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Resumen

La COVID-19 se caracteriza por un desequilibrio inflamatorio y metabolémico que contribuye a
la progresion de la gravedad y duracion. El triptéfano (Trp) y la quinurenina (Kyn) son metabolitos
que en conjunto con la enzima IDO juegan un papel clave en el proceso de la inmunorregulacion
en la enfermedad. El objetivo consistio en determinar los niveles plasmaticos de Trp y Kyn a traves
de UPLC-MS en los grupos: control (n=20), activos COVID-19 (n=20), recuperados COVID-19
(n=32), vacunados vs SARS-CoV-2 (n=22). Como metodologia se extrajeron metabolitos a través
de precipitacion en fase liquida con acetonitrilo, enriquecidos con Trp-D5 para la validacion del
método a través del estandar interno. Se prepararon estandares de concentraciones conocidas de
los metabolitos (Trp y Kyn) y se estimd la actividad enzimética de IDO con el cociente Kyn/Trp.
Se aplico una prueba de bondad de ajuste de Shapiro-Wilk seguido de un conjunto de pruebas
univariadas. Del mismo modo se aplicé un andlisis de correlacidn y un analisis multifactorial PSL-
DA. Los resultados del método semicuantitativo mostraron que los niveles plasmaticos del Trp
son similares en los distintos estadios de la enfermedad respecto al grupo control (p=0.5616); los
niveles plasmaticos de Kyn presentaron un aumento en los individuos expuestos al SARS-CoV-2
(p=0.0274). EIl sexo bioldgico y el IMC (factores intrinsecos), no interfierieron sobre los niveles
plasmaticos del Trp, Kyny la relacion Kyn/Trp en los diferentes estadios de la COVID-19 respecto
al control. La edad en el grupo de activos representd un factor importante en el grupo etario de 40-
50 afios. El sintoma mas persistente entre los grupos fue: mialgia. Los sintomas asociados a post
COVID-19 en los recuperados se manifestaron como: fatiga, faringalgia, artralgia, mialgia,
anosmia y disgeusia; se observo que el sintoma no afecta los niveles plasmaticos de Trp, Kyny la
relacion Kyn/Trp (IDO). Los pacientes con anosmia y disgeusia mostraron un decremento de Kyn.
En los recuperados post-COVID-19 se observé un punto de coincidencia entre el decremento de
Trp, el aumento de Kyn, Kyn/Trp (IDO) y los anticuerpos (anti-N-IgG) de la semana 7 a la 10
recuperacion. Estos resultados sugieren que se esta catabolizando el Trp, independientemente del
estadio la enfermedad, sugiriendo que la gravedad de la enfermedad podria estar interfiriendo en
la via metabdlica del Trp, aunado con los factores intrinsecos como la edad.

Palabras clave: Triptéfano, COVID-19, inmunorregulacion.



Abstract

COVID-19 is characterized by an inflammatory and metabolomic imbalance that contributes to
the progression of severity and duration. Tryptophan (Trp) and kynurenine (Kyn) are metabolites
that together with the IDO enzyme play a key role in the immunoregulatory process in the disease.
The objective was to determine the plasma levels of Trp and Kyn by UPLC-MS in the following
groups: control (n=20), active COVID-19 (n=20), recovered COVID-19 (n=32), vaccinated vs
SARS-CoV-2 (n=22). As a methodology, metabolites were extracted through liquid phase
precipitation with acetonitrile, spiked with Trp-D5 for method validation through internal standard.
Standards of known concentrations of the metabolites (Trp and Kyn) were prepared and the
enzymatic activity of IDO was estimated with the Kyn/Trp ratio. A Shapiro-Wilk goodness-of-fit
test was applied followed by a set of univariate tests. Correlation analysis and PSL-DA
multifactorial analysis were similarly applied. The results of the semiquantitative method showed
that plasma levels of Trp are similar in the different stages of the disease with respect to the control
group (p=0.5616); plasma levels of Kyn presented an increase in individuals exposed to SARS-
CoV-2 (p=0.0274). Biological sex and BMI (intrinsic factors) did not interfere on the plasma levels
of Trp, Kyn and the Kyn/Trp ratio in the different stages of COVID-19 with respect to the control.
Age in the active group represented an important factor in the 40-50 years age group. The most
persistent symptom among the groups was: myalgia. The symptoms associated with post COVID-
19 in those recovered were manifested as: fatigue, pharyngalgia, arthralgia, myalgia, anosmia and
dysgeusia; it was observed that the symptom does not affect the plasma levels of Trp, Kyn and the
Kyn/Trp ratio (IDO). Patients with anosmia and dysgeusia showed a decrease in Kyn. In post-
COVID-19 recoveries, a point of coincidence was observed between the decrease in Trp, increase
in Kyn, Kyn/Trp (IDO) and antibodies (anti-N-1gG) from week 7 to 10 recovery. These results
suggest that Trp is being catabolized, regardless of disease stage, suggesting that disease severity

may be interfering with the Trp metabolic pathway, along with intrinsic factors such as age.

Key words: Tryptophan, COVID-19, immunoregulation.



1.-Hitos historicos

Los coronavirus son virus con un ARN monocatenario envueltos, que varian de entre los 60-140
nm de diametro incluso con sus proyecciones en forma de “puas” en su superficie; las cuales le
confieren el aspecto de corona bajo el microscopio electrénico. Hasta la aparicion del SARS-CoV-
2, se han descrito cuatro coronavirus en seres humanos que causan enfermedades respiratorias
leves en hospederos inmunocompetentes como: HKU1, HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-0OC43.
Del mismo modo, otros tres virus altamente patégenos que causan sindrome respiratorio severo en
humanos son: SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 y MERS-CoV (Singhal, 2020).

Colocando los hitos historicos de enfermedades causadas por los anteriores coronavirus, se tiene
registro de que en el periodo del 2002-2003 el SARS-CoV-1 causé una epidemia en Guandong,
China transmitiéndose de manera zoonotica desde el gato civeta como huésped intermediario
causando 916 muertes con una tasa de mortalidad del 11%. Asi mismo, en el afio 2012 el MERS-
CoV caus6 una epidemia en Arabia Saudita a través de camellos dromedarios como huésped
intermedio, afectando a 2494 personas y causando 858 muertes, con una tasa de mortalidad del
34%; mientras el SARS-CoV-2, que causo la COVID-19 a nivel mundial desde diciembre de 2019
tuvo una tasa de mortalidad del 2.3%, mas de 431 millones de casos y 5.9 millones de muertes a
nivel mundial hasta febrero del 2022 (Oliva, 2020; Singhal, 2020).

2. SARS-CoV-2

2.1 Taxonomia

El SARS-CoV-2 es miembro de la familia Orthocoronavirinae, posee un genoma ARN
monocatenario de sentido positivo (ARNss+), su clasificacion exacta se muestra en la tabla 1. La
familia consta de dos subfamilias Coronavirinae y Torovirinae, de la primer subfamilia

respectivamente se subdividen cuatro géneros (Anamary & Villegas, 2020; Harapan et al., 2020):
a) Alfa coronavirus: incluye al coronavirus (HCoV)-229E y HCoV-NLG63.

b) Beta coronavirus: incluye a los coronvirus HCoV, al SARS-HCoV, HCoV-HKUL vy al
MERS-CoV, SARS-CoV-2.

c) Gamma coronavirus: incluye a los coronavirus Nigh Heron CoV y al Wigeon CoV.

d) Delta coronavirus: incluye a los coronavirus IBV, y al TCoV.



Dentro de los cuatro géneros diferentes, se pueden diferenciar por su capacidad zoonotica, los
coronavirus de tipo alfa y beta pueden infectar a los seres humanos; los gamma infectan aves y

ballenas, los deltas solo afectan aves (Anamary & Villegas, 2020).

Tabla 1. Taxonomia del SARS-CoV-2.

Clasificacion Taxonomia
Reino Riboviria
Orden Nidoviral
Suborden Cornidovirinae
Familia Orthcoronavirinae
Subfamilia Coronavirinae
Genero Betacoronavirus
Subgénero Sarbecovirus

2.2 Estructura del SARS-CoV-2

El virus SARS-CoV-2 recibe su nombre “coronavirus” gracias a su estética, como se aprecia en la
figura 1; esto debido a las proteinas antigénicas que se encuentran en su alrededor, las cuales son
codificadas a través del ARN monocatenario (Oliva, 2020; Soto, 2020). A continuacion, se

describen las principales proteinas antigénicas:

Glicoproteina de espiga (S): es responsable de la union y fusién del virus a la membrana celular
del huésped, compuesta de dos subunidades S1y S2, las cuales miden aproximadamente 13 nmy
tienen un peso molecular de 180-220 KDa. La subunidad S1 determina el rango de hospederos y
tropismo celular mientras la S2 media la fusion del virus con la membrana celular humana. Entre
estas subunidades hay un sitio de escision donde se crea un sitio de furina polibasico, que se ha

relacionado con la transmision mas rapida del virus facilitando su endocitosis.

Proteina de membrana (M): encargada del transporte transmembranal de nutrientes, liberacion de
la particula viral y eventual formacion de la envoltura viral, proporciona estructura al viron; ésta

proteina interacciona con la nucleocapside y consta de un peso molecular de entre 20-35 KDa.

Proteina de la nucleocapside (N): tiene un didmetro de 9.11 nm, forma la nucleocapside
helicoidal, consta de 2 dominios que le permiten reconocer el ARN viral. Puede funcionar como
antagonista del IFN-p, contribuyendo a la evasion del sistema inmune y como consecuencia limita
las funciones antivirales. La proteina N se encuentra fosforilada y tiene un peso molecular de entre
50-60 KDa.



Proteina de envoltura (E): proteina de tipo accesoria y auxiliar de la fusion de la membrana viral

y endosoma.

Estructura del SARS-CoV-2
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Figura 1. Estructura general del SARS-CoV-2. (Esakandari et al., 2020; Oliva, 2020; Singhal, 2020).

A través de sus proteinas antigénicas estructurales, el virus puede ingresar al huésped,
permitiéndole la infectividad en células que expresen receptores de tipo ECA-2. Al respecto, la
participacion de las subunidades de la proteina S propician el ambiente adecuado para la trasmision

y contagio.

2.3 Via y Mecanismo de infectividad del SARS-CoV-2

Una de las principales hipdtesis establecida hasta el momento es la transmisidn de tipo zoonotica
entre un murciélago y un humano, o bien, por otros intermediarios como el pangolin, el gato civeta
0 los dromedarios (Salud, 2021).

La ruta de transmision es de tipo horizontal, de persona-persona, dentro de las maneras de contagio
se incluyen la inhalacion directa de gotitas de fliigge o nicleos goticulares que pueden permanecer
en el aire, objetos contaminados y contacto con secreciones mucosas directas de individuos
positivos al SARS-CoV-2 (Esakandari et al., 2020).

El SARS-CoV-2 puede acceder al tracto respiratorio a través de las membranas mucosas del
organismo; nasal, orofaringea y laringea hasta llegar a los pulmones. Donde realiza su ingreso a la

celula con receptor ECA-2, llevando a cabo su mecanismo de infectividad (Oliva, 2020).
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El SARS-CoV-2 se une a toda célula que esté presente en la superficie el receptor ECA-2 (enzima
convertidora de angiotensina) y proteasa de serina transmembrana tipo 2 (TMPRSS2, por sus
siglas en ingles), ECA-2 es el primer receptor de la proteina S viral (también puede denominarse
ACE-2) (figura 2) y proporciona el punto de entrada de la célula, aunque no es el Gnico receptor
al cual se pueda unir, pero si el mas estudiado. Los 6rganos gque expresan este receptor ECA-2 son:
cerebro, corazdn, células alveolares tipo 2 en pulmones, arterias, epitelio respiratorios, higado,

rifiones, testiculos e intestinos (Oliva, 2020).

El virus logra ingresar a la célula a traves de la union de la subunidad S1 de la glicoproteina S, con
el receptor ECA-2 a través del dominio de union a receptor (RBD) simultaneamente la subunidad
S2 es responsable de la fusion del virus a la membrana celular, como resultado se forma un
complejo que es procesado proteoliticamente por TMPRSS2 escindiendo ECA-2 de S1 liberdndola
del complejo RBD e iniciando el proceso de union y fusion del virus a la membrana celular
mediante endocitosis (Oliva, 2020; Soto, 2020).

Posterior a su ingreso a la célula, la nucleocapside se libera permitiendo que el ARN gendémico de
polaridad positiva (ARNss+) se libere en el citoplasma, y se copia a un ARNm en polaridad
negativa (ARNSss-) donde actia como un ARNm y se transcribe de manera directa el gen replicasa
transcriptasa traduciéndose en poliproteinas (pplay pplab) que son procesadas proteoliticamente
por proteasas como la quimiotripsina viral, generando 16 proteinas no estructurales donde algunas
de ellas forman el complejo replicasa transcriptasa (RTC) y otras proteinas que ayudan en el
proceso de transcripcion gendmica del virus (Oliva, 2020; Soto, 2020).

Finalmente, el complejo RTC se dedica a replicar y sintetizar un conjunto de ARNm gue codifican
la elaboracion de proteinas antigénicas, M, E, N, las accesorias, asi como un ARNm en polaridad
positiva (ARNss+) que se asocia a la proteina N formando la nucleocépside. Las demas proteinas
estructurales y accesorias son elaboradas en el reticulo endopldsmico (RE) y posteriormente
llevadas al complejo de Golgi, ahi son ensambladas junto a la nucleocapside para producir viriones
que son exportados hacia la membrana plasmatica en forma de vesiculas. (Oliva, 2020; Soto,
2020).
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Figura 2. Entrada de SARS-CoV2. La entrada en la célula requiere la interaccién de la proteina viral S con las
proteinas de membrana ECA2 y TMPRSS2 de la célula huésped. La entrada del virus estd asociada con una reduccion
significativa en la expresion en la membrana de la enzima ECAZ2, sin afectar la expresion de la enzima ECAL. Basado
en (Oliva, 2020).

Al unirse la proteina S al receptor, se desencadenan una serie de procesos bioquimicos e
inmunoldgicos, causando una respuesta inflamatoria sistémica exacerbada de citocinas
proinflamatorias. Adicionalmente, se ha descrito que el SARS-CoV-2 per se es capaz de regular
de manera negativa la expresion del receptor ECA2 induciendo la acumulacién de angiotensina Il
y como consecuencia la activacion del sistema SRAA (sistema renina angiotensina aldosterona),

lo cual induce un dafio organico considerable (Esakandari et al., 2020).

Aunado a lo anterior y desde que se logré dilucidar el mecanismo de ingreso mediante el cual el
SARS-CoV-2 se reproduce intracelularmente en la célula huésped, se establecio el inicio de la
enfermedad COVID-19 y los distintos signos y sintomas que ésta presenta; los cuales varian en
cada individuo segun la situacion organica del mismo. Los sintomas mas comunes se presentan en
el siguiente apartado, asi como algunos de los factores de riesgo mas caracteristicos y/o

comorbilidades para desarrollar la forma severa de la enfermedad.

El SARS-CoV-2 es un microorganismo intracelular obligado que requiere el uso de los
componentes de la célula para replicarse, al llevar a cabo este proceso se estimula la respuesta

antiviral a traves del sistema inmune del hospedero donde los receptores TLR 3,7,8, y 9 activan



las cinasas JAK, NF-Kf ¢ IRF3 y 7 que se transloca en el ntcleo, induciendo los mecanismos para
la expresion de interferones tipo 1 (especificamente IFN tipo 1 -1IFN-a ¢ IFN-B- suprimiendo la
replicacion y la diseminacion viral en etapas tempranas) y citocinas proinflamatorias tales como
TNF, IL-1, IL-6, e IL-12, que estimulan la respuestas inflamatoria antiviral la cual pretende
bloquear la infeccion y eliminar las células infectadas. Los CoV son virus capaces de evadir los
mecanismos de expresion de los IFN antivirales en las células epiteliales infectadas dentro de los
primeros 7 dias de la infeccion, lo que contribuye a la creciente inflamacién y dafio del tejido
infectado (Abbas, 2018; Anamary & Villegas, 2020; Berrueta, 2007; Muyayalo et al., 2020;
Nungaray, 2021; Pastrian-Soto, 2020)

Adicionalmente, la respuesta inflamatoria es acompafiada del reclutamiento de neutrofilos y
células NK, que se activan rdpidamente en el sitio de infeccidn; se induce la activacion de células
Th17 y tipo Thl. La inmunidad adaptativa es el segundo paso esencial en el proceso contra la
infeccion viral, se da la produccion de linfocitos T citotoxicos y anticuerpos neutralizante, aumenta
la produccion del tipo IgM en los primeros 9 dias de la infeccion e 1gG en los dias 14-16 de la
infeccion. El sistema inmune activado requiere regulacion, la cual se da a través de los linfocitos
T y B reguladores, estos son capaces de bloguear o regular la respuesta de los linfocitos Th;
ejerciendo sus funciones a través de citocinas inhibitorias como (TGF-p, IL-10, IL-27, IDO,IL-
35), modulando APC (através de CTLA-4), disrupcion metabolica (a través de ectoenzimas CD39,
CD73, AMPc), citolisis (a través de la granzima A,B y perforina) (Abbas, 2018; Pastrian-Soto,
2020).

Asi como las células dendriticas hacen uso del metabolismo de Trp a través de la enzima IDO para
producir Kyn, este metabolito estimula a AhR en células dendriticas, T efectoras y epiteliales. En
las células dendriticas induce la produccién de TGF-f que conduce a la diferenciacion de T reg.
En células Th17 Kyn estimula AhR que induce el cambio hacia Trl productora de IL-10 y TGF-
B. En células epiteliales, el medio inflamatorio induce la expresion de IDO que toma Trp del medio
y lo metaboliza hacia Kyn que estimula el receptor AhR que induce el inhibidor de la IL-6, ademas
de producir &cido quinurénico que también puede activar AhR en células epiteliales. La activacion
de la enzima IDO se infiere a través de relacion Kyn/Trp (Seo & Kwon, 2023).

Durante la infeccion por COVID-19, los cambios metabolicos pueden afectar las funciones del

sistema inmune.



2.4. La COVID-19

El virus SARS-CoV-2 causa la COVID-19, nombrada asi por la OMS, haciendo referencia a
“coronavirus disease 2019”. La enfermedad, inicia cuando el virus SARS-CoV-2 ingresa a través
de las mucosas, uniéndose a las células que expresen el receptor ECA-2; posteriormente, el genoma
viral se replica y se traducen proteinas viricas a una velocidad excesiva que compromete la
viabilidad de las células hospederas conllevando a la necrosis, escenario que propicia la violenta
activacion del sistema inmune; desde del enfoque fisiopatoldgico, resulta en dos procesos

interrelacionados (Alves et al., 2020; Sanchez Valverde et al., 2021):

1. Efecto citopatico directo: resultado de la infeccion viral, es usual en las primeras etapas de

la enfermedad
2. Respuesta inflamatoria no regulada del huésped: predomina en las Ultimas etapas

Cuando estos dos procesos se ven superpuestos se observa la evolucion de 3 estadios de la

enfermedad (Alves et al., 2020) que a continuacion se menciona.

» Estadio 1 (fase temprana): efecto citopatico directo que activa la respuesta inmune innata
contra el virus a traves de IFN-y y linfocitos NK, el individuo manifiesta estabilidad clinica
con sintomas leves (tos, fiebre, astenia, dolor de cabeza, mialgia) asociado a linfogena,

elevacién del dimeros-D y LDH

> Estadio 2 (fase pulmonar): es derivado de la respuesta inmune adaptativa que resulta en la
disminucion de la viremia, como efecto secundario se da la cascada inflamatoria que puede
generar dafos tisulares debido a la liberacidn de citocinas proinflamatorias como IL-6 e
IL-1B, ademas de la diferenciacion de células Thl o Th17 que activan posteriormente las
células B dirigiéndolas a células plasmaticas secretoras de anticuerpos, ademas de los
sintomas leves se afiade la afeccion respiratoria (disnea), que pueden llegar a condicionar
la insuficiencia respiratoria asociada a linfopenia y ligera elevacién de la proteina C

reactiva (CRP) y transaminasas

» Estadio 3 (fase hiperinflamatoria): es caracterizado por la insuficiencia multiorgéanica
fulminante aunado al empeoramiento del compromiso pulmonar como resultado de la

respuesta inmune no regulada contra la infeccion que condiciona la tormenta de citocinas.



Al respecto, las citocinas participantes en la tormenta de citocinas, corresponden a citocinas
proinflamatorias: TNF-a, IL-1B, IL-6, 1L-8, IL-12 las cuales en su conjunto participan en la falla
multiorganica en los individuos con COVID19 activo; cuya participacion incluso se observa en
los signos y sintomas caracteristicos de esta enfermedad (Alves et al., 2020; Sanchez Valverde et
al., 2021).

2.4.1 Sintomas y desordenes de la COVID-19
La COVID-19 puede observarse de dos maneras, con manifestaciones clinicas especificas
abordando desde desdrdenes sistémicos con incidencia en fallas respiratorias leves o criticas, como

se observa en la figura 3; mientras otros podrian cursar la enfermedad de manera asintomatica.

L o e . e o e . e e e e e o
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Figura 3. Sintomas y des6rdenes sistémicos presentes en la COVID-19.

Los sintomas de la COVID -19 son diversos, algunos se presentan con mayor frecuencia que otros,
los més comunes son fiebre, tos, fatiga, produccidn de esputo, cefalea intensa, en algunos casos se
agrega la peérdida total temporal del sentido de gusto y olfato. Algunas personas presentan un
cuadro completo gastrointestinal. Se ha reportado un descenso significativo de los niveles en

linfocitos y un aumento considerable de neutréfilos.

9



Dentro de los sintomas mas caracteristicos, el 98 % de los individuos infectados presenta fiebre,
76% tos seca, 44% fatiga, 28% produccion de esputo y congestion nasal, 8% cefalea intensa. El
desarrollo de la enfermedad dependera de factores de susceptibilidad, el 80% de los individuos
desarrollard la enfermedad de manera leve, el 15% desarrollara la enfermedad de manera
moderada-grave y menos del 5% la desarrollara de manera critica que puede llevar al fallecimiento
del individuo (Pascarella et al., 2020; Singhal, 2020).

Aunado a los sintomas anteriores, es comun que se desarrolle el sindrome de distrés respiratorio
agudo (SDRA) que forma parte de una de las principales complicaciones de los individuos con
COVID-19, se manifiesta como inflamacion pulmonar causada por dafo al tejido alveolar, puede
agravar la situacion de salud con posibles consecuencias mortales. Ademas, la tormenta de
citocinas es una complicacion bastante grave que se asocia a la liberacidn excesiva e incontrolada

de citocinas proinflamatorias durante la infeccion (Medina et al., 2021).

Desde el punto de vista inmunoldgico, la COVID-19 se caracteriza por la hiperinflamacion
sostenida por citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-18, IL-6, TNF-a, IFN-y), aunado al incremento
de estrés oxidativo en respuesta a la infeccién. En este sentido, ambos procesos son activados a
través de la participacion de la indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), una enzima clave en el
catabolismo del triptéfano (Trp). Algunos metabolitos del Trp se han asociado a la progresion de
la enfermedad, asi como al desarrollo de post COVID-19 (Almulla, 2022). Al respecto, para
monitorear el perfil de los metabolitos antes descritos, es necesario, emplear técnicas analiticas

sensibles como la metaboldmica.

2.5- Vacunas: SARS-CoV-2

Los reportes estadisticos ante la pandemia COVID-19 mostraron una elevada tasa de letalidad en
la poblacion masculina, en México se reportd la mas alta a nivel mundial, seguido de Italia,
Ucrania, Espafia, Francia y Rusia, ademas de que la poblacion presentaba factores de riesgo de
desarrollar una infeccion grave ya que eran individuos con comorbilidades como diabetes mellitus,

problemas cardiacos e hipertension (Chakraborty et al., 2023).

La pandemia por SARS-CoV-2, requeria la accion répida y eficaz de moléculas con potencial
terapéutico e imunoterapeltico para el control de la infeccion. En ese sentido, el desarrollo

tecnoldgico de una vacuna contra SARS-CoV-2 fue imprescindible. En ese sentido y de acuerdo

10



con la OMS las vacunas son “preparaciones destinadas a generar inmunidad (proteccion) contra y
una enfermedad, estimulando la produccion de anticuerpos”, estas preparaciones son
administradas a través de un procedimiento médico a la poblacion, a fin de prevenir la enfermedad
(OMS, 2021a).

Los estudios previos ante la creacion de vacunas para el SARS-CoV y MERS-CoV fueron tomados
como base para la creacion de las vacunas ante el SARS-CoV-2, ya que también estan dirigidas a
la glicoproteina Spike y es considerado el objetivo antigénico méas importante en estos virus, la
proteina S es altamente inmunogénica ya que presenta epitopos pequefios y dominios antigénicos
en RBD, es por ello que se le ha tomado como objetivo principal para el desarrollo de las vacunas
ante el SARS-CoV-2. Posterior a la secuenciacion del genoma del SARS-CoV-2 en China, se
public6 en Gen Bank generando la base inmunoinformatica para el desarrollo de las
vacunas(Chakraborty et al., 2023).

La primer vacuna creada fue mMRNA-1273 de Moderna en mayo del 2020, posteriormente Pfizer
cred BTN162b2 en colaboracion con la compafiia alemana BioNTech, estas dos vacunas fueron
las primeras en recibir la aprobacion inicial por la USFDA (del inglés United Stated Food and
Drug Administration) y EMA (del inglés European Medicines Agency) a finales del 2020, ambas
vacunas fueron desarrolladas y aprobadas en aproximadamente 8 meses, lo que se denomino

“vacuna desarrollada a velocidad pandemia”(Chakraborty et al., 2023).

Ademas de esas 2 vacunas, se aprobaron otras alrededor del mundo hasta diciembre del 2022;
CoronaVac, BBIBP-CorV, CoviVac, Covaxin, Oxford-AstraZeneca (ChAdOx1 nCoV-19),
Sputnik V, Jhonson&Johnson, Convidicea, RDB-Dimer y EpiVacCorona(Chakraborty et al.,
2023).

Las vacunas ante el SARS-CoV-2 utilizan diferentes plataformas y estas se pueden dividir en 2
categorias principales: vacunas de virus enteros y vacunas de componentes virales. Las vacunas
de virus enteros se dividen en 2 subcategorias: vivo-atenuado e inactivado. Las vacunas de
componentes virales se dividen en otras 6 subcategorias: basadas en ADN, basadas en ARN,
subunidades proteicas, vectores no replicantes y particulas similares a virus (VLPs) de vectores

virales replicantes (Chakraborty et al., 2023; Wong Chew et al., 2021).
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Segun lo observado, las vacunas inactivadas por calor, irradiadas o quimicamente inactivadas
pueden perder su inmunigenicidad, por lo que se consideré menos eficiente que las vacunas e

plataforma vivo-atenuado (Chakraborty et al., 2023).

Las vacunas aprobadas ante el SARS-CoV-2 utilizaron 4 plataformas distintas(Chakraborty et al.,
2023; OMS, 2021a; Wong Chew et al., 2021):

1. Vacunas de acidos nucleicos: tecnologia reciente que usa el ARNm del SARS-CoV-2 que
codifica para la proteina de espiga (proteina S) que sera reconocido y traducido en las
celulas del hospedero, que posteriormente desencadenara la respuesta inmune y la
produccidn de anticuerpos. Ya gue no contiene componentes vivos es una vacuna inocua

y no puede generar la enfermedad.

2. Vacunas basadas en vectores virales: sustancia bioldgica que no contiene antigenos del
virus, sino que usa las células del hospedero para producirlos, para la vacuna contra el
SARS-CoV-2 se hizo uso de un virus modificado, un adenovirus, para poder introducir en
las células del hospedero humano el codigo genético de la proteina S del SARS-CoV-2,
que posteriormente infecta a las células del hospedero y estas producen la proteina S que a

su vez desencadena una respuesta inmunitaria.

3. Vacunas con virus vivos atenuados/ inactivados: hace uso del virus SARS-CoV-2 el cual
es debilitado, es decir aun puede replicarse, pero no induce la enfermedad o bien su material
genético fue deshabilitado por medios térmicos, quimicos o radioactivos de modo que aln
puedan replicarse en las células hospederas y desencadenar una respuesta inmune contra el
viron.

4. Vacunas con subunidades proteicas o acelulares: hace uso de subunidades proteicas del
SARS-CoV-2, especificamente de la proteina S que estimula la respuesta inmunitaria del
hospedero sin generar la enfermedad.

Las vacunas que la OMS aprobd para ser usada en la poblacion humana son: Pfizer-BioNtech
(BNT162b1), Oxford-AztraZeneca (ChadOx1), Johnson & Johnson (Ad26.COV2.S), Moderna
(Mrna-1273/83), Sinopharm (BBIBP-CorV) y Sinovac (CoronaVac)(OMS, 2021a).

De las vacunas antes mencionadas, la tabla 2 muestra las referencias principales de las 11 vacunas
aprobadas por la OMS (Chakraborty et al., 2023; OMS, 2021a; Wong Chew et al., 2021):
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Tabla 2. Vacunas SARS-CoV-2

Pais de

Temperatura de

Plataforma  Nombre de la . Compaiiia que la Eficacia o . Efectos adversos
origen Dosificacion almacenamiento
vacunal vacuna realizo general (EA) reportados
°C
USA/ 2 ot G5 o -70£10 Dolor, hinchazon
osis de 0.5ml via 4
Vacunas de Alemania IM del _ area _de
L BNT162bl . . puncion, fatiga,
acidos Pfizer/BioNTech 94.6% i . el
nucleicos (ARNm) 21 dias intervalo mialgia,
entre dosis escalofrio,
artralgia, fiebre
USA 2 dosis de 0.5ml via -20+10 el Lsitiod
i IM olor en el sitio de
MRNA-1273/83 Moderna /NIAID  94.1% o inyeccion, fatiga,
(ARNm) 28 dias intervalo mialgia
entre dosis
Vacuna con |ng|atel‘l‘a 2 dOSiS de 05m| Via 2-8 Fiebre fatl a
. 59.9% R
vector viral ChAdOx1 M cefalea, mialgias,
AstraZeneca/Oxford hasta .
o NCoV-19 813%  4-12 semanas de escalofrios,
replicante ' intervalo entre dosis artralgias y fiebre
Convidenci China 2-8 Dolor en sitio de
onvidencia i ioloqi icacio i
CanSino Biological 65.7% 1 dosis IM aphcapmn, fatiga,
(Ad5-nCoV) Inc mialgia, cefalea,
fiebre.
Sputmik V Rusia 2 dosisde 0.5ml IM  <-18
(rAd26-S y Gamaleya 91.6% 21 dfas dias intervalo SFEIEEEE. EEle

rAd5-S)

entre dosis

gripe, reaccion en




Israel
Janseen
Johnson&Johnoson
(Ad26.COV2.5)
China
Vacuna con
virus vivo o Coronavac Sinovac
atenuado
India Sinopharm Group
Instituto de
Productos
BBIBP-CorV Bioldgicos de
Beijing, instituto de
productos
biolégicos de
Wuhan.
India
BBV152 Bharat Biotech

57 hasta
2%

50.6%
hasta
91.0%

86.0%

N/D

1 dosis via IM

2 dosis IM
14 dias de interdosis

2 dosis via IM de

0.5mL

21 a 28 dias intervalo

entre dosis

2 dosis

4 semanas intervalo

de dosis

2-8

2-8

2-8

sitio de puncion,
astenia y cefalea.

Dolor en sitio de
puncion, fatiga,
mialgia, cefalea.
Extremo:
trombosis
trombocitopénica.

Reaccion local en
el area de puncioén:
exantema,
eritema,
induracion,
mialgia.

Reaccion
sistémica: cefalea,
fatiga,  mialgia,
fiebre, diarrea,
escalofrios.

Dolor, prurito,
edema, hinchazoén,
fatiga, fiebre,
disnea, tos,
anorexia, mareos.

N/D

15



Rusia

CoviVac
Vacunas con Rusia
;ligge?(iziides EpiVacCorona
virales
China
ZF2001

Academia de
Ciencias Rusa N/D
Vector Institute N/D

Academia de
Ciencias de China

Biologic Pharmacy
Co.

2 dosis 2-8

2 semanas intervalo
de dosis

2 dosis via IM 2-8

21 dias de intervalo
entre dosis

N/D

N/D

N/D: no disponible
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En la tabla 2 se muestra la eficacia general, la dosificacion, la temperatura de almacenamiento y
los efectos adversos asociados a las vacunas. Al respecto, es importante mencionar que a través de
la aplicacion de las diversas vacunas, se ha mitigado los casos graves de la COVID19 pero siguen
los contagios aun hoy en dia. En ese sentido, diversos organismos gubernamentales se han dado a
la tarea de cuantificar el nimero de casos positivos, defunciones a causa de la COVID-19. Del
mismo modo, también se han registrado las dosis aplicadas de la vacuna contra el SARS-CoV-2
por zona geografica. En el siguiente apartado se describe algunos datos epidemiologicos.

3. Epidemiologia

El SARS-CoV?2, es el agente etiolégico de la COVID-19 que detond en una pandemia, declarada
oficialmente por la OMS el 11 de marzo del 2020. Interesantemente, los primeros casos se dieron

en la provincia de Wuhan, China desde el mes de diciembre en el afio 2019 (Singhal, 2020).

Hasta la fecha de corte propuesta en el presente proyecto, el 27 de agosto del 2023 a nivel mundial
la OMS report6 770, 085, 713 casos positivos de SARS-CoV-2 y 6, 956, 173 defunciones a causa
de la COVID-19; mientras a nivel Republica Mexicana se reportaron hasta el 30 de agosto del
presente afio, 7, 633, 355 casos positivos de SARS-CoV-2 y 334, 336 defunciones a causa de la
COVID-19. Finalmente, a nivel estatal, se reporté hasta el 25 de junio del 2023 un total de 84,133
casos positivos al SARS-CoV-2 y 4, 016 defunciones a causa de la COVID-19. (CONAHCYT,
2023; OMS/WHO, 2023).

Asi mismo, hasta el 27 de agosto del 2023, la OMS report6 la administracion de 13, 499, 983, 736
dosis de vacunas a nivel mundial; 222, 226, 293 dosis de vacuna a nivel Republica Mexicana,
donde al menos 96, 727,823 personas tienen 1 dosis (CONAHCYT, 2023; OMS/WHO, 2023).
Interesantemente, el pasado 05 de mayo del 2023, el Director General de la OMS, manifest6 que
la COVID-19 a pesar de representar un problema de salud establecido y persistente, no constituye
una emergencia de salud publica de importancia internacional (ESPII), debido a esto las
plataformas de informacion epidemioldgica respecto a la COVID-19 han cesado de actualizar sus
cifras (OMS, 2023).

Por otro lado, distintos autores han reportado que cerca de un tercio (1/3) de la poblacion

recuperada de la COVID-19 aun presenta signos y sintomas posteriores a la infeccion del SARS-



CoV2 que se caracterizan por ser persistentes y similares a los manifestados durante la

convalecencia. A continuacion, se describen particularidades del post-COVID19.

4. Post COVID-19

De acuerdo con la OMS, la mayoria de las personas que desarrollan la COVID-19 se recuperan
por completo; sin embargo, la OMS ha reportado que del 10-20% de la poblacién alun experimenta
efectos a medio y largo plazo post recuperacion. Por su parte, la OMS a través de la Unidad de
Clasificacion de Terminologias desarrollé los codigos CIE-10y CIE-11 para definir “post COVID-
19” como resultado de una condicion clinica (secuela) en individuos con historial probable o
confirmado de infeccion por SARS-CoV-2 después de los 3 meses posteriores al inicio de la
infeccion con sintomas persistentes durante 2 meses 0 mé&s. Interesantemente, estos sintomas
persistentes no se pueden explicar bajo ningun diagndéstico de enfermedad; algunos de los sintomas
mas comunes en esta afeccion son fatiga, disnea, disfunciones cognitivas, cefalea. Esta
sintomatologia persistente genera impacto en el dia a dia y funcionamiento del organismo, estos
pueden desaparecer/ fluctuar con el tiempo (WHO, 2021).

Dentro de las secuelas con mayor prevalencia post-COVID-19 son: astenia 95.9 %, malestar
general 95.5%, cefalea 86.5%, bajo animo 86.2%, dolor muscular 82.8%, disnea 79.3%, dolor
articular 79.1%, falta de concentracion 78.2%, dolor de espalda 77.7%, presion en el pecho 76.8%,
fiebre 75%, ansiedad 75.5%, tos 74.3%, fallo de memoria 72.6%, dolor de cuello 71.3%, diarrea
70.8%, dolor torécico 70.1%, palpitaciones 69.9%, mareos 69.4%, hormigueo 67.3%, boca seca
65.8%, anorexia 64.7%, gases 64.5%, sudoraciones y calores 63%, taquicardias 62.3%, odinofagia
59.7%, anosmia 58.4%, adelgazamiento 56.6%, caida de pelo 56.2%, depresion 54% (SEMG,
2021)

Dentro de las investigaciones realizadas por el Laboratorio de Inmunotoxicologia y terapéutica
experimental de la Universidad Autonoma de Zacatecas en el proyecto central (Galvan-Tejada et
al., 2020) “Tamizaje poblacional para la evaluacion de la inmunidad colectiva ante SARS-CoV-2-
COVID-19 como estrategia de vigilancia epidemiolédgica” dirigido por la Dra. Irma Elizabeth
Gonzalez Curiel, se obtuvieron resultados que coindicen con la situacion vivida en Italia donde se
encontré que el 87.4% de los individuos recuperados de la COVID-19 presentaban al menos 1
sintoma recurrente y al menos el 55% presentd 3 0 mas sintomas, de los cuales destacan la astenia

y la disnea. Esto inicia la pauta para describir el estado post- COVID, otros paises como China,
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Estados Unidos de América, Francia, Irlanda y otros. Se han reportado otros sintomas persistentes
que afectan la calidad de vida como; problemas en la salud mental, disgeusia y anosmia. En ese
sentido, las investigaciones de grupo de la Dra. Glez.-Curiel son coincidentes con otros autores
en cuanto a la presencia de sintomas persistentes en recuperados de la COVID-19 como: tos,

disnea, cefaleas, dolor estomacal, mialgia y fiebre (Galvan-Tejada et al., 2020)
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5. Metabolomica.

La metabolémica estudia sustancias denominadas metabolitos, las cuales estan presentes en las
células y tejidos, son moléculas pequefias que se producen cuando el organismo descompone
alimentos, sustancias quimicas, medicamentos o el propio tejido. Estos metabolitos se pueden
encontrar en sangre, orina 'y otros liquidos del cuerpo, donde son medibles. Algunas enfermedades
o factores ambientales (alimentacion, medicamentos, sustancias quimicas) pueden afectar la forma
en la que se elaboran los metabolitos y se usan en el cuerpo. A través de la metabolémica se puede
identificar los perfiles metabolomicos involucrados en las distintas enfermedades. Cabe mencionar
que el perfil metabolémico consiste en medir aminoécidos, &cidos organicos, aminas biogénicas,
glicerofosfolipidos, esfingolipidos, azlcares y otros compuesto, como productos finales o
intermediarios de alguna via metabdlica para reflejar la fisiopatologia de un suceso bioldgico en
la salud o en la enfermedad (Fraser et al., 2020; NCI, 2021; Xu et al., 2021).

Los individuos con infeccion activa por SARS-CoV-2, presentan un perfil metabolémico alterado
respecto a algunos metabolitos importantes como lo son: triptéfano, quinurenina, 3-hidroxi-DL-
quinurenina, 4-hidroxiprolina, citrulina, carnitina, acetil carnitina, asparagina, acido glutdmico,
glutamina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, treonina, tirosina, valina, ornitina,

taurina, acido butirico, entre otros (Ansone et al., 2021; Luporini, 2020; Vyavahare et al., 2021).

Al respecto, entre todos los perfiles metabolémicos antes mencionados, el perfil de Trp/IDO/Kyn
ha tomado relevancia en los individuos expuestos a SARS-CoV2 de manera natural (enfermos
activos y recuperados de la COVID19) y de forma artificial (vacunados). Al ser un posible
marcador de severidad y progresion de la enfermedad. A continuacion se describen las
generalidades y su participacion de los metabolitos en la modulacion del sistema inmune (Fraser
et al., 2020; Méndez et al., 2019; Xu et al., 2021).

5.1 Triptofano

El Triptofano es parte de los 20 aminoacidos esenciales para el buen funcionamiento y orden del
organismo, abreviado como Trp el cual debe que ser ingerido en la dieta (carnes, huevos, lacteos,
frutas, frutos secos, entre otros), es el inico aminoécido que se encuentra unido a la albimina y al
transportador de aminoacidos neutros grandes 1 (LAT1-CD98). Por su estructura, Trp es un
aminoacido neutro largo (LNAA) como se observa en la figura 4. Los niveles de Trp libre en el
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organismo son determinados por la dieta alimenticia y por las actividades de las vias metabolicas.
Tiene diferentes funciones en el organismo como blogque de construccion de proteinas, de

neurotransmisores y sefializacion molecular (Cubero, 2006; SOLVO, 2022).

El aminocido triptdfano se cataboliza por 3 vias diferentes, haciendo uso de diferentes enzimas
generando diversos productos. La principal via de metabolismo del triptéfano es la via de la
quinurenina (KP) a través de las enzimas triptéfano-2,3-dioxigenasa (TDO) que se encuentra en
higado inducida por corticosteroides y por la enzima indolamina-2,3-dioxigensasa que se
encuentra en células inmunes y el organismo, es inducida por la presencia de IFN- y. El
metabolismo por estas enzimas da como resultado la quinurenina (Kyn) un metabolito inicial que
participa en otros procedimientos metabolicos que donde se generan otros metabolitos que tienen

diferentes efectos en el organismo (Badawy & Guillemin, 2019).

Triptéfano

Figura 4. Aminoé&cido esencial Triptéfano (Trp). Nombre IUPAC: 4cido 2- amino-3-(1H-indol-3-il)
propanoico.

El triptéfano, a su vez, juega un papel importante en la regulacién del sistema inmune y promueve
la diferenciacion de las células linfociticas T reguladoras (T reg CD4+FOXP3+CD25+) cuando se

metaboliza hacia Kyn y activa AhR (receptor de arilo) (Ding et al., 2020; Miyajima, 2020).

5.1.1. Metabolismo del Trp

El triptéfano es un precursor de distintos metabolitos como: alcaloides, pigmentos y hormonas que
se generan a través de diferentes rutas de metabolismo, como: descarboxilacion, transaminacion,
eliminacion de piruvato, 5- hidroxilacion, prenilacion y escision oxidativa. De estas rutas

metabolica, aquellas que tienen importancia inmunoldgica se describen a continuacion:
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(Castellano & Molinier-Frenkel, 2020; Cataldo et al., 2014; Corral, 2013; Cubero, 2006; Platten
etal., 2019a).

1. Laescision oxidativa o via de la quinurenina (KP, del inglés Kinurenine Pathway), llevada
a cabo por IDO y la enzima tript6fano-2,3-dioxigenasa (TDO), de la cual se obtiene Kyn,
se lleva a cabo en un 90% del total del Trp. De la Kyn se obtienen otros derivados
metabolicos. La via de la quinurenina puede seguir y dar como resultado bastantes
metabolitos con diferentes funciones. Llevada a cabo en musculo esquelético, higado,
células blancas y células del intestino. En esta via, IDO se activa cuando en el medio se
encuentran bajos niveles de 1L-10, niveles altos de IL-6, IL-1, IFN-y, TNF-a. Por otro lado

TDO que se encuentra en higado se activa por niveles altos de cortisol.

2. La 5-hidroxilacion, de la cual se obtienen aminas bioldégicamente activas como la
serotonina y la melatonina, se lleva a cabo en un 5% del total del Trp mediada por la enzima
triptofano hidrolasa. Llevada a cabo en células argenta fines y entero cromafines del tubo

gastro intestinal y en la glandula pineal.

3. La via de degradacion por el microbiota que se lleva a cabo en menos de un 5% del total
de Trp mediada por la L-feniloxidasa (IL411) de la cual se obtiene el cetoacido 3-acido
indol acético (IAA), los derivados inddlicos tienen accion de estimulacion del AhR que
estimula la produccion de IDO en las células dendriticas. Por otro lado, la microbiota
aprovecha los derivados inddlicos y en las células linfoides innata del grupo 3 (ILC3s)
estimula la produccién de IL-22 que estimula la produccion de péptidos antimicrobianos

en los enterocitos.

En la figura 7 se observa esquematicamente las rutas metabolicas del aminoacido Trp que permiten

visualizar los productos.

La via catabdlica tiene la funcion de inducir la respuesta tolerogénica, especialmente en las células
T reg. La inanicién de Trp sobre las células pueden inducir la regulacién de linfocitos T naive
CD4+, Esta via esta regulada por citocinas y moléculas inflamatorias como el interferon gamma

que induce IDO en las células del sistema inmune (Cubero, 2006; Ding et al., 2020).

En casos de escasez extrema de Trp (menos de 1uM) induce acumulacion de ARNt sin carga y

como consecuencia se activa la via de la GCN2 que conduce a una supresion de la respuesta en las
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células T efectoras y células presentadoras de antigeno (CPA). En ese sentido, asume que las
propiedades inmunoreguladoras del Trp son consecuencia de los metabolitos de KP mas que por

el agotamiento de Trp (Platten et al., 2019a).
5.2 Quinurenina

La quinurenina (Kyn) es un metabolito del amino&cido L-Trp, su estructura se muestra en la figura
5 por el metabolismo a través de IDO/TDO, puede transformarse a diferentes metabolitos con
diversas funciones, tiene la capacidad de atravesar barrera hematoencefalica (BHE). Algunos de
los metabolitos son: acido quinolinico (QA), acido xanturénico (XA), 3-hidroxiquinurenina
(3HK), acido 3-hidroxiantranilico (3HA), acido picolinico (PA), &cido quinurénico (KA), acido
antranilico (AA), niacina, nicotinamina adenina nucleotido (NAD) (Almulla, 2022; Ding et al.,
2020; Miyajima, 2020).

Quinurenina

Figura 5. Metabolito de Trp: Quinurenina (Kyn). Nombre IUPAC: dcido 2-amino-4-(2 aminofenil)-4-
oxobutanoico.

Los metabolitos de KP, son regularmente asociados a neurotransmision, inflamacion y respuesta
inmune. Algunos de los metabolitos de KP y sus derivados inddlicos se unen al receptor de
hidrocarburos de arilo (AhR) e inducen la expresion de FoxP3 promoviendo la diferenciacion de
celulas Treg FoxP3+. El efecto sinérgico entre la disminucion de Trp y el aumento de Kyn en el

medio inducen la transformacién de LTCD4+ naive a LTreg (Ding et al., 2020).

Kyn atraviesa BHE y causa efectos fisiopatoldgicos cerebrales (inflamacion, alta produccién de

ROS y aumento de transmision de glutamato (Harkin, 2014).
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XA y KA tienen propiedades antioxidantes, unidos a Kyn, QA y 3HK tienen propiedades
regulatorias en la produccion de IFN-y, algunos otros inducen la apoptosis de Th1l y promueve la
diferenciacion a Th2 y el aumento de la IL-10. Esto resulta en una retroalimentacion negativa que
limita la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y disminuye el incremento de la

hiperinflamacion. (Almulla, 2022).

5.3 Indol amina oxigenasa (IDO)

La indol amina2,3-dioxigenasa (IDO) es una enzima predominante extrahepatica, su estructura se
muestra en la figura 6, se encuentra en diferentes células como: macrofagos, microglia, neuronas
y astrocitos. Consta de un homologo; indolamina 2,3 dioxigensasa-2. Es bactericida mediante la
degradacion del triptéfano provocando la muerte del microorganismo. Se relaciona con la
inmunosupresién, esta misma situacion se lleva a cabo en la tolerancia inmunolégica, donde IDO
induce una mayor produccion de TGF-f e IL-10 (Harkin, 2014).

@]

Indol amina oxigenasa

Figura 6. Enzima Indol amina oxigenasa (IDO). Nombre IUPAC: indolamina-2,3-dioxigenasa.

La actividad de IDO puede verse inhibida por 1-metil-triptofano (1-MT), la relaciéon de IDO vy las
T reg es de tipo bidireccional, es decir, puede inducir la produccién de T reg y el incremento de
T reg induce la expresion de IDO (Ding et al., 2020; Lionetto et al., 2020).

Dado que IDO es la enzima que por excelencia cataliza Trp en Kyn y sus metabolitos, el nivel de
IDO sera importante en KP. Durante infecciones, IDO-1 se vera aumentada en células dendriticas
y macrofagos y actuara en la KP cuando en el medio se encuentren altas concentraciones de IL-6,

IL-1P y bajas concentraciones de IL-10, y se vera inducida en medios donde haya presencia de
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IFN-y asi como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-1B, CTLA-4, IFNs, corticoesteroides
y ligandos AhR, incluidos los metabolitos de Kyn (Ding et al., 2020; Lionetto et al., 2020;
Miyajima, 2020; Moreno Calderon et al., 2019; Platten et al., 2019a).

Dado que IDO es una enzima que se encuentra en muy bajas concentraciones y dentro del espacio
intracelular, es necesario recurrir a la relacion Kyn/Trp como medida de inferencia de la activacion
y funcion de la enzima debido a metabolismo que ejerce sobre Trp, se ha realizado ya en estudios

in vitro y se usa en estudios in vivo (Almulla, 2022; Badawy & Guillemin, 2019).

Tal como se muestra en la figura 7, Dentro de las rutas metabolicas de interés inmunolégico se
encuentran la ruta KP que usa el 90% del Trp, la ruta de la 5-Hidroxilacion que usa el 5% del Trp,

la ruta, degradacion por microbiota que usa el 5% del Trp.

La quinurenina puede ser producida en celulas inmunes. Kyn y sus derivados pueden inhibir a
células dendriticas, inducir a los linfocitos T reg e inclinar la respuesta inmune Th2. La KP genera
diferentes metabolitos: quinurenina (Kyn), acido quinurénico (KA), acido quinolinico (QA), 3-
hidroxiquinurenina (3-HK), acido 3-hidroxiantranilico (3-HA), acido xanturénico (XA), acido
picolinico (PA), &cido antranilico. Y otros como nicotinamida dinucle6tido (NAD+), acetil CoA.
En esta via las enzimas de principal aplicacion son el indol amina-2,3-dioxigensasa (IDO) y
triptofano-2,3-dioxigensasa (TDO), IDO se expresa cuando en el medio se encuentra IL-6, I1L-1,

IFN-y, TNF- oy TDO se expresa cuando en el medio hay cortisol.

La via 5-Hidroxilacion a través del triptdéfano hidrolasa genera serotonina y esta a través de la L-
aminoacido aromatico descarboxilasa genera melatonina. La serotonina se almacena en plaquetas
y células inmunes, tiene acciones antiinflamatorias y atrae leucocitos. La melatonina también
puede ser producida en macrofagos, células naturales Killer, eosinéfilos y actia como

antiinflamatorio, anti apoptético asi como en el apoyo de la fagocitosis mononuclear.

A través del microbiota intestinal se genera el acido 3-indolacético (IAA), por la accion de la L-
aminoacido oxidasa del gen 1 inducido por la IL4 (IL411). EI IAA es producido en el intestino por

el microbiota, induce la proliferacion de linfocitos T CD4+ a linfocitos T reg
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Figura 7. Rutas metabolicas del aminoacido Trp. (Almulla, 2022; Lionetto et al., 2020).

Rutas: (A) KP, (B)5-Hidroxilacion del Trp, (C) metabolismo intestinal del Trp. Vias: (1) metabolismo de Kyn, (2) serotonina, (3) metatonina, (4) IAA. KP (via de
la quinurenina, del inglés Kynurenine Pathaway). Metabolitos de la KP: quinurenina (Kyn), cido quinurénico (KA), acido quinolinico (QA), 3-hidroxiquinurenina
(3-HK), &cido 3-hidroxiantranilico (3-HA), &cido xanturénico (XA), cido picolinico (PA), acido antranilico, nicotinamida dinucleétido (NAD+). triptéfano -2,3-
dioxigenasa (TDO), indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO).
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5.4 Triptofano, IDO (Kyn/Trp) y quinurenina en COVID-109.

El triptéfano funciona como bloque de construccién de las proteinas, asi como precursor de
neurotransmisores en el cuerpo humano, ademas de otras funciones en el organismo, sin embargo,
cuando el cuerpo se encuentra en un reto inmunolégico como lo es una infeccién o la inoculacion

artificial (vacuna) el sistema inmune requiere este aminoacido y su metabolismo.

La KP del metabolismo del Trp es activada por citocinas proinflamatorias y mecanismos derivados
de la tolerancia inmune, esto propicia el aumento de IFN-y, IL-1p, IL-6, TNF-o. y ROS que induce
la expresion de IDO que funciona como enzima en la via de Trp a Kyn estimulando AhR y
aumentando metabolitos que causan dafio, por otro lado también induce la diferenciacion de T reg

a fin de disminuir la activacion de las células Thly Th17 (Almulla, 2022).

En individuos activos a COVID-19 se ha reportado la disminucion de Trp y el aumento de Kyn'y
de la relacion Kyn/Trp (IDO), especialmente en hombres de mayor edad. Interesantemente, éste
aumento se asocia con la gravedad de los sintomas(Almulla, 2022; D’ Amora et al., 2021; Lionetto
etal., 2021).

La relacion Kyn/Trp (IDO) puede ser usada como marcador bioldgico de la inflamacion y/o
gravedad de la enfermedad de la COVID-19 activo, ademas esta relacion es usada como medida
equivalente a la activacion de la enzima IDO, la relacion suele ser usada preferentemente en
estudios in vitro (Almulla, 2022; D’ Amora et al., 2021; Lionetto et al., 2020).

En individuos recuperados de la COVID-19, se ha reportado una desregulacién de estos
metabolitos, asi como también se han asociado a los sintomas post COVID-19, hasta 6 meses
después de haber presentado la infeccion, los mas comunes son: fatiga, dolor de cabeza, trastorno
de atencion, pérdida de cabello y anosmia. Esto se suele asociar a una baja presencia de Trp y un

aumento de Kyn e IDO y sus metabolitos quinurénicos (Eroglu et al., 2021; Lionetto et al., 2021)

En los individuos vacunados se ha observado un comportamiento diferente en cuanto a Trp y Kyn,
donde existe un mayor metabolismo del Trp después de la primer dosis de vacunacion y un menor
metabolismo de Trp en la 2da dosis, por otro lado hay una mayor expresion de Kyn antes de la

primer dosis y en el intervalo hacia la 2da dosis (Wang et al., 2022).



6. Planteamiento del problema

La enfermedad por coronavirus (COVID-19) es una enfermedad infecciosa causada por el virus
SARS-CoV-2 acompafiada de un cuadro clinico de predominio respiratorio caracterizado por una
hiperinflamacion sistémica estrechamente relacionada con la severidad de la enfermedad. Aunado
a lo anterior, es importante mencionar que, existen factores intrinsecos del huésped asociados a la
gravedad de la enfermedad en sus diversos estadios, en los que se observan alteraciones del
metabolismo por la infeccion. Al respecto y a través de la metabolomica, es posible la
identificacion y el analisis de metabolitos claves involucrados en distintas funciones
inmunoldgicas de carécter regulatorio. En ése sentido, el Trp es considerado un aminoacido
esencial con funciones de homeostasis en el sistema inmune, que pudieran controlar la
hiperinflamacion a través de la participacion de su metabolito mas abundante Kyn y de la enzima
IDO. Diversos autores han reportado que el Trp, Kyn y la relacion Kyn/Trp (IDO) sufren
alteraciones durante el proceso infeccioso y a posteriori. Sin embargo, diversos autores han
mencionado que la sintomatologia no condiciona la alteracion de estos metabolitos. por lo tanto y
de acuerdo con la evidencia, no es claro el papel de los metabolitos inmunorreguladores como el
triptofano (TRP), la quinurenina (Kyn) y la enzima IDO (Kyn/Trp) en los diferentes estadios de la

enfermedad y tras un reto inmunolégico como la vacunacion.
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7.-Pregunta de investigacion

¢Existe algun cambio en los niveles plasmaticos de triptéfano, quinurenina e IDO en individuos
activos a COVID-19, individuos recuperados de COVID-19 y vacunados ante el SARS-CoV-2?
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8. Justificacion

La pandemia COVID-19 causada por el SARS-CoV-2 comprometio la estabilidad social,
econodmica, politica y salubre de los diferentes paises en el mundo y México fue la excepcion. La
escasa informacion referente a los temas relacionados a la COVID-19, ha creado incertidumbre en

el manejo de esta enfermedad y a posteriori de la infeccion, por ejemplo, el post-COVID19.

En este sentido y bajo la premisa de que, la COVID-19 es una enfermedad de etiologia infecciosa
con una respuesta inmune exacerbada que ha sido propuesta como un mecanismo de deterioro en
la salud de los sujetos infectados con impacto en los productos del metabolismo y mas alla de los
cambios en el sistema inmune, aln se conoce muy poco sobre las alteraciones a nivel
metaboldmico que ocurren durante y después de la infeccion. Al respecto, el presente proyecto se
centrd en el uso de la metabolémica como herramienta imprescindible para determinar los cambios
plasmaticos del triptéfano (Trp), la quinurenina (Kyn) y la enzima IDO (Kyn/Trp). En ese sentido
y a través del analisis inmunometabolémico dirigido, de tipo semicuantitativo se podria dilucidar
las alteraciones de la via del Trp (KP) en los diferentes estadios de la enfermedad incluso en
aquellos que han sido vacunados, lo anterior permitira establecer un panorama general del proceso
inmunometabdlico de la COVID-19 leve, en activos y recuperados con posible post- COVID-19

y en vacunados ante el SARS-CoV-2.
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9. Hipdtesis

Los niveles plasmaticos de triptéfano, quinurenina e IDO se encuentran aumentados en los
individuos activos, recuperados de la COVID-19 y vacunados ante el SARS-CoV-2 en
comparacion con los sujetos control. Adicionalmente, este incremento se relaciona con los factores

intrinsecos (sexo biologico, edad y IMC) y la sintomatologia persistente.
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10. Objetivos
10.1. Objetivo general

Determinar los niveles plasmaéticos de triptéfano, quinurenina e IDO en individuos activos
COVID-19, recuperados de la COVID-19 y vacunados ante el SARS-CoV-2 por UPLC-MS y
analizar el efecto de las variables bioldgicas, antropomeétricas y sintomatoldgicas sobre los niveles

plasmaticos determinados.

10.2. Objetivo especifico
1. Determinar y analizar los niveles plasméaticos (AUC) de triptéfano, quinurenina en
individuos control prepandémicos, activos y recuperados de la COVID19, asi como
vacunados ante el SARS-CoV-2 por UPLC-MS para dilucidar si se cumple la homeostasis

inmunoldgica.

2. Analizar los niveles plasméticos (AUC) de la relacion Kyn/Trp como medida de inferencia
para Indolamanina 2,3-dioxigenasa (IDO) en individuos control prepandémicos, activos y
recuperados de la COVID19, asi como vacunados ante el SARS-CoV-2 por UPLC-MS
para monitorear la activacion de la via del Trp hacia Kyn.

3. Correlacionar los niveles plasmaticos de triptdfano respecto a quinurenia para dilucidar
funciones indirectas de inmunorregulacion en individuos activos, recuperados de la
COVID19, controles y vacunados ante el SARS-CoV-2

4. Analizar el efecto de las variables bioldgicas y antropométricas sobre triptéfano,
quinurenia y la relacion Kyn/Trp (IDO) en individuos control prepandémicos, activos
COVID-19, recuperados de la COVID-19 y vacunados ante el SARS-CoV-2, como medida

de inferencia sobre el papel de los factores intrinsecos.

5. Analizar el efecto de la sintomatologia sobre triptdéfano, quinurenia y la relacion Kyn/Trp
(IDO) en individuos control prepandémicos, activos COVID-19, recuperados de la
COVID-19 y vacunados ante el SARS-CoV-2.
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11. Metodologia

El presente proyecto, el cual es de tipo observacional, se derivé del proyecto original denominado
“Tamizaje poblacional para la evaluacion de la inmunidad colectiva ante SARS-CoV2-COVID-
19 como estrategia de vigilancia epidemiologica” el cual, ha sido aprobado por el Comité de
Investigacion (COFEPRIS 19-CI-32-056-045) y por el Comité de Etica en Investigacion
(CONBIOETICA 32-CEI-2018927), obteniendo el registro CI-UAE-08-2020 y 060-CEI-UAE-
UAZ/2020, respectivamente. El proyecto se llevo a cabo en las instalaciones de los laboratorios
de Inmunotoxicologia de la Unidad Académica de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma

de Zacatecas.

De manera previa, se cuantificaron los niveles de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 (anti-N-IgG) en
individuos control, contacto y recuperados, quienes desearon participar voluntariamente. Los
individuos que decidieron participar firmaron una CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO, posterior a ello contestaron un cuestionario que evalla sus condiciones
sociodemogréficas y clinicas. Ademas, se les tomd datos biométricos (presion diastolica y sistolica

-mmHg-, masa corporal -Kg-, circunferencia de cintura y cadera -1CC-).

11.1. Tipo de estudio
Retrospectivo, Transversal, descriptivo.

11.2. Captacion de participante y muestra bioldgica.

Las muestras se tomaron del biobanco del Laboratorio de Inmunotoxicololgia de la Unidad
Académica de Ciencias Quimicas y del biobanco de muestras del Laboratorio de Metabolémica
Clinica de la Unidad Académica de Ciencias Bioldgicas.

Se incluyé un total de 94 muestras y se realizo una primera clasificacion de los participantes entre
“no expuestos al SARS-CoV-2” (controles) y “expuestos al SARS-CoV-2” (activos, recuperados
y vacunados), donde el 2do grupo se subclasificd respectivamente (Activos-COVID-19,
recuperados COVID-19 y vacunados ante el SARS-CoV-2).

Cada individuo cumpli6 con los siguientes criterios de inclusion mostrados en la tabla 3.
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Tabla 3. Criterios de inclusién de los grupos de estudio.
Criterios de Grupo 1, controles, Grupo 2, activos-COVID- Grupo 3, recuperados Grupo 4, vacunados SARS-
inclusion n=20 19, n=22 COVID-19, n=32 CoV-2,n=22
Positiva al momento de la
PCR Negativa Positiva infeccion y presentarla al Neaati
egativa
momento de toma de muestra
Sexo Indistinto Indistinto Indistinto Indistinto
Edad 18-50 18-50 18-50 18-50
Vacunacion .
COVID-19 No No No Si
Infecciones
diferentes a No No No No
SARS-CoV-2
Cart_a o_Ie Firmada Firmada Firmada .
consentimiento Firmada
Aceptable si: DMT2, HA, Aceptable si: DMT2, HA, Aceptable si: DMT2, HA,
EPOC, enfermedad . .
. . - EPOC, enfermedad cardiaca, EPOC, enfermedad cardiaca,
Comorbilidades Ninguna cardiaca, transplante, lupus,
transplante, lupus, enfermedad  transplante, lupus, enfermedad
enfermedad renal, asma,
renal, asma, embarazo. renal, asma, embarazo.
embarazo.
Semanas _d’e N/A N/A M|n|_mp 3 semanas,despues del N/A
recuperacion inicio de los sintomas
Presencia de . .
sintomas N/A N/A Minimo 2 sintomas N/A

N/A: no aplica.



Tabla 4. Criterios de no inclusion de los grupos de estudio.

Criterios de no inclusion

Infecciones respiratorias (faringitis bacteriana y/o viral) diferentes a COVID- 19.

Historial clinico con sintomas claramente compatibles con COVID-19 cuando la prueba PCR no haya sido
realizada

No haber firmado la carta de consentimiento informado

Presentar enfermedades autoinmunes

Tabla 5. Criterios de eliminacion

Criterios de eliminacion

Problematicas durante la toma de biopsia liquida (coleccién incompleta).
Imposibilidades en el procesamiento de muestra.

No haber firmado la carta de consentimiento informado

11.3. Tipo de ensayo

El presente proyecto se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Inmunotoxicologia de
la UACQ y en el Laboratorio de Metabolémica Clinica de la Unidad Académica de Ciencias
Bioldgicas de la UAZ; en este ultimo se llevo a cabo el procesado de la muestra a través de
cromatografia liquida de ultra desempefio acoplado a espectrometria de masas (por sus siglas en
inglés, UPLC-MS)

Se utilizd metabolémica semicuantitativa dirigida para identificar y determinar los niveles
plasmaticos de 2 metabolitos (Trp y Kyn) en plasma humano. El aminodcido y su metabolito se
analizaron mediante un ensayo personalizado de cromatografia liquida de fase inversa acoplado a

espectrometria de masas (LC-MS)/MS. Se utilizaron reactivos y disolventes grado HPLC.

11.3.1 Preparacion de muestras para UPLC-MS
Para el analisis de amino&cidos, se afiadieron 150 pL de acetonitrilo frio (marca HONEYWELL,

grado LC-MS) y 10 uL de mezcla estandar interna marcada (Trp -D5, a una concentracion de 2
ug/mL) a 50 puL de cada muestra bioldgica (plasma) para precipitacion de proteinas en fase liquida
durante 24 horas a -20°C, seguido de centrifugacion a 13, 000 rpm por 20 minutos. Se recuperé
aproximadamente 100 pL del sobrenadante y se llevd a centrifuacion-vacio para componentes

organicos-acuosos. Se desechd el sobrenadante y el sedimento se resuspendio en 200 uL agua-MQ



adicionada con el 0.1% de &cido formico (HONEYWELL, grado LC-MS). Se carg6 un total de
200 uL en cada vial para la placa de 96 pocillos. Simultaneamente, se prepararon los controles de
calidad (QC), mezclando cantidades iguales (20 pL) de cada muestra (plasma) perteneciente a un

mismo grupo de estudio, se le dio el mismo tratamiento que a la muestra.

11.3.2 Método Cromatografia liquida de ultra desempefio acoplada a
espectrometria de masas (UPLC-MS)

Las muestras se analizaron en un equipo ACQUITY UPLC (Waters, Manchester, NH, USA)
acoplado a un espectrémetro de masas XEVO-G2 XS, cuadrupolo con tiempo de vuelo (TOF)
(Waters, Manchester, NH, USA) con fuente de ionizacion por electrospray (ESI). La separacion
de las diferentes clases de metabolitos se realizo utilizando una columna Agilent, ZORBAX
Eclipse XBD-C18 (3.0 x 100mm, 3.5 micron) P.N 961967-302. La fase movil A: agua Mili-Q
suplementada con &cido formico al 0.1%; y B: acetonitrilo grado MS suplementado con acido
férmico al 0.1%.

La fase mavil fluy6 a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min, inicialmente con 99% de A, seguido
de un gradiente linear a 95% durante 3.5 minutos, posteriormente el porcentaje de A se disminuyd
a 5% en un tiempo de 5.5 min y se mantuvo por 7 min, el porcentaje de A aument6 a un 99% Yy se

mantuvo hasta finalizar los 11.5 min.

La temperatura de la columna se ajustd a 50°C. El volumen de inyeccion fue de 1uL. El
espectrémetro fue operado en modo ionizacién positiva y en modo MSE en el rango de m/z 50-
600, con un tiempo de adquisicion de 0.2 segundo por intervalo. Se utiliz6 una energia de colision
de 10 eV con gas argon como gas de colision.

La temperatura de la fuente fue de 120°C, la temperatura de desolvatacion y flujo de gas

(nitr6égeno) de 550°C y 800 L/h, respectivamente.
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Para el analisis MRM se utilizaron las siguientes transiciones mostradas en la tabla 6.

Tabla 6. Transiciones en MRM.

Nombre Masa Producto en Tiempo de Tiempo final Collision
precursora masa (m/z) inicio (min) (min) Energy
(m/z)

Trp 205.0900 188.0700 0.50 9.50 10.00eV

Trp D5 210.1200 192.0900 0.50 9.50 10.00eV

Kyn 209.0920 146.0600 0.50 9.50 10.00eV

Como sustancia de referencia para mediciones de masa precisas se utilizé leucina encefalina
(preparacion; 200 pg/uL en solucion acetonitrilo:agua (50:50, v:v) adicionada con &cido formico

al 0.1%) y para la calibracion del equipo, se utilizé formiato de sodio 0.5 mM.

Se inyectaron tres réplicas de cada control de calidad al inicio de la corrida y posteriormente se
intercald un control de calidad cada 15 muestras inyectadas, para garantizar reproducibilidad del

equipo.

11.3.3 Cuantificacion

Para cuantificar el aminoacido y su metabolito se realiz6 una curva de calibracién individual de 7
puntos para el aminoacido triptéfano (2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.312, 0.156 ug/ mL)
Y=0.8015"X- 0.1028; R?= 0.9375 y de 14 puntos para el metabolito Kyn (8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625, 0.312, 0.156, 0.0078, 0.0039, 0.0019, 0.00096 ug/ mL) Y= 1.424"X-0.02950; R*=
0.9929. La relacion para la intensidad de la sefial de cada analito con respecto al estandar interno
Trp-D5(triptéfano Deuterado-5) se traz6 contra las concentraciones especificas conocidas

mediante el método del estandar interno, los gréficos se encuentran en material suplementario.

Los estandares se prepararon colocando 1mg del reactivo correspondiente en 1000 uL de agua MQ
adicionada con el 0.1% de &cido formico y se realizaron diluciones seriadas hasta alcanzar las

concentraciones para la curva de calibracion.
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Figura 8. Cromatograma y espectro del aminoéacido triptéfano (Trp). Tiempo de retencién del Trp que

muestra el cromatograma; 4.80 min. el espectro muestra el fragmento previsto (188.067) y m/z previsto

(205.085).
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Figura 9. Cromatogramay espectro del metabolito quinurenina (Kyn). Tiempo de retencién de la Kyn
que muestra el cromatograma: 3.00 min. El espectro muestra el fragmento previsto (146.057) y m/z previsto
(209.089).

11.3.4 Validacion del método

La validacion del método se realiz6 a través del método del estandar interno asi como la
determinacion de la linealidad en las curvas de calibracion con una R? > 0.90, a partir de las curvas
de calibracion se determind el limite de deteccion (LOD) para Trp (0.1878 ug/mL) y Kyn (0.1089
ug/mL) asi como el limite de cuantificacion (LOQ) para Trp (0.3267 pg/mL) y Kyn (0.3148
ug/mkL), respectivamente.

11.4 Analisis estadistico.
Los datos se procesaron a través de diferentes programas estadisticos programas Graphpad Prism

version 8.0.1 e IBM SPSS version 22. Se evaluo la normalidad de los datos a través de las pruebas
Shapiro-Wilk, D “Agostino-Pearson y Anderson-Darling segun la n en los diferentes analisis
realizados. Para las variables continuas, se realizé estadistica descriptiva de los grupos de estudio,

se reportaron los datos paramétricos como promedio + desviacion estandar y los no parametricos
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como Pso (P75-P25); la diferencia de medias se realizo a través de la prueba T de student para datos
paramétricos y/o una prueba U de Mann Whitney para datos no paramétricos. Adicionalmente, se
aplicd un andlisis univariado (ANOVA) de Kruskal Wallis seguido de un post-test de Dunn’s y se
realizaron correlaciones de Pearson para datos paramétricos y de Spearman para datos no
paramétricos. Para el analisis de las variables categoricas se usé una Prueba de Fisher para las
tendencias, con una significancia de p< 0.05. Finalmente, se realizaron graficos de analisis
discriminante parcial de minimos cuadrados (PLS-DA) para comparar los datos de metabolitos
plasmaticos entre los grupos de estudio, este analisis se realizo utilizando el programa estadistico
Metaboanalyst 5.0. Los datos con mas del 50% de los valores faltantes se excluyeron del analisis

estadistico.
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12. Resultados

12.1 Variables sociodemogréficas y antropométricas

Se procesaron un total de 94 muestras para este estudio pertenecientes a 20 individuos control, 20
individuos activos COVID-19, 32 individuos recuperados COVID-19 y 22 individuos vacunados

contra el SARS-CoV-2; cada uno de los grupos se comparo con el grupo control.

Respecto a la variable sociodemogréfica que corresponde a la edad (tabla 7) en el grupo control,
la mayoria de los individuos se encuentran entre los 27-35 afios (25%); en el grupo de activos
COVID-19 se encuentran entre los 54-62 afios (50%), en el grupo de recuperados de la COVID-
19 se encuentran entre los 27-35 afios (31.25%) y en el grupo de los vacunados-vs-SARS-CoV-2
se encuentra entre los 18-26 afios (37.5%).

Tabla 7. Variable sociodemogréfica edad.

Variable sociodemografica

Activos COVID- Recuperados
Edad (n/%)* s (f]"_gtg)o' 19 COVID-19 Vac“”a‘zﬁizczc)’v' D-19
B (n=20) (n=32) -
18-26 4(20%) 0 2(6.25%) 12 (37.5%)
27-35 6 (30%) 0 10 (31.25%) 4(12.5%)
36-44 5(25%) 4(20%) 7 (21.87%) 5 (15.62%)
45-53 3(15%) 5(25%) 7 (21.87%) 1 (3.12%)
54-62 1 (5%) 11 (50%) 5 (15.62%) 0
63-71 1 (5%) 0 1 (3.12%) 0
72-80 0 0 0 0
ot 34.00 38.00
EStad.'St!Ca 37.15 + 11.56* 29.82 + 7.95
escriptiva (44.74-27.50)} (49.75-33.00) *
Total 20 (100%) 20 (100%) 32 (100%) 22 (100%)

*Se presenta el resultado en proporcion. #Los datos con comportamiento paramétricos son representados como media = DS; mientras aquellos con
comportamiento no paramétricos se representan como Pso(P7s-Pas)

En relacion a la variable sociodemogréafica sexo (tabla 8) en el grupo de los individuos control
predomina el sexo femenino (70%), en el grupo de los individuos activos COVID-19 no predomina

ningln sexo en cuanto a femenino y masculino (50%-50%), en el grupo de recuperados COVID-
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19 predomina el sexo femenino (56.3%) y en el grupo vacunados-vs-SARS-CoV-2 predomina el

género masculino (63.4%).

Tabla 8. Variable sociodemogréfica sexo.

Variables sociodemograficas
Activos COVID- Recuperados

Sexo "(‘r:‘o_gtg)o' 19 COVID-19 Va(il“_gg‘;os
B (n=20) (n=32) -
Femenino
kot 14 (70%) 10 (50%6%) 18 (56.3%) 8 (36.4%)
M("’r‘f}f,/‘;')',f‘o 6 (30%) 10 (50%) 14 (43.8%) 14(63.4%)
Total 20 (100%) 20 (100%) 32 (100%) 22 (100%)

*Se presenta el resultado en proporcion

Las variables antropométricas que mostraron un comportamiento paramétrico desde el punto de
vista estadistico fueron: estatura, masa corporal, circunferencia cintura, circunferencia cadera,
presion arterial sistdlica (PAS), presion arterial diastolica (PAD), pulso, indice de masa corporal
(IMC) mientras la indice cintura cadera (ICC) y las semanas de recuperacion mostraron un
comportamiento no paramétrico. En ese sentido y al momento de aplicar las pruebas estadisticas,
la variable de estatura (m) mostr6 cambios estadisticamente significativos en grupo control (1.63
+ 0.105) respecto al grupo vacunados (1.72 + 0.320) obteniendo un valor de p=0.026.
Adicionalmente, esta misma variable mostré diferencias estadisticamente significativas en el
grupo de recuperados (1.65 + 0.09) respecto al grupo vacunados (1.72 = 0.320) obteniendo un
valor de p =0.0315. Respecto a las variables antropométricas definidas como masa corporal,
circunferencia de cintura, circunferencia de cadera, 1.C.C, PAS, PAD e IMC, no mostraron
cambios estadisticamente significativos en los diferentes grupos analizados. Sin embargo, esta
estimacion podria ser confusora por que en algunos grupos no se conté con la informacion

requerida. La informacion antes descrita se puede observar en la tabla 9.
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Tabla 9. Variables antropométricas

Variables antropométricas

Variable I. Control IC 95% Activos IC 95% Recuperados IC 95% Vacunados IC 95%
COVID-19 COVID-19

*Estatura (m) 1.63+0.105 (1.57 -1.69) - - 1.65 £ 0.90 (1.62-1.68) 1.72 (1.80-1.64) (1.64-1.800)

*Masa 70.20 £ 14.62 (62.11-78.29) - - 80.75 + 12.77 (27.13-32.79)  80.89 + 15.61 (73.20- 92.10)

corporal (Kg)

*Circunferenci - - - - 98.30 £ 12.17 (93.38-103.2) 91.25+12.28 (85.00- 100.00)

a de cintura

(cm)

*Circunferenci - - - - 108.0 £ 9.978 (104.3-111.6) 105.0+9.85 (97.50 — 110)

a de cadera

(cm)

I.C.C (riesgo) - - - - 0.884 (0.9842-  (0.80- 0.95) 0.8559 (0.9473- (0.79-0.945)

0.8053) 0.7900)

*PAS (mmHg) - - - - 123.2+14.34 (118.0-128.4) 116.0 + 13.94 (105.0- 128.0)

*PAD (mmHg) - - - - 79.78 £ 9.04 (76.53-83.04) 77.55 + 8.86 (70.00-86.00)

*Pulso (latidos - - - - 77.22+12.28 (71.91-8253) -

por minuto)

IMC (m¥Kg) 2591+4.88 (78.84-89.36) - - 29.86+4.9 (93.38-103.2) 27.21+4.32 (25.77- 30.75)

- Semana de N/A -N/A -N/A -N/A 5 (8.0-4.0) (5.076-7.236) 20 (20.00-4.00) (2.905-33.67)

recuperacion

Los datos que tuvieron un comportamiento paramétrico (+) son expresados como media * desviacion estandar, mientras que aquellos con comportamiento no
paramétrico (-) datos no paramétricos se muestran como P50 (P75 - P25). ICC: indice cintura cadera, IMC: indice de masa corporal, PAS: presion arterial sistolica,

PAD: presion arterial diastolica, DMT2: diabetes mellitus tipo 2. N/A: no aplica Con una P<0.05



Respecto a las variables clinicas — patoldgicas como se muestra en la tabla 10, en el grupo control
se observo, la presencia de HA (5%), asma (5%) y tabaquismo (25%). En el grupo de los
recuperados se encontrd que el 15.62% padecian HA, DMT2 (6.25%), asma (6.25%),
hipotiroidismo (6.25%) y consumo de tabaco (18.75). En el grupo vacunados vs- SARS-CoV-2 se
observo la presencia de HA (9.1%). Finalmente, no se realiz6 el analisis de proporciones en el

grupo de activos debido a que no se contaron con los datos disponibles.

Tabla 10. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los grupos.

Grupo Control Grupo activos Grupo Grupo vacunados-
(n=20) (n=20) Recuperado SARS-CoV-2
COVID-19 (n=32) (n=22)
DMT2 (n(%)) 0(%) - 2 (6.25%) 0(%)
Enfermedad - 0(%)
cardiaca (n(%)) 0(%) i

HA (n(%)) 1(5%) - 5 (15.62%) 2(9.1%)
Cancer (n(%0)) 0(%) - 1 (3.12%) 0(%)

Asma (n(%0)) 1(5%) - 2 (6.25%) 1(4.54%)
Embarazo 0(%) - - 0(%)
Trasnsplante 0(%) - - 0(%)
Lupus 0(%) - - 0(%)
Hipotiroidismo 0(%) - 2 (6.25%) 0(%)
Esplenoctomia 0(%) - 1 (3.12%) 0(%)
Gota 0(%) - 1 (3.12%) 0(%)
Hernia hiatal 0(%) - 1 (3.12%) 0(%)
Consumo de tabaco 5 (25%) - 6 (18.75%) 0(%)

Se presenta el resultado en proporcion. DMT2: diabetes mellitus tipo 2, HA: hipertension arterial.
Las variables clinicas de laboratorio pueden ayudar a esclarecer el panorama del transcurso de la
infeccion asi como hacer un pronostico de la gravedad de la misma, algunos autores han
evidenciado que la infeccion por SARS-CoV-2 puede reflejarse desde ligeras alteraciones en el
hemograma hasta cambios que pueden indicar desbalances homeostaticos asociados a falla
multiorganica (Lopez & Mazzuco, 2020). En la tabla 11 se muestra los resultados de las variables
clinicas de laboratorio en respuesta a la infeccién por SARS-CoV-2. Es importante aclarar que los
datos no estan disponibles para los individuos control, recuperados COVID-19 y vacunados ante
el SARS-CoV-2, Gnicamente estan disponibles para los individuos activos-COVID-19. Se observa
un aumento marcado en los leucocitos (H: 8.58 * 2.25), M: 5.65 (7.17-4.97) y en los niveles
glucémicos (H: 119.5 + 24.53). Este resultado es esperado debido a que se trata de una infeccion
viral y las células del sistema inmune son esenciales para combatir y contener la infeccién aunado

con alta demanda energética (Lopez & Mazzuco, 2020).



Tabla 11. Variables de laboratorio en COVID-19.

Variable Control Activos Recuperados Vacunados Valor de Referencia
- _ _ _ referencia en la
(n=20) (n=20) (n=32) (n=22) literatura

Hemograma (serie roja)

Eritrocitos N/D H: 5.38 + 0.56 N/D N/D H:4.1-6.0

(millon/ml) M: 5.17 + 0.374 M:39-55

. ) ] (IMSS, 2022; Lopez-Santiago,
Ft/e?Lo)globma N/D H: 15.62 + 1.22 N/D N/D H: 14-17.5 2016: Pablo Diaz Piedra et al.
g M:15.20 (15.38- 14.00) M: 12.3-15.3 2012; Rodriguez de Cossio &
Rodriguez Sanchez, 2011)

Plaquetas N/D H: 358.0 £ 114.2 N/D N/D Hy M:

(miles/ml)

M: 249.5 + 87.73 150-450
Recuento leucocitario (serie blanca)

Leucocitos N/D H: 8.58 + 2.25 N/D N/D 0.94- 4.80
3
(10x%) M: 5. 65 (7.17-4.97)

(Rodriguez de Cossio &

. . o ) i
Linfocitos (%) N/D H:21.16 £12.73 N/D N/D 21.0-48.0 Rodriguez Sénchez, 2011)

M: 28.30 + 10.74

Monocitos (%) N/D H:5.84 +2.74 N/D N/D 20-8.0
M: 7.76 + 2.132

Neutrofilos N/D H: 71.52 + 14.56 N/D N/D 34.74-74.0

(%)

M:63.22 + 12.23

I NL N/D H: 5.65 + 4.66 N/D N/D 1.5-3



M:2.69+ 151
Clinica

Glucosa N/D H: 119.5 + 24.53 N/D N/D <99 (CDC, 2022b)
(mg/dL) M: 99 (158.8-92.00)

H: hombre, M: mujer. Datos paramétricos se muestran como mediat D.S, datos no paramétricos se muestran como Pso (P75 - Pas).
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12.2 Analisis de triptofano (Trp)

Los siguientes figuras y tablas corresponden al primer objetivo del presente proyecto, se muestran
los resultados de los niveles plasmaéticos de Trp, Kyn y la relacion Kyn/Trp (IDO) como medida
de inferencia para la enzima IDO en los 4 grupos de estudio; para empezar, es importante recordar
que el triptofano (Trp) es un aminoacido esencial que lleva a cabo diversas funciones, entre ellas,
forma parte del blogque de construccion de proteinas, asi como base de neurotransmisores y
participa en la activacion del sistema inmune. Al respecto, el Trp juega un importante papel en la
regulacién y contribuye a la diferenciacion de las células T reg y como consecuencia controla la
activacion de las células T efectoras; es importante mencionar que los niveles plasmaticos pueden
estar sujetos a la dieta alimenticia de cada individuo participante (Ding et al., 2020; Miyajima,
2020; Platten et al., 2019b).

En la figura 10.a) se muestra el grafico de los resultados clasificados como expuestos al SARS-
CoV2 contemplando todos los individuos con la enfermedad en etapa activa, recuperados y
vacunados, respectivamente; mientras que los no expuestos al SARS-CoV2 se consideraron los
plasmas de individuos pre-pandémicos a los cuales se les denomind el grupo control. Los
resultados muestran que ambos grupos poseen niveles plasmaticos similares debido a que no hubo
cambios estadisticamente significativos (p= 0.5615). Posteriormente, se decidio analizar si el
estadio de la enfermedad pudiera afectar dichos niveles; para ello, se estratificd el grupo de
expuesto al SARS-CoV2 como grupo activo, grupo de recuperados y grupo de vacunados-vs-
SARS-CoV-2. En la figura 10.b) se muestra el grafico que permite observar que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles plasmaticos de Trp, sugiriendo que el estadio de

la enfermedad no influye en los niveles del Trp.
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Figura 10. Niveles plasmaéticos de triptdfano (Trp). a) Niveles plasmaticos n de Triptéfano en N/E y E-
SARS-CoV-2. b) Niveles plasmaticos de Trp en los diferentes estadios de la enfermedad que comprende,
activos (n=20), recuperados (n=32) y vacunados (n=22). N/E: no expuestos al SARS-Cov-2 y E-SARS-CoV-
2: expuesto al SARS-CoV-2. Se aplicéd un test de U de Mann-Whitney para comparar N/E vs E-CoV-2 y se
realizé una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn’s para los subgrupos y se
considerd estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05.
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12.3 Analisis de quinurenina (Kyn).

La quinurenina (Kyn) es uno de los metabolitos més abundante del triptofano (90-95%), el cual es
metabolizado por la enzima IDO. El Trp es metabolizado hacia Kyn dependiendo de la condicion
fisioldgica, es decir, los metabolitos estan asociados a la neurotransmision, la inflamacion y otros

mecanismos inmunolégicos (Ding et al., 2020; Harkin, 2014; Platten et al., 2019a).

En la figura 11 se muestra el grafico con los resultados de los niveles plasmaticos de Kyn en la
clasificacion antes mencionada en el apartado de anterior. La figura 11.a) muestra un incremento
plasmatico significativo de Kyn en el grupo de E/CoV2 respecto al grupo N/E obteniendo un valor
de p=0.0274. Interesantemente, cuando se estratificaron los grupos, se observd un decremento
marcado en los niveles plasmaticos de Kyn en el grupo de los vacunados respecto al grupo control
(p=0.0448), manteniéndose incluso los niveles plasmaticos de Kyn similares entre el grupo de

activos y recuperados.
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Figura 11. Niveles plasmaticos de quinurenina (Kyn). a) Niveles plasmaticos de Kyn en N/E y E-SARS-
CoV-2. b) Niveles plasmaticos de Kyn en los diferentes grupos de estudio. Control (Ctrl, n=20), activos
(n=20), recuperados (n=32), vacunados (n=22). N/E: no expuestos al SARS-Cov-2. E-SARS-CoV-2: expuesto
al SARS-CoV-2. Se aplicd un test de U de Mann-Whitney para comparar N/E vs E-CoV-2 y se realiz6 una
prueba de ANOVA Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn’s para los subgrupos y se considerd
estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05.
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12.4 Relacion Kyn/Trp como medida de inferencia de la actividad enzimatica
de Indolamanina 2,3-dioxigenasa (IDO).

La relacién Kyn/Trp es una medida indirecta de la activacion y funcion de la enzima IDO, la cual
metaboliza Trp libre a Kyn hasta en un 90%. Su activacion puede darse en diversas células inmunes
y en el organismo en general, es por ello que, su medicion indirecta a través de la relacion Trp/Kyn
permite determinar su activacion en el sistema inmune (Badawy & Guillemin, 2019).

Latabla 12y lafigura 12, muestran larelacion Kyn/Trp (IDO) obtenida con los niveles plasméticos
de cada uno de los metabolitos, donde se puede observar que no hay cambios estadisticamente
significativos (p=0.4022) entre los diferentes grupos en la clasificacion expuestos al SARS-CoV?2
(activos, recuperados y vacunados) y no expuestos al SARS-CoV-2 (control). Sin embargo, se
observaron que 4 muestras analizadas del grupo de E-CoV-2 mostraron niveles de la relacion
Kyn/Trp (IDO) aumentados respecto a la mediana, lo cual es concordante con los resultados de
Kyn en el grafico 11.a). Por otro lado, en el grafico 12.b) se muestran las medianas muy similares
entre los grupos subestratificados E-CoV-2, donde algunos puntos en el grupo de activos y
recuperados se muestran fuera de las medianas, evidenciando que a estos grupos pertenecen los 4

puntos del grafico 12.a).

Tabla 12. Relacion Kyn/Trp como medida de inferencia para IDO.

Estadistica IC 95%
Control (n=20) 0.2200 (0.1200-1.14)- (1.410 — 0.1200)
Activos (n=20) 0.2940 (1.009-0.1286) (1.009 -0.1286)
Recuperados (n=32) 0.2575 (0.6421-0.0835) (0.4710- 0.1166)
Vacunados (n=22) 0.1733 (0.6341 -0.0.970) (0.6341-0.0970)

Los datos que tuvieron un comportamiento paramétrico (+) son expresados como media + desviacion estandar,
mientras que aquellos con comportamiento no paramétrico (-) datos no paramétricos se muestran como P50 (P75 -
P25). Con una P<0.05.
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Figura 12. Relacion Kyn/Trp (IDO). a) Niveles plasméticos de relacion Kyn/Trp (IDO) en N/E y E-SARS-
CoV-2. b) Niveles plasmaticos de relaciéon Kyn/Trp (IDO) en los diferentes grupos de estudio. Control
(n=20), activos (n=20), recuperados (n=32), vacunados (n=22). N/E: no expuestos al SARS-CoV-2. E-SARS-
CoV-2: expuesto al SARS-CoV-2. Se aplico un test de U de Mann-Whitney para comparar N/E vs E-CoV-2
y se realizé una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn'’s para los subgrupos y se

considerd estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05.
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12.5 Correlacion de triptéfano respecto a quinurenina como indicador del
catabolismo.

De acuerdo a la evidencia en la literatura se estima que el catabolismo del aminoacido Trp genera
un incremento directo en los niveles plasmaticos de Kyn. En ese sentido, una disminucion del Trp
se explica por un aumento en la concentracion de Kyn (Badawy & Guillemin, 2019; Platten et al.,
2019b). En el presente proyecto, se analizo el grado de asociacion de ambos metabolitos a traves

de correlaciones estadisticas.

Dentro del analisis estadistico que se aplicd, se realizaron correlaciones de Pearson para los datos
paramétricos y correlaciones Spearman para los datos no paramétricos, en la tabla 13 se muestra
las correlaciones realizadas para el metabolito quinurenina respecto al aminoacido tript6fano. Los
resultados muestran una correlacion significativa en los individuos control (p=0.0106) con una
relacion moderada (r=0.5713), activos-COVID-19 (p=0.0266) con una relacion moderada
(r=0.5072) y vacunados ante el SARS-CoV-2 (p=0.0001) con una relacion fuerte (r=0.7732), con
excepcion de los individuos recuperados de la COVID-19 que mantienen una relacién débil
(0.2837).

Tabla 13. Correlacion entre los niveles plasmaticos de triptéfano y quinurenina.

Triptofano vs Quinurenina

Grupo Control Activos Recuperados Vacunados
P (n=20)° (n=20)$ (n=32) $ (n=22) ®
r 05713 0.5072 0.2837 0.7732
9;(0:/0 (0.144020.8191)  (0.0544820.7870)  (-0.1037 a 0.5943) 0.4916 2 0.9084
D 0.0106* 0.0266* 0.1359 0.0001*

S correlacion Spearman, P correlacion Pearson. Grafico de correlaciones en material suplementario.
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12.6 Andlisis del efecto del sexo bioldgico sobre los niveles plasmaticos de
triptéfano y quinurenina.

Los niveles plasmaticos del Trp en individuos masculinos y femeninos es variable debido a los
diferentes procesos hormonales y fisiologicos atribuidos al sexo biologico per se .(Giltay et al.,
2008). Los niveles de Trp en los masculinos es mayor que en los femeninos. Estudios clinicos han
demostrado que a traves de la administracion de estrégenos y/o antiandrogenos a individuos
masculinos se ha observado la reduccion de niveles de Trp circulante, asi mismo la administracion
de testosterona en individuos femeninas ha mostrado un aumento de Trp circulante en plasma
(Giltay et al., 2008; Vidal et al., 2020).

En la figura 13 se muestran los resultados de niveles plasméticos de Trp respecto al sexo biolégico
y subestratificados por grupo de estudio. La fig.13.a) muestra los niveles plasméticos de Trp en
masculinos y femeninos en general del estudio, se observd que no hay cambios estadisticamente
significativos (p=0.6769) asi como se observé una disminucion del 40.09% en femeninas respecto
a la mediana de los masculinos. Al realizar la primera clasificacion entre N/E y E-CoV-2 para cada
sexo bioldgico, se observd que no hubo cambios significativos para el grupo de masculinos
(p=0.5485) ni femeninos (p=0.7383) interesantemente se observo una disminucion del 42.28% en
los masculinos respecto al control mientras que las femeninas presentan una mediana muy similar

(diferencia del 16.96%) respecto al control, como se muestra en la figura 13 b) y c).

En la figura 13.d) se muestra la estratificacion de los E-CoV-2 y la clasificacion en el sexo
biolégico, donde aun cuando no hay diferencias significativas se observd el comportamiento
predicho biol6gicamente, es decir mayores niveles plasmaticos de Trp en masculinos que en

femeninas.
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Figura 13. Niveles plasmaticos de triptéfano en los diferentes grupos de estudio respecto al sexo
bioldgico y la exposicion. a) Niveles plasmaticos de Trp en masculinos y femeninos del estudio, b) Niveles
plasmaticos de Trp en masculino, c) Niveles plasmaticos de Trp en femeninas, d) Niveles plasmaticos de
Trp en masculinos y femeninos respecto a los grupos de estudio, Control (Ctrl, n=20); activos (n=20),
recuperados (n=32), vacunados (n=22). M: masculino, F: femenino, N/E: no expuestos al SARS-CoV-2, E-
CoV-2: expuestos al SARS-CoV-2. Se aplicé un test de U de Mann-Whitney para comparar M y F, N/E vs
E-CoV-2y se realizd una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn's para los subgrupos
y se considerd estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05

En la figura 13 se muestran los resultados de niveles plasmaticos de Kyn respecto al sexo bioldgico
y subestratificados por grupo de estudio, fig.14.a) muestra los niveles plasmaticos de Kyn en
masculinos y femeninos en general del estudio, se observd que no hay cambios estadisticamente
significativos (p=0.6319) asi como se observo una disminucion del 17.19% en femeninas respecto
a la mediana de los masculinos. Al realizar la primera clasificacion entre N/E y E-CoV-2 para cada
sexo bioldgico, se observd que no hubo cambios significativos para el grupo de masculinos

(p=0.1161) ni femeninos (p=0.0938) interesantemente se observé una disminucion del 79.66% en
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los masculinos respecto al control mientras que las femeninas presentan una disminucion del

65.90% respecto al control, como se muestra en la figura 14 b) y c).

En la figura 14.d) se muestra la estratificacion de los E-CoV-2 y la clasificacion en el sexo
bioldgico, aun cuando no hay diferencias estadisticamente significativas es interesante el hecho de

que las femeninas del grupo activo presentan mayores niveles plasmaticos de Kyn respecto a los

masculinos.
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Figura 14. Niveles plasmaticos de quinurenina en los diferentes grupos de estudio respecto al sexo
bioldgico y la exposicion. a) Niveles plasmaticos de Kyn en masculinos y femeninos del estudio, b) Niveles
plasmaticos de Kyn en masculino, c) Niveles plasmaticos de Kyn en femeninas, d) Niveles plasmaticos de
Kyn en masculinos y femeninos respecto a los grupos de estudio, Control (Ctrl, n=20); activos (n=20),
recuperados (n=32), vacunados (n=22). M: masculino, F: femenino, N/E: no expuestos al SARS-CoV-2, E-
CoV-2: expuestos al SARS-CoV-2. Se aplicd un test de U de Mann-Whitney para comparar M y F, N/E vs
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E-CoV-2y se realizé una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn's para los subgrupos
y se considerd estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05

12.6.1 Relacion Kyn/Trp (IDO) respecto al sexo

En la figura 15 se muestran los resultados la relacion Kyn/Trp (IDO) respecto al sexo biologico y
subestratificados por grupo de estudio, fig.15.a) muestra los niveles de la relacion Kyn/Trp(IDO)
en masculinos y femeninos en general del estudio, se observé que no hay cambios estadisticamente
significativos (p=0.9983) asi como se observo un incremento del 10.40% en femeninas respecto a
la mediana de los masculinos. Al realizar la primera clasificacion entre N/E y E-CoV-2 para cada
sexo bioldgico, se observd que no hubo cambios significativos para el grupo de masculinos
(p=0.7682) ni femeninos (p=0.4556) se observd una disminucion del 8.12 % en los masculinos
respecto al control mientras que las femeninas, interesantemente se observé un incremento del

16.13% respecto al control, como se muestra en la figura 15 b) y c).

En la figura 15.d) se observa la estratificacion de los E-CoV-2 en los masculinos, donde se observé
que no hay cambios significativos en la relacién Kyn/Trp (IDO), con un comportamiento erratico
de medianas. Asi mismo en la figura 15.e) tampoco se observaron cambios significativos en la
relacion Kyn/Trp (IDO) en la estratificacion de E-CoV-2 en las femeninas, interesantemente se

observo un comportamiento similar entre las medianas de los grupos.
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Figura 15. Relacién Kyn/Trp (IDO) respecto al sexo bioldgico clasificado por grupo de estudio. a)
Relacion Kyn/Trp (IDO) en masculinos y femeninos del estudio, b) Relaciéon Kyn/Trp en masculinos, c)
Relacién Kyn/Trp(IDO) en femeninos, d) relaciéon Kyn/Trp (IDO) en los subgrupos del sexo masculino, d)
relacion Kyn/Trp(IDO) en los subgrupos del sexo femenino. Control (Ctrl, n=20); activos (n=20),
recuperados (n=32), vacunados (n=22). M: masculino, F: femenino, N/E: no expuestos al SARS-CoV-2, E-
CoV-2: expuestos al SARS-CoV-2. Se aplicd un test de U de Mann-Whitney para comparar M y F, N/E vs
E-CoV-2y se realiz6 una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn’s para los subgrupos
y se considerd estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05
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12.7 Analisis de los niveles plasmaticos de triptofano respecto la edad

El proceso de envejecimiento es inevitable en los organismos vivos y con ello suceden alteraciones
complejas en el organismo, una de ellas es la inmunosenescencia caracterizada por alterar la
inmunidad innata y adaptativa, asi como los procesos metabolicos de las células del sistema
inmune y su respuesta. El proceso de inflamacion crénica en el envejecimiento es comun e induce
la regulacién del sistema inmune a través de las células T reguladoras (FOXP3+ CD4+ CD25+),
lo cual produce inmunosupresion que se puede observar a través de una disminucion de Trp y
aumento de IDO (Kyn/Trp) , todo ello aunado a que los niveles de Trp se ven disminuidos por la
edad per se (da Silva et al., 2021).

La figura 16, muestra los resultados de los niveles plasmaticos de Trp respecto a la estratificacion
de edad. El grupo control y vacunados, aun cuando no se mostraron cambios significativos se
observaron comportamientos similares en resultados biologicamente esperados respecto al
decremento en los grupos etarios de mayor edad como se muestra en la figura 16.a y d). Por otro
lado los individuos activos-COVID-19 mostraron cambios significativos (p=0.0056) en los niveles
plasmaticos de Trp entre los grupos de edad 45-53 afios (166.2+120.5) versus 54-62 afios
(11.8(34.6-3.70)) como se muestra en la figura 16.b), por otro lado, los recuperados-COVID-19

presentaron un comportamiento semi-homogeéneo.
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Figura 16. Niveles plasmaticos de tript6fano en los diferentes grupos de estudio respecto a la edad. a)
Niveles plasmaticos de Trp en individuos control, b) Niveles plasmaticos de Trp individuos activos
COVID-19, c) Niveles plasmaticos de Trp en recuperados COVID-19, d) Niveles plasmaticos de Trp en
vacunados vs SARS-CoV-2. Control (n=20); activos (n=20), recuperados (n=32), vacunados (n=22). Se realiz6
una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn’s para los subgrupos y se considerd
estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05

En la figura 17 se muestran resultados de los niveles plasmaticos de Kyn en los diferentes grupos

de estudio respecto a la estratificacion de edades. El grupo control mostré un decremento no
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significativo, con un ligero aumento en el grupo etario de mayor edad, lo cual es esperado segun
el proceso biologico, por otro lado, los recuperados COVID-19 mostraron una tendencia muy
similar entre las medianas, incluyendo los grupos etarios mayores, lo cual no concuerda con lo
esperado bioldgicamente, asi mismo los vacunados parece ser que presentan un comportamiento
similar al de los controles, tal como se observa en la figura 17 a), b) y d). Asi mismo donde se
observo la presencia de cambios significativos en los activos COVID-19 (p=0.0055) fue entre los
grupos etarios de 36-44 afos (0.5360 + 0.4927) y 45-53 afios (118.1 +158.2) respectivamente.
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Figura 17. Niveles plasmaticos de quinurenina en los diferentes grupos de estudio respecto a la edad.
a) Niveles plasmaticos de Kyn en individuos control, b) Niveles plasmaticos de Kyn individuos activos
COVID-19, c) Niveles plasmaticos de Kyn en recuperados COVID-19, d) Niveles plasmaticos de Kyn en
vacunados vs SARS-CoV-2. Control (n=20); activos (n=20), recuperados (n=32), vacunados (n=22). Se realiz6
una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn’s para los subgrupos y se considerd
estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05
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12.7.1 Relacion Kyn/Trp (IDO) respecto a la Edad

La figura 18, muestra los resultados de la relacion Kyn/ Trp (IDO) respecto a la estratificacion de
edad. El grupo control aun sin cambios significativos mostr6 un comportamiento esperado
bioldgicamente, interesantemente atn sin mostrar cambios significativos los vacunados mostraron
un comportamiento erratico, asi como los recuperados presentaron un comportamiento muy
similar entre grupos etarios, como se observa en la figura 18, a), b) y d). Los individuos activos-
COVID-19, que mostraron cambios estadisticamente significativos (p=0.0058) entre los grupos
etarios de 45-53 (0.4764+ 0.49.47) y 54-62 (0.6475(1.876-0.2296)) respectivamente, con
tendencia al aumento, lo cual concuerda con los procesos bioldgicos propios del estadio (la edad

e infeccion).
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Figura 18. Relacion Kyn/Trp (IDO) en los diferentes grupos de estudio respecto a la edad. a) Relaciéon Kyn/Trp
(IDO) en individuos control, b) Relaciéon Kyn/Trp (IDO) individuos activos COVID-19, c) Relacién Kyn/Trp
(IDO) en recuperados COVID-19, d) Relacién Kyn/Trp (IDO) en vacunados vs SARS-CoV-2. Control (n=20);
activos (n=20), recuperados (n=32), vacunados (n=22). Se realizé una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis
con un post-test de Dunn's para los subgrupos y se consider6 estadisticamente significativo cuando el valor

de p<0.05
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12.8. Analisis del efecto del IMC sobre los niveles plasmaticos de Trp, Kyn e
IDO.

El indice de masa corporal (IMC) se obtiene como un valor numérico con base al peso y la estatura
del individuo para categorizar el peso de un individuo (bajo peso, normo peso, sobrepeso, obesidad
leve, obesidad moderada y obesidad morbida). Si bien la OMS, propone el calculo del IMC como
diagndstico para la obesidad, este no refleja adiposidad en general (para ello existe el test de % de
grasa corporal), pero si permite una evaluacion corporal de anormalidades en cuanto al peso que
pueden impactar como problemas de salud y metabolicos. La evidencia sugiere una relacion entre
la obesidad y la activacion del sistema inmune a través de la inflamacion crénica de bajo grado,
activando la enzima IDO y propiciando el catabolismo de Trp hacia Kyn. (CDC, 2022a; L6pez et
al., 2017).

Cabe mencionar, que los individuos activos-COVID-19 del presente estudio quedaron excluidos
de este andlisis respecto al IMC debido a que no se cont6 con la informacion disponible para esta

métrica.
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12.8.1 Andlisis de triptofano respecto a estratificacion de peso

La figura 19 muestra los niveles plasméticos de Trp respecto a la estratificacion del IMC (bajo
peso (BP), normo peso (NP), sobrepeso (SP), obesidad leve (O.L), obesidad moderada (O. Med)
y obesidad mérbida(O.Morb), tanto en los individuos control, recuperados y vacunados. Los
resultados indican que no se observaron cambios estadisticamente significativos en los niveles
plasméticos de Trp. Lo cual sugiere que la inflamacién de bajo grado no tiene efecto sobre los
niveles plasméticos de Trp durante los diferentes estadios de la enfermedad.
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Figura 19. Niveles plasmaticos de triptéfano en los diferentes grupos de estudio respecto a la
estratificacion de peso. a) Niveles plasmaticos de Trp; en controles, b) Niveles plasmaticos de Trp en
recuperados, c) Niveles plasmaticos de Trp en vacunados vs SARS-CoV-2. Bajo peso BP (IMC: menor a
18.99), Normo peso NP (IMC: 19.00-24.99), Sobrepeso S.P (IMC 25.00-29.99), Obesidad leve OL (IMC: 30.00-
34.99), Obesidad media O.med (IMC: 35.00-39.99), Obesidad mérbida O. Morb (240.00). Control (n=20);
activos (n=20), recuperados (n=32), vacunados (n=22). Se realizé una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis
con un post-test de Dunn’s para los subgrupos y se consideré estadisticamente significativo cuando el valor
de p<0.05
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12.8.2 Andlisis de quinurenina respecto a estratificacion de IMC

La figura 20, muestra los niveles plasmaticos de Kyn respecto a la estratificacion de IMC (bajo
peso (BP), normo peso (NP), sobrepeso (SP), obesidad leve (O.L), obesidad moderada (O. Med)
y obesidad mdrbida(O.Morb), tanto en los individuos control, recuperados y vacunados no se
observaron cambios estadisticamente significativos en los niveles plasmaticos del metabolito Kyn.
Lo cual sugiere que la inflamacion de bajo grado no interfiere con el catabolismo del Trp

cuantificado a través de Kyn.
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Figura 20. Niveles plasmaticos de quinurenina en los diferentes grupos de estudio respecto a la
estratificacion de peso. a) Niveles plasmaticos de Kyn; en controles, b) Niveles plasmaticos de Kyn en
recuperados, c) Niveles plasmaticos de Kyn en vacunados vs SARS-CoV-2. Bajo peso BP (IMC: menor a
18.99), Normo peso NP (IMC: 19.00- 24.99), Sobrepeso S.P (IMC 25.00- 29.99), Obesidad leve OL (IMC:
30.00- 34.99), Obesidad media O.med (IMC: 35.00- 39.99), Obesidad moérbida O. Morb (240.00). Control
(n=20); activos (n=20), recuperados (n=32), vacunados (n=22). Se realiz6 una prueba de ANOVA Kruskal-
Wallis con un post-test de Dunn’s para los subgrupos y se consider¢ estadisticamente significativo cuando

el valor de p<0.05

12.8.3 Andlisis de relacion Kyn/Trp (IDO) respecto a estratificacion de IMC

La figura 21, muestra los resultados de la relacién Kyn/Trp (IDO) respecto a la estratificacion de
peso del IMC; (bajo peso (BP), normo peso (NP), sobrepeso (SP), obesidad leve (O.L), obesidad

moderada (O. Med) y obesidad morbida(O.Morb),donde los grupos control, recuperados y
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vacunados no observaron cambios estadisticamente significativos. Esto sugiere que la inflamacion

de bajo grado no afecta en gran medida la activacion enzimatica de la enzima IDO(Kyn/Trp).
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Figura 21. Relacion Kyn/Trp (IDO) en los diferentes grupos de estudio respecto a la estratificacion
de peso. a) Relacion Kyn/Trp (IDO) en individuos control, b) Relacién Kyn/Trp (IDO) individuos
recuperados de COVID-19, c) Relacién Kyn/Trp(IDO) en vacunados COVID-19. Bajo peso BP (IMC: menor
a 18.99), Normo peso NP (IMC: 19.00- 24.99), Sobrepeso S.P (IMC 25.00- 29.99), Obesidad leve OL (IMC:
30.00- 34.99), Obesidad media O.med (IMC: 35.00- 39.99). Obesidad moérbida O. Morb (240.00). Control
(n=20); activos (n=20), recuperados (n=32), vacunados (n=22). Se realiz6 una prueba de ANOVA Kruskal-
Wallis con un post-test de Dunn's para los subgrupos y se consideré estadisticamente significativo cuando

el valor de p<0.05
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12.9 Sintomatologia COVID-19 y post-vacuna.

Diversos estudios de la literatura cientifica han evidenciado que los individuos activos-COVID-
19 pueden mostrar diferentes sintomatologias tanto respiratorias como sistémicas, sin embargo,
los sintomas mas comunes son: fiebre, tos, dolor muscular, disnea, disgeusia, anosmia. Asi mismos
se ha observado la presencia de cuadros grastrointestinales aunado al respiratorio (Masoodi et al.,
2022; Pascarella et al., 2020; Singhal, 2020). Tomando en cuenta que la gravedad de la enfermedad
podria causar diferentes sintomas y conducir a dafios posteriores. En el grupo de activos-COVID-
19 del presente estudio, los sintomas mas frecuentes (>50%) son: cefalea (80%), Tos (75%), fiebre

(55%), mialgia y artralgia (50%), tal como se muestra en la tabla 14.

De acuerdo con la OMS, la mayoria de las personas que se infectaron con SARS-CoV-2 y
sobrevivieron, se recuperan por completo, sin embargo los datos a nivel mundial indican que
aproximadamente entre el 10-20% de la poblacién que se recupero presenta diferentes efectos a
mediano y largo plazo, esta afeccidn consiste en sintomas prolongados de la enfermedad inicial o
bien presentarse justo después de la recuperacion y extenderse hasta los 6 meses 0 mas, la OMS
denomino a esto “post-COVID-19” y enlisto los sintomas mas frecuentes, los cuales son: fatiga,
disnea, disfuncién cognitiva (confusién, perdida de la memoria, falta de concentracion y claridad
mental), haciendo hincapié en el hecho de que esto puede afectar la capacidad de realizar
actividades como trabajar, realizar labores domésticas o deportivas (Halabe et al., 2022; WHO,
2021). Si bien la OMS menciond los mas frecuentes, cabe destacar que otros estudios han
evidenciado la existencia de mas sintomas que no se mencionaron antes, tales como: tos, dolor
torécico, palpitaciones, cefaleas, mareos, trastornos del suefio, artralgias, mialgias, niebla mental,
ansiedad y depresion, nauseas, diarrea, anorexia, entre otros (Carod-Artal, 2021), los cuales
concuerdan con los sintomas post-COVID-19 en el grupo de recuperados COVID-19 del presente
estudio, donde los sintomas mas frecuentes (>30%) son: fatiga (46.87%), faringalgia, mialgia y

artralgia (34.37%), anosmia y disgeusia (31.25%).

Diversas instituciones como la CDC y la OMS, asi como otros autores, han mencionado la
importancia de la vacunacion contra el SARS-CoV-2 en la poblacion y los beneficios de esta a fin
de disminuir el namero de contagios y muertes a causa del agente etioldgico de la COVID-19, la

OMS ha aprobado diferentes vacunas alrededor del mundo a fin combatir la COVID-19, durante
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el desarrollo de las mismas se evalua el efecto adverso (EA) a través de signos y sintomas
posteriores a la vacunacion, los cuales pueden ser similares o bien diferir en cuanto a la plataforma
vacunal y los componentes de la misma, entre los EA mas usuales se encuentran: dolor y
enrojecimiento en area de puncién, fatiga, mialgias, escalofrios, fiebre, cefalea, malestar general y
en algunos casos se presentaron EA raros como: trombosis trombocitopénica, enfermedad similar
a la gripe, brazo COVID (COVID arm) (CDC, 2023; OMS, 2021a; Picone et al., 2022; Wong
Chew et al., 2021). En el grupo de vacunados ante el SARS-CoV-2 del presente estudio, los
sintomas mas frecuentes (>45%) son: Mialgia (72.7%), fatiga (63.6%), cefalea (45.5%).

Por lo anterior, en la tabla 14 se presentan la sintomatologia referida por los diferentes grupos
participantes. Cabe mencionar que debido a la disposicion de los datos se tomaron diferentes
criterios de frecuencia. La COVID-19 se compone no solo del proceso infeccioso vy
sintomatoldgico, diversos estudios han demostrado la presencia de alteraciones en procesos
metabolicos que pueden verse reflejados en la gravedad de la enfermedad y sus sintomas (Lopez-
Hernandez et al., 2021), entre ellos la via del metabolismo del Trp, es por ello que en los graficos
posteriores se muestran los niveles plasmaticos de Trp, Kyn y la relacion Kyn/Trp (IDO) en los

diferentes grupos de estudios y la sintomatologia de mayor frecuencia, respectivamente.
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Tabla 14. Sintomatologia referida en COVID-19 en activos, recuperados y vacunados

Control Activos COVID- Recuperados Vacunados vs p value
Sintomatologl (n=20) 19 COVID-19 SARS-CoV-2
intomatologia
g (n=20) 2 (n=32)® (n=22) ¢
n(%) n(%) n(%)
0.1458 avs b
Fiebre N/A 11(55) 1(3.12) 9 (40.9) 0.5369avsc
0.5589 b vsc
Tos N/A 15 (75) 6 (18.75) N/D 0.0004 ***avs b
0.0198 *avs b
Cefalea N/A 16 (80) 9(28.12) 10 (45.5) 0.0289*avsc
>0.9999bvsc
Disnea N/A 5(25) 7(21.87) -N/D >0.9999avsb
) 0.2826avs b
Diarrea N/A 2 (10) 6 (18.75) 2(9.1)
0.0310 ***avsc
Opresion de 4 (20) -N/D N/D
pecho
i 0.5237 avsh
Escalofrios N/A 4 (20) 4 (12.5) 7 (31.8)

04913 Avsc




Faringalgia

Mialgia

Artralgia

Rinorrea

Polipnea

Anosmia

Disgeusia

Ojos rojos

Fatiga

Amenorrea
(femenino)

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

9 (45)

10 (50)

10(50)

5 (25)

2 (10)

2 (10)

-N/D

-N/D

-N/D

11 (34.37)

11 (34.37)

N/D

8 (25)

N/D-

10 (31.25)

10 (31.25)

7 (21.87)

15 (46.87)

N7D

1 (4.5)

16 (72.7)

1 (4.5)

4 (18.2)

N/D

N/D

N/D

2 (9.1)

14 (63.6)

3 (13.6)

>0.9999 b vs c

0.0031** avsc
0.0358 *bvsc

0.4027 avs b
>0.9999avsc

0.0012** avsc

0.0060 **avsb
0.7139avsc

0.0060 **avsb

0.0060 **avsb

0.4491bvcc

0.2740bwvsc




Activacion  de

A N/A -N/D N/D 1 (4.5)
erpes

Otros Insomnio

N/A: no aplica, N/D: no disponible. Activos vs recuperados (a vs b), activo vs vacunados (a vs ¢), recuperado vs vacunado (b vs c). ). p<0.05.
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12.9.1 Analisis de la sintomatologia sobre los metabolitos en activos COVID-
19.

En el grupo de activos COVID-19, los sintomas de mayor frecuencia son (>50%): fiebre (55),
mialgia (50%), artralgia (50%) y tos (75%). En la figura 22 y 23 se muestra los resultados del
asociados a la sintomatologia en activos COVID-19 y los metabolitos (Kyn'y Trp) y la relacion
(Kyn/Trp (IDO)) en cuanto a la presencia del sintoma (C.S) y la ausencia del sintoma (S.S),

respecto al control (N/E).

Como se puede observar en la figura 22. a), en el sintoma cefalea no hay cambios significativos
en los niveles plasmaticos de Trp entre C.Sy S.S. No obstante, se observé un incremento de Trp
en C.S (79.62%) respecto a N/E. Del mismo modo, tampoco se observd cambios significativos en
los niveles plasméticos de Kyn entre C.S y S.S pero se observo una tendencia al decremento
(45.72%) en los que manifestaron el sintoma respecto a N/E. La relacion Kyn/Trp (IDO) tampoco

mostré cambios significativos respecto a N/E, como se muestra en la figura 23.a).

La figura 22.b) muestra el sintoma tos, se observo que no hay cambios significativos en los niveles
plasmaticos de Trp entre C.Sy S.S. Asi mismo tampoco hay cambios significativos en los niveles
plasmaéticos de Kyn entre C.Sy S.S, sin embargo, C.S present6 un decremento del 42.52% respecto
a N/E, aunque no significativo. La relacion Kyn/Trp (IDO) tampoco mostré6 cambios
significativos, aunque los individuos S.S presentaron un incremento del 40.59% respecto a N/E,

como se muestra en la figura 23.b).

La figura 22.c) muestra el sintoma fiebre, se observo que no hay cambios significativos en los
niveles plasmaticos de Trp entre C.S y S.S. No obstante, C.S presentd un incremento del 71.80%
respecto a N/E. Del mismo modo tampoco hay cambios significativos en los niveles plasmaticos
de Kyn entre C.Sy S.S, sin embargo, C.S presentd un decremento del 44.84% respecto a N/E. La
relacion Kyn/Trp (IDO) tampoco muestra cambios significativos y S.S mostré una tendencia al
incremento (40.59%) respecto a N/E, como se muestra en la figura 23.c).

La figura 22. d) muestra el sintoma mialgia, se observo que no hay cambios significativos en los
niveles plasmaticos de Trp entre C.S 'y S.S, sin embargo, C.S presentd un incremento (80.56%)
respecto a N/E. Asi mismo, tampoco hay cambios significativos en los niveles plasmaticos de Kyn
entre C.Sy S.S, sin embargo, C.S presento un decremento (51.94%) respecto a N/E. La relacion



Kyn/Trp (IDO) tampoco muestra cambios significativos, interesantemente S.S mostrdé un

incremento de 3.57 veces (257.159%) respecto a N/E, como se muestra en la figura 24.d).

La figura 22. ) muestra el sintoma artralgia, se observo que no hay cambios significativos en los
niveles plasmaticos de Trp entre C.S y S.S. No obstante C.S present6 un incremento del 80.56%
respecto a N/E. Asi mismo tampoco hay cambios significativos en los niveles plasmaticos de Kyn
entre C.Sy S.S, sin embargo, C.S present6 un decremento (51.94%) respecto a N/E, aunque no
significativo. La relacion Kyn/Trp (IDO) tampoco mostr6 cambios significativos,
interesantemente, aunque no significativo S.S muestra un incremento de 3.57 veces (257.159%)

respecto a N/E, como se muestra en la figura 24.e).
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Figura 22. Sintomatologia en activos COVID-19 respecto a los niveles plasméticos de los metabolitos.
a) cefalea, b) tos, c) fiebre, d) mialgia, e) artralgia. Individuos activos de la COVID-19 (n=20). N/E: (control)
no expuestos al SARS-CoV-2, C.S: con sintoma, S.S: sin sintoma. Se realizé una prueba de ANOVA Kruskal-
Wallis con un post-test de Dunn’s para los subgrupos y se consideré estadisticamente significativo cuando

el valor de p<0.05
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12.9.2 Analisis de la sintomatologia sobre los metabolitos en recuperados
COVID-19

En el grupo de recuperados COVID-19, los sintomas de mayor frecuencia son (>30%) son: fatiga
(46.87%), faringalgia, mialgia y artralgia (34.37%), anosmia y disgeusia (31.25%). En la figura 24
y 25 se muestra los resultados del analisis de la sintomatologia en recuperados COVID-19 y los
metabolitos (Kyny Trp) y la relacién (Kyn/Trp(IDO)) en cuanto a la presencia del sintoma (C.S)
y la ausencia del sintoma (S.S), respecto al control (N/E).

Como se puede observar en la figura 24. a), en el sintoma fatiga no hay cambios significativos en
los niveles plasmaticos de Trp entre C.S y S.S. Sin embargo, C.S presentd un decremento del
(45.97%) respecto a N/E. Asi mismo tampoco se observaron cambios significativos en los niveles
plasméticos de Kyn entre C.Sy S.S. No obstante, C.S present6 un decremento del 73.56% y S.S
un decremento del 50.09%, ambos respecto a N/E, aunque no significativos. La relacion Kyn/Trp
(IDO) tampoco mostrd cambios significativos entre C.S 'y S.S respecto a N/E, somo se muestra en

la figura 25.a).

En la figura 24. b), se muestra el sintoma faringalgia, se observé que no hay cambios significativos
en los niveles plasmaticos de Trp entre C.S y S.S. No obstante C.S presentd un decremento
(45.97%) respecto a N/E. Asi mismo tampoco hay cambios significativos en los niveles
plasmaticos de Kyn entre C.Sy S.S. Sin embargo, C.S presentd un decremento del 73.56% y S.S
un decremento del 50.09%, ambos respecto a N/E. La relacién Kyn/Trp tampoco mostrd cambios

significativos entre C.Sy S.S, respecto a N/E, somo se muestra en la figura 25.b).

En la figura 24. c), se muestra el sintoma artralgia, se observé que no hay cambios significativos
en los niveles plasmaticos de Trp entre C.Sy S.S. No obstante C.S present6 un incremento de 3.86
veces (286.96%), y S.S presentd un aumento de 3.43 veces (243.127%), ambos respecto a N/E.
Asi mismo tampoco hay cambios significativos en los niveles plasmaticos de Kyn entre C.Sy S.S.
Sin embargo, C.S present6 un incremento de 3.99 veces (299.31%) y S.S un incremento de 2.54
veces (154.31%), ambos respecto a N/E. La relacion Kyn/Trp (IDO) tampoco mostré6 cambios
significativos entre C.S y S.S. No obstante, se observo un incremento en C.S de 83.13% y de S.S

33.85%, ambos respecto a N/E, como se muestra en la figura 25.c).

En la figura 24. d), se muestra el sintoma mialgia, se observo que no hay cambios significativos

en los niveles plasmaticos de Trp entre C.S y S.S. No obstante C.S presentd un decremento de
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41.70%, respecto a N/E. Asi mismo tampoco hay cambios significativos en los niveles plasmaticos
de Kynentre C.Sy S.S. Sin embargo, C.S present6 un decremento de 59.96% y S.S un decremento
de 83.48%, ambos respecto a N/E. La relacion Kyn/Trp (IDO) tampoco mostré cambios
significativos entre C.S y S.S. No obstante, se observo un incremento en C.S de 41.94% respecto

a N/E, como se muestra en la figura 25.d).

La figura 24.e) y f) muestra los sintomas anosmia y disgeusia respectivamente, en ambos se
observo que no hay cambios significativos en los niveles plasmaticos de Trp entre C.Sy S.S. Asi
mismo tampoco hay cambios significativos en los niveles plasmaticos de Kyn entre C.Sy S.S, sin
embargo, C.S presentd un decremento del 68.45% respecto a N/E, aunque no significativo. La
relacion Kyn/Trp (IDO) tampoco mostré cambios significativos, aunque los individuos S.S

presentaron un incremento del 96.53 % respecto a N/E, como se muestra en la figura 25.e) y f).

79



a) Fatiga b) Faringalgia

800 800
6004 ¢ 6004 ¢
- 4004 e - 4004 e
£ ) E
2 200 2 200
-200 T T ] T L T -200 T T T T T T
NE CS SS NE CS S.S NE CS 5SS NE CS SS
Trp Kyn Trp kyn
C) Artralgia d) Mialgia
800 800
600 * 6oo-{ *
- 4004 e - 4004 e
E E
2 200+ 2 200
0-- - . . N7, ‘. - 0. i ‘
-200 I 1 1 I I 1 -200 T 1 T 1 1 I
NE CS SS NE CS SS NIE CS SS NE CS SS
Trp Kyn Tp Kyn
e) Anosmia f) Disgeusia
800 800
6004 * 6004 *
- 4004 o - 4004 o
E E
2 2004 2 2004 3
-200 T 1 T T T T -200 T I T T T T
NE CS SS NE CS SS ME CS SS NE CS SS§
Tip Kyn Tmp Kyn

negro: control respectivo
osa: con sintoma
- sin sintoma

Figura 24. Sintomatologia en recuperados COVID-19 respecto a los metabolitos Trp y Kyn. a) fatiga,
b) faringalgia, c) artralgia, d) mialgia, e) anosmia y f) disgeusia. Individuos recuperados de la COVID-19
(n=32). N/E: (control) no expuestos al SARS-CoV-2, C.S: con sintoma, S.S: sin sintoma Se realiz6 una prueba
de ANOVA Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn's para los subgrupos y se considerd estadisticamente
significativo cuando el valor de p<0.05.
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Figura 25. Sintomatologia en recuperados COVID-19 a la relacion Kyn/Trp(IDO). a) fatiga, b)
faringalgia, c) artralgia, d) mialgia, e) anosmia y f) disgeusia. Individuos recuperados de la COVID-19
(n=32). N/E: (control) no expuestos al SARS-CoV-2, C.S: con sintoma, S.S: sin sintoma. Se aplicd un test de
U Mann-Whithey para comprar los los niveles en individuos con sintomas y sin sintomas, se considerd

estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05.
La figura 26 muestra los niveles plasmaticos de Trp y Kyn asi como la relacion Kyn/Trp (IDO) en
las diferentes semanas de post convalecencia de los individuos recuperados del SARS-CoV-2. Se
observa que no hay cambios significativos para Trp, Kyn y la relacién Kyn/Trp(IDO),

interesantemente se observa en la figura 26.a) la tendencia al decremento de Trp y en la figura
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26.b) y 26.c) latendencia al incremento en las semanas 7-10 de recuperacion, que interesantemente

coincide con el COI de anticuerpos IgG-anti N que presentan los recuperados, como se observa en

el la figura 26.d).
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Figura 26. Semanas de recuperacion post-COVID-19 en los individuos recuperados. a) Niveles
plasmaticos Trp, b) Niveles plasmaticos de Kyn, c) Niveles plasmaticos de Kyn/Trp(IDO), d) COI de
anticuerpos IgG-anti-N. Individuos recuperados de la COVID-19 (n=32). N/E: (control) no expuestos al
SARS-CoV-2, C.S: con sintoma, S.S: sin sintoma. Se realizé una prueba de ANOVA Kruskal-Wallis con un
post-test de Dunn'’s para los subgrupos y se considero¢ estadisticamente significativo cuando el valor de

p<0.05
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12.9.3 Analisis de la sintomatologia sobre los metabolitos en vacunados contra
el SARS-CoV-2 COVID-19

En el grupo de vacunados ante el SARS-CoV-2, los sintomas de mayor frecuencia son (>45%):
Mialgia (72.7%), fatiga (63.6%), cefalea (45.5%). En la figura 27 y 28 se muestra los resultados
del andlisis de la sintomatologia en activos COVID-19 y los metabolitos (Kyn 'y Trp) y la relacion
(Kyn/Trp(IDO)) en cuanto a la presencia del sintoma (C.S) y la ausencia del sintoma (S.S),

respecto al control (N/E).

Como se puede observar en la figura 27. a), en el sintoma mialgia no hay cambios significativos
en los niveles plasmaticos de Trp entre C.Sy S.S. No obstante, se observé un incremento de Trp
en S.S (82.93%) respecto a N/E. Del mismo modo, tampoco se observé cambios significativos en
los niveles plasmaticos de Kyn entre C.S y S.S pero se observo una tendencia al decremento de
C.S(79.48%) y S.S (85.44%), ambos respecto a N/E. La relacion Kyn/Trp(IDO) tampoco mostro
cambios significativos entre C.S y S.S. Sin embargo, se observé una tendencia al decremento de
C.S(33.73%) y S.S (46.99%) respecto a N/E, como se muestra en la figura 28.a).

En la figura 27. b), se muestra el sintoma fatiga, se observé que no hay cambios significativos en
los niveles plasmaticos de Trp entre C.Sy S.S. No obstante C.S present6 un decremento de 41.23%
y S.S present6 un aumento de 8.05%, ambos respecto a N/E. Asi mismo tampoco hay cambios
significativos en los niveles plasmaticos de Kyn entre C.S y S.S. Sin embargo, C.S present6 un
decremento 82. 20% y S.S de 72.13%, ambos respecto a N/E. La relacion Kyn/Trp(IDO) tampoco
mostré cambios significativos entre C.S y S.S. No obstante, se observé un decremento de S.S

(42.38%), ambos respecto a N/E, como se muestra en la figura 28.b).

En la figura 27. c), se muestra el sintoma cefalea, se observé que no hay cambios significativos en
los niveles plasmaticos de Trp entre C.Sy S.S. Asi mismo tampoco hay cambios significativos en
los niveles plasmaticos de Kyn entre C.Sy S.S. Sin embargo, C.S presentd un decremento 80. 20%
y S.S de 74.61%, ambos respecto a N/E. La relacién Kyn/Trp(IDO) tampoco mostré cambios

significativos entre C.Sy S.S, como se muestra en la figura 28.b).
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Figura 27. Sintomatologia en vacunados contra el SARS-CoV-2 COVID-19 respecto a los metabolitos
Trp y Kyn. a) mialgia, b) fatiga, c) cefalea. Individuos vacunados contra el SARS-CoV-2 (n=22), N/E:
(control) no expuestos al SARS-CoV-2, C.S: con sintoma, S.S: sin sintoma. Se realizé una prueba de ANOVA

Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn's para los subgrupos y se considerd estadisticamente significativo
cuando el valor de p<0.05
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Figura 28. Sintomatologia en vacunados contra el SARS-CoV-2 COVID-19 respecto a la relacion Kyn
/ Trp(IDO) . a) mialgia, b) fatiga, c) cefalea. Individuos vacunados contra el SARS-CoV-2 (n=22), N/E:
(control) no expuestos al SARS-CoV-2, C.S: con sintoma, S.S: sin sintoma. Se aplicé un test de U Mann-
Whithey para comprar los niveles en individuos con sintomas y sin sintomas, se considero estadisticamente

significativo cuando el valor de p<0.05
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13. Discusion

El SARS-CoV-2 estimula al sistema inmune y éste responde a través de la expresion de
interferones tipo 1 y citocinas proinflamatorias tales como TNF, IL-1, IL-6, e IL-12, todas en su
conjunto estimulan la respuesta inflamatoria antiviral, la cual pretende bloquear la infeccion y
eliminar las células infectadas. Los CoV son virus capaces de evadir los mecanismos de expresion
de los IFN lo que contribuye a la creciente inflamacién y dafio del tejido infectado (Abbas, 2018;
Anamary & Villegas, 2020; Berrueta, 2007; Muyayalo et al., 2020; Nungaray, 2021; Pastrian-
Soto, 2020)

Adicionalmente, la respuesta inflamatoria induce la activacion de células Th17 y tipo Thi, asi
mismo, se aumenta la produccidn del tipo IgM e 1gG contra las proteinas antigénicas del virus. El
sistema inmune activado requiere regulacion, la cual se da a través de los linfocitos T y B
reguladores, estos son capaces de bloquear o regular la respuesta de los linfocitos T efectores
(Abbas, 2018; Pastrian-Soto, 2020).

Durante la infeccion por COVID-19, los cambios metabolicos pueden afectar las funciones del
sistema inmune. EI presente proyecto se centra en ello, en las funciones del Trp en el sistema
inmune, especificamente en su funcién reguladora a través del metabolismo de Trp por la enzima
IDO que da origen a su principal metabolito; Kyn, que también tiene funciones en el sistema
inmune (Almulla, 2022).

El presente proyecto se centra en ello, en las funciones del Trp en el sistema inmune,
especificamente en su funcion reguladora a través del metabolismo de Trp por la enzima IDO que
da origen a su principal metabolito; Kyn, que también tiene funciones en el sistema inmune
(Almulla, 2022).

Diversos autores han realizado estudios en individuos con COVID-19 leve, moderado y severo,
donde han observado desregulaciones en el metabolismo de los aminoéacidos, lipidos, etc. (Lionetto
et al.,, 2021; Lopez-Hernandez et al., 2021; Masoodi et al., 2022; Thomas et al., 2020). Sin
embargo, una de las vias mas afectadas que se ha observado es la del metabolismo del Trp,
tomando en cuenta que la desregulacion de esta via obedece a la gravedad de la enfermedad donde
se observan diferentes signos y sintomas. Ademas de la desregulacion en el proceso activo de la

infeccion por SARS-CoV-2 se han reportado signos y sintomas persistentes hasta por 6 meses en
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recuperados de la COVID-19, lo que la OMS denomino post-COVID-19 (OMS, 2021b), cerca de

1/3 de la poblacion recuperada ha presentado la condicién, afectando su calidad de vida y de salud.

En el presente estudio se cuantificaron los niveles plasmaticos de Trp y Kyn en individuos activos
ala COVID-19 leve, recuperados de COVID-19 leve, donde no se observo el comportamiento de
desregulacion que otros autores mencionan en COVID-19 moderado, critico y fallecidos a causa
de la enfermedad, en los que se ha reportado una disminucion de Trp y aumento de Kyn y de la
relacion Kyn/Trp(IDO) que responde a un proceso de regulacion intenso que no esta logrando su
cometido llevando al individuo a un estado grave de la enfermedad (Lawler et al., 2021; Lionetto
et al., 2021; Masoodi et al., 2022; Thomas et al., 2020). Nuestros resultados son concordantes con
los reportados por (Shi et al., 2021) en una cohorte de individuos con COVID-19 leve donde
también observaron una nula desregulacion del metabolismo de Trp, lo cual sugiere que la
desregulacién del Trp obedece a la gravedad de la enfermedad, aunque los niveles plasmaéticos de
Kyn fueron maés elevadas en los individuos expuestos al SASR-CoV-2, especialmente en los
activos, lo cual sugiere que en efecto se esta llevando a cabo a través de un proceso catabdlico del
Trp hacia Kyn que se traduce en regulacion del sistema inmune en COVID-19 leve, pero no se
observa un aumento notable en recuperados COVID-19 ni en vacunados ante el SARS-CoV-2.

Contrario a lo que (Herrera Cartaya et al., 2021) menciona en su estudio, donde se asocia la
severidad de la enfermedad COVID-19 a la edad del individuo (59.8 -86.0) el presente estudio
mostré una mayor prevalencia (50%) de individuos activos a COVID-19 leve en la edad de 54-62
afios. Los recuperados de COVID-19 leve mostraron una mayor prevalencia (31.25%) en la edad
27-35 afios, sin embargo todos presentaron por lo menos 2 sintomas post-COVI-19, esta edad
difiere con lo la edad reportada en recuperados por (Huang et al., 2021) de 43 +15.18 afios. Los
niveles de Trp pueden descender con la edad, esto induce un proceso de inmunosenesencia que
compromete el reconocimiento de antigenos y de activacion del sistema inmune (da Silva et al.,
2021) este hecho se observa en los activos a COVID-19 leve del presente estudio donde se obtuvo
una mayor cantidad de Trp en individuos jovenes, aunado a la edad, el proceso de infeccion
requiere regulacion, por lo que la disminucion de Trp en los individuos activos de COVID-19 leve
con edad de 54-62 afios puede obedecer a los dos factores antes mencionados, ademas en este
mismo grupo del estudio se observé un aumento de Kyn'y de la relacion Kyn/Trp (IDO), que indica

un aumento en la regulacion del sistema inmune.
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Ademas de la edad, otro factor que puede afectar los niveles plasmaticos de Trp y Kyn, es el IMC,
donde se reporta la disminucion de la relacion Kyn/Trp (IDO) debido al proceso inflamatorio
cronico de bajo grado que se induce en el tejido adiposo visceral; en éste tejido se ha observado
la infiltracion de linfocitos TCD8+ debido a la ausencia de células T y B reguladoras (Lopez et al.,
2017). En el presente estudio, los individuos de los grupos presentaron un IMC que pertenece a la
categoria sobrepeso (25.00-29.99) sin embargo los niveles de Trp, Kyn y la relacion Kyn/Trp
(IDO) no se ven alterados, esto sugiere que estan llevando a cabo la regulacion de forma normal y
la disminucion de la relacién Kyn/Trp (IDO) obedece a un IMC més elevado que corresponde a la

obesidad.

El sexo bioldgico es otro de los factores que puede afectar los niveles plasmaticos de Trp y Kyn
asi como de la relacion Kyn/Trp(IDO), diversos autores han mencionado una mayor porcentaje de
enfermos COVID-19 en individuos masculinos asi como se asocia a una mayor gravedad de la
enfermedad (Harapan et al., 2020), de manera fisioldgica se ha demostrado que los niveles
plasmaticos de Trp en masculinos y femeninas es variable, esto debido a los diferentes procesos
hormonales y fisiologicos per se. Al respecto, los niveles de Trp en masculinos es mayor que en
los femeninos. Esto se ha demostrado con el uso de estrogenos y antiandrogenos en individuos
masculinos (se reducen los niveles de Trp circulante) y la administracion de testosterona en
individuos femeninos (aumenta los niveles de Trp en plasma) (Vidal et al., 2020). El estudio de
(Lionetto et al., 2021) demostro este hecho en individuos sanos y enfermos de COVID-19 severo,
donde se observd una mayor expresion de los niveles plasmaticos de Trp en individuos control
masculinos y en individuos con COVID-19 severo respecto a las femeninas de ambas categorias,
en cuanto a Kyn encontraron mayor expresion de los niveles plasmaticos de Kyn y la relacion
Kyn/Trp (IDO) fue mayor en individuos masculinos con COVID-19 severo respecto a las
femeninas de esa categoria y a los controles (femenino y masculino), sin embargo en el presente
estudio no se observaron tales cambios significativos, lo cual sugiere una vez mas que estas
desregularizaciones obedecen a la gravedad de la enfermedad, especificamente se observo una
disminucion de Kyn/Trp(IDO) en los individuos vacunados . Este resultado es concordante con
(Wang et al., 2022) en cuyo estudio metabolémico en individuos vacunados, se observa la relacion
Kyn/Trp(IDO) disminuida, debido a que la inflamacidn que induce la vacuna es leve y controlada;
interesantemente también en este grupo se observaron los niveles plasmaticos de Kyn y Trp

disminuidos de manera simultanea, ya que el sistema inmune utiliza Trp en la respuesta humoral
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para la formacion de las inmunoglobulinas vacunales, esto podria explicar por qué los controles

presentan mayor expresion de los niveles plasmaticos de Kyn que los vacunados.

Los sintomas manifestados por los individuos activos-COVID-19 leve y recuperados
correspondieron a los mencionados en la literatura. Al respecto, en los individuos recuperados no
se observaron cambios significativos en el sintoma fatiga, anosmia y disgeusia que corresponden
a los principales sintomas post COVID-19 reportados (Carod Artal, 2021). Curiosamente, los
individuos recuperados con sintoma mostraron una disminucion del 68.45% en Kyn respecto a los
no expuestos, sugiriendo que existen rutas metabdlicas alternas para regulacion, aunque se requiere
investigacion al respecto para mayor certeza. Dentro de las pocas evidencias hasta el momento, en
la literatura se ha propuesto la hipotesis de que la via de la quinurenina tiene relacion con la
anosmia. La Kyn se metaboliza hacia otras sustancias que pueden tener acciones neurotoxicas (3-
HK, QA,) y neuro protectores (KA, XA, NAD+). En individuos con COVID-19 severo, anosmia
y disgeusia se ha encontrado un aumento de los metabolitos neurotoxicos y una disminucion de
los metabolitos neuro protectores (Almulla, 2022; Lawler et al., 2021; Lionetto et al., 2021;
Masoodi et al., 2022; Wang et al., 2022). Del mismo modo, una de las hipo6tesis mas aceptadas
ante la anosmia y la disgeusia es la propuesta por (Jain, 2021), la cual sostiene que las células
sustentaculares que se infectan por el virus SARS-CoV-2 liberan interferon gama que induce una
mayor expresion de la enzima IDO en las células yuxtapuestas (epiteliales y endoteliales) y el
epitelio nasal-olfativo, que da como resultado el metabolismo de Trp a Kyn y sus derivados
quinurénicos, entre ellos 3HK y QA, los cuales tienen una alta actividad glutaminérgica que se
difunden a través de los receptores NMDA que se expresan en gran cantidad en los bulbos
olfatorios, generando neurotoxicidad a través de accion agonista de NMDA. Estos metabolitos
también se ven aumentados en el sintoma fatiga y perdida de la memoria post COVID-19. Los
individuos recuperados del presente estudio ain cuando presentan niveles bajos de Kyn en la
clasificacion con sintoma y sin sintoma, se observa que con el paso de las semanas de recuperacion
el Trp se ve disminuido a partir de la semana 11-15 de recuperacion y se presenta un aumento de
Kyn asi como de la relacién Kyn/Trp(IDO) entre las semanas 7-10 de recuperacion, esto aunado a
los sintomas persistentes fatiga, anosmia, faringalgia y disgeusia, lo que puede indicar que ain hay

un proceso de metabolismo de la Kyn hacia metabolitos neurotdxicos tal como se menciond antes.

Por otro lado, la sintomatologia en vacunados presenta una mayor cantidad de Trp y menos

cantidad de Kyn, lo cual podria indicar que el Trp se esta usando en la respuesta humoral tal como
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ya se habia mencionado anteriormente. Los sintomas post vacuna presentados por el grupo de
vacunados del presente estudio son similares a los reportados por la literatura (Chakraborty et al.,
2023; OMS, 2021a; Wong Chew et al., 2021).

En el presente estudio los datos sobre comorbilidades y el tratamiento farmacol6gico no se

tomaron en cuenta, esto debido a que no habia datos representativos que permitieran para lograr
una inferencia al respecto.
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14. Conclusion

1. Los niveles plasmaéticos del Trp son similares en los estadios de la enfermedad respecto al
grupo control, sin embargo, los niveles plasméaticos de Kyn presentan un aumento

significativo en los individuos expuestos al SARS-CoV2.

2. Los individuos vacunados muestran los niveles mas bajos de Kyn y la relacion

Kyn/Trp(IDO) tiene un comportamiento equiparable entre los grupos.

3. Se observo un catabolismo significativo en una relacion moderada en controles y activos;
mientras que el grupo de vacunados mostré una relacion fuerte, sugiriendo la

transformacion de Trp hacia Kyn.

4. Los factores intrinsecos como el sexo bioldgico y el IMC no afectaron los niveles
plasmaticos del Trp, Kyn y la relacion Kyn/Trp(IDO) en los diferentes estadios de la
COVID19 respecto al control. Sin embargo, la edad en el grupo de activos representa un
factor a considerar en el grupo etario de 45-53 afios vs 54-62 afios para Trp; mientras para
Kyn en el grupo de 36 — 44 afios vs 45 — 53 afos. Lo anterior se podria atribuir al papel

que cumple la inmunosenescencia per se aunado al proceso antiviral.

5. Elsintoma mas persistente entre los grupos de estudio correspondié a mialgia, sin embargo

este sintoma no afectd los niveles plasmaticos de Trp, Kyn y la relacién Kyn/Trp(IDO).

6. Los sintomas asociados a post COVID-19 en la poblacion recuperada se manifestaron
como: fatiga, faringalgia, artralgia, mialgia, anosmia y disgeusia mostraron niveles
plasmaticos de Trp, Kyn y la relacion Kyn/Trp (IDO) de manera heterogénea, sin embargo,
se destaca que en el sintoma de fatiga y faringalgia hubo decremento en presencia del
sintoma. Al respecto con el sintoma de artralgia, se observé un comportamiento contrario
en donde hubo incrementos independientemente de la presencia del sintoma.
Interesantemente, aquellos pacientes que manifestaron anosmia y disgeusia mostraron un
decremento de Kyn, cuyos metabolitos secundarios podrian estar asociados a estos
sintomas. En resumen, las anteriores observaciones podrian estar sugiriendo que el Trp

podria estar jugando un papel clave en las secuelas de post-COVID19.

91



7. En los niveles plasmaticos de Trp y Kyn, asi como la relacion Kyn/Trp (IDO) en las
diferentes semanas post convalecientes de los individuos recuperados del SARS-CoV-2,
se observa de manera interesante una tendencia al decremento de Trp asi como la tendencia
al incremento en Kyn y la relacién Kyn/ Trp (IDO) en las semanas 7-10 de recuperacion,
ambas observaciones coinciden con el COI de anticuerpos IgG-anti N que presentan los

recuperados.

8. Serechaza la hipétesis de manera parcial.
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15. Perspectivas

1. Evaluar los metabolitos antes mencionados en los diferentes estadios de la enfermedad con

sintomatologia moderada, grave y critica, respectivamente.

2. Determinar el fenotipo de células T reguladoras en los diferentes estadios de la enfermedad

y su correlacion con la actividad enzimaética de IDO.

3. Asociar los metabolitos de Trp con la calidad del suefio, depresion y comportamiento en

individuos post-COVID-19.
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17 Material suplementario

S.1) Fundamento teorico de la técnica UPLC-MS
La cromatografia es un método analitico ampliamente utilizado que separa y determina los

componentes quimicos de mezclas que son complejas en su composicion para su posterior
identificacion y determinacion, los componentes se separan a través de la fase estacionaria
basandose en las diferencias de velocidades a las cuales son transportados por una fase movil
liquida través de una fase estacionaria fija que estd dentro de una columna, cada compuesto tiene
un tiempo de retencion (pico) caracteristico donde el tamafio relativo de un pico (area o altura)
depende de la sefial que genera el detector y es proporcional a los niveles plasmaticos del
compuesto de interés (Skoog et al., 2015).

En la cromatografia liquida de alta resolucion (por sus siglas en ingles UPLC) la fase mdvil es un
disolvente liquido que contiene la muestra en la forma de mezcla de solutos. Con el fin de obtener
velocidades de flujo mas eficientes el liquido se presuriza a cientos de libras por pulgada cuadrada,
Se afiade a la columna cromatografica la muestra que contenga la mezcla de analitos problema, se
da inicio a la elucion de los solutos que son transportados por la fase movil, al recorrer la columna
cada soluto adquiere una velocidad diferente lo que genera una separacion al salir de la columna,
donde los compuestos separados son interrogados por un detector especifico, posteriormente se
obtiene un cromatograma del cual se puede llevar a cabo el anélisis cualitativo (tiempo de

retencion) y cuantitativo (area o altura) (Skoog et al., 2015).

El detector ideal para UPLC seleccionado en este proyecto es espectrometria de masas, esta
combinacion produce una herramienta analitica bastante poderosa, los limites comerciales de
deteccion en EM es de <1pg, este detector identifica los analitos que salen de la columna de UPLC.
El espectrometro de masas es un instrumento que produce iones, los separa de acuerdo con sus

valores m/z, los detecta y los grafica en un espectro de masas (Skoog et al., 2015).

En la EM, la cual es una herramienta analitica versatil y bastante eficiente conformado por un
espectrometro de masas el cual permite obtener informacion sobre la identidad de compuestos

desconocidos, la masa molecular, la composicion elemental y la estructura quimica. En la EM las



moléculas del analito se convierten en iones al aplicarles energia los cuales se separan de acuerdo
en su relacion carga masa (m/z) a una sefial de tipo eléctrica. Estos iones son dirigidos al
transductor secuencialmente por medio de un barrido, esto se grafica contra la relacion masa-carga

y se obtiene el espectro de masas (Skoog et al., 2015)

S.2) Analisis PLS-DA ante los niveles plasmaticos de triptéfano y quinurenina.

PLS-DA (analisis discriminante parcial de minimos cuadrados) es la version “supervisada de PCA
(analisis de principales componentes), al tener pocas muestras es mas recomendable el uso de PLS-
DA ya que conserva en su primer componente la mayor covarianza posible entre los datos
originales y el etiquetado, ademas supone una mayor separacion en clusters (Ruiz-Perez et al.,
2020).

La figura 29, muestra los resultados del PLS-DA en componentes principales, donde los separa en
2, obsérvese que no hay agrupaciones especificas en los componentes. Y que el componente 1
tiene el 100% de la covarianza y el componente 2 tiene 0%.
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Figura 29. Grafico de componentes principales PLS-DA de los niveles plasmaticos de Trp y Kyn. Se
usaron los resultados de los niveles plasmaticos de triptéfano y quinurenina. Cruces verdes representa los
individuos control (n=20), Triangulos rojos son individuos activos COVID-19 (n=20), cruz azul representa
los individuos recuperados COVID-19 (n =32) y rombo azul cian representa los individuos vacunados
SARS-CoV-2(n =22).

La figura 30, muestra el score plot de PLS-DA, se observa que no hay diferenciaciones de grupos,
se superponen aunque se forman 4 grupos distintos lo cual indica que no hay diferenciacién

especifica a pesar de que PLS-DA es bastante eficaz en la diferenciacion de cldsteres (grupos).
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Figura 30. Score plot de PSL-DA de los niveles plasméticos de Trp y Kyn. Se usaron los resultados de
los niveles plasmaticos de triptéfano y quinurenina. El color verde pertenece a individuos control(n=20), el
punto rojo pertenece a individuos activos COVID-19 (n=20), el lila pertenece a los individuos recuperados
COVID-19 (n=32), el azul pertenece a los individuos vacunados SARS-CoV-2 (n=22). Se observan los datos

sin generacion de clusteres.
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S.3) Graficos de curva de calibracion

Triptéfano Quinurenina
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Figura 31. Curva de calibracion. a) curva de calibraciéon de L-Trp, b) curva de calibracién de L-Kyn.

Tabla 15. Estandares

Reactivo Almacenamiento Empresa lote
1 L-triptéfano -20°C Cayman 0604166-12
2 L-triptéfano (Indol D5) -20°C Sigma-Aldrich MB

Estandar interno

3 L-quinurenine 19°C Sigma-Aldrich #BCB2138181

S.4) Generalidades de instrumentacion.
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Tabla 16. Generalidades de instrumentacion

Triptéfano Quinurenina
Formula Cu1 Hi2 N2 O2 C10 Hi2 N2 O3
Modo de extraccion XIC XiC
Respuesta de factor de calibracién 1.0 1.0
Tiempo de retencién (min) 4.80 3.00
Ventana de extraccion 0.5 1.0
Masa neutral (Da) 204.08988
Aductos +H +H
m/z previsto 205.09715 209.0962
Fragmento m/z 188.07000 146.0600

Tabla 17. Flujo cromatogréafico

Time (min)  Flujo (mL/min)  Composicién de A (%)  Composicion de B (%) Curva
1 0.00 0.500 99.0 1.0 Inicial
2 2.0 0.500 99.0 1.0 6
3 3.50 0.500 95.0 5.0 6
4 5.50 0.500 5.0 95.0 6
5 6.50 0.500 5.0 95.0 6
6 7.50 0.500 99.0 1.0 6
7 9.50 0.500 99.0 1.0 6
8 11.50 0.500 99.0 1.0 6

S.4) Material visual de apoyo en teoria de linfocitos T reguladores e IDO
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a. IDO1-AHR axis for infectious tolerance
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Figura 32. Regulacion del sistema inmune a través de Trp y la via de la quinurenina.

Tomada de (Seo & Kwon, 2023).
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a) Control b) Activos
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Figura 33. Correlacion entre los niveles plasmaticos de Trp y Kyn. Control (n=20), activos (n=20),
recuperados (n=32), vacunados (n=22)..
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Tabla 18. Vacunas del grupo de estudio

Vacuna Tipo # dosis n (%) Sintomas del grupo Vacunados
Pfizer BioTech ARNmM 2 12 (54.54) Fiebre, faringalgia, secrecion nasal, fatiga, amenorrea,
*PEG insomnio, gripe, 0jos rojos, cefalea, mialgia, escalofrios,
activacion de herpes, artralgia.
AstraZeneca Vector viral no replicante 2 5(22.72) Fiebre, mialgia, fatiga, escalofrios, amenorrea, cefalea,
(genética modificada de amenorrea.
adenovirus)
*polisorbato 80
Sinovac Virus inactivo 2 3(13.63) Rinorrea, mialgia
Cansino Vector viral no replicante 1 1(4.54) Fiebre, mialgia, fatiga, escalofrios
(genética modificada
adenovirus)
Moderna ARN (fragmento de codigo 2 1(4.54) Fiebre, ojos rojos, cefalea, mialgia, fatiga, escalofrios,

genético del virus )
*rxn hipersensibilidad
retardada

nauseas
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Determination of tryptophan and kynurenine in plasma of active, recovered

and vaccinated individuals against SARS-CoV-2.
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COVID-19 is the disease caused by SARS-
CoV-2, the coronavirus that emerged in
December2019 Thisdisease characterizes
by a metabolic imbalance which contributes
to a progression in seriousness and
duration of itself. Tryptophan (TRP) and
Quinurenine (KYN) are Metabolites with
an essential role in the immunological
process of disease. Determine TRP and
NYK by UPLC-MS among different disease
stages on vaccinated subjects. Intensities
of TRP and KYN were determined on
the plasma of subjects classified into 4
groups: Control (n=20), Actives COVID-19
(n=20), Recovered COVID-19 (n=32),
Vaccinated(n=22). Extraction of TRP and
KYN was performed on liguid phase with
acetonitrile and resuspended on MQ
water plus formic acid. As an internal
standard, Tryptophan indol-D5 (10ug/ml)
was added to samples and were analyzed
on UPLC-MS eguipment. For statistical

Revista Bio Cienclas 10, 81551

analysis Shapiro-wilk test was performed,
followed by descriptive statistics and
one-way ANOVA for each metabolite.
Intensities obtained between groups
Control (TRF: 6370 (246.2) and KYN:
44.05x22 94), Actives (TRP: 58.45(246.4)
and KYN: 3236+10.34)), Recovered
(TRP: 93.93+65.83 and KYN:43.13+11.96)
and Vaccinated (TRP: 83.53+54.56 and
KYN:26.65+11.96) didn't show significative
statistical differences. Neither changes
statistically ~ significant  ton  relation
KYN/TRP upon the 4 groups (Control;
0.3400(3.46), Actives: 0.3343(1.822),
recovered: 0,2968(1.975) and Vaccinated:
0.2458+0.1788) were found. No alteration
was observed in TRP or KYN levels
among the different disease stages and on
Vaccinated. This suggests the existence
of other immune metabolites intrinsic to
COVID-19 pathogenesis.
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M.E. M. sabel Méndez Dominguez CIENCIAS DE LA &
Jefa del Dep ento de Ciencias de Enfermeria ENFERMERIA &

MIMD/nics

Cop Mora Alnda Comcepeaie | s Can — Responsable del dees de personsd DCS-UAEQROO
Cop Archivo,
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2.- Docente adjunto en UAZ. Inmunopatologia: Inmunodeficicencias. (24 de enero 2023)

A L \“'V% PO F NI NN TN W B NS N SN W
= 5 7 . (2 _/ 2
Francizo (Fandia Salinas h

e h, UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS v

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO INGENIERIA QUIMICA BIOTECNOLOGIA INGENIERIA BIOQUIMICA  QUIMICO ENALIMENTOS
MAESTRIA EN CIENCIAY TECNOLOGIA QUIMICA

Const. C.Q. No. 29572023
Admon 2021-2025

A QUIEN CORRESPONDA:

LA QUE SUSCRIBE DRA. EN C. MARIA ARGELIA LOPEZ LUNA, DIRECTORA
DE LA UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS, DE LA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE ZACATECAS, "Francisco Garcia Salinas"

HACE CONSTAR:

Que la M. en C. EDNA JUDITH NUNGARAY ANGUIANO, fungié como docente en
la materia optativa INMUNOPATOLOGIA, con el tema “INMUNODEFICIENCIA", de
la Licenciatura de Quimico Farmacéutico Biblogo, en esta Unidad Académica de
Ciencias Quimicas, la cual fue impartida el dia 24 de enero de 2023 con una
duracion de 2 horas, durante el periodo de diciembre de 2022 a enero de 2023.

Se extiende la presente a solicitud de la interesada para los usos y fines legales que

a la misma convenga, en la ciudad de Zacatecas capital del Estado delJlagr$adémica

nombre, a los seis dias del mes de marzo de dos mil veintitrés. Genaas Quimicas

ATENTAMENTE
"SOMOS ARTE, CIENCIA Y DESARROLLO CULTURAL"

N

DIRECCION
2045

=
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3.- Elaboracion de articulo y divulgacion cientifica. DOI: 10.3390/pathogens11101128

E pathogens ﬁq\n@)

Article
Downregulation of sCD40 and sCTLA4 in Recovered
COVID-19 Patients with Comorbidities

t

Gwendolyne Méndez-Frausto 1t Susana Godina-Gonzalez >, César E. Rivas-Santiago 31
Edna Nungaray-Anguiano !, Gretel Mendoza-Almanza ?, Bruno Rivas-Santiago *'”, Carlos E. Galvan-Tejada >
and Irma E. Gonzalez-Curiel 1+*

Laboratorio de Inmunotoxicologia y Terapéutica Experimental, Unidad Académica de Ciencias Quimicas,
Universidad Auténoma de Zacatecas, Zacatecas 98160, Mexico

Laboratorio de Biomarcadores, Unidad Académica de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de
Zacatecas, Zacatecas 98160, Mexico

CONACYT-Academic Unit of Chemical Sciences, Autonomous University of Zacatecas,

Zacatecas 98160, Mexico

Unidad de Investigacion Biomédica de Zacatecas, IMSS, Zacatecas 98000, Mexico

Unidad Académica de Ingenieria Eléctrica, Universidad Auténoma de Zacatecas, Zacatecas 98000, Mexico
*  Correspondence: irmacuriel@uaz.edu.mx; Tel.: +52-492-1324310

t  These authors contributed equally to this work.
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4.- Divulgacién cientifica: Sustancias Toxicas en mi Hogar . UAQROO (28-30 septiembre 2023)

AJMLL

<_\O Lo @2

LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE QUINTANA ROO

OTORGA LA PRESENTE

Coonstancia

CON NUMERO DE FOLIO: SEVZS-P- 1143
A:
QFB. EDNA JUDITH NUNGARY ANGUIANO

POR SU I’AR"I’_ICII‘ACION EN LA ACTIVIDAD DE VINCULACION Y EXTENSION ACADEMICA DENOMINADA “SEMANA
DEL CORAZON: APRENDIENDO A SALVAR VIDAS" IMPARTIENDO LA CONFERENCIA “SUSTANCIAS TOXICAS EN MI
HOGAR" LLEVADO A CABO DEL 28 AL 30 DE SEPTIEMBRE DE 2022.

CHETUMAL, QUINTANA ROO. MEXICO, 30 DE SEPTIEMBRE 2022

DRA. MARIA D (LL@';?)}R\MDILLO M. CANUL GONGORA

OR LA DIVISION DE ARIO DE EXTENSION Y VINCULACION SECRETARICS TECNICO DE INVESTIGACION ¥ EXTENSION
(¢ HN« IAS DE LA SALUD Cc mlm\ ACION UNIDAD ACADEMICA ZONA SUR DIVISION DE CIENCIAS DE LA SALUD
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18.3) Estancia de investigacion:

Sl

e\_@ﬁ I u?(g,:@

LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE QUINTANA ROO

OTORGA LA PRESENTE

( ous lanced
EDNA JUDITH NUNGARAY ANGUIANO

ESTUDIANTE DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ZACATECAS, QUIEN REALIZO UNA ESTANCIA
DE INVESTIGACION, BAJO LA SUPERVISION DE LA DRA. LILIANA KARINA RUIZ GARCIA,
DURANTE EL PERIODO COMPRENDIDO DEL 5 DE SEPTIEMBRE AL 30 DE NOVIEMBRE DE 2022.

CHETUMAL QUINTANA ROO, A 22 DE NOVIEMBRE DE 2022

LIC. HUGO JOSE MANRIQUE AGUILAR
DIRECTORGENERAL DE LA DIRECCION DE
GESTION EDUCATIVA

FOLIO: 0056/2022
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