZZ: AMML ‘\i HM M ul\ L‘T‘JM‘L‘{ "\L»—J JLJW”U wl “MMM‘L”JMM ly 'w:ja ﬁw Nl "y e J‘L

7.00 8.00 9.00  10.00 11,00 1200 13.00 1400 1500 1600 17.00  18.00 19.00  20.00  21.00  22.00 23.00 24.00 2500  26.00  27.00
Retention time

— MeOHClorH20 — MeOHClor

Fig.1. Cromatograma con muestras extraidas por medio de diferentes métodos de
extraccion. Picos detectados: Rojo 222 vs Azul 123. Numero de metabolitos detectados:
Rojo 53 vs Azul 22

Una vez establecido el método de extraccion adecuado, se determiné la desviacion
estandar relativa (RSD) para el analisis cromatografico (GC/MS). Se obtuvieron
valores de variacion de inyecciones multiples continuas (de una misma muestra)
menores al 10%. Estos datos demuestran que el método de analisis cromatografico
es reproducible a lo largo del tiempo de analisis (Fig. 2). Aquellos metabolitos que
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debido a su estabilidad varien en mas del 20% son removidos del analisis (flechas
rojas en Fig. 2).
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Fig.2. Cromatogramas de inyecciones continuas de una misma muestra de analisis (min 7-10).

Asimismo, se determind el %RSD entre réplicas analiticas. Se inyectaron por
duplicado tres muestras analiticas que fueron purificadas y derivatizadas de manera
independiente. Un método idoneo para analisis del tipo no dirigido (untargeted
metabolomics) requiere un RSD menor al 30% para los metabolitos detectados [1].
Con el método utilizado, se obtuvieron en promedio valores de %RSD menores al
12%. Aquellos analitos que varian en mas del 30% son excluidos del analisis
(flechas rojas en Fig.3) Estos resultados nos muestran que para la mayoria de los
metabolitos detectados, el método de extraccion y derivatizacion es adecuado
(RSD<30% - Figura 3y Tabla 1).
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Fig. 3. Cromatograma de tres muestras de suero extraidas y derivatizadas de manera

independiente (inyectadas por duplicado).

Se muestran las identificaciones y las alturas de pico cromatograficas para los metabolitos

detectados en el cromatograma de la Fig.2.

Tabla 1. Alturas cromatograficas (cuentas por segundo) para los metabolitos detectados en Fig.2.
Libreria NIST 2.0 - Probability>80%.

Metabolito Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Media DE %
1-1 1-2 2-1 2-2 3-1 3-2 RSD*
5-hydroxypentanoic acid 49416.45 50192.00 44544.00 45616.00 39960.00 46472.00 46033.41 3371.70 7.32
Ethyl pipecolinate 75559.98 77903.97 73727.97 73695.97 65559.97 76511.97 73826.64 3983.40 5.40
Glyceric Acid 134592.00 137280.00 122536.00 125352.00 114064.00 138048.00 128645.33 8747.53 6.80
Nonanoic Acid 818624.00 856960.00 825216.00 827392.00 702848.00 834688.00 810954.67 49831.72 6.14
2,3-Dihydroxybutanoic 145385.05 149448.57 128895.08 129933.85 119520.19 135467.42 134775.03 10157.80 7.54
acid (2)
Serine 2498556.42 | 2527229.56 | 2405884.74 | 2384380.88 | 2246140.83 | 2526716.37 | 2431484.80 | 99967.70 411
Threonine 2469376.00 | 2625536.00 | 2400256.00 | 2394624.00 | 2359296.00 | 2729984.00 | 2496512.00 | 135626.54 | 5.43
3,4-dihydroxybutanoic 60520.00 59144.00 52336.00 52472.00 49696.00 53976.00 54690.67 3867.34 7.07
acid
Malic Acid 139839.62 138047.63 99087.89 99680.00 93639.71 98799.89 111515.79 19501.98 17.49
5-oxo proline 2109951.59 | 2081791.76 | 2009599.71 | 1981437.43 | 1982975.84 | 2068991.74 | 2039124.68 | 50135.16 2.46
4-hydroxyproline 336566.42 342450.25 327018.22 324662.27 317030.25 345468.59 332199.33 10115.82 3.05
Threonic Acid 145737.13 158549.45 115048.00 113013.22 110951.07 122328.00 127604.48 18083.75 14.17
Cystein 219391.75 228479.75 266815.72 257279.74 294975.61 312751.18 263282.29 33260.96 12.63
Creatinine 331199.75 345782.72 419007.21 432703.56 393726.53 479486.09 400317.64 50761.82 12.68
Erythronic Acid 98504.00 96670.40 348811.74 71952.00 112560.00 130632.00 143188.36 93641.13 65.40
alpha-Ketoglutaric acid 138464.54 142139.94 132642.72 132689.02 121095.16 134848.00 133646.57 6535.24 4.89
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Ornithine 1210879.75 | 1127423.74 | 1028672.00 | 913728.00 1099264.00 | 1019328.00 | 1066549.25 | 93653.72 8.78
Glutamic Acid 399103.60 405823.60 395840.00 390144.00 381824.00 424575.98 399551.86 13430.72 3.36
Phenylalanine 2TMS 1333758.52 | 1373695.21 | 1310719.19 | 1292799.17 | 1233407.75 | 1293959.68 | 1306389.92 | 42746.15 3.27
Taurine 0.00 78919.91 69087.91 85503.89 63527.86 95135.88 65362.57 30998.48 47.43
Asparagine 200208.63 190829.93 172067.17 172068.73 219780.17 208077.07 193838.62 17669.42 9.12
Lysine 1805135.45 | 1612452.09 | 1646377.67 | 1409669.10 | 1698235.35 | 1533235.98 | 1617517.61 | 124417.82 | 7.69

*Desviacion estandar relativa

Conclusion

Los métodos de extraccion,
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