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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar los compuestos organicos volatiles (COVs)
presentes en el aliento exhalado condensado (AEC) para establecer su relacion con el riesgo de
desarrollar diabetes mellitus tipo 2. Se emple6 cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) como técnica principal de anélisis, lo que permiti6é detectar y cuantificar los
metabolitos volatiles presentes en las muestras. La investigacion se estructuré en etapas que inclu-
yeron una revision teodrica, el diseio de un protocolo para la recolecciéon y analisis de muestras, y el
posterior tratamiento estadistico de los datos obtenidos.

Como resultado, se identificaron diez metabolitos significativamente presentes en individuos cla-
sificados como de alto riesgo de desarrollar diabetes tipo 2. De estos, cinco metabolitos presentan
rutas metabolicas de origen endégeno bien descritas, entre los cuales octanal y 6-methyl-5-hepten-
2-one destacaron por su relevancia estadistica. Estos compuestos son propuestos como posibles bio-
marcadores tempranos de la enfermedad. La evidencia obtenida respalda el uso del analisis de COVs
en AEC como herramienta diagndstica no invasiva para la deteccién precoz del riesgo metabdlico,
contribuyendo al desarrollo de estrategias de medicina predictiva.

Palabras Clave: Aliento Exhalado Condensado (AEC), Biomarcadores, Compuestos Organicos
Volatiles (COVs), Cromatografia de Gases (GC), Diabetes Mellitus Tipo 2 (T2DM), Espectrometria
de Masas (MS).






Abstract

The present study aimed to investigate the presence of volatile organic compounds (VOCs)
in exhaled breath condensate (EBC) and their potential association with the risk of developing
type 2 diabetes mellitus (T2DM). Gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) was employed
as the primary analytical technique, enabling the detection and quantification of VOCs in the
collected samples. The research was conducted in several stages, including a theoretical review, the
development of a sample collection and analysis protocol, and the subsequent statistical analysis of
the data obtained.

A total of ten metabolites were identified as significantly elevated in individuals categorized as
high-risk for developing T2DM. Among these, five metabolites were found to have well-established
endogenous metabolic pathways. Notably, octanal and 6-methyl-5-hepten-2-one emerged as the most
statistically significant candidates. These compounds are proposed as potential early biomarkers
for the disease. The findings support the use of VOC analysis in EBC as a non-invasive diagnostic
approach for the early identification of metabolic risk, contributing to the advancement of predictive
and personalized medicine strategies.

Keywords: Exhaled Breath Condensate (EBC), Biomarkers, Volatile Organic Compounds (VOCs),
Gas Chromatography (GC), Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM), Mass Spectrometry (MS).
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CAPITULO 1

Introducciéon

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad crénica que se manifiesta principalmente a través
de niveles elevados de glucosa en la sangre, lo cual ocurre debido a la incapacidad del cuerpo
para producir suficiente insulina o a una respuesta inadecuada a esta hormona [13] . Este tipo
de diabetes es el més comtn y, por lo general, esta estrechamente asociado con factores de riesgo
como el sobrepeso, la inactividad fisica y una dieta desequilibrada. Estos componentes favorecen la
resistencia a la insulina y el surgimiento de la enfermedad, provocando que los sintomas iniciales sean
variables y frecuentemente pasen inadvertidos [13|[14]. Por lo tanto, numerosas personas pueden no
estar al tanto de su estado hasta que la diabetes ha evolucionado hacia una condicién més grave.

Es esencial identificar rapidamente la diabetes mellitus tipo 2, pues puede evitar complicaciones
serias a largo plazo, como afecciones cardiovasculares, dafios en los rifiones y un incremento en el
riesgo de infecciones recurrentes|15|[16]. Estas dificultades de salud son especialmente frecuentes
en las fases avanzadas de la diabetes y pueden afectar de manera significativa la calidad de vida
del paciente. Estudios han demostrado que la intervencién temprana y el manejo adecuado de la
diabetes pueden reducir notablemente el riesgo de estas complicaciones, lo que subraya la necesidad
de un diagnoéstico oportuno y un tratamiento adecuado.

Para diagnosticar y anticipar el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2, se utilizan métodos conven-
cionales, como la prueba de glucosa en ayunas y la medicion de hemoglobina glucosilada (HbAlc),
que permiten un seguimiento adecuado de los niveles de glucosa[14|[17]. Sin embargo, estas técnicas
presentan ciertas limitaciones, lo que ha impulsado la bisqueda de alternativas avanzadas. En este
contexto, la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) ha surgido como
una herramienta valiosa. Esta técnica permite analizar y cuantificar compuestos en mezclas com-
plejas, lo cual es util para examinar compuestos organicos volatiles (COVs) en el aliento exhalado,
los cuales podrian indicar la presencia de ciertas enfermedades, incluida la diabetes mellitus tipo 2
[18][19]|20]. La GC-MS se destaca por su alta sensibilidad y especificidad, permitiendo la deteccion
precisa de pequenas cantidades de compuestos relevantes en el aliento.

El estudio de la relacion entre los COVs en el aliento exhalado condensado (AEC) y la diabetes
mellitus tipo 2 busca identificar patrones especificos que podrian estar presentes en personas en riesgo
de desarrollar la enfermedad. Esta investigacion sugiere que el anélisis del aliento podria convertirse
en una técnica de diagnostico eficaz para la deteccion de la diabetes|18][19]. El reconocimiento de
COVs propios de la diabetes tipo 2 podria ayudar a desarrollar dispositivos para el diagnostico rapido
y el monitoreo del avance de la enfermedad. Esta perspectiva no solo proporcionaria una opcién
accesible y comoda para los pacientes, sino que también posibilitaria una identificacién constante
y no invasiva en grupos de riesgo. La habilidad de supervisar la enfermedad de forma constante
permitiria realizar modificaciones réapidas en los tratamientos, proporcionando a los doctores datos
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exactos acerca del estado metabélico de cada paciente y, finalmente, mejorando la calidad de vida
de aquellos que padecen esta condicion|21][22][18].

En el presente estudio, mediante el analisis de muestras de AEC por GC-MS, se identificaron
diez metabolitos significativamente presentes en individuos clasificados como de alto riesgo de de-
sarrollar diabetes tipo 2: 2-pentanol, 3(s)-citronelol, ethylene glycol monophenyl ether, 2-octanone,
2-hexanone, butanedioic acid dimethyl ester, 3,5-dimethylpyridine, 2-phenylpropionaldehyde, octa-
nal y 6-methyl-5-hepten-2-one. De estos, cinco compuestos cuentan con rutas metabdlicas endégenas
bien descritas en la literatura cientifica (2-pentanol, 2-octanone, 2-hexanone, octanal y 6-methyl-
5-hepten-2-one), lo que permite proponerlos como los biomarcadores mas prometedores dentro del
conjunto evaluado. En particular, octanal y 6-methyl-5-hepten-2-one mostraron una mayor signifi-
cancia estadistica, sugiriendo su fuerte potencial como indicadores de riesgo en etapas tempranas de
la enfermedad. Estos hallazgos fortalecen la hipo6tesis de que el anélisis de compuestos volétiles en el
aliento podria constituir una estrategia diagnostica no invasiva y eficaz en el contexto del tamizaje
metabdlico.



CAPITULO 2

Planteamiento del Problema

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad cronica que altera la regulacion de la glu-
cosa en sangre, lo cual genera consecuencias graves para la salud metaboélica general. Esta condicién
estd estrechamente relacionada con factores de riesgo modificables, como el sobrepeso, el sedentaris-
mo y dietas hipercaloricas [[13]]. En la actualidad, la DM2 constituye una de las principales causas
de morbilidad a nivel mundial, especialmente en adultos de mediana edad y personas mayores [23].

Un aspecto critico en la evolucién de esta enfermedad es la prediabetes, un estado intermedio en
el que los niveles de glucosa son mas altos que lo normal, pero no lo suficiente como para cumplir con
los criterios diagnosticos de diabetes [14]. Esta condicion representa una ventana de oportunidad
para intervenir antes de que la enfermedad se manifieste clinicamente. Sin embargo, el diagnostico
temprano sigue siendo un reto. Las pruebas tradicionales, como la glucosa plasmética en ayunas, si
bien son herramientas estandar, tienen limitaciones: se trata de procedimientos invasivos, dependen
de condiciones previas como el ayuno, y no siempre reflejan adecuadamente el riesgo metabdlico
a largo plazo. Ademas, la variabilidad interindividual puede afectar la sensibilidad diagnoéstica de
estas pruebas, lo cual puede retrasar el inicio de intervenciones oportunas [14][17].

La DM2 presenta una fisiopatologia compleja, caracterizada por una combinacién de resistencia
a la insulina y una produccién insuficiente de esta hormona. Esta disfunciéon metabolica favorece la
acumulacién de glucosa en sangre, desencadenando hiperglucemia sostenida. La progresion silenciosa
de la enfermedad, con sintomas que pueden pasar inadvertidos durante anos, hace que el diagnéstico
a menudo ocurra en fases avanzadas. Esto incrementa significativamente el riesgo de complicaciones
cronicas, como dano vascular, neuropatias, nefropatias y enfermedades cardiovasculares. Entre las
més graves se encuentran las lesiones en extremidades inferiores, que pueden llevar a infecciones
severas, gangrena e incluso amputaciones [24][25](25].

Frente a este panorama, surge la necesidad urgente de identificar métodos diagnésticos mas
sensibles, accesibles y no invasivos. Una alternativa emergente es el anélisis de compuestos orgénicos
volatiles (COVs) presentes en el aliento exhalado condensado (AEC), los cuales pueden actuar como
biomarcadores metabdlicos. Estos compuestos reflejan procesos bioquimicos internos y pueden variar
en funcién del estado de salud del individuo. Diversas investigaciones han sugerido que ciertos perfiles
de COVs estan asociados con enfermedades metabolicas, incluyendo la diabetes [22][18].

No obstante, la aplicacion clinica de este enfoque atin requiere ser validada. En particular, es
necesario establecer qué COVs especificos se correlacionan de manera significativa con el riesgo de
desarrollar DM2 y qué tan reproducibles y confiables son estos hallazgos mediante técnicas como la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Por ello, el presente estudio
busca aportar evidencia sobre la viabilidad del uso de COVs en AEC como herramienta diagnostica
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temprana, contribuyendo asi al desarrollo de estrategias en medicina predictiva y prevenciéon de
enfermedades metabdlicas.



CAPITULO 3

Justificacidon

Caracterizada por un desorden en la regulacion de glucosa en sangre, la diabetes mellitus tipo 2
(T2DM) es una de las enfermedades con mayor impacto en la salud ptublica por sus impactos signi-
ficativos en la morbilidad y mortalidad a nivel global. En los tltimos anos ha tenido un crecimiento
alarmante en donde diversas poblaciones sin distinciéon de edad, género o ubicacidén geografica se
han visto afectadas. Segtn estimaciones realizadas por la Federacion Internacional de Diabetes, en
el ano 2021 eran aproximadamente 537 millones de personas afectadas por diabetes a nivel mundial,
lo que representaba un 10.5 % de la poblacion adulta, lo cual significé también un gasto sanitario de
hasta 966 mil millones de dblares. De la misma forma, se realiz6é una proyeccién para el ano 2045, en
donde se estimd un incremento en el niimero de casos a 783 millones, lo que deja clara la necesidad
inminente de nuevas y mejores estrategias de deteccion temprana y manejo preventivo [26].

En el caso de América Latina, los reportes de diabetes mellitus tipo 2 han aumentado preocu-
pantemente, siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad. Un articulo reciente
de la revista Med, de la Editorial Neogranadina, sefiala que tanto la falta de estrategias eficaces
como la escasez de recursos y la desigualdad socioeconémica han contribuido significativamente al
aumento de casos en los ultimos anos, siendo la pandemia del COVID-19 uno de sus principales
factores, pues buena parte de la poblacién adopté malos habitos alimentarios y de sedentarismo.
En el caso de Colombia, la Asociacién Colombiana de Diabetes y diversas instituciones reportaron
una prevalencia del 8.1 % que afecta a aproximadamente 2.671.400 personas entre los 20 y 79 anos,
de los cuales, un preocupante 40 % de los casos no estan diagnosticados. De este modo, resulta re-
levante destacar la necesidad de seguir estrategias més eficaces para el diagnéstico temprano, sobre
todo si consideramos que la diabetes tipo 2 es una enfermedad que se presenta en silencio y que,
sin diagnostico oportuno, puede desembocar en complicaciones severas que van desde retinopatias,
neuropatias y hasta enfermedades cardiovasculares [27].

El diagnoéstico de T2DM tradicionalmente se realiza mediante la prueba de hemoglobina gluco-
silada Alc, un anélisis de sangre que se encarga de estimar el promedio de aztcar en sangre en los
tltimos 2 o 3 meses por medio de la adherencia de glucosa a la hemoglobina [28]. Existen otros mé-
todos para el diagnodstico de diabetes mellitus tipo 2 como el examen aleatorio de glucosa en sangre
o de glucemia en ayunas, la prueba de tolerancia a la glucosa oral y exdmenes de deteccién, sin
embargo, todos estos son exdmenes invasivos y ofrecen un diagndstico binario: presencia o ausencia
de la enfermedad, dejando de lado la posibilidad de evaluar el nivel de riesgo de la persona [23].

Debido a esto, un desafio importante en el contexto de la T2DM es la gran proporcion de per-
sonas que desconocen su condicién, lo que retrasa el inicio del tratamiento y aumenta el riesgo
de desarrollar complicaciones severas. Segtn estimaciones recientes de la Federacion Internacional
de Diabetes, casi la mitad de los adultos entre 20 y 79 anos que padecen diabetes no estan diag-
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nosticados. Donde la mayor proporcién se encuentra en regiones como Africa (53.6 %), el Pacifico
Occidental (52.8 %) y el Sudeste Asiatico (51.3 %), mientras que las tasas mas bajas de diabetes no
diagnosticada se observan en América del Norte y el Caribe, con un 24.2 %. En los paises de ingresos
bajos y medios, los mas afectados, la enfermedad frecuentemente se detecta soélo tras la aparicién de
complicaciones microvasculares y macrovasculares, tales como retinopatia, neuropatia, nefropatia y
enfermedades cardiovasculares [29].

De esta forma, resalta la necesidad de mejorar los métodos de diagnostico de la diabetes, asi
como de implementar herramientas de deteccién mas efectivas y menos invasivas, lo que hace que la
investigacion de biomarcadores y compuestos orgénicos volatiles (COVs) en el aliento exhalado sea
un enfoque innovador con un gran potencial. La identificaciéon temprana de riesgo alto en individuos
podria facilitar los mecanismos de prevencion y terapia oportuna, reduciendo asi la morbilidad y
mortalidad asociada con la diabetes.

Este proyecto se centra en la identificacién de patrones de COVs especificos asociados con un
alto riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2, abordando una necesidad importante en el &mbito
de la medicina preventiva. Algunos estudios actuales se centran en la investigacion de COVs para el
diagnostico de T2DM, sin embargo este proyecto adopta un enfoque innovador al buscar identificar
moléculas en el aliento exhalado que correlacionen con un riesgo elevado de desarrollar la enfermedad
[30]. De esta manera, este enfoque diferencial no solo contribuye a la investigacion teérica sobre
biomarcadores en enfermedades metabdlicas, sino que también propone una herramienta valiosa
para la intervencién clinica temprana, adaptada a las caracteristicas metaboélicas individuales de los
pacientes.

El proyecto emplea la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), la
cual sirve para el reconocimiento de los compuestos en concentraciones muy bajas, esta técnica es
clave en el ambito del proyecto, en el sentido de que permitira identificar tanto la presencia como la
variacién de los compuestos en el aliento condensado que acttian como marcadores de la aparicién
de la diabetes mellitus tipo 2 y establecen patrones especificos en el aliento exhalado.

El estudio de los COVs y cémo se relacionan con el riesgo de contraer diabetes tipo 2 no s6lo
es importante para el avance en el conocimiento de biomarcadores metabdlicos, sino que también
ofrece oportunidades para crear formas mas sencillas de realizar pruebas de diagnoéstico menos
invasivas, incrementando asi la posibilidad de poder predecir enfermedades antes de que éstas se
hayan desarrollado por completo y que, por lo tanto, tienen repercusiéon para la salud publica y la
calidad de vida.

Por dltimo, cabe mencionar que este proyecto busca un enfoque interdisciplinario que articula
conjuntamente la quimica, la ingenierfa biomédica y la nutricién en la bisqueda integrada a los
problemas que se asocian con la diabetes mellitus tipo 2; la quimica da las herramientas para la
identificacion y el analisis de los compuestos organicos volatiles como biomarcadores de riesgo, la
ingenieria biomédica lleva estos hechos a traducir los hallazgos para futuras tecnologias diagnosticas
avanzadas y accesibles, y la nutricién permite la contextualizacién de los patrones metaboélicos
identificados y asumirlos con los patrones de factores dietéticos y habitos de vida. Esta dependencia
entre las disciplinas no s6lo da consistencia y relevancia al proyecto, sino que, ademas, asegura la
generacion de soluciones innovadoras y aplicables que suponen, por tanto, un importante avance en



la medicina preventiva y la salud publica.






CAPITULO 4

Objetivos

4.1. Objetivo General

Estudiar la correlacion entre los compuestos organicos volatiles (COVs) presentes en aliento
exhalado condensado (AEC) y el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2.

4.2. Objetivos Especificos

1. Disenar y validar un protocolo estandarizado para la recolecciéon de AEC y para la medicién
de COVs usando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

2. Establecer un conjunto de COVs en el AEC que se correlacionen significativamente con un
mayor riesgo de desarrollar T2DM cuando la enfermedad todavia no es clinicamente detectable.

3. Posibilitar una base conceptual y experimental para considerar a los COVs como biomarca-
dores potenciales para la evaluaciéon de diagnésticos iniciales y como prevenciéon de T2DM en
etapas preclinicas.






CAPITULO 5

Marco de Referencia

5.1. Contextualizacion del Macroproyecto

El presente proyecto se ejecuta dentro del contexto del macropoyecto denominado "Gestion del
riesgo de diabetes en la comunidad", el cual es financiado por Good Food Fellows y esta lidera-
do por un grupo interdisciplinario de investigadores de la Pontificia Universidad Javeriana. Este
macropoyecto busca la promociéon de la prevencion de la diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) a tra-
vés de la aplicacion de estrategias de participacién comunitaria e intervenciones en relaciéon con la
alimentacion.

En este contexto, se realiza la recoleccion de datos y de muestras en el municipio de Padilla, ubi-
cado en el departamento del Cauca, una zona con una poblacién mayoritariamente afrocolombiana,
donde la diabetes mellitus tipo 2 representa un problema de salud publica de especial relevancia.
Esto con el fin de evaluar los factores de riesgo en relacién a la diabetes y realizar propuestas de
aportes que combinen tecnologia y practicas saludables.

5.2. Areas Tematicas

» Engineering in medicine and biology - Medical services - Medical conditions - Diabetes.

= Instrumentation and measurement - Instrumentation and measurement - Gas chromatography.
» Engineering in medicine and biology - Biology - Biostatistics.

= Mathematics - Statistics - Correlation.

= Materials, elements, and compounds - Compounds - Organic compounds - Volatile organic
compounds.

5.3. Marco Tedrico

5.3.1. Compuestos Organicos Volatiles

Los compuestos orgénicos volatiles son compuestos quimicos orgénicos, es decir, cuya principal
estructura atéomica es el carbono, y que presentan una volatilidad considerable a temperatura am-
biental (20°C) y presion atmosférica estandar (101,3 kPa). Los COVs son emitidos no solo desde
fuentes antropogénicas tales como materiales de construccién, productos de limpieza y combustibles,
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sino que provienen también de fuentes bioldgicas; incluso se producen emisiones endégenas por parte
del cuerpo humano como resultado de los procesos metabolicos. La volatilizacion de los COVs, asi
como la interaccion de estos con las membranas biolégicas hacen que los COVs sean biomarcadores
adecuados para el diagnostico y el seguimiento de la enfermedad, asi como también factores de
interés medioambiental por sus efectos potencialmente perjudiciales a la salud y el medio ambiente
[31].

Los COVs también se caracterizan por tener una gran diversidad estructural, es decir, ademas
de estar compuestos principalmente por 4tomos de carbono e hidrégeno, también pueden tener otro
tipo de 4tomos como oxigeno, nitrégeno, azufre y haldégenos, generando una gran gama de grupos
quimicos, incluyendo alcoholes, alcanos, éteres, ésteres, cetonas, entre otros [32]. En la atmosfera, los
COVs pueden provenir de formas biogénicas, por medio de emisiones de plantas, microorganismos,
insectos y animales, o de formas antropogénicas, abarcando actividades industriales, combustiéon de
fosiles y procesos de manufactura. Desde una perspectiva ambiental, los COVs son precursores en
la formacién de ozono troposférico, smog fotoquimico y aerosoles organicos secundarios, afectando
la calidad del aire y la salud publica. Ademas, ciertos COVs poseen propiedades toxicas y carcino-
génicas, lo que resalta la importancia de su monitoreo y control en entornos industriales y urbanos
[33][34][35].

Los COVs se clasifican comtnmente en 3 categorias segin su punto de ebullicién, aquellos con
puntos de ebullicion més bajos son conocidos como Compuestos Organicos Muy Volatiles, mientras
que los mas altos, a partir de 240-260 °C, son llamados Compuestos Orgéanicos Semivolatiles. El
cuadro 1 amplia la informacién acerca de la clasificacién de los COVs segiin el punto de ebullicion.

Cuadro 5.1: Clasificacion de los compuestos organicos volatiles segtin su punto de ebullicion. (Fuente:
[12]

Descripcion Abreviatura | Rango del punto de | Ejemplo de compuestos
ebulliciéon (°C)

Compuestos orgénicos | VVOC <0 a 50-100 Propano, butano, cloruro de

muy volatiles (gaseosos) metilo

Compuestos orgénicos | VOC 50-100 a 240-260 Formaldehido, d-limoneno, to-

volatiles lueno, acetona, etanol,
propanol, hexanal

Compuestos orgéanicos | SVOC 240-260 a 380-400 Pesticidas (DDT, clordano,

semivolatiles plastificantes, retardantes de
fuego)

El Volatiloma Humano Al conjunto de todos los COVs que produce un organismo, se le conoce
como volatiloma. En el cuerpo humano, los COVs pueden provenir desde diversas matrices biologicas,
ya sea por procesos enddgenos o exdgenos, dentro de estas se incluyen la sangre, el aliento, la orina,
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la saliva, secreciones cutaneas, heces, entre otras; y logran reflejar la actividad fisiol6gica interna y
la interaccién con factores externos, lo que los hace indicadores potenciales de estados de salud o
enfermedad [36]. Historicamente, la investigacion sobre COVs tiene raices que se remontan al siglo
XVIII, cuando Antoine Lavoisier identific6 didxido de carbono y oxigeno en el aliento exhalado,
sentando las bases para técnicas modernas como la capnografia. A lo largo del tiempo, avances
clave han incluido la identificacion de acetona en pacientes diabéticos (Wilhelm Petters, 1857) y el
analisis cuantitativo de hidrocarburos volatiles como biomarcadores de estrés oxidativo [37].

Suele asociarse el origen biolégico de los COVs con determinados procesos naturales de caracter
metabolico como la oxidacién de 4cidos grasos, la fermentacion bacteriana del intestino y la degra-
daciéon de aminoacidos y lipidos. Por otro lado, algunos de estos compuestos como los aldehidos
o las cetonas son el resultado de la peroxidacién lipidica y la descarboxilacién de oxoacidos. Las
transformaciones pueden tener lugar en distintos tejidos como el higado o el pulmén y apuntan al
rol de los 6rganos en la modificacion de los COVs y su traslado hacia fluidos corporales especificos.

Por otra parte, no se producen COVs unicamente por procesos metabolicos endogenos, sino
que los microorganismos que forman parte del cuerpo humano, también liberan COVs que son
expresiones tnicas de su esencia funcional y que dejan huellas en distintas matrices biologicas. Los
COVs microbianos son relevantes en la interacciéon entre el microbioma y el huésped, y la huella
quimica generada puede dar cuenta de infecciones especificas o de alteraciones en la microbiota [37].

Environment $$ 1 A

eg., plants, soil 1. bV T

mVOCs fingerprints

Disease detection

Hardware q @Acu, >_<
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RESEEnen Fast and non-invasive

diagnosis
Diet
e.g., meat, cheese,
wine, fruit, vegetable

Figura 5.1: Compuestos organicos volatiles del microbioma humano. (Fuente: [1])

Los avances tecnologicos han hecho posible la caracterizacion del volatiloma mediante la cro-
matografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) o bien las tecnologias de tiempo
real como la PTR-MS o la SIFT-MS. A su vez, se han identificado biomarcadores representados por
los COVs en saliva y orina para la deteccion de enfermedades como el cancer de prostata, vejiga o
mama o incluso infecciones del tracto urinario [38][39].
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Importancia de los COVs en la medicina En la medicina, los COVs han surgido como un
recurso con gran potencial a tener en consideraciéon para la identificacién de enfermedades de forma
no invasiva. Su anélisis puede ser usado para establecer perfiles quimicos del estado fisiologico o
patologico de los pacientes, facilitando asi el diagnéstico y la aplicaciéon de tratamientos. Estudios
recientes han evidenciado la aplicacion de técnicas como GC-MS para la identificacion con una alta
sensibilidad de COVs asociados a enfermedades infecciosas y enfermedades metabdlicas, realizando
una diferenciacion entre una persona sana y una enferma [40].

De las fuentes de COVs mas estudiadas en el ambito médico son la saliva, el sudor y el aliento
exhalado, esto debido a la facilidad de su recoleccién y anélisis en tiempo real, lo que ha hecho posible
la identificaciéon y asociacion de COVs con enfermedades e infecciones por medio de tecnologias
emergentes como narices electréonicas y sensores especificos. Biomarcadores como el metil nicotinato
han sido descritos en pacientes con tuberculosis activa ofreciendo una alternativa no invasiva y rapida
respecto a los métodos tradicionales [40]. Este hecho puede ser de particular interés en escenarios
como las unidades de cuidados intensivos o en poblaciones pediatricas donde los métodos invasivos
estan asociados a riesgos o a préacticas poco factibles.

Data Processing

Raw data

Sensitivity |
Stability |
Selectivity

Figura 5.2: Proceso para la detecciéon de compuestos orgénicos volatiles en el aliento mediante un
sistema de nanotecnologia y de procesamiento de datos. (Fuente: [2])

A pesar de estos avances, todavia existen desafios significativos. Por ejemplo, la estandarizacién
de los métodos de recoleccién y anélisis, junto con la validaciéon de los biomarcadores en poblaciones
amplias y diversas, son pasos criticos para garantizar la implementacion clinica de estas tecnologias.
Sin embargo, los progresos en instrumentacion analitica, como los dispositivos portatiles y espectro-
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metros de movilidad i6énica, prometen superar estas barreras, haciendo de los COVs una herramienta
cada vez més accesible y 1til en la practica clinica [40][41].

Meétodos mas comunes de recolecciéon de COVs

= Bolsas de polimero: son un medio muy utilizado en la recoleccion de COVs en los estudios
de aliento debido a su portabilidad y facil uso y almacenamiento en campo. Estas bolsas
desechables permiten capturar el aliento exhalado, sin embargo, tienen limitaciones a largo
plazoz. Diversos estudios describen un proceso en el que los participantes deben soplar de
manera lenta a través de un tubo conectado a las bolsas, gracias a la duraciéon del tiempo de
mantenimiento de la respiracion antes de la exhalacién, se logra tener una mayor proporciéon

de aliento alveolar en las muestras captadas [3][42].
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Figura 5.3: Protocolo de recoleccion de muestras con bolsas Tedlar y andlisis posterior. (Fuente: [3])

th ‘L Focusing Lans Dl

Chogen lon 5';.'."““
Sintioanry 10 4 . b H';[ &um
Phase L
¢ v | A=




16 Capitulo 5. Marco de Referencia

= Condensacién de aliento exhalado: el protocolo més usado para la condensaciéon de aliento
exhalado consiste en respirar por 10 minutos de forma normal a través de un tubo colocado
en hielo o cualquier otro mecanismo que logre enfriarlo lo suficiente. Existen equipos comer-
ciales que realizan este proceso de una forma més estandarizada como RTube, Turbodecss y
EcoScreen [43].

= Nariz electronica: uno de los métodos no invasivos de recoleccion de COVs maéas novedosos,
basado en el uso de matrices de sensores quimicos que responden de una forma distinta en
base a los patrones de COVs, simulando el sistema olfativo humano. En el procedimiento
habitual en la recolecciéon de datos, los olores, ya sean de frutas, plantas, animales o aliento
humano, entran a un circuito cerrado conectado al dispositivo, que registra los cambios en
los pardametros eléctricos resultados por la interaccion entre los compuestos y los sensores. Se
utilizan algoritmos, como anélisis de componentes principales (PCA) o analisis discriminante
lineal (LDA), para el procesamiento y anélisis de los datos obtenidos [44][45].
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Figura 5.4: Principio de recoleccion de COVs por medio de una nariz electronica. (Fuente: [4])



5.3. Marco Teérico 17

5.3.2. Diabetes Mellitus Tipo 2

Epidemiologia y factores de riesgo La diabetes mellitus tipo 2 representa uno de los principales
retos en cuanto a la salud publica a nivel mundial con una prevalencia y morbilidad que aumenta
ano tras ano a causa de los habitos de la poblacién en la alimentacién y el sedentarismo, factores
determinantes en la patologia.

Geogréficamente y sociodemograficamente existen diferencias notables en los estudios epidemio-
logicos de diabetes mellitus tipo 2, en paises desarrollados, como Estados Unidos y algunos paises
de Europa occidental, donde se lleva un estilo de vida occidental y se consumen mas alimentos
procesados, la prevalencia es mayor; no obstante, los paises en via de desarrollo, por la rapida ur-
banizacién y la transicién nutricional, han experimentado un acelerado incremento. Por otro lado,
existen regiones, como las islas del pacifico, en donde se ha encontrado una predisposiciéon genética
que a su vez interactia con los cambios en la dieta [46][47].
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Figura 5.5: Proyeccion del incremento de la T2DM a nivel global entre 2021 y 2045 realizada por la
Federacion Internacional de Diabetes. (Fuente: [5])

La edad también es un factor de gran peso en la epidemiologia de la T2DM. Las personas mayores
son las que principalmente se ven afectadas por la enfermedad, sin embargo, el aumento de casos
en jovenes adultos y ninos ha sido considerablemente grande, sobre todo en comunidades con alta
prevalencia de obesidad infantil. A pesar de que no hay diferencias significativas en la prevalencia
entre ambos sexos, en los hombres suele manifestarse de forma mas temprana [46][48].

La T2DM se asocia a comorbilidades miltiples cronicas, y a desenlaces adversos, dentro de las
complicaciones crénicas se encuentran enfermedades macrovasculares como la cardiopatia isquémica
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y accidente cerebrovascular, o microvasculares como la retinopatia, nefropatia o neuropatia diabé-
ticas. En un anélisis reciente, se establecié que la enfermedad vascular periférica y la nefropatia
diabética son las complicaciones de mayor prevalencia, mientras que la hipoglucemia severa y el
estado hiperosmolar no cetésico son las mas comunes entre las complicaciones agudas [47].

Fiopatologia de la T2DM La T2DM se caracteriza por ser un trastorno metabolico progresivo
que se da como el resultado de una resistencia a la insulina y la disfunciéon de las células 3, encontra-
das en el pancreas. El fenémeno principal de esta enfermedad es la resistencia a la insulina, la cual
es causada principalmente por la obesidad, pues la expansiéon ectopica del tejido adiposo genera un
microambiente inflamatorio y disfuncional que altera las vias metabdlicas normales, llevando al de-
sarrollo de hiperglucemia cronica y, posteriormente, diabetes. Dicha inflamacién sistémica, causada
por la obesidad, juega un papel critico en la resistencia a la insulina, esto se debe a que el estado
inflamatorio estd mediado por la secreciéon disfuncional de citoquinas proinflamatorias. Estas molé-
culas, al activar vias de senalizacion, interfieren con la senalizacién de la insulina, lo que promueve
la lipotoxicidad, es decir, la acumulaciéon de lipidos téxicos en 6rganos periféricos como el higado y
los musculos esqueléticos [6].
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Figura 5.6: Relacién entre obesidad y diabetes mellitus tipo 2. Interacciéon entre susceptibilidad
genética y factores ambientales. (Fuente: [6])

En cuanto al impacto a las células § pancreaticas, la acumulaciéon de grasa ectopica en la obe-
sidad, en etapas iniciales, lleva a estas células a intentar compensar la resistencia a la insulina
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mediante hiperplasia y un aumento de la secreciéon de insulina, lo que al final conlleva a una hi-
perinsulinemia. Ademas, la exposicion cronica a hiperglucemia y niveles elevados de lipidos lleva al
desarrollo de glucolipotoxicidad, causando estrés oxidativo, estrés reticulo endoplasmico y disfun-
cion autoinmune, culminando en la apoptosis progresiva de las células [ y, por consiguiente, en la
disminucion de la capacidad secretora de insulina [6] [7].
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Figura 5.7: Condiciones fisiologicas de las células § pancreaticas; (A) Condiciones normales; (B)
Frente a la diabetes mellitus tipo 2. (Fuente: [7])

5.3.3. Relacion entre COVs y enfermedades metabolicas

Impacto del metabolismo alterado en la produccién de COVs En respuesta a las altera-
ciones metabdlicas, las concentraciones y perfiles de los compuestos orgénicos volatiles suelen variar.
Estas disfunciones, que pueden ser el resultado de diversos factores como la obesidad, la diabetes
mellitus tipo 2 y otras enfermedades metabdlicas, se encuentran directamente relacionadas al estrés
oxidativo y la inflamacién cronica, procesos que modifican las rutas metabolicas esenciales.

La obesidad provoca un estado inflamatorio de bajo grado que induce la produccion de especies
reactivas de oxigeno, las cuales son moléculas potencialmente daninas, pues pueden causar dafio en
lipidos, proteinas y 4cidos nucleicos, y producen subproductos volatiles en el proceso de peroxidacion
de los lipidos, como aldehidos y ciertos hidrocarburos [49]. La acumulacion de especies reactivas de
oxigeno causa el arranque de otras vias metabdlicas alteradas, como el ciclo de los polioles y las
rutas de la glicacién avanzada, lo que se traduce de nuevo en un incremento en la produccién de
COVs a partir de acidos grasos poliinsaturados y de proteinas danadas. Las moléculas volétiles
producidas reflejan todo el dano metabolico, asi como la actividad de las enzimas prooxidativas, y
son detectadas también en la respiracion y en otros fluidos biologicos [50].

En la diabetes, el efecto de estas alteraciones en la producciéon de COVs es aiin méas evidente e
importante debido al control glucémico insuficiente y a la activaciéon prolongada de las vias oxida-
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Figura 5.8: Mecanismos de relacion entre la produccion de COVs y estrés oxidativo. (Fuente: [7])

tivas. En la hiperglucemia cronica, el incremento de la produccién de especies reactivas de oxigeno
y de las especies reactivas de nitrogeno da lugar a compuestos como la acetona, el 2-propanol y los
aldehidos volatiles [51]. Estos compuestos pueden ser tomados como marcadores del dafo oxidativo,
pero también forman parte de las alteraciones en la oxidacion de los acidos grasos y de los ami-
noécidos, las cuales se ven potenciadas por la disfuncién mitocondrial [49]. La evidencia también
muestra que las alteraciones metabdlicas producidas por la obesidad y por la T2DM impactan en
la actividad enzimatica en el tejido adiposo y en otros érganos. La sobrerregulaciéon de la familia
CYP450, famosa por realizar reacciones oxidativas, puede incrementar la produccién de alcoholes,
cetonas y aldehidos, que son tomados del danio de las moléculas lipidicas y proteicas [49]. Este
proceso se relaciona con el aumento en la peroxidacién de lipidos y en los COVs que se perciben
en la respiracién de los pacientes obesos y diabéticos. Adicionalmente, el estrés hipdxico en tejidos
metabolicamente activos contribuye a la produccién de COVs debido a la activaciéon de vias alternas
de metabolismo oxidativo [49] [50]. De esta forma, en el contexto de las variaciones de los perfiles
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metabodlicos, también se producen cambios en la microbiota intestinal, la cual es un elemento im-

portante en la produccion de ciertos COVs. La disbiosis, alteracion muy presente en la obesidad y

la diabetes favorece el aumento de los volatiles generados a partir del metabolismo bacteriano como

puede ser el amoniaco y los sulfuros de hidrogeno. Dichas alteraciones no son sélo un efecto de las

alteraciones metabolicas, sino que también favorecen un incremento en el estrés sistémico y las rutas

oxidativas [50].

COVs identificados como biomarcadores de la T2DM

Cuadro 5.2: Relacién entre compuestos orgénicos volatiles
(COVs) y la diabetes tipo 2 (DT2).

COV Origen Metabélico Relacién con DT2 Matriz de De- | Referencia
teccion
Acetona Oxidacion de 4cidos | Indicador de resistencia | Aliento [52],  [53],
grasos durante cetosis a la insulina y cetosis [49]
Isopreno Metabolismo del coles- | Relacionado con disfun- | Aliento [52]
terol ciéon hepatica
Hexanal y Octa- | Peroxidacién lipidica Marcadores de datnio oxi- | Plasma, aliento [52]
nal dativo
Acidos grasos de | Microbioma intestinal Disbiosis intestinal aso- | Heces, sangre [53]
cadena corta (pro- ciada a DT2
pibnico y butiri-
co)
Trimetilamina Metabolismo hepético y | Indicador de complica- | Aliento, orina [53]
renal ciones hepéticas y rena-
les
2-Propanol y Me- | Estrés oxidativo Indicadores de disfun- | Aliento [52]
tanol cién metabolica
Fenilacetaldehido | Oxidacién de aminoéci- | Alteraciones metaboli- | Plasma, orina [52]
y Benzaldehido dos aromaticos cas en estados hiperglu-
cémicos
Sulfuro de hidré- | Metabolismo bacteriano | Asociados a complica- | Orina, aliento [53]
geno y Metilmer- ciones renales y hepéti-
captano cas
Hexano Peroxidacion lipidica en | Biomarcador de estrés | Aliento, sangre [49]

lipidos poliinsaturados

oxidativo, asociado con
obesidad y dano celular
por ROS
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(6{0)Y Origen Metabdélico Relacion con DT2 Matriz de De- | Referencia
teccion
Pentano Peroxidacion lipidica Indicador no invasivo de | Aliento [49]
estrés oxidativo en obe-
sidad
Etano Peroxidacion lipidica Indicador de estrés oxi- | Aliento [49]
dativo; vinculado a obe-
sidad y dafio en mem-
branas celulares

5.3.4. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia de gases acoplada con la espectrometria de masas (GC-MS), es una técnica
analitica que se utiliza ampliamente en la comunidad cientifica y en la industria gracias a que
permite separar, identificar y cuantificar compuestos organicos, ya sean volatiles o semivolatiles.

Cromatografia de Gases La cromatografia de gases (GC) es una técnica de separacion que
depende de la volatilidad y de la interaccién que tienen con una fase estacionaria. La cromatografia
de gases se introdujo por primera vez en el ano 1952, dentro de los primeros avances en esta
tecnologia estuvo el desarrollo de la cromatografia gas-liquido que era un método para separar
mezclas complejas de compuestos volatiles [54].

La GC emplea un gas portador, por ejemplo, helio e hidrégeno que transporta la muestra a
través de una columna de fase estacionaria. La separacién de los compuestos se realiza en funcion
de su interaccién con la fase estacionaria y su volatilidad. La temperatura es fundamental porque
determina la tasa de elucion y la resolucion de los picos de la cromatografia [54] [55].

El tipo de columna seleccionada es determinante para la eficiencia de la separacién. Las columnas
capilares, cuyo didmetro interno puede variar entre 0,10 y 0,53 mm, son las més utilizadas por su
elevada resolucién y capacidad de separaciéon. Por otro lado, el gas portador debe ser seco, inerte y
libre de impurezas para evitar interferencias con la muestra [54].
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Figura 5.9: Diagrama simplificado de un sistema de cromatografia de gases. (Fuente: [8]

La GC se utiliza extensamente en analisis medioambientales, investigacion en alimentos, control
de calidad en la industria quimica y farmacéutica, asi como deteccion de compuestos volatiles [56].

Espectrometria de Masas La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica utilizada
para la identificacién de compuestos mediante la determinaciéon de la relacién entre la masa y la
carga (m/z) de sus iones. Su desarrollo data del siglo XX, pero su acoplamiento con la GC y la
posterior optimizaciéon, han permitido conocer avances muy importantes en el campo de los anélisis
quimicos tanto cualitativos como cuantitativos.

La MS genera iones a partir del bombardeo de moléculas con electrones de alta energia, fenémeno
que se denomina ionizacién por impacto electréonico. Posteriormente, por medio de un analizador
de tipo cuadrupolo, de trampa de iones o de tiempo de vuelo (TOF), dichos iones se separan en
funcion de la relacién m/z obtenida [55].

La espectrometria de masas produce un espectro exclusivo para cada compuesto, lo que permite
la identificacion de cada uno, esto también gracias a la comparacion efectuada a través de bases
de datos de los espectros, en el andlisis cualitativo, y en el andlisis cuantitativo sélo se contempla
la deteccion de los iones relevantes asociados con los compuestos considerados, mediante lo que se
denomina patrones internos [55] [56].
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Figura 5.10: Espectro de masas obtenido por espectrometria de masas. (Fuente: [9])

A pesar de esa versatilidad, este método presenta limitaciones en algunos aspectos, como lo
pueden llegar a ser la inestabilidad de los compuestos mas volatiles, pues requieren un procedimiento
de derivatizacion. Por otra parte, el método no tiene capacidad para distinguir unos isémeros de
otros, basandose tan solo en sus espectros de masas [55].

Acoplamiento Cromatografia de Gases - Espectrometria de Masas (GC-MS) El acopla-
miento de estas dos técnicas se dio en los anos 50 mientras se trataba de dar solucién al problema
de incompatibilidad de presién de ambas técnicas mediante el uso de separadores de flujo y el aco-
plamiento directo, lo que permite la combinacion entre la capacidad de separacion de la GC y la
identificacién de compuestos del MS [55].

Los sistemas de GC-MS permiten realizar un analisis de forma cualitativo y cuantitativo con
una alta sensibilidad y especificidad. Su uso resulta fundamental en el &mbito de la metabolémica,
el control de calidad y la deteccién de contaminantes en matrices complejas como los alimentos y
el agua [56].
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Figura 5.11: Diagrama de un sistema de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

(GC-MS). (Fuente: [9])

Con el desarrollo de técnicas como el monitoreo de iones seleccionados (SIM) y espectrometria de
alta resolucion (HR-MS), la sensibilidad y la exactitud en el anélisis por medio de la técnica GC-MS
han mejorado notablemente. Se han desarrollado columnas de microdidmetro y se ha implementado
un calentamiento resistivo, lo que ha permitido reducir significativamente los tiempos de analisis y
alcanzar métodos en menos de un minuto [56|.
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Figura 5.12: Cromatogramas obtenidos mediante GC-MS mostrando los picos correspondientes a
PFBIHA y acetona oxima en diferentes condiciones experimentales. (Fuente: [10])

5.3.5. Microextraccion en fase solida SPME

La microextraccion en fase sélida, SPME por sus siglas en inglés (Solid-Phase Microextraction),
es una técnica moderna de preparacion de muestras, rapida y efectiva, que se realiza en un tnico
paso, combinando las etapas de muestreo, extraccién y preconcentraciéon de analitos. Esta técnica
fue introducida por Pawliszyn et al. en la década de los anos 90 del pasado siglo, ante la necesidad
de la existencia de procedimientos de preparacién de muestras mas rapidos, libres de disolventes y
que tuvieran una adaptabilidad a los preceptos recogidos en la quimica analitica verde. La microex-
traccion en fase sélida ha cobrado popularidad en los dltimos anos debido a su sencillez, bajo coste,
versatilidad y aptitud a la hora de trabajar matrices complejas y compuestos que se encuentren en
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concentraciones traza [57.

La técnica de microextracciéon en fase sélida, SPME, se basa en el equilibrio que puede estable-
cerse entre una fase de muestra y una fase extractora recubierta sobre una fibra de silice fundida o
sobre otras superficies, en funcién del montaje y ejecucion de la técnica. La transferencia de masa
queda determinada por el coeficiente de distribucién entre la matriz de la muestra y el recubrimiento
en la fibra, por lo que se permite la extraccién de compuestos volatiles y semivolatiles. La fibra intro-
ducida en el medio que contiene los analitos se puede introducir, tras eliminar el exceso de muestra,
en un instrumento analitico, como por ejemplo sistemas de cromatografia de gases o cromatografia
liquida acoplados a espectrometria de masas para el analisis y la deteccion de componentes [57][11].

Modos de Operacion La SPME puede realizarse en tres modalidades bésicas: Direct Immersion
(DI-SPME), donde la fibra se introduce en la muestra liquida o sélida haciendo que los analitos
se adsorban en el extractor; Headspace SPME (HS-SPME), en el que la fibra se expone al espacio
de cabeza que se genera sobre la muestra, siendo este un modo muy util para la extracciéon de los
analitos volatiles o semivolatiles; SPME con Membrana Protectora, utilizada para muestras que
contienen interferentes de alto peso molecular como por ejemplo proteinas y que servira para evitar
que se dafie la fibra angostinando una buena parte de las proteinas.

{a) DI-SPME {b) HS-SPME (¢) Membrane -protected SPME

Fused silica fiber —
Extraction phase ———

Vi K

Membrane ——|

Sample
v; G

Figura 5.13: Esquema de diferentes técnicas de microextraccion en fase solida (SPME): (a) SPME
en solucion directa (DI-SPME), (b) SPME en espacio de cabeza (HS-SPME), y (¢) SPME protegida
por membrana. (Fuente: [11])

Aplicaciones en la Investigacion Biomédica SPME ha demostrado ser una herramienta va-
liosa en el anélisis de matrices biolégicas complejas, como fluidos corporales (plasma, orina, saliva)
y tejidos solidos. Su capacidad para extraer compuestos en concentraciones traza lo hace ideal para
estudios metabolémicos, farmacocinéticos y toxicolégicos. Los recubrimientos biocompatibles han
ampliado su aplicacién para analisis in vivo, permitiendo la extraccion directa de metabolitos y me-
dicamentos en sistemas vivos con minima invasividad. Esta caracteristica es critica para el monitoreo
en tiempo real de biomarcadores y farmacos con ventanas terapéuticas estrechas, especialmente en
areas como la farmacologia personalizada y la medicina de precision [57].
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5.4.

1.

Trabajos Relacionados

Discovery of potential biomarkers in exhaled breath for diagnosis of type 2 dia-
betes mellitus based on GC-MS with metabolomics. [22]

Este articulo constituye el referente metodolégico principal del presente trabajo. En él, los
autores aplican un enfoque basado en cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) junto con anélisis metabolomico multivariado para diferenciar pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) de sujetos sanos a partir del aliento exhalado. El estudio
empleo6 solid phase microextraction (SPME) como técnica de preconcentracion, combinada
con un andlisis estadistico robusto que incluyé PCA, OPLS-DA, pruebas de Mann—Whitney
y curvas ROC. Como resultado, se identificaron ocho metabolitos con potencial valor diag-
nostico, entre ellos isopropanol, tridecano y acetona, alcanzando una sensibilidad del 97.9 %
y una especificidad del 100% en el modelo de regresion logistica. Este trabajo no solo de-
muestra la viabilidad del anélisis de COVs como herramienta no invasiva para el diagndstico
de T2DM, sino que también establece un protocolo integral desde la recoleccién de muestras
hasta la validacion estadistica. Sin embargo, el enfoque de Yan et al. esta orientado a pacientes
que ya presentan la enfermedad en fase clinica, con el objetivo de confirmar el diagnostico.
En contraste, el presente proyecto se centra en identificar patrones de compuestos organicos
volatiles asociados con un riesgo elevado de desarrollar diabetes mellitus tipo 2, antes de su
manifestaciéon clinica. Esta diferencia metodolégica y temporal convierte nuestro estudio en
una propuesta de tamizaje preventivo, con énfasis en la medicina predictiva y la deteccion
temprana en poblaciones aparentemente sanas.

. Accuracy of breath test for diabetes mellitus diagnosis:A systematic review and

meta-analysis. [58]

Este articulo habla sobre como detectar la diabetes mellitus tipo 2 analizando el aliento con-
densado que exhalamos. El objetivo principal es encontrar los compuestos quimicos llamados
compuestos organicos volatiles (COV) que puedan servir como senales claras para diagnosticar
esta enfermedad; ademas, evaliia qué tan precisos pueden ser estos compuestos al usarlos para
este fin. Esto es muy importante para este proyecto, ya que buscamos una forma no invasiva
de diagnosticar la diabetes, algo que seria un gran avance en la medicina. También se men-
cionan ejemplos de otras pruebas similares, como las de aliento que ya se usan para detectar
Helicobacter pylori, problemas gastrointestinales, asma o ictericia en bebés recién nacidos.

La técnica mas destacada en el articulo es la cromatografia de gases con espectrometria de
masas (GC-MS), que se utiliza mucho para analizar el aliento de pacientes con diabetes. Esta
técnica ayuda a identificar con precision los compuestos relacionados con la enfermedad. El
articulo nos ha servido para entender mejor la diabetes y como trabajar en su deteccién, pero
no explica en detalle un punto clave: como recolectar correctamente las muestras de aliento.

Recolectar bien las muestras es fundamental para que los resultados sean confiables. Si no se
hace de manera adecuada, los compuestos detectados podrian no tener nada que ver con la
enfermedad o podrian estar influenciados por cosas externas, como la contaminaciéon del aire
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o los habitos del paciente. Este es un elemento esencial que necesitamos solucionar para el
triunfo del proyecto.

3. Exhaled breath condensate: Methodological recommendations and unresolved ques-
tion. [59]

Este articulo se enfoca en la obtencion de muestras de los pulmones mediante el condensado de
aliento exhalado (EBC) como un método no invasivo. Describe la forma en que el EBC contiene
varios mediadores como el amoniaco, el peréxido de hidrégeno y las citoquinas, que pueden
ser sefiales de enfermedades respiratorias. Ademas, especifica los elementos conceptuales para
la recoleccion de EBC, tales como la utilizacién de dispositivos particulares y las condiciones
de almacenamiento, subrayando la importancia de regular los procesos para maximizar la
capacidad de conservacion de los datos. Este método es favorable para el proyecto, pues
proporciona una base sélida para la recoleccién y estudio de compuestos organicos volatiles
(COV) en el aliento exhalado, el cual es un componente esencial en el estudio sobre la diabetes
mellitus tipo 2.

Sin embargo, el trabajo del grupo que realizd este estudio, se basd en el intercambio de
conocimientos entre expertos y se sigue pidiendo a todos los interesados en este campo que
aporten datos relacionados con preguntas metodologicas para ayudar a comprender mejor las
muestras y poder evaluar la utilidad de los datos obtenidos. Asimismo, es importante destacar
que, a pesar de que el articulo se enfoca en gran parte del método de recoleccién, no discute
en profundidad la relacion concreta entre los compuestos orgénicos volatiles (COV) recogidos
y enfermedades metabodlicas como la diabetes, dejando un vacio en céomo relacionar estos
biomarcadores con su relevancia en el diagnéstico.

4. Management of Hyperglycemia in Type 2 Diabetes: A Consensus Report by the
American Diabetes Association (ADA) and the European Association for the
Study of Diabetes (EASD) [60].

Este estudio es un anélisis detallado sobre la gestiéon de la hiperglucemia en la diabetes de
tipo 2. Contiene sugerencias acerca de intervenciones con medicamentos, sin medicamentos y
modificaciones en el estilo de vida, destacando la importancia de los agonistas del receptor
GLP-1 y los inhibidores de SGLT2 para la defensa cardiorrenal. Ademés, muestra que es fun-
damental un enfoque personalizado que tenga en cuenta las preferencias y caracteristicas de
cada paciente. Este recurso es 1til para nuestro proyecto porque amplia el marco clinico de la
diabetes mellitus tipo 2, ofreciendo un esquema para entender la relevancia de los biomarca-
dores en el diagnodstico y control de la enfermedad. Sin embargo, el documento es muy bueno
para hablar sobre la enfermedad e incluye un mayor enfoque en los determinantes sociales de
la salud, el sistema de atencién médica y los comportamientos relacionados con la actividad
fisica, incluido el sueno. Asi que nos ayuda a ampliar nuestros conocimientos sobre la diabe-
tes mellitus tipo 2 pero no examina detalladamente otros métodos de diagnéstico, como la
aplicacion de compuestos organicos volatiles (COV) o la Cromatografia De Gases Acoplada A
Espectrometria De Masas.
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5. A non-invasive method for the detection of glucose in human exhaled breath by

condensation collection coupled with ion chromatography [61].

El estudio presenta un método analitico no invasivo para identificar glucosa en el aliento exha-
lado, empleando un dispositivo de recoleccién de condensado y cromatografia con deteccion
amperométrica pulsada. También menciona que los métodos habituales para medir la glucosa
en sangre implican la recoleccién de muestras sanguineas, lo que causa dolor e incrementa la
probabilidad de infecciones en los pacientes. Asi pues, se desarrollé un protocolo simplificado
que incorpora factores esenciales como la temperatura de refrigeraciéon y el flujo de mues-
treo, alcanzando una correlacién lineal entre los niveles de glucosa en sangre y en el aliento
exhalado. Ademas, se observo que los pacientes con diabetes presentan niveles de glucosa en
el aliento considerablemente superiores tras comer en comparaciéon con personas saludables,
lo que posiciona este método como una herramienta prometedora para el monitoreo de la
enfermedad.

El articulo estd vinculado con la investigacion de este proyecto, dado que se enfoca en la
utilizacion del condensado de aliento exhalado (EBC) como un método para identificar bio-
marcadores asociados a la diabetes mellitus tipo 2. El uso de cromatografia para el analisis
de la glucosa en el aliento mejora los objetivos del proyecto al investigar la relaciéon entre los
compuestos orgénicos volatiles (COV) y la enfermedad.Sin embargo, aunque este articulo es
importante, no trata de forma completa la variedad de otros compuestos orgénicos volétiles
presentes en el aliento exhalado y su posible relacion con fases tempranas del desarrollo de la
diabetes mellitus tipo 2. Ademas, a pesar de que se enfoca en la glucosa, no analiza la relacion
de otros biomarcadores que podrian ofrecer un diagnéstico mas solido y preciso.

. GGas chromatography-mass spectrometry-based analytical strategies for fatty acid

analysis in biological samples [62].

El estudio explica cémo los acidos grasos, esenciales en los sistemas biolégicos, pueden estar
vinculados con varias enfermedades cuando se encuentran desbalanceados. Sugiere métodos
de anélisis fundamentados en la cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)
para investigar acidos grasos en diversas muestras biolégicas, tales como plasma y tejidos.
Resalta la relevancia de técnicas exactas de extracciéon, derivaciéon y separaciéon para entender
a fondo estas moléculas. Se examinan diversas técnicas frecuentemente empleadas para la
extraccion de acidos grasos, tales como la extraccién liquido-liquido y la microextraccion en
fase solida. Ademés, resalta que tanto los métodos de derivaciéon acida como bésica, junto con
otros métodos diseniados especificamente, fueron examinados de forma minuciosa, debatiendo
sus fortalezas y limitaciones.

La investigacion de los compuestos organicos volatiles en el aliento exhalado condensado (AEC)
comparte similitudes con el estudio de los acidos grasos, dado que ambas intentan establecer
vinculos entre elementos quimicos particulares y enfermedades metabdlicas como la diabetes
de tipo 2. Las técnicas de extraccion y evaluacion mediante GC-MS detalladas en el documen-
to pueden ser modificadas para describir los compuestos en el aliento exhalado condensado.
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Ademas, la identificacién de biomarcadores en el plasma puede proporcionar un fundamento
para contrastar los niveles de volatiles en el aliento y en otros fluidos del cuerpo. No obstante,
el articulo no se centra particularmente en el estudio de compuestos orgénicos volatiles en ma-
trices de gases como el aliento exhalado condensado. A pesar de que describe la cromatografia
de gases, se enfoca en los 4cidos grasos y no toma en cuenta las adaptaciones requeridas para
analizar volatiles més livianos y de reaccién variada. Esto deja un hueco en el uso directo de
estos métodos al estudio del aliento y su posible uso en la identificacién temprana de diabetes
tipo 2.






CAPITULO 6

Materiales y Métodos

6.1. Desarrollo de protocolos

La primera etapa de este proyecto consisti6 en la caracterizacion de los participantes en Padilla,
Cauca, y la elaboracién de un protocolo de muestreo.

Para llevar a cabo esto, se disend y ejecuté una estrategia de recoleccion de datos sociales y
clinicos mediante encuestas estructuradas, cuyo proposito fue identificar variables de riesgo asociadas
a la DM2 en la poblacién objetivo. Estas encuestas fueron digitalizadas en la plataforma RedCap,
facilitando la sistematizaciéon y anélisis de la informacion.

Uno de los hitos técnicos fue el desarrollo y validacion del protocolo de muestreo de aliento.
Este procedimiento describe con detalle las condiciones necesarias para asegurar la calidad de las
muestras de AEC, incluyendo el diseno del sistema de recoleccién, tiempos 6ptimos de exhalacion y
condiciones térmicas adecuadas para preservar los VOCs. Para evaluar la eficacia del dispositivo de
condensacién, se realizaron réplicas experimentales con seis sujetos, aplicando ciclos de recoleccién
de 5, 10 y 15 minutos. En las primeras pruebas, se emple6 un tubo Falcon acoplado a un recipiente
metalico como medio de enfriamiento; no obstante, se evidencié que tras 12 minutos, el sistema
perdia capacidad térmica, comprometiendo la eficiencia de captura.

Como solucién, en una tercera réplica se reemplazé el contenedor metélico por un recipiente de
mayor tamano con hielo, el cual mantuvo de forma estable la temperatura requerida, permitiendo
obtener muestras de calidad durante periodos prolongados. Los resultados obtenidos demostraron
que existe una relaciéon positiva entre el tiempo de recoleccién y la masa condensada, aunque se
observé una mayor variabilidad interindividual a los 15 minutos. Con base en estos hallazgos, se
defini6é un tiempo estandar de 10 minutos como suficiente para garantizar un volumen minimo de
500 microlitros por muestra sin comprometer la comodidad del voluntario.
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Masa vs tiempo

Figura 6.1: Relacion entre el tiempo de recoleccion y la masa de aliento exhalado condensado

6.2. Evaluacion del Riesgo de Diabetes Tipo 2

El riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (DM2) fue evaluado en una cohorte de 326
personas residentes en el municipio rural de Padilla, Cauca (Colombia), utilizando el cuestiona-
rio FINDRISC (Finnish Diabetes Risk Score), un instrumento validado internacionalmente para la
predicciéon de riesgo a 10 anos. Este cuestionario integra ocho ftems: edad, indice de masa corpo-
ral (IMC), circunferencia abdominal, nivel de actividad fisica, frecuencia de consumo de frutas y
verduras, uso de medicamentos antihipertensivos, antecedentes personales de hiperglucemia y an-
tecedentes familiares de diabetes. Cada item otorga una puntuacién que, sumada, clasifica a los
individuos en cinco categorias de riesgo [63].

Para esta investigacion, se consideraron como grupo de alto riesgo (RA) aquellos participantes
con puntuaciones > 15 (riesgo alto o muy alto), y como grupo de bajo riesgo (RB) quienes pre-
sentaron puntuaciones < 14. Los cuestionarios fueron diligenciados bajo supervision directa para
asegurar la validez de la informacién reportada.

6.3. Recoleccion de Muestras de Aliento Exhalado Condensado

Las muestras de aliento se recolectaron mediante un protocolo no invasivo cuidadosamente es-
tandarizado, que garantizara la preservacion de compuestos orgénicos volatiles (COVs) y evitara
contaminaciones externas. Los participantes (n=46; RA=28 RB=18) exhalaron durante 10 minu-
tos en tubos Falcon estériles de 50 mL, a través de un adaptador pléstico, asegurando la recolecciéon
de al menos 500 pL. de AEC por muestra. Las condiciones térmicas se mantuvieron a baja tempe-
ratura durante el proceso para evitar la degradacién de compuestos volétiles.

Posteriormente, se anadieron 10 ul. de una solucién de control compuesta por hexano, tetraclo-
ruro de carbono, cloroformo y ciclohexano, a una concentraciéon de 250 ppm. Las muestras fueron
selladas herméticamente con Parafilm, etiquetadas y almacenadas a —20 °C hasta su analisis.
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6.4. Preparacion de Muestras

Previo al analisis instrumental, las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente,
centrifugadas a 5000 rpm por 2 minutos para eliminar sedimentos o fases separadas, y finalmente
homogeneizadas mediante agitacion en vortex durante 30 segundos. Este procedimiento garantizd
la uniformidad y reproducibilidad de las muestras analizadas.

6.5. Justificacién metodologica

6.5.1. GC-MS: metodologia seleccionada

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) representa la herra-
mienta méas robusta y confiable para la identificacion de compuestos orgénicos volatiles (COVs),
especialmente en el anélisis de muestras de aliento condensado. Su funcionamiento se basa en una
primera etapa donde los compuestos se separan mediante una columna cromatografica en fase ga-
seosa, lo cual permite distinguir compuestos que pueden tener masas moleculares similares pero
estructuras diferentes. Posteriormente, el sistema de espectrometria de masas fragmenta las molé-
culas y genera patrones tinicos que se comparan con bases de datos estandarizadas, como la base del
NIST (National Institute of Standards and Technology), considerada una de las mas completas del
mundo. La principal ventaja de utilizar GC-MS para nuestro proyecto radica en su altisima sensi-
bilidad, capaz de detectar compuestos en concentraciones extremadamente bajas, incluso a niveles
de partes por billon (ppb) o partes por trillon (ppt). Esta caracteristica es fundamental porque
los COVs presentes en el aliento humano suelen encontrarse en cantidades minimas. Ademas, la
especificidad que brinda GC-MS es insuperable, ya que no solo detecta, sino que también permite
identificar con precisiéon cada compuesto presente en la muestra.

Otra gran fortaleza del GC-MS es su reproducibilidad. Gracias a la estabilidad de los tiempos de
retencion y a la estandarizacion de las bibliotecas de masas, se garantiza que los resultados sean com-
parables tanto entre diferentes muestras como entre diferentes ensayos. Este nivel de confiabilidad
resulta esencial en investigaciones clinicas donde se requiere una validaciéon estricta de los resultados
obtenidos. Un beneficio adicional es que este equipo se encuentra disponible dentro del laboratorio
en el cual se realiz6 nuestro proyecto, lo que nos permitié optimizar recursos econémicos y humanos,
evitando los sobrecostos asociados al envio de muestras a laboratorios externos y manteniendo un
control total sobre los parametros de anéalisis. Aunque el GC-MS requiere pasos adicionales como
la derivatizacion de compuestos polares o la preconcentracién mediante técnicas como SPME (mi-
croextraccion en fase solida), estos pasos son estandar en estudios cientificos de metaboléomica y no
representan una desventaja significativa. Por el contrario, estas etapas aumentan la sensibilidad del
analisis y permiten detectar compuestos que en otras técnicas pasarian desapercibidos. [64]

6.5.2. Comparacion con metodologias alternativas

1. PTR-MS: La espectrometria de masas por reacciéon de transferencia protéonica (PTR-MS) es
una técnica avanzada y moderna que se utiliza principalmente para el anélisis en tiempo
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real de compuestos orgéanicos volatiles en matrices gaseosas. Su funcionamiento se basa en un
proceso de ionizacidén blanda mediante la transferencia de protones desde un ion precursor,
generalmente H3O™, hacia las moléculas de interés. Esta metodologia ofrece ventajas indiscu-
tibles, como la posibilidad de realizar anélisis inmediatos sin necesidad de pretratamiento de la
muestra, lo cual permite un monitoreo metabdlico dindmico en tiempo real, algo que GC-MS
no puede realizar. Ademés, la sensibilidad de PTR-MS es extremadamente alta, llegando a
detectar compuestos en niveles de partes por trillon (ppt), lo que lo convierte en una opcién
interesante para estudios de aliento en contextos como pruebas de tolerancia a la glucosa o
mediciones rapidas postprandiales.

Sin embargo, para los objetivos especificos de nuestro proyecto, el PTR-MS presenta desven-
tajas muy relevantes. La principal limitacién radica en que esta técnica no utiliza un sistema
de separacion cromatografica previo a la deteccion, lo que significa que no es capaz de dife-
renciar isdmeros o compuestos que compartan una misma relacion masa/carga (m/z). Este
aspecto es critico para estudios de identificacién de biomarcadores, ya que la especificidad en
la identificacién es fundamental para establecer relaciones clinicas entre ciertos metabolitos y
el desarrollo de diabetes. Ademaés, la técnica PTR-MS no proporciona una identificacién com-
pleta del compuesto, sino que entrega sefiales basadas tinicamente en la masa molecular, lo
que puede derivar en ambigiiedades y errores de interpretacién. Otra limitacién importante es
que se requieren calibraciones frecuentes para corregir las respuestas del sistema y ademas no
existen bibliotecas de espectros estandarizadas equivalentes a las del GC-MS, lo cual complica
atn mas la identificacion precisa de compuestos poco estudiados. [65]

. SIFT-MS: La espectrometria de masas mediante tubo de flujo de iones seleccionados (SIFT-

MS) es otra alternativa emergente utilizada en la identificacion y cuantificacion directa de
compuestos volatiles en tiempo real. Esta técnica funciona introduciendo iones precursores
seleccionados (H3O", NO™T, O; ) que reaccionan con los compuestos presentes en la muestra
de gas, generando productos i6énicos que son analizados directamente por el espectréometro
de masas. Una ventaja notable de SIFT-MS es que permite la cuantificaciéon absoluta de
compuestos sin necesidad de calibraciones externas muy complejas, ademés de contar con
limites de deteccion también en rangos de ppb y ppt. Gracias a la posibilidad de utilizar
diferentes iones precursores, ofrece una mayor cobertura de compuestos volatiles que el PTR-
MS, lo cual puede ser ttil en estudios exploratorios o en contextos clinicos donde se requieren
respuestas rapidas y sin pretratamiento de muestras.

Sin embargo, en el contexto de nuestro estudio, SIFT-MS también presenta desventajas sig-
nificativas. Al igual que PTR-MS, no realiza una separacién previa mediante cromatografia,
por lo que no permite distinguir entre compuestos isoméricos o moléculas con masas similares.
Esta falta de separaciéon puede dar lugar a datos confusos o imprecisos, especialmente en un
campo tan sensible como la identificacién de biomarcadores metabolicos. Otro punto critico
es que, aunque SIFT-MS permite cuantificaciéon absoluta, no posee bases de datos tan robus-
tas como GC-MS, lo que dificulta atn mas la identificacién inequivoca de compuestos menos
estudiados o de aparicién reciente en el contexto biomédico. Ademés, la instrumentacién es
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considerablemente més costosa que la del GC-MS y su uso aiin no estad completamente estan-
darizado en aplicaciones clinicas, por lo que no existen protocolos ampliamente validados para
estudios de prediabetes utilizando SIFT-MS. [66]

6.6. Optimizacién y Analisis por SPME-GC-MS

Complementariamente, se disefi¢ el protocolo de mediciéon cromatografica, el cual establece las
condiciones experimentales para el analisis de los VOCs mediante GC-MS. Este protocolo fue ela-
borado por la asesora del proyecto, la estudiante de doctorado Viviana Ortega, siguiendo estdndares
internacionales y adaptéandolo a las capacidades instrumentales del laboratorio. En él se detallan la
preparacion de las muestras, los parametros de extraccion en fase solida (SPME) y las condiciones
de operacién del cromatografo y el espectrometro.

6.6.1. Optimizaciéon del proceso

Antes del analisis de muestras biologicas, se desarroll6 un disefio factorial completo con ayuda del
software Statgraphics Centurion para optimizar los pardmetros de extraccidon por microextraccion
en fase solida (SPME).

En la siguiente tabla se muestran las tres variables independientes o factores evaluados. El disefio
factorial permite estudiar simultaneamente los efectos individuales y combinados de estos factores
sobre la eficiencia de extracciéon de compuestos volatiles.

Factor Limite inferior | Limite superior | Niveles | Unidades
Oven extraction temperature (T) 35 75 3 °C
Fiber exposure time (tef) 5 240 3 Minutos
Fiber desorption time (tdf) 4 20 3 Minutos

Cuadro 6.1: Factores experimentales y niveles evaluados en el disefio del método SPME-GC-MS.

» Temperatura del horno de extraccion (T): Controla la volatilizacién de los compuestos hacia
el espacio de cabeza. Un aumento en la temperatura incrementa la presién de vapor de los
analitos, pero un exceso puede degradarlos.

» Tiempo de exposicion de la fibra (tef): Determina cudnto tiempo la fibra SPME esta en con-
tacto con el espacio de cabeza. Un mayor tiempo puede aumentar la captacion de compuestos,
pero también saturar la fibra.

» Tiempo de desorcion de la fibra (tdf): Tiempo durante el cual la fibra libera los compuestos
absorbidos dentro del inyector del GC. Un tiempo corto puede resultar en una desorciéon
incompleta, y un tiempo excesivo puede danar la fibra o introducir ruido.

Las soluciones estandar contenian acetona, 2-propanol, xileno y hexano, y se prepararon en
matriz salina (NaCl al 3.6 en agua tipo 1). Los compuestos fueron seleccionados por su representa-
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tividad en aliento humano y volatilidad. Se eligieron condiciones 6ptimas que maximizaban el area
de los picos cromatograficos sin comprometer la resolucién ni la reproducibilidad. Finalmente, se
establecié una temperatura de extraccion de 35°C, exposiciéon de 40 min y desorcion de 20 min.

Tras realizar el disenio factorial y analizar los resultados mediante modelos de superficie de
respuesta, se identificaron rangos mas estrechos y eficientes para los factores més relevantes. En
este caso, se omitio el tiempo de desorcion porque ya se establecié como 6ptimo (20 minutos), y se
refinaron los rangos de temperatura y exposicion.

Factor Limite inferior | Limite superior | Unidades
Oven extraction temperature (7T) 35°C 50°C °C
Fiber exposure time (tef) 10 min 50 min Minutos

Cuadro 6.2: Factores y rangos evaluados en la optimizaciéon del método SPME.

El analisis de superficie de respuesta mostré que fuera de estos rangos el rendimiento de extrac-
cion disminuia o se estabilizaba, por lo que se adoptaron estos limites para la etapa final del método.
Esta optimizacién mejora la sensibilidad y reproducibilidad del anélisis de aliento, evitando tiempos
innecesarios o condiciones que puedan comprometer la estabilidad de los compuestos volatiles.

En cuanto a las condiciones instrumentales utilizadas durante el analisis de los COVs mediante
GC-MS, utilizando SPME-HS, se realiz6 la siguiente tabla reuniendo las condiciones cruciales para
garantizar la reproducibilidad, sensibilidad y resolucién del analisis de aliento exhalado condensado.
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Parametro Descripcion

Headspace agitation Se agit6 la muestra durante la fase de extraccion para mejo-
rar la liberacion de COVs hacia el espacio de cabeza.
Headspace oven time Tiempo que la muestra permaneci6 en el horno previo a la
extraccion con la fibra SPME (15 minutos).

Injection port temperature | Temperatura del puerto de inyeccién donde la fibra libera
los analitos al sistema GC-MS (250°C).

Split ratio Modo de inyeccion en el sistema GC; se utiliz6 un modo
dividido 1:1 para evitar sobrecarga del detector.

Column flow Flujo de gas portador (helio) a través de la columna capilar
(1.0mL/min).

Initial column temperature | Temperatura inicial del horno cromatografico (40°C mante-
nida por 5 minutos).

Temperature ramp 1 y 2 Rampa de aumento progresivo de temperatura para lograr
separaciéon de compuestos volatiles de distinta polaridad y
volatilidad.

Final stabilization Etapa final donde la temperatura se mantiene constante

(200°C por 5 minutos) para garantizar el arrastre de todos
los compuestos.

Carrier gas Se usd helio como gas portador por su alta pureza e inercia.
Solvent delay Tiempo durante el cual el detector no registra senal, para

evitar saturacion por el disolvente (5 minutos).

Cuadro 6.3: Parametros iniciales SPME-GC-MS.

6.6.2. Analisis de Muestras

El anélisis se realizé con un equipo de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas (GC-MS) utilizando una columna capilar Agilent DB-624 (60m x 0.25mm x 1.4pm). Se
empled una fibra SPME recubierta con polidimetilsiloxano y carbon de amplio rango (WR/PDMS,
95pm). La fase movil fue helio ultrapuro (99.999), con un flujo constante de 1.0mL/min.

El detector de masas operd en modo scan entre 20-300m/z, comenzando en el minuto 5 del
cromatograma (retardo de solvente). La inyeccion se realizé en modo split 1:1 a 250°C.

6.6.3. Reactivos y Estandares

Los solventes y compuestos utilizados como estdndares internos incluyeron: hexano, tetracloruro
de carbono, cloroformo, ciclohexano, acetona y 2-propanol, todos de grado analitico o LC-MS.
Las soluciones se prepararon a 250 ppm y se anadieron a todas las muestras para permitir la
estandarizacion relativa de areas. Procesamiento y Anélisis Estadistico de Datos El anélisis de datos
fue realizado mediante scripts desarrollados en lenguaje Python, los cuales incluyen las etapas de
filtrado, normalizacion, pruebas estadisticas y visualizacion. Los codigos completos empleados para
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dicho procesamiento se encuentran disponibles en el Anexo para fines de consulta y reproduccién
del anélisis.

6.7. Procesamiento y Analisis Estadistico de Datos:

El anélisis de datos fue realizado mediante scripts desarrollados en lenguaje Python, los cuales
incluyen las etapas de filtrado, normalizacién, pruebas estadisticas y visualizacién. Los codigos
completos empleados para dicho procesamiento se encuentran disponibles en el Anexo para fines de
consulta y reproducciéon del anélisis.

6.7.1. Preprocesamiento de datos en MS-DIAL

Los datos obtenidos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)
fueron preprocesados mediante el software MS-DIAL, una herramienta reconocida en el ambito de
la metabolémica no dirigida por su capacidad para realizar deteccién, alineamiento y anotaciéon de
seniales provenientes de compuestos volatiles.

MS-DIAL opera mediante algoritmos de deconvolucion espectral que permiten separar senales
superpuestas y generar espectros individuales para cada compuesto detectado. Se configur6é para
modo de ionizacion electréonica (EI) con adquisicién de datos en MS1 (centroid data), analizando un
rango de masas entre 35 y 300 Da y un tiempo de retencion entre 5 y 30 minutos. El umbral minimo
de intensidad para deteccién de picos se establecid en 500 unidades, con un nivel de suavizado de 3
escaneos y una anchura media de pico estimada en 20 escaneos.

La identificacién de compuestos se realiz6 mediante comparacién con bibliotecas espectrales
(MSP) como la base de datos MoNA, usando un umbral minimo de similitud espectral del 70 %.
Solo se report6 el compuesto con mayor puntaje por espectro, y se aplicé una tolerancia de 0.1
minutos para el alineamiento basado en el tiempo de retencién. Este procesamiento permitié generar
una matriz de intensidades relativa a cada compuesto detectado en todas las muestras, la cual fue
exportada para analisis estadistico.
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Parametro

Valor

Unidad / Comentario

Class ID
Tonization type

Separation type
Collision type

Ton mode

Target omics

Mass range
Retention time
Number of threads

Minimum peak height
Smoothing level
Average peak width
Sigma window value

EI spectra cut off

MSP file

Only report the top hit / RT

Retention time tolerance

EI similarity tolerance

RA, RB, Standard, QC

Hard ionization

Chromatography
Centroid Data

Positive ion mode
Metabolomics
35-300 Dalton
5-30 Minutes
4

500

3

20

0.5

10

Mona

Select

0.1 Minutes

70 %

Identificacion de grupos de muestra.

Se refiere al modo EI (Electron Ionization),
tipico en GC-MS.

Tipo de técnica utilizada.

Tipo de datos generados (MS1, no espectros
fragmentados).

Modo de deteccién de iones positivos.
Enfoque orientado al anélisis de metabolitos.
Rango de masas buscadas en los espectros.
Ventana de tiempo cromatografico a analizar.
Nuamero de ntcleos utilizados para procesa-
miento.

Umbral minimo para considerar una senal co-
mo pico.

Nivel de suavizado aplicado al perfil espectral.
Anchura promedio esperada para los picos.
Valor relacionado con el algoritmo de suavi-
zado.

Umbral minimo de intensidad para el espec-
tro.

Biblioteca espectral utilizada para compara-
cion.

Se selecciona solo el compuesto con mejor
coincidencia.

Tolerancia para el alineamiento de picos entre
muestras.

Porcentaje minimo de coincidencia espectral
para identificacion.

Cuadro 6.4: Pardmetros utilizados en el preprocesamiento e identificacion de compuestos en MS-

DIAL.

6.7.2.

Analisis de muestras blanco en MS-DIAL

De la misma forma se hizo un procesamiento en MS-Dial para 9 muestras blanco, esto con el

fin de identificar posibles compuestos contaminantes, de este anélisis se exporté una lista de los

metabolitos encontrados.
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6.7.3. Preparaciéon y procesamiento de los datos

Con el fin de poder realizar un correcto analisis de los datos, usando el lenguaje de programaciéon
python, se llevaron a cabo los siguientes procesos:

s Filtro de muestras blanco: Se eliminaron los compuestos encontrados tras el analisis de las
muestras blanco. Este filtro favorece el descarte de contaminantes ambientales, compuestos
provenientes de los materiales de laboratorio, o interferencias del sistema instrumental.

1e6 Filtrado por blancos: intensidad media de compuestos retenidos vs. eliminados

. ® Retenido
e Eliminado por blanco

IS o
.

Intensidad media (RA + RB)

o 100 200 300 400 500 600 700 800
Compuesto (indice)

Figura 6.2: Scatter plot sobre la eliminacién de compuestos detectados en muestras blanco.

= Filtro de compuestos ubicuos basado en percentil: Para reducir el sesgo asociado a compuestos
con alta prevalencia pero escasa capacidad discriminativa entre grupos, se implement6 un filtro
basado tanto en la frecuencia de deteccién como en la intensidad relativa. Especificamente, se
excluyeron aquellos metabolitos cuya intensidad super6 el percentil 75 en mas del 90 porciento
de las muestras, bajo la premisa de que su presencia ubicua e intensidad consistentemente
elevada podrian reflejar contaminantes sistemaéticos, compuestos exégenos o senales de fondo
inherentes al entorno analitico, mas que verdaderos biomarcadores con valor diferencial.

Filtrado por ubiquidad (percentil 75)

oo . . e o o Eiminado
. . .o o o o Retenido
o ee o o . . . --- Umbral (40)

Conteo de presencia (sobre percentil 75)

Compuesto (indice)

Figura 6.3: Scatter plot de metabolitos retenidos y eliminados tras el filtrado por ubiquidad.
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= Normalizacién por suma total: Con el fin de mitigar el efecto de variaciones técnicas entre
muestras y permitir una comparaciéon mas precisa de las abundancias relativas entre grupos,
se aplicé una normalizacién por suma total. Esta técnica consiste en dividir el area de ca-
da metabolito por la suma total de areas de su respectiva muestra, transformando los valores
absolutos en proporciones relativas. Esta estrategia es ampliamente utilizada en analisis meta-
bolémicos para controlar diferencias sisteméticas en la carga total de compuestos detectados,
que pueden surgir por variabilidad en la cantidad de muestra, eficiencia de extracciéon o sensi-
bilidad instrumental, garantizando asi que las comparaciones reflejen cambios biologicos reales
mas que artefactos técnicos.

6.8. Analisis estadistico:

Tras los procesos de filtrado y normalizaciéon, se procedié a la evaluacion estadistica de los
metabolitos retenidos, con el objetivo de identificar aquellos compuestos cuya abundancia relativa
difiere significativamente entre los grupos de alto riesgo (RA) y bajo riesgo (RB) de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2.

Desde una perspectiva metodologica, la selecciéon de pruebas no paramétricas se fundamenta
en dos aspectos clave de los estudios metabol6micos: la naturaleza frecuentemente asimétrica y
heterogénea de los datos de abundancia relativa, que no suelen ajustarse a una distribucién normal,
y en segundo lugar, el tamano muestral limitado, que restringe la robustez de supuestos paramétricos
clasicos (por ejemplo, t-test).

En primera instancia, se calcularon las medianas de abundancia relativa para cada metabolito
en los grupos RA y RB. El uso de la mediana como estadistico descriptivo central responde a la
distribucién no normal y a la presencia de valores atipicos, permitiendo una comparacién robusta
de tendencia central entre grupos.

A partir de estas medianas, se calculd el logaritmo en base 2 del cambio de pliegue (log2FC) de
cada metabolito, definido como:

medianarpg
logy | ————
medianag

Este valor cuantifica la magnitud y direcciéon del cambio en la abundancia relativa del metabolito
entre los grupos. Un logoFC positivo indica una mayor abundancia en el grupo RB, mientras que
un valor negativo refleja una predominancia en el grupo RA.

Posteriormente, se implementaron dos pruebas estadisticas para validar la significancia de estas
diferencias:

= Prueba de Levene: aplicada a cada metabolito para evaluar la homogeneidad de varianzas
entre grupos. Se utilizé un umbral de p > 0,05 para aceptar la hip6tesis nula de igualdad
de varianzas. Este paso se realiza para caracterizar la dispersiéon y descartar posibles sesgos
por heterocedasticidad, lo cual, aunque no es requisito indispensable de la prueba de Mann-
Whitney, permite describir mejor la calidad de los datos y sugiere estabilidad en la varianza.
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» Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon (MWW): prueba no paramétrica utilizada para comparar
la distribucién de valores entre ambos grupos sin asumir normalidad. Para cada metabolito se
calcul6 el estadistico de prueba y su p-valor asociado. Se consider6 un umbral de significancia
relajado (p <0.1), comtn en estudios exploratorios de biomarcadores donde se prioriza la
sensibilidad frente a la especificidad.

Los resultados de ambas pruebas se integraron para identificar aquellos metabolitos que presen-
taran diferencias significativas y homogeneidad de varianzas entre los grupos. Adicionalmente, se
calcularon los valores de —log;,(p-value) con el fin de facilitar su representacion grafica mediante
diagramas tipo volcano plot.

A partir de este anélisis, los compuestos se clasificaron en tres grupos:

= Significativos con logoFC >0: compuestos aumentados en el grupo RB.
= Significativos con logoFC <0: compuestos aumentados en el grupo RA.

= No significativos: compuestos con p > 0,1 o que no superaron el filtro de Levene.

Este enfoque combindé criterios estadisticos robustos con medidas de magnitud del efecto, lo que
permitié una identificacién méas confiable de compuestos diferencialmente expresados. Los resulta-
dos fueron visualizados mediante un volcano plot, donde cada punto representa un metabolito y
su posicion refleja tanto la magnitud del cambio como su significancia estadistica. Aquellos meta-
bolitos clasificados como significativos fueron ademés exportados en archivos separados segin su
predominancia en RA o RB, facilitando su anélisis posterior como posibles biomarcadores.

En conjunto, este esquema metodolégico combina supuestos realistas sobre la naturaleza de los
datos con practicas estadisticas recomendadas para analisis de alta dimensionalidad, fortaleciendo
la validez interna de los hallazgos y su potencial uso en investigaciones de validacién clinica.

6.8.1. Correlaciéon y anélisis multivariado

Para explorar patrones de relacién entre los metabolitos significativos, se calcularon coeficien-
tes de correlacion de Spearman entre todos los pares de compuestos. Esta prueba no paramétrica
mide asociaciones monotonas, siendo adecuada para datos de distribuciéon desconocida. Los coefi-
cientes obtenidos fueron visualizados mediante mapas de calor, agrupando los compuestos mediante
clisteres jerarquicos para facilitar la interpretacion de posibles rutas metabolicas compartidas o
asociaciones fisiopatologicas.

6.8.2. Representacion grafica de abundancia relativa

Finalmente, se construyeron diagramas de caja para cada uno de los metabolitos estadistica-
mente significativos, comparando su abundancia relativa entre RA y RB. Estas representaciones
permiten observar la mediana, el rango intercuartilico y la presencia de valores atipicos, proporcio-
nando una visién intuitiva sobre la variabilidad intra e intergrupal de los compuestos detectados.



CAPITULO 7

Resultados y Discusion

De acuerdo con lo definido en la seccion metodologica, que incluyé la recolecciéon de muestras
de aliento exhalado, anélisis por GC-MS y procesamiento estadistico comparativo entre grupos, se

presentan a continuacion los resultados obtenidos, en donde se identificaron diferencias significativas
en la abundancia relativa de compuestos entre los grupos RA y RB. Ademés de los resultados
experimentales obtenidos, se realizé un anéalisis documental y teérico del contexto metabdlico de los

compuestos de interés.

3.5 4
3.0+

2.59

. Anélisis de compuestos significativos

Tras aplicar la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon para comparar las intensidades relativas
de cada compuesto entre los grupos RA (alto riesgo) y RB (bajo riesgo), se gener6 un grafico

de volcan para visualizar los resultados.

Volcano Plot: RA vs RB
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Figura 7.1: Grafico de volcan de los compuestos diferenciadores entre RA y RB.

En el grafico se pueden ver dos grupos, los compuestos en rojo, a la izquierda, son los compues-

tos significativos para el grupo de alto riesgo de desarrollar diabetes. Los azules, a la derecha,
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son los significativos en el grupo de bajo riesgo de desarrollar diabetes. En la siguiente tabla

se muestra el grupo de compuestos significativos en RA:

Alignment 1D

Metabolite name

18
22
74
75
86
129
130
131
185
274
310
411
418
449
545
951
560
o981
652
670
720
726
729
767
793
794

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

2-PENTANOL

Unknown

Unknown

2-HEXANONE

octanone (2-)

Unknown

Unknown

BUTANEDIOIC ACID DIMETHYL ESTER
3,5-DIMETHYLPYRIDINE
Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

3(S)-CITRONELOL
2-PHENYLPROPIONALDEHYDE
Unknown

ETYLENEGLYCOL MONOPHENYL ETHER
Unknown

Unknown

Unknown

Cuadro 7.1: Compuestos significativos identificados en el grupo RA

En la tabla se observan 26 compuestos significativos encontrados en el grupo RA, de los
cuales 8 fueron identificados como metabolitos conocidos y 18 permanecen como compuestos

desconocidos.

2. Identificacion de compuestos significativos mas relevantes
Para priorizar compuestos de interés, se seleccionaron los 4 compuestos desconocidos mas
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significativos (ID 581, 560, 411, 545), y se realiz6 su identificacién con MassHunter y la libreria
NIST. Los compuestos identificados se pueden ver en la siguiente tabla:

Sample ‘ RT MSdial ‘ RT Mass Hunter | Compound

Probability (%)

581 325 21.767
560 177 21.450
411 193 20.0967
945 283 20.084

Cuadro 7.2: Compuestos significativos identificados en el grupo RA con Mass Hunter y

NIST

21.768
21.448
20.096
20.089

Octanal

5-Hepten-2-One, 6 methyl-
Cyclotetrasiloxane, octamethyl-
Cyclotetrasiloxane, octamethyl-

87.2
80.8
87.1
85.5

la libreria

Para poder continuar se revisaron los compuestos filtrados por el anélisis de las muestras
blanco, y se encontr6é que el Cyclotetrasiloxane, octamethyl- fue uno de los compuestos eli-

minados por el filtro. Por ello, se conservaron tnicamente los compuestos 581 y 560 para
el analisis posterior, que corresponden a los compuestos octanal y 6 methyl-5-Hepten-2-One

respectivamente.

3. Estudio de correlacién
Se integraron los 8 metabolitos conocidos y los 2 identificados y aceptados (octanal y 6 methyl-
5-Hepten-2-One) para generar un mapa de calor, el cual permiti6é observar patrones de coex-
presion y correlacién entre compuestos.
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Figura 7.2: Mapa de calor de metabolitos significativos relevantes en RA.
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En el mapa de calor se observa que los compuestos 2-phenylpropionaldehyde, octanone (2-),
2-hexanone y butanedioic acid dimethyl ester presentan una correlacién positiva en sus patro-
nes de expresion, lo que indica que tienden a aumentar o disminuir de forma conjunta en las
muestras analizadas. Esta coexpresion sugiere que podrian estar modulados por factores co-
munes, lo cual abre la posibilidad de una exposicién compartida, una respuesta fisiopatoldgica

convergente, o una combinacién de ambas.

4. Diagramas de caja

Normalized Area Normalized Area
g {
Normalized Area

Normalized Area

Mormalized Area

Se construyeron diagramas de caja (boxplots) para comparar visualmente la distribucion de
las intensidades relativas entre RA y RB. En la mayoria de los casos, los compuestos mostraron
una tendencia clara de sobreexpresion en RA, lo que refuerza su posible rol como biomarcadores

respiratorios en etapas tempranas del riesgo de DM2.
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Figura 7.3: Diagramas de caja de los compuestos significativos relevantes en RA.

La distribucion diferencial de los metabolitos en los diagramas de caja refuerza su potencial
como discriminadores metabdlicos para personas de riesgo alto de desarrollar diabetes, se
observa que las medianas son consistentemente mas altas en RA que en RB, ilustrando las

diferencias significativas entre ambos grupos para cada uno de los compuestos.
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5. Analisis del contexto metabolico de los compuestos

Con el fin de comprender la relevancia fisiopatologica de los compuestos identificados, se realizo
un analisis del contexto metabélico de cada uno considerando su origen, ya sea endbégeno o
ex6geno. Este andlisis se sustentd en literatura cientifica, enfocandose en rutas metabdlicas,
condiciones fisiopatologicas asociadas y posibles mecanismos de produccién o acumulacion en
el organismo humano.

= 2-Pentanol:
El 2-pentanol es un alcohol secundario de produccién exégena. Un estudio reciente eva-
lud la conversién metabélica de 2-pentanona a 2-pentanol en hepatocitos humanos y en
voluntarios sanos y pacientes con cirrosis hepatica. Tras la administracion oral de 100 mg
de 2-pentanona, se observé un aumento significativo de 2-pentanol en el aliento exhalado,
alcanzando un incremento superior a 100 veces en los primeros 10 minutos. Los pacientes
con cirrosis mostraron niveles mas elevados de 2-pentanol en comparacién con los con-
troles sanos, lo que sugiere una alteraciéon en la actividad de la alcohol deshidrogenasa
hepéatica [67].
Este hallazgo indica que el 2-pentanol puede ser detectado en el aliento humano tras la
ingestién de su precursor, y su concentracion puede reflejar el estado funcional del higado.
Sin embargo, no existen evidencias solidas de que el 2-pentanol se produzca y exhale de
manera significativa en condiciones fisiologicas normales o en ausencia de administracién
exogena de precursores [68].
Por otro lado, un estudio publicado por Fernandez del Rio et al. (2015) identifico a la 2-
pentanona como uno de los compuestos volatiles significativamente elevados en el aliento
de pacientes con cirrosis hepéatica, en comparacién con sujetos sanos. Tras el trasplante
de higado, los niveles de este compuesto disminuyeron notablemente, lo que respalda su
relaciéon con la disfunciéon hepéatica. Los autores proponen a la 2-pentanona, junto con
metanol y limoneno, como biomarcadores respiratorios potenciales para el diagnéstico
no invasivo de enfermedades hepaticas, e incluso para su deteccién en etapas tempranas
[69].
FEn este contexto, la deteccion de 2-pentanol en individuos con riesgo metabélico elevado,
como los participantes del presente estudio, podria interpretarse como un marcador indi-
recto de una mayor producciéon endégena de 2-pentanona, reflejando posibles alteraciones
subclinicas en el metabolismo hepéatico o en el manejo de cetonas. Dado que condiciones
como la resistencia a la insulina y el sindrome metaboélico afectan las rutas de oxidaciéon
de acidos grasos y la eficiencia enzimatica hepéatica, la presencia de 2-pentanol podria
tener relevancia fisiopatologica como indicador de desregulacién metabodlica en estados
prediabéticos.

= 3(S)-Citronelol:
El citronelol es un monoterpeno caracteristico de diversos aceites esenciales de origen
vegetal. La presencia de citronelol en el cuerpo humano se atribuye exclusivamente a



50

Capitulo 7. Resultados y Discusion

fuentes exégenas, tales como la ingestiéon de alimentos o productos herbales, la inhalacién
de vapores aromaticos o la aplicaciéon topica de aceites esenciales, y no a procesos de
biosintesis interna |70].

Etylenglycol Monophenyl ether:

Es un compuesto quimico sintético utilizado como conservante en cosméticos, farmacos y
productos industriales. No forma parte de ninguna ruta metabdlica humana natural. Su
presencia en el organismo Unicamente ocurre tras exposiciéon exoégena, como por ejemplo,
absorcion cuténea o ingestion accidental desde productos que lo contienen [71].

Octanone (2-):

La 2-octanona es una cetona alifatica que pertenece al grupo de las metil-cetonas. Desde
un enfoque bioquimico, la apariciéon de 2-octanona en el organismo puede explicarse por
rutas alternativas. Una de ellas es la descarboxilacion de 5-cetoécidos derivados de acidos
grasos, proceso que puede ocurrir en determinados contextos metabélicos alterados o por
accion de la microbiota [72]. De hecho, se ha propuesto que ciertas bacterias intestinales
o presentes en otras superficies corporales son capaces de transformar acidos grasos en
metil-cetonas como la 2-octanona a través de procesos fermentativos o mediante la accién
de enzimas especificas como las monooxigenasas |73].

El estudio de Bishop et al. (2018) aporta una evidencia importante sobre la relevancia
de la 2-octanona como biomarcador metabdlico. En su modelo experimental con babui-
nos, la 2-octanona fue uno de los compuestos volatiles significativamente elevados en
los animales que habian experimentado restriccion de crecimiento intrauterino (IUGR),
una condicién que se asocia directamente con mayor riesgo de desarrollar enfermedades
cardio-metabélicas en la vida adulta, incluyendo la diabetes tipo 2. Los investigadores
observaron un aumento de hasta 15 veces en los niveles de 2-octanona en estos animales,
coincidiendo con la presencia de resistencia a la insulina y un fenotipo prediabético inci-
piente. En su discusion, los autores plantean que este incremento puede estar reflejando
un estado inflamatorio y de estrés oxidativo, elementos reconocidos en la progresion hacia
la disfuncién metabolica [74].

2-Hexanone:

La 2-hexanona es una cetona volatil presente en lacas, pinturas y otros productos quimi-
cos. Sin embargo, existe cierta evidencia de que la 2-hexanona puede aparecer endogena-
mente. Su presencia ha sido confirmada en orina humana [75], en sangre periférica |[76] y
en aliento exhalado bajo hipoxia [77], lo que sugiere una produccién metabolica interna.
En un estudio reciente, Cozzolino et al. (2022) identificaron la 2-hexanona en muestras
de orina de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (T2DM), NAFLD, y su comorbili-
dad. Se observaron niveles significativamente mas altos de 2-hexanona en pacientes con
T2DM en comparacion con aquellos que presentaban simultdneamente NAFLD y T2DM,
lo cual podria reflejar una regulacion diferencial de las vias de oxidacion de lipidos y de
estrés oxidativo. Ademés, se destaca que su metabolito 2,5-hexanodiona puede interferir
con la homeostasis hormonal y activar procesos inflamatorios como la via del inflamaso-
ma NLRP3, implicando un papel patologico relevante [78]. En conjunto, estos hallazgos
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consolidan a la 2-hexanona como un biomarcador potencialmente ttil en el contexto
de trastornos metabdlicos como la T2DM, con implicaciones en inflamacién, disfuncién
hepatica y dano oxidativo.

Butanedioic acid dimethyl ester:

También conocido como dimetil succinato, es un derivado esterificado del 4cido succinico.
Mientras que el 4cido succinico tiene un rol fundamental en el metabolismo energético
celular, el dimetil succinato es principalmente un compuesto de uso industrial y no forma
parte de la bioquimica humana normal [79].

3,5-dimethylpyridine:

También conocida como 3,5-lutidina, es un compuesto usado como producto quimico,
no se produce de forma endbgena en el humano. Su presencia solo se explicaria por
contaminacion externa [80].

2-Phenylpropionaldehyde:

También conocido como 2-fenilpropanal, es un aldehido aromatico de cadena corta cuya
presencia en organismos humanos se ha asociado principalmente con fuentes exdgenas.
Hasta la fecha, no se ha descrito una ruta metabolica endégena en humanos que justifique
su biosintesis, por lo que su deteccién en matrices bioldgicas suele atribuirse a exposicién
ambiental, dietaria o a procesos metaboélicos microbianos [81].

Octanal:

Es un aldehido de 8 carbonos, también llamado aldehido caprilico, es un compuesto de
produccién endbégena en humanos, principalmente como resultado de la oxidacion de li-
pidos. El octanal ha sido identificado en diversas muestras bioldgicas, en especial en el
aliento exhalado y en tejidos sometidos a estrés oxidativo [82]. Estudios de biomarcadores
de cancer, por ejemplo, han mostrado que ciertas enfermedades se asocian con niveles
elevados de octanal originados internamente. En pacientes con céncer de pulmén, las
concentraciones exhaladas de octanal son significativamente més altas que en individuos
sanos o fumadores control, lo que sugiere que el tumor o el microambiente oxidativo del
cancer generan este aldehido [83]. Una de las fuentes endogenas més importantes del
octanal es la peroxidacion lipidica de acidos grasos insaturados presentes en los fosfoli-
pidos pulmonares, especialmente el acido oleico (w-9) y el acido palmitoleico (w-7). Bajo
condiciones de estrés oxidativo, especies reactivas de oxigeno (ROS) inducen la abstrac-
cion de hidrégenos en posiciones bis-alilicas de estas cadenas, iniciando un proceso de
radicales libres que lleva a la formaciéon de hidroperoxidos lipidicos. Estos intermedios
pueden ser degradados por metales redox-activos o enzimas especificas, como las gluta-
tidn peroxidasas o citocromos P450, produciendo escisiones de enlaces carbono-carbono.
Esta degradacion da lugar a fragmentos aldehidicos volatiles, entre los cuales el octanal
es uno de los productos predominantes cuando la escisién ocurre en acidos grasos con
dobles enlaces en posicion 9, como el oleico [84].

En enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus tipo 2, la hiperglucemia cronica
y la resistencia a la insulina generan un ambiente de estrés oxidativo persistente, promo-
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viendo la peroxidacion lipidica. Si bien la literatura disponible no posiciona al octanal
como marcador principal de diabetes, su formaciéon a partir de lipidos insaturados ba-
jo condiciones oxidativas sugiere que podria encontrarse en concentraciones alteradas en
pacientes con dismetabolismo, lo cual justifica su inclusion en analisis de VOCs asociados
a este contexto.

= 5-Hepten-2-one-,6 methyl:
Conocida como sulcatona, se produce de forma endogena en los seres humanos, particular-
mente en la piel. Este compuesto es un volatil caracteristico del olor humano, identificado
en el sudor y secreciones cutaneas. Un estudio clésico fraccion6 quimicamente el sudor
humano y hallé que la fraccion neutra (no acida) contenia, entre otros componentes,
6-metil-5-hepten-2-ona en cantidades significativas [85]. Ademaés, evidencia méas reciente
ha confirmado la presencia de este compuesto en el aliento exhalado humano. En un
estudio de Kononova et al. (2024), que analiz6 el perfil de compuestos orgénicos volatiles
(VOCs) en muestras de aliento mediante cromatografia de gases acoplada a espectrome-
tria de masas (GC-MS), la 6-metil-5-hepten-2-ona fue identificada como uno de los VOCs
significativamente aumentados en pacientes con cancer colorrectal frente a sujetos sanos

[86].

6. Concentracién semicuantitativa

A continuacidn, se presentan las concentraciones semicuantitativas estimadas para los 10 com-
puestos organicos volatiles (COVs) maés relevantes identificados en el grupo de alto riesgo (RA),
calculadas con base en la relacion de areas entre cada metabolito y su estandar asignado. Para
ello, se empled una solucion de control que contenia 250 pg/mL de tetracloruro de carbono,
hexano, cloroformo y ciclohexano, de la cual se adicionaron 20 pL. a cada muestra tras la
recoleccion. El volumen final de cada muestra fue registrado individualmente, lo que permitio
estandarizar las concentraciones en unidades de pg/mL.

Para asignar el estandar correspondiente a cada COV, se mape6 el rango de masas (m/z) de
los cuatro estdndares disponibles, y se eligi6é el mas cercano en masa a cada metabolito, como
se muestra en las siguientes tablas:

Estandar m/z
Chloroform 82.94
Cyclohexane 84.08
Carbon tetrachloride 116.89
Hexane 57.08

Cuadro 7.3: Mapeo del rango de masas de los 4 estandares
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Metabolito m/z  Estandar asignado m/z estandar Diferencia m/z

2-pentanol 73.05  Chloroform 82.94 9.89
3(s)-citronelol 69.04  Hexane 57.08 11.96
Ethyleneglycol monophenyl ether 94.04  Cyclohexane 84.08 9.96
2-octanone 43.04  Hexane 57.08 14.04
2-hexanone 43.04  Hexane 57.08 14.04
Butanedioic acid dimethyl ester 115.03 Carbon tetrachloride 116.89 1.86
3,5-dimethylpyridine 54.03  Hexane 57.08 3.05
2-phenylpropionaldehyde 57.03  Hexane 57.08 0.05
Octanal 142.15 Carbon tetrachloride 116.89 25.26
5-Hepten-2-one, 6-methyl 39.99  Hexane 57.08 17.09

Cuadro 7.4: Asignacion de estandares para los metabolitos segin la diferencia de masas

La concentracion semicuantitativa ( Csem;) se calculd mediante la siguiente expresion:

Ametabolito
Csemi = Cestandar X A
estandar

donde Cestandar representa la concentracion del estandar en la muestra, determinada a partir
del volumen anadido y el volumen final de la muestra. Esta aproximacion permitié convertir las
areas relativas en concentraciones absolutas aproximadas (pg/mL), facilitando la comparacion
directa entre muestras y entre grupos (RA vs RB).

Las siguientes tablas presentan las concentraciones semicuantitativas individuales por muestra,
agrupadas en tres series:

Metabolito Estandar 001 RA 007 RB 015 RA 016 RA 035 RA 038 RB 039 RA 042 RA 056 RA 061 RA
2-pentanol Chloroform 0.0201 0.0943 0.0256 0.0873 2.3367 0.1143 0.0215 0.2613 0.2477 0.1139
3(s)-citronelol Hexane 1.1074 2.8456 3.0832 1.4269 164.603 18.8309  10.2834  207.4035  42.6106  19.8962
slycol Monophenyl ether  Cyclohexane 0.1247 11.2791 0.1372 0.0965 30.3952 8.7375 0.7130 7.9545 7.2909 12.8800
- Hexane 2.9503 4.5817 0.4972 1.0417 182.3002  10.5535 5.4144 76.9672 12.4532 9.2027
2-hexanone Hexane 4.0262 7.1022 1.0865 1.1702 298.152 29.1981 7.0998 89.9807 41.6399  27.5689

071 RA 078 RB 094 RA 099 RA
0.3262 0.1978 0.2972 0.2493
105.4995  45.6583  21.9499  127.4503
20.0010 16.0713 6.2509
41.3063  75.2594 45.5709
74.8538  39.2667 58.2618

Butanedioic acid dimethyl ester Carbon tetrachloride — 0.0284 0.9833 0.0538 0.0188 3.1435 0.0905 1.4857 0.5664 1.9057 0.4893
3,5-dimethylpyridine Hexane 1.4442 5.5801 0.8726 0.5027 17 5 9.6900 2.2608 81.0317 12.3166 6.9817 69.4336 X 44.1736
2-phenylpropionaldehyde Hexane 1.8583 4.0210 0.7421 0.7978 206.9276  11.8326 3.8975 54.7474 52996  28.3524  44.4794  54.9001 30.2547  49.6480
Octanal Carbon tetrachloride  0.0133 0.2057 0.0127 0.0055 0.1205 0.8503 0.0469 0.2726 . 0.2547 2.7458 0.5044 2.0217 0.6503 0.1939
5-Hepten-2-one, 6-methyl Hexane 20.2360 2.8384 5.3455 20.1750  1689.9562  25.2672  29.6445 1004.8555 372.6196 128.0374 103.1532 616.1820 192.8867 316.0467 523.5783

Cuadro 7.5: Concentracion semicuantitativa (ug/mL) de cada metabolito en las muestras analizadas
(primer serie de muestras)
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Metabolito Estandar 105 RA 108 RB 112 RA 116 RB 127 RA 129 RA 146 RB 147 RA 150 RB 173 RA 174 RB 175 RA 176 RA 177 RA 179 RB
2-pentanol Chloroform 0.0247 0.3667 0.2659 0.1344 3.3939 0.1369 0.1758 0.2038 0.0495 0.4101 0.2814 0.4256 1.3587 0.0427
3(s)-citronelol Hexane 4.2526 5.9387 58.9142 31.0704  179.7516  861.3912 3.0344 52.1971 5.8870 141.9393  98.5794  24.2091  30.7297 1.2482
Ethyl Tycol M henyl ether  Cyclol 3.1134 3.1320 101.2390  17.5505  39.7182  584.3496 5.9525 8.6850 2.8254 19.4500  55.8483  31.6701  320.4606 1.6979
2-octanone Hexane 4.6330 2.0412 35.8839 66.9068  464.5558  168.3402 0.6978 57.4980 3.6726 39.1173  130.5727  23.3138  45.2387 1.3616
2-hexanone Hexane 6.1698  10.2915  121.3214 106.1036 749.5126  199.4905  0.4636  90.5910  3.9569 85.8859  199.2428  37.6233  59.0719  0.3476
Butanedioic acid dimethyl ester Carbon tetrachloride  0.0140 0.1955 7.7997 1.4633 8.1721 4.3429 0.0721 0.8050 0.6221 2.6022 6.4478 9.0950 8.5205 0.3943
3,5-dimethylpyridine Hexane 1.8817 1.7889 38.8790 38.6399  101.5431 57.8492 0.7311 27.5887 2.9846 7 51.0805 10.4141 28.2738 0.2280

2-phenylpropionaldehyde Hexane 2.9153 2.4039 80.0920 514912 301.9061  98.9481 0.7353 24.8178 3.5808 7.1365 88.7533 171722 30.5193 0.3507
Octanal Carbon tetrachloride  0.0092 0.0229 5.7533 0.0689 0.4603 1.4705 0.0262 0.5333 0.0241 0.0289 1.8866 2.2014 2.2535 0.0243
5-Hepten-2-one, 6-methyl Hexane 100.1913  27.1009  1389.9240 206.9030 870.4817 1566.8134  9.7108 84.5653  54.5225  88.9889  456.9150 521.6057 152.0415 660.9238  4.7353

Cuadro 7.6: Concentracion semicuantitativa (ug/mL) de cada metabolito en las muestras analizadas
(segunda serie de muestras)

Metabolito Estandar 184 RB 186 RB 192 RB 193 RB 195 RA 200 RB 258 RB 269 RA 283 RB 285 RB 307 RA 310 RA 312 RA 325 RA 331 RA
2-pentanol Chloroform 0.3193 0.0747 0.6973 0.1952 6.8066 0.0787 0.1450 0.7177 0.2132 0.2267 0.7543 0.5097 0.6806 0.1081 0.1310

3(s)-citronelol Hexane 771795 1419783 11.2572  16.6213  187.2364 28.9102 629188  16.2868  28.8442 3.5969 44.0214 12,3507 113.6713  26.6472 146.3062
Ethyleneglycol Monophenyl ether  Cyclohexane 8.8599 6.5125 3.8378 2.1534  867.3772  7.2334 4.0334 87.0399  11.9966  52.9338  1282.7727 101.9601 6750.3796  6.6660 8.9630
2-octanone Hexane 49.8628  23.5481  14.0731  18.2167 177.1683 53.5536  10.5904  12.2958  30.8986  8.8523 26.5673  17.7762  101.0149  31.3990  95.7546
2-hexanone Hexane 126.2694  37.1919  43.8627  24.1211 388.1840 22,1406  32.8794  17.3365  40.1800  13.6834 48.8259 52,0180  170.8075  36.6191 137.4819
Butanedioi 0.4823 0.5071

cid dimethyl ester Carbon tetrachloride  0.8618 0.5614 0.5165 0.7051 68.2822 0.8864 0.2886 15.1138 0.3924 1.4079 13.1925 4.5781

3,5-dimethylpyridine Hexane 54.3453  24.0418  24.0599 6.4899 88.8034 24.2246 10.7907 4.6925 7.1371 2.0817 17.1092 4.0852 9.3063 14.2837
2-phenylpropionaldehyde Hexane 77.9945  24.6845  21.2219  10.6408 126.4053  32.1519  14.5670 7.9550 15.8360 3.2389 3306 76.4761 58.6582
Octanal Carbon tetrachloride  0.0653 0.0363 0.2223 0.2768 19.6641 0.1513 0.0160 4.0452 0.0180 0.5355 0.2373 0.3174 0.0990
5-Hepten-2-one, 6-methyl Hexane 686.8588 384.7530 153.6506 194.2832 54.3502 431.9192  60.6293  61.4852 268.9696  6.1728 83.3321 120.9614  1049.6677

Cuadro 7.7: Concentracion semicuantitativa (ug/mL) de cada metabolito en las muestras analizadas
(tercera serie de muestras)

En la siguiente tabla se presenta la concentracién promedio para los grupos RA y RB, respec-

tivamente.
Metabolito Estandar asignado Promedio RA (ug/mL) Promedio RB (ug/mL)
2-pentanol Chloroform 0.7381 0.2672
3(s)-citronelol Hexane 95.4159 36.4530
Ethyleneglycol Monophenyl ether Cyclohexane 383.4439 11.3404
2-octanone Hexane 67.1387 23.9692
2-hexanone Hexane 110.1034 37.4267
Butanedioic acid dimethyl ester Carbon tetrachloride 6.6417 1.9409
3,5-dimethylpyridine Hexane 35.8379 16.6157
2-phenylpropionaldehyde Hexane 54.3305 24.4828
Octanal Carbon tetrachloride 1.7535 0.4161
5-Hepten-2-one, 6-methyl Hexane 462.8283 181.7372

Cuadro 7.8: Concentracion semicuantitativa promedio (ug/mL) de cada metabolito segin tipo de
muestra RA y RB

En el siguiente grafico se visualiza la comparaciéon grafica de las concentraciones semicuan-
titativas promedio (en ug/mLL) de los 10 compuestos significativos entre los grupos RA y
RB. Este grafico permite observar de forma clara las diferencias en abundancia relativa entre
los dos grupos. Estas diferencias son consistentes con los hallazgos del anélisis estadistico y
refuerzan la posible utilidad de estos compuestos como marcadores metabdlicos tempranos
asociados al riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2.
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Figura 7.4: Comparacion de concentraciones semicuantitativas promedio (ug/mL) de los metabolitos
significativos entre los grupos RA y RB.

7. Resumen de los resultados
En las siguientes tablas se muestra un resumen de los 10 COVs resultados y algunos datos de
interés para su consideracién.

ID | RT (min) | Metabolito MWW p-Value | Levene p-Value LogyFC Producciéon Endégena Reportada
129 14.747 2-pentanol 0.0802 0.8887 -0.5256 Posible (desde 2-pentanona via metabolismo hepético)
670 27.484 3(s) citronelol 0.0655 0.2628 -0.3218 No

729 28.699 Ethylene glycol monophenyl ether 0.0403 0.1950 -0.5417 No

274 19.247 Octanone (2-) 0.0886 0.4487 -0.5839 Si

185 16.951 2-hexanone 0.0802 0.7640 -0.2520 Si

418 22.541 Butanedioic acid dimethyl ester 0.0503 0.6025 -0.4218 No

449 23.279 3,5-dimethylpyridine 0.0763 0.4192 -0.1958 No

720 28.541 2-phenylpropionaldehyde 0.0340 0.7006 -0.4383 No

581 25.861 Octanal 0.0074 0.3970 -1.1919E+16 | Si

560 25.489 5-Hepten-2-one, 6 methyl- 0.0031 0.0733 -0.9184 Si

Cuadro 7.9: Resumen estadistico de los 10 compuestos orgénicos volatiles (COVs) significativos mas
relevantes diferenciadores en RA.






CAPITULO 8

Conclusiones

Conclusiones

Este trabajo permitio realizar una exploracion de los compuestos organicos volatiles (COVs)
presentes en el aliento exhalado condensado (AEC), diferenciando entre individuos con alto y ba-
jo riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (DM2), y aportando evidencia sobre su potencial
como herramienta de tamizaje metabolico no invasiva. A través de un anélisis estadistico riguroso,
basado en pruebas no paramétricas, visualizaciones comparativas y validacién documental, se logré
identificar un conjunto de compuestos significativamente asociados con un mayor riesgo metabdlico.

En total, se identificaron 26 compuestos diferenciadores en el grupo de alto riesgo (RA), de
los cuales 8 fueron reconocidos como metabolitos conocidos. Adicionalmente, entre los compues-
tos inicialmente clasificados como desconocidos, se seleccionaron los cuatro mas relevantes para su
identificacion estructural mediante el software MassHunter y la libreria NIST. Dos de ellos fueron
descartados posteriormente tras ser identificados como contaminantes mediante anélisis de mues-
tras blanco. Entre los compuestos identificados y confirmados como de posible origen endégeno se
destacan el octanal, la 2-octanona, la 2-hexanona y la sulcatona, que resultan fisiopatolégicamente
relevantes por su implicacion en procesos como la peroxidacién lipidica, el estrés oxidativo, la disfun-
cion hepética y otras alteraciones metabolicas. A este grupo se suma el 2-pentanol, cuya produccién
endobgena ha sido reportada experimentalmente en condiciones de dano hepatico, lo que sugiere su
potencial como marcador indirecto de alteraciones metabélicas incipientes.

Mas alla de los hallazgos analiticos, este estudio representa una contribucién metodologica al
campo de la metabolémica respiratoria, al demostrar que, mediante una combinacién de técnicas
accesibles como GC-MS, herramientas de identificacién espectral y anélisis estadistico adecuado, es
posible generar informacion clinicamente relevante. La integracién de procedimientos cuantitativos,
controles de calidad y evaluacion fisiopatologica fortalece la propuesta de los COVs como indicadores
exploratorios en etapas tempranas de disfuncién metabdlica.

A pesar de los resultados prometedores, se reconocen limitaciones importantes, entre ellas el
tamano reducido de la muestra, la variabilidad intraindividual del volatiloma y la necesidad de
validacion externa en poblaciones independientes. Asimismo, es fundamental avanzar en la estan-
darizacion de protocolos de recoleccion y en el control de factores exdgenos (como alimentacion,
microbiota y ambiente) que puedan influir en la composiciéon del aliento. Otra limitacion meto-
dologica relevante fue la ausencia de una muestra basal ambiental (aire del entorno), que hubiese
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permitido distinguir con mayor claridad los compuestos derivados del ambiente respecto a los pro-
pios del aliento exhalado. Aunque se implement6 un filtrado de blancos, este abordaje no permite
establecer un umbral absoluto de senal ambiental ni identificar compuestos que estén presentes si-
multdneamente en ambiente y muestra biolégica.

Para abordar esta limitacion, se recomienda que futuros estudios incluyan blancos de campo re-
colectados simultaneamente durante la toma de muestras, lo cual permitiria identificar compuestos
volatiles ambientales con mayor precision. En cuanto al tamano muestral, se realizé6 una estimacion
retrospectiva basada en poder estadistico para detectar diferencias con un tamano del efecto medio
(d = 0,5), una significancia de a = 0,05 y un poder estadistico del 80 %. Bajo estos parametros, se
requieren aproximadamente 64 participantes por grupo, es decir, un total de 128 sujetos para lograr
una robustez estadistica adecuada.

En conjunto, estos resultados sientan las bases para futuros desarrollos en medicina preventiva
personalizada, mediante herramientas diagnésticas basadas en sensores de aliento, dispositivos por-
tatiles y algoritmos de predicciéon multivariada. El enfoque propuesto no solo tiene implicaciones
para el diagnostico temprano de la DM2, sino también para el monitoreo continuo del riesgo meta-
bélico y la intervencién oportuna en poblaciones vulnerables.

Finalmente, este estudio reafirma el valor del enfoque interdisciplinario que articula ingenieria
biomédica, quimica analitica, estadistica y salud publica como via para abordar desafios complejos
como la diabetes tipo 2 desde una perspectiva innovadora, tecnolégica y socialmente pertinente.
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Trabajos Futuros

Los resultados obtenidos en esta investigacion abren miltiples posibilidades para profundizar en
el estudio de los compuestos organicos volatiles (COVs) como herramientas diagnosticas no invasivas
en el contexto de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). A continuacion, se proponen algunas lineas de
trabajo futuro que podrian fortalecer, complementar o extender los hallazgos de este estudio:

1. Ampliacién del tamano muestral y validacién poblacional: Realizar estudios con un
mayor niamero de participantes permitiria aumentar la potencia estadistica y confirmar la re-
producibilidad de los compuestos identificados como diferenciadores. Asimismo, la inclusion de
individuos con diagnéstico clinico confirmado de DM2 podria permitir validar los compuestos
no solo como indicadores de riesgo, sino también como posibles marcadores diagnésticos o de
progresion.

2. Monitoreo longitudinal del perfil de VOCs: Implementar un seguimiento temporal de los
participantes clasificados como de alto riesgo permitiria evaluar si los compuestos identificados
presentan estabilidad, evolucién o anticipacién respecto a la aparicién clinica de la enfermedad.
Esto aportaria evidencia clave para su uso en programas de tamizaje predictivo.

3. Control ambiental riguroso y muestreo del entorno: Incluir en futuros protocolos la
recoleccién sistematica de muestras de aire ambiental en los lugares donde se realice la toma
de aliento, con el fin de distinguir de manera mas precisa entre VOCs de origen endégeno y
aquellos derivados de exposicion externa.

4. Diseno de sensores selectivos o dispositivos portatiles: A largo plazo, los compuestos
mas robustos identificados podrian ser la base para el disefio de biosensores o dispositivos de
aliento portatiles, con aplicaciones potenciales en tamizaje comunitario, atencién primaria o
monitoreo domiciliario en poblaciones vulnerables.

5. Estudios multicéntricos en diferentes contextos geograficos y étnicos: Validar los
perfiles de VOCs en diversas poblaciones permitiria evaluar la robustez y generalizabilidad de
los hallazgos, asi como identificar factores ambientales o genéticos que modulan su expresion.

Estas lineas de trabajo futuro permitirian avanzar hacia la consolidaciéon del aliento exhalado
como una matriz diagnostica alternativa, y hacia el uso de la metabolémica respiratoria como
herramienta estratégica en la deteccién temprana y no invasiva de enfermedades metabélicas cronicas
como la diabetes tipo 2.
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Anexo 1 — Cédigo para filtrado, normalizacién y analisis estadistico

import pandas as pd

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

import seaborn as sns

from scipy.stats import mannwhitneyu, levene
from sklearn.preprocessing import StandardScaler

file_path = "input/Area_Alignment.csv"

df

df .

df

df

ra_
rb_

= pd.read_csv(file_path, skiprows=3)

columns = df.iloc[0]
= df [1:].reset_index (drop=True)

= df .iloc[:, :75]

cols = [col for col in df.columns if ’RA’ in col]
cols = [col for col in df.columns if ’RB’ in coll]

all_sample_cols = ra_cols + rb_cols

df [all_sample_cols] = df[all_sample_cols].apply(pd.to_numeric, errors=’coerce’)

print (f"\nTotal compuestos antes del filtrado: {df.shape [0]}")

compuestos_excluir = [

"CYCLOHEPTATRIENE", "Putative:_ HEXANE", "HEXANE", "TRIMETHYL ,ORTHOFORMATE",
"CHLOROFORM",

"Putative: CYCLOHEXANE", "CYCLOHEXANE", "CARBON_ ,TETRACHLORIDE", "BENZENE",

"2,4-DI-TERT-BUTYLPHENOL", "ORTHOLXYLENE", "Putative: /META-XYLENE", "BUTYL_ ,ACETATE",

"Putative: ,0CTAMETHYLCYCLOTETRASILOXANE", "OCTAMETHYLCYCLOTETRASILOXANE",
"HEPTYLALDEHYDE",

"2-BUTOXYETHANOL", "ISOPROPYLBENZENE", "DOCOSANE", "4-ETHYLPYRIDINE", "HEPTANOL",

"dihydromyrcenol", "Putative: 3-ETHYL-2,6,10-TRIMETHYLUNDECANE", "heptacosane",

"Putative: heptacosane", "2,3,6-TRIMETHYLPYRIDINE", "OCTYLALDEHYDE", "Putative:,
2-ETHYLHEXANOL",

"TRIDECANE", "propamnoicyacid, 2-methyl-, 3-hydroxy-2,4,4-trimethylpentyl ester",

"2-ETHYLHEXANOL", "1-0CTANOL", "nonacosane", "DIETHYLENE_ ,GLYCOL_ DIBUTYL_ ETHER",

"Putative: DODECANE", "Putative:_eicosane", "4-HydroxyMandelate", "2-BUTOXYETHYL,
ACETATE",

"4-HydroxyMandelicyacid", "Putative:_ 4-Hydroxyphenylpyruvicgacid",
"4-Hydroxyphenylpyruvic, acid",

"undecanol (n-)", "Putative: NONANAL", "P-(1-PROPENYL)-TOLUENE", "NONANAL",

"Putative: ,PELARGONALDEHYDE", "1-METHYL-2-PYRROLIDINONE",

"3-METHYL -2-(TRIMETHYLSILYL)OXYBENZOIC_ ACIDTRIMETHYLSILYL_ ESTER",

"tetracosane", "TETRAHYDRO-BETA-NAPHTHYLACETATE", "2-ETHYLHEXYL ACETATE", "1-NONANOL",

"CROTONIC_ ACID_ BUTYL_,ESTER", "EICOSANE", "Putative:,1-NONANOL", "GERANYL  ACETONE",

"4 ,83-DIMETHYL -4-NONANOL", "Putative:_ NONANOL", "NONANOL", "Putative:

2-methyl -nonadecane",
"3,5,5-TRIMETHYL -2-CYCLOHEXENONE",
"propanoicacid, 2-methyl-, 1-(1,1-dimethylethyl)-2-methyl-1,3-propanediyl ester",

"DODECANOL", "P-ETHYLBENZALDEHYDE", "L-MENTHOL", "DECYLALDEHYDE",

"ACRYLIC_ ACID_ ,2-ETHYLHEXYL_ ESTER", "TETRAHYDROLAVANDULOL", "ALPHA-TERPINEOL",

"n-Eicosane", "TRANS-3-PHENYL-2-PROPENAL", "NONADECANE", "1,3-DI-TERT-BUTYLBENZENE",

"Putative: tetracosane", "OCTADECANE", "ISOAMYL_ BENZOATE", "1-DECANOL", "octadecanol
acetate",

"pentadecanol(n-)", "OCTYL_,BENZOATE", "PENTACOSANE", "1,2-BENZENEDICARBOXYLIC_ACID

DIETHYL_ ESTER"
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metabolite_col = "Metabolite name"

df = df ["df [metabolite_col].isin(compuestos_excluir)].copy ()
print (f"Compuestos ;despu sy deyeliminaci nymanual: {df.shape[0]}")

percentiles = df[all_sample_cols].quantile(0.75)

presente = df[all_sample_cols] >= percentiles

conteo_presencia = presente.sum(axis=1)

porcentaje_umbral = 0.90

limite = int(len(all_sample_cols) * porcentaje_umbral)

df _filtrado = df [conteo_presencia < limitel]

print (f"Compuestos totales: {df.shape[0]}, luegodel filtradoubicuo:y
{df _filtrado.shape[0]}")

compuestos_eliminados = df [conteo_presencia >= limitel.copy()

compuestos_eliminados.to_csv("Compuestos_eliminados_por_filtro.csv", index=False)

print (f"Compuestos eliminados por filtro,de percentil, y presenciajubicua:
{compuestos_eliminados.shape [0]}")

df = df_filtrado.copy ()

df [all_sample_cols] = df[all_sample_cols].div(df[all_sample_cols].sum(axis=0), axis=1)

df .to_csv("ArealAlignment_Normalizado.csv", index=False)
scaler = StandardScaler ()
autoscaled_data = pd.DataFrame(scaler.fit_transform(df[all_sample_cols]),

columns=all_sample_cols)

if df.columns[0] not in all_sample_cols:
autoscaled_data.insert (0, df.columns[0], df.iloc[:, 0])

autoscaled_data.to_csv("AreaAlignment_Autoscaled.csv", index=False)

df [’RA_median’]
df [’RB_median’]

df [ra_cols].median(axis=1)
df [rb_cols].median (axis=1)

df _filtered = df [(df [’RA_median’] > 1e-6) & (df [’RB_median’] > 1e-6)].copy()
df _filtered.reset_index (drop=True, inplace=True)
df _filtered[’log2FC’] = np.log2(df_filtered[’RB_median’] / df_filtered[’RA_median’])

p_values = []
wmw_statistic = []
levene_p_values = []

for i in df_filtered.index:
ra_values = df_filtered.loc[i, ra_cols].dropmna()
rb_values = df_filtered.loc[i, rb_cols].dropna()

levene_p = levene(ra_values, rb_values).pvalue if len(ra_values) > 1 and len(rb_values)

> 1 else np.nan

try:
ra_values = ra_values.astype(float)
rb_values = rb_values.astype(float)
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if len(ra_values) > O and len(rb_values) > O:
stat, p_value = mannwhitneyu(ra_values, rb_values, alternative=’two-sided’)
else:
stat, p_value = np.nan, np.nan
except Exception as e:
print (f"Erroren,fila {i}: {e}")
stat, p_value = np.nan, np.nan

p_values.append(p_value)
wmw_statistic.append(stat)
levene_p_values.append(levene_p)

df _filtered[’WMW_statistic’] = wmw_statistic
df _filtered[’p-value’] = p_values

df _filtered[’Levene_p-value’] = levene_p_values
df _filtered[’-logl0(p-value)’] = -np.loglO(df_filtered[’p-value’].fillna (1))
significance_threshold = 0.1

df _valid = df_filtered[df_filtered[’Levene_p-value’] >= 0.05].copy()
df _valid.reset_index (drop=True, inplace=True)
df _valid[’Significant’] = df_valid[’p-value’] < significance_threshold

print ("\n, Diagn stico,de filtrado,final:")
print ("Compuestostras Levene (>=,0.05):", df_valid.shape[0])
print ("Significativos,(pu<,0.05):", df_valid[’Significant’].sum())

significant_positive = df_valid[(df_valid[’Significant’]) & (df_valid[’log2FC’] > 0)]
significant_negative = df_valid[(df_valid[’Significant’]) & (df_valid[’log2FC’] < 0)]

print (" yAumentados en RB:", significant_positive.shape[0])
print (" yAumentados en RA:", significant_negative.shape[0])

print ("\nResumen,log2FC_ de significativos:")
print (df _valid[df_valid[’Significant’]][’log2FC’].describe())

no_sig df _valid[~“df_valid[’Significant’]]
sig_RA df _valid [(df_valid[’Significant’]) & (df_valid[’log2FC’] < 0)]
sig RB = df_valid[(df_valid[’Significant’]) & (df_valid[’log2FC’] > 0)]

plt.figure(figsize=(14, 10))

plt.scatter(
no_sig[’log2FC’],
no_sig[’-logl0(p-value)’],
color=’gray’,
alpha=0.5,
label=’Not_significant’

plt.scatter(
sig_RA[’log2FC’],
sig_RA[’-logl0(p-value)’],
color=’red’,
edgecolor=’black’,
alpha=0.7,
label=’Significant in RA’
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161 | plt.scatter(

162 sig_RB[’log2FC’],

163 sig_RB[’-logl0(p-value)’],

164 color=’blue’,

165 edgecolor=’black’,

166 alpha=0.7,

167 label=’Significant in RB’

168 |)

169

170 | for i, row in pd.concat([sig_RA, sig_RB]).iterrows():
171 plt.text(

172 x=row[’log2FC’],

173 y=row[’-logl0(p-value)’] + 0.1,

174 s=row[df.columns [0]],

175 fontsize=9,

176 ha=’center’

177 )

178

179 | plt.axhline (y=-np.loglO(significance_threshold),

180 linestyle=’--’, color=’black’, alpha=0.7)
181 | plt.axvline(x=0,

182 linestyle=’--’, color=’black’, alpha=0.7)
183

184 | plt.xlabel(’ L og Fold,Change, (RA,vs_ RB)’, fontsize=14)
185 |plt.ylabel(’- L o g (p-value)’, fontsize=14)

186 | plt.title(’VolcanoPlot: RA ,vs RB’, fontsize=16)

187 | plt.legend(fontsize=12)

188 | plt.grid(alpha=0.3)

189 | plt.tight_layout ()

190 | plt.show()

191

192

193 | df_valid[’Grupo_predominante’] = np.where(

194 df _valid[’Significant’],

195 np.where(df_valid[’log2FC’] < 0, ’RA’, ’RB’),

196 ’Noysignificativo’

197 |)

198 | df_valid.to_csv("Tabla_maestra_volcano.csv", index=False, sep=’;’)

199

200 | compounds_ra_final = significant_negative.iloc[:, [0, 4]].copy()

201 | compounds_ra_final[’p-value’] = significant_negative[’p-value’]

202 | compounds_ra_final[’log2FC’] = significant_negative[’log2FC’]

203 | compounds_ra_final[’-logl0(p-value)’] = significant_negative[’-1logl0(p-value)’]
204 | compounds_ra_final [’WMW_statistic’] = significant_negative[’WMW_statistic’]
205 | compounds_ra_final[’Levene_p-value’] = significant_negative[’Levene_p-value’]
206

207 | compounds_rb_final = significant_positive.iloc[:, [0, 4]].copy()

208 | compounds_rb_final[’log2FC’] = significant_positive[’log2FC’]

209 | compounds_rb_final[’-logl0(p-value)’] = significant_positive[’-loglO(p-value)’]
210 | compounds_rb_final [’WMW_statistic’] = significant_positive[’WMW_statistic’]
211 | compounds_rb_final[’Levene_p-value’] = significant_positive[’Levene_p-value’]
212

213 | compounds_ra_final.to_csv("wilcoxon_RA_aumentados.csv", index=False, sep=’;’)
214 compounds_rb_final.to_csv("wilcoxon_RB_aumentados.csv”, index=False, sep=’;’)
215
216 | print ("\n,Guardado:’wilcoxon_RA_aumentados.csv’")
217 print("Guardado:u’wilcoxon_RB_aumentados.csv’")
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Listing 10.1: Script en Python para el procesamiento estadistico de compuestos organicos volétiles
(COVs)

Anexo B. Coédigo para analsis de correlacion

import pandas as pd

import numpy as np

import seaborn as sns

import matplotlib.pyplot as plt

file_path_areas = "input/Area_Alignment.csv"

df _areas = pd.read_csv(file_path_areas, skiprows=3)
df _areas.columns = df_areas.iloc [0]

df _areas = df_areas[1:].reset_index (drop=True)

df _areas.rename (
columns={
df _areas.columns [0]: "ID",
df _areas.columns[4]: "Metabolite_name"
},

inplace=True

df _areas["ID"] pd.to_numeric(df_areas["ID"], errors=’coerce’)

ra_cols = [col for col in df_areas.columns if ’RA’ in str(col)]
print ("Columnas_ RA detectadas:", ra_cols)
id_nombre_dict = {

129: "2-pentanol",

670: "3(s)ycitronelol",

729: "Etylenglycol Monophenyl ether",
274: "Octanone, (2-)",

185: "2-hexanone",

418: "Butanedioicjacidydimethyl_ ester",
449: "3,5-dimethylpyridine",

720: "2-phenylpropionaldehyde",

581: "Octanal",

560: "5-Hepten-2-one-,6 methyl"

df _areas_filtered = df_areas[df_areas[’ID’].isin(id_nombre_dict.keys())].copy()
df _areas_filtered[’Nombre_final’] = df_areas_filtered[’ID’].map(id_nombre_dict)
df _RA = df_areas_filtered[[’Nombre_final’] + ra_cols].copy()

df _RA.set_index ("Nombre_final", inplace=True)

df _RA = df_RA.apply(pd.to_numeric, errors=’coerce’)

corr_RA = df _RA.T.corr (method=’spearman’)

g_RA = sns.clustermap (
corr_RA,
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cmap="coolwarm",
annot=True,
fmt=".2f",
linewidths=0.5,
figsize=(12, 10)
)

g_RA.fig.suptitle("Spearman Correlation - RA", fontsize=16)

g_RA.fig.subplots_adjust(top=0.92)

g_RA.ax_heatmap.set_xlabel("")
g_RA.ax_heatmap.set_ylabel ("")

plt.setp(g_RA.ax_heatmap.xaxis.get_majorticklabels (),
plt.setp(g_RA.ax_heatmap.yaxis.get_majorticklabels (),

plt.show ()

rotation=45,
rotation=0)

ha="right")

Listing 10.2: Script en Python para el analisis de correlacion entre los COVs significativos relevantes

en RA

Anexo C. Cdédigo para generacion de diagramas de caja

import pandas as pd

import numpy as np

import seaborn as sns

import matplotlib.pyplot as plt
import matplotlib.ticker as ticker
import math

df = pd.read_csv("AreaAlignment_Normalizado.csv", sep=
df .rename (columns={df.columns [0]: "ID"}, inplace=True)
id_nombre_dict = {

129: "2-pentanol",

670: "3(s)ycitronelol",

729: "Etylenglycol Monophenyl ether",
274: "Octanone, (2-)",

185: "2-hexanone",

418: "Butanedioicjacidydimethyl ester",
449: "3,5-dimethylpyridine",

720: "2-phenylpropionaldehyde",

581: "Octanal",

560: "H6-Hepten-2-one-,6 methyl"

df ["ID"] = pd.to_numeric(df["ID"], errors="coerce"
df = df[df["ID"].isin(id_nombre_dict.keys())].copy ()

df ["Metabolite name"] = df ["ID"].map(id_nombre_dict)
df ["Compound"] = df["ID"].astype(int).astype(str) + "

ra_cols = [c for ¢ in df.columns if " RA_," in c]
rb_cols [c for ¢ in df.columns if "_ RB_" in c]

df [ra_cols + rb_cols] = df[ra_cols + rb_cols].apply(pd

u’n)

u" + df ["Metabolite_ name"]

.to_numeric,

errors="

coerce"
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df _long = df .melt (
id_vars=["Compound"],
value_vars=ra_cols + rb_cols,
var_name="Sample",
value_name="Area"
) .dropna(subset=["Area"])
df _long["Group"] = np.where(df_long["Sample"].str.contains (" RA,"), "RA",

compounds = df_long["Compound"].unique ()
n = len(compounds)

cols = 3

rows = math.ceil(n / cols)

fig, axes = plt.subplots(rows, cols, figsize=(cols * 5, rows * 4))
axes = axes.flatten()

for i, comp in enumerate (compounds):
sub = df_long[df_long["Compound"] == compl]
ax = axes[i]

sns.boxplot (
data=sub,
x="Group",
y="Area",
palette={"RA": "skyblue", "RB": "lightcoral"},
width=0.6,
ax=ax

if (sub["Area"] > 0).all():
ax.set_yscale("log")
ax.yaxis.set_major_formatter (ticker.ScalarFormatter ())
ax.yaxis.set_minor_formatter (ticker.NullFormatter ())

ax.set_title(comp, fontsize=10)
ax.set_xlabel("")
ax.set_ylabel("Normalized Area", fontsize=9)
ax.tick_params (axis=’x’, labelsize=8)
ax.tick_params (axis=’y’, labelsize=8)
ax.grid(True, linestyle="--", alpha=0.4)

for j in range(i + 1, len(axes)):
fig.delaxes (axes[j])

plt.tight_layout ()
plt.show ()

" RB n)

Listing 10.3: Script en Python para la visualizacién de Boxplots de los compuestos significativos

relevantes en RA
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