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RESUMEN

El Dry Blood Spot técnica de muestreo que se destaca por su simplicidad y ser menos
invasivo siendo especialmente valioso para recolectar muestras en poblaciones jovenes y en
areas con recursos limitados. Sin embargo, el principal desafio radica en la potencial
variabilidad de los metabolitos debido a las condiciones de almacenamiento, lo cual puede
comprometer la validez de los datos obtenidos. El objetivo es identificar las condiciones de
almacenamiento que minimizan la degradacion de los metabolitos, crucial para la precision
en diagndsticos clinicos y estudios epidemioldgicos. Se incluy6 el uso de técnicas de
espectrometria de masas MALDI-TOF para analizar las muestras, que fueron almacenadas a
temperaturas de -80°C, -20°C, 4°C, 25°C y ambiente. En general, los resultados mostraron
que las muestras mantenidas a -80°C presentaron la mayor estabilidad metabol6mica. Sin
embargo, las temperaturas de -20°C y 4°C también proporcionaron condiciones aceptables de
almacenamiento, aunque con una estabilidad ligeramente reducida comparada con -80°C,
especialmente para periodos cortos. Mientras que temperaturas de 25°C no se recomienda su
uso. En conclusion, la investigacion subraya que, para muestras de sangre, aunque la
temperatura de -80°C es ideal, las temperaturas de -20°C y 4°C son viables para el
almacenamiento a corto plazo de muestras DBS. También, se destaco la necesidad de
protocolos de almacenamiento precisos para asegurar la fiabilidad de los anélisis
metaboldmicos. Estos hallazgos son fundamentales para la implementacion eficaz de DBS en
estudios clinicos y epidemioldgicos.

Palabras Clave: Dry Blood Spot, estabilidad metabolomica, MALDI-TOF, muestreos

accesibles
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ABREVIATURAS

ESPOL Escuela Superior Politécnica del Litoral
DBS Dried Blood Spot
TOF Tiempo de vuelo

MALDI Desorcion/ionizacion laser asistida por una matriz

ST Sangre total

S Suero

P Plasma

uv ultravioleta
SIMBOLOGIA

ml mililitro

v volumen

ul microlitro

g gravedad

rpm revoluciones por minuto

Hz hercio

\ voltios

Vi



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Descripcion del problema

El Dry Blood Spot (DBS) es una técnica de muestreo que ha ganado popularidad como
un método menos invasivo y econdmico para recolectar muestras de sangre capilar mediante un
simple pinchazo en el dedo. Este método es especialmente beneficioso para recolectar muestras
en poblaciones infanto-juveniles y en comunidades de bajos recursos (Fischer et al., 2019).
Ademas, las muestras de DBS, una vez secas, son mas estables que el plasma a temperaturas mas
altas, lo que reduce la necesidad de cadenas de frio estrictas hasta su almacenamiento a largo
plazo (Pumford, et al., 2020).

En este contexto, la metabolémica emerge como una herramienta poderosa para el
diagndstico clinico, la deteccion temprana de enfermedades y la evaluacion del estado general de
salud. El anélisis metaboldmico en muestras de DBS ofrece una alternativa eficaz a la
recoleccion de sangre venosa para estudios metabolémicos y epidemiolégicos (Li et al., 2020).
Sin embargo, la estabilidad de los metabolitos en las muestras de DBS puede verse
significativamente afectada por el tiempo y las condiciones de almacenamiento, lo que
representa un desafio importante para la validez de los datos obtenidos. Evaluar el impacto del
tiempo y la temperatura de almacenamiento en los perfiles metabolémicos es crucial para mitigar
errores en los resultados y diagnosticos (Hasam, et al., 2021).

Una de las principales problematicas en el diagndstico utilizando perfiles metabolémicos
es la obtencion de datos precisos y confiables en estudios a largo plazo, especialmente en
contextos clinicos y epidemioldgicos donde las muestras de DBS se utilizan cada vez més
(Fischer et al., 2019). La variabilidad en las condiciones de almacenamiento puede introducir

errores significativos en la interpretacion de los resultados, afectando la fiabilidad y precision de



las investigaciones y, en Gltima instancia, el desarrollo de intervenciones y tratamientos basados
en estos hallazgos (L1, et al., 2020).

A través de este proyecto, se pretende analizar diferentes formas de almacenamiento para
determinar condiciones, diferentes a las utilizadas cominmente en laboratorios, que permitan
mantener la estabilidad de los metabolitos en DBS. La observacion y medicion de la estabilidad
de los metabolitos bajo diferentes condiciones de almacenamiento es susceptible de ser analizada
de manera sistematica, utilizando desorcién-ionizacién por laser asistido por matriz -tiempo de
vuelo (matrix assisted laser desorption ionization time of flight, MALDI-TOF). Estas tecnologias
permitiran evaluar la variabilidad en los perfiles metabolémicos y determinar las condiciones

Optimas que preserven la integridad de las muestras a lo largo del tiempo.
1.2 Justificacion del problema

La necesidad de abordar la estabilidad de los metabolitos en muestras de sangre en "Dry
Blood Spot" (DBS) bajo diferentes condiciones de almacenamiento es crucial para asegurar la
validez y confiabilidad de los estudios metabolomicos (Clish, 2015). La precision de los perfiles
metaboldémicos es fundamental para la identificacion de biomarcadores y el desarrollo de
intervenciones terapéuticas basadas en datos. La variabilidad introducida por las condiciones de
almacenamiento puede comprometer significativamente la calidad de los datos, lo que afecta
negativamente la interpretacion de los resultados y, en Gltima instancia, las decisiones clinicas y
de salud publica que dependen de estos estudios (Liu, et al., 2021).

La principal justificacion para abordar este problema es la mejora de la precision y
fiabilidad de los datos metabolomicos. Estudios previos han demostrado que los metabolitos en
DBS pueden ser estables a ciertas temperaturas, pero esta estabilidad puede variar

considerablemente dependiendo de las condiciones de almacenamiento (Gupta & Mahajan,



2018). Al identificar y recomendar las mejores practicas de almacenamiento, se puede asegurar
que los datos obtenidos sean representativos y precisos, minimizando errores y sesgos en la
investigacion (Li, et al., 2020).

En la préactica clinica, la importancia de utilizar Dry Blood Spot (DBS) radica en su
naturaleza menos invasiva comparada con las técnicas de muestreo tradicionales, como la
extraccion de sangre venosa (Xue et al., 2018). Esta caracteristica es especialmente valiosa en
poblaciones vulnerables como nifios, ancianos y personas ubicadas en areas remotas. Al ser
menos invasivos de los procedimientos de recoleccion, el DBS facilita la participacion en
estudios longitudinales y de desarrollo que requieren multiples puntos de recoleccion de
muestras sin someter a los participantes a estrés adicional (Wang, et al., 2021).

En el contexto de la investigacion, el uso de DBS se extiende mas alla de su simplicidad
y no invasiva. En estudios epidemioldgicos a gran escala y en contextos de recursos limitados,
donde el acceso a infraestructura avanzada para almacenamiento en frio puede ser escaso, las
muestras de DBS ofrecen una ventaja significativa (L, et al., 2020). Son faciles de recolectar,
almacenar y transportar, y su estabilidad a temperaturas mas altas reduce los requisitos para
cadenas de frio estrictas, lo que disminuye los costos asociados con el transporte y
almacenamiento de muestras biolédgicas. Estos beneficios logisticos y econdmicos hacen que el
DBS sea ideal para la recoleccion de muestras en areas donde la infraestructura de
almacenamiento en frio es limitada o inexistente (Pumford, et al., 2020).

Optimizar las condiciones de almacenamiento de las muestras de DBS tiene
implicaciones criticas tanto para la practica clinica como para la investigacion. Al establecer
protocolos de almacenamiento robustos, se permite la realizacion de estudios mas consistentes y
comparables, lo que facilita la validacion de hallazgos y el desarrollo de nuevos biomarcadores

(Malsagova et al., 2020). Ademas, mejorar la estabilidad de los metabolitos en estas muestras es



crucial para asegurar la fiabilidad de los datos recolectados, especialmente en estudios que
involucran andlisis metabolomico. Esto contribuye a la mejora continua del marco de
herramientas metaboldémicas utilizadas en diversas aplicaciones cientificas y médicas (Clish,

2015).
1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Analizar la estabilidad del perfil metabolémico de muestra de sangre en DBS para la
comparacion del efecto de los cambios de temperatura y tiempo mediante espectrometria de

masa por MALDI-TOF
1.3.2 Objetivos especificos

e Comparar la estabilidad de los perfiles metaboldmicos con respecto a la temperatura y
tiempo de almacenaje mediante analisis de componente principales
e Comprobar la efectividad del Dried Blood Spot como técnica de muestreo para definir las

condiciones de temperatura y tiempo de almacenamiento 6ptimas
1.4 Marco tedrico
1.4.1 Introduccién a la metabolémica

La metabolémica es el estudio exhaustivo de los metabolitos pequefios, también
conocidos como metabolitos, en un sistema bioldgico (Chen et al., 2022). Estos metabolitos son
productos finales de las rutas metabdlicas y proporcionan una vision integral de los procesos
bioquimicos en curso dentro de una célula, tejido u organismo (Roessner & Bowne, 2009). La
metaboldémica puede dividirse en dos enfoques principales: dirigida y no dirigida. La

metaboldémica dirigida se enfoca en cuantificar un conjunto especifico de metabolitos conocidos,



mientras que la no dirigida intenta identificar y cuantificar todos los metabolitos presentes en la

muestra sin hipotesis preconcebidas (Liu, et al., 2021).
1.4.2 Perfiles metabolomicos

Un perfil metabolomico es el conjunto de metabolitos que se encuentra en un organismo
0 muestra bioldgica en un momento especifico. Este perfil proporciona una instantanea del
estado metabolico del organismo, reflejando las interacciones complejas y dindmicas de sus
procesos bioguimicos. La creacion de perfiles metabolomicos permite la identificacion de
cambios en las concentraciones de metabolitos que pueden estar asociados con enfermedades,
respuestas al tratamiento o variaciones fisiologicas (Buergel et al., 2022). Al analizar estos
perfiles, los investigadores pueden detectar biomarcadores potenciales para el diagnostico precoz
de enfermedades, monitorear la progresion de patologias y evaluar la efectividad de
intervenciones terapéuticas (Shah et al., 2012). Ademas, los perfiles metabolémicos facilitan una
comprension mas profunda de las rutas metabdlicas y su regulacién, ofreciendo insights valiosos
sobre la biologia subyacente de diversas condiciones clinicas y fisioldgicas (Raffone, et

al.,2020).
1.4.3 Técnicas analiticas en metaboldmica

Las técnicas analiticas empleadas en la metabolomica son variadas y se escogen en
funcién del trabajo de investigacién, recursos, tiempo o tipo de muestra por analizar. Las
principales técnicas incluyen:

e Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS): En el campo
de la metaboldémica es la técnica mas versatil por su alta sensibilidad y capacidad para

analizar una amplia gama de metabolitos. La LC-MS puede separar metabolitos en



funcién de sus propiedades quimicas y luego identificarlos y cuantificarlos mediante
espectrometria de masas (Coelho, et al., 2020).

Tiempo de vuelo de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF):
Es una técnica avanzada de espectrometria de masas utilizada para identificar moléculas
basdndose en su masa y carga. Se utiliza en este estudio debida por su rapidez y
eficiencia, permitiendo analisis rapidos que son esenciales en laboratorios clinicos y de
investigacion. Es altamente sensible y especifica, capaz de detectar moléculas en
muestras muy diluidas, lo que la hace ideal para estudios que requieren la deteccién de
compuestos a niveles de trazas. MALDI-TOF es especialmente util para analizar
macromoléculas como proteinas y péptidos, aplicandose en una variedad de campos,
incluyendo la identificacion de microorganismos en microbiologia clinica, anélisis de
proteinas en biologia molecular, y en la industria farmacéutica para el control de calidad.
Ademas, requiere una preparacion de muestra relativamente simple y es no destructiva,
permitiendo que las muestras puedan ser recuperadas y reanalizadas si es necesario
(Singhal, et al., 2015).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR): Aunque menos sensible que
las técnicas de espectrometria de masas, la NMR proporciona informacion estructural
detallada de los metabolitos y es no destructiva (Yang, et al., 2020).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS): Utilizada
principalmente para metabolitos volatiles y semivolatiles, esta técnica ofrece una

resolucion mas alta y permite de forma precisa cuantificar (Luo, et al., 2021).



1.4.4 Importancia de las muestras de sangre en "'Dry Blood Spot** (DBS)

Las muestras de DBS ofrecen una alternativa menos invasiva y mas practica a la
recoleccion de sangre venosa, especialmente en estudios epidemioldgicos y clinicos de gran
escala. Las DBS se obtienen mediante un simple pinchazo en el dedo, y la sangre recolectada se
deja secar en una tarjeta de filtro. Una vez secas, estas muestras son mas estables y faciles de
almacenar y transportar que las muestras de plasma, lo que reduce la necesidad de una cadena de

frio estricta (Wang, et al., 2021).
1.4.5 Impacto del tiempo y la temperatura de almacenamiento en DBS

La estabilidad de los metabolitos en DBS es un factor critico que puede influir
significativamente en la precision de los analisis metabolémicos. Se ha visto como ciertas
condiciones de temperatura y tiempo, posee un degradacion e impacto en la estabilidad de los
metabolitos de diferentes maneras (L, et al., 2020) (Moat, et al.,2020):

e Temperaturas ultra-bajas (-80 °C): Las temperaturas ultra-bajas son las mas efectivas
para preservar la estabilidad de los metabolitos en DBS a lo largo del tiempo. Estudios
han mostrado que los perfiles metabolémicos permanecen estables durante varios meses
cuando las muestras se almacenan a -80 °C.

e Temperaturas de congelacion (-20 °C): Las temperaturas de congelacion también
ofrecen una alternativa viable para el almacenamiento de DBS, aunque con una menor
eficacia en la preservacion de algunos metabolitos en comparacion con las temperaturas
ultra-bajas. La estabilidad de los perfiles metabolémicos a -20 °C es intermedia entre las
temperaturas ultra-bajas y de refrigeracion.

e Temperaturas de refrigeracion (4 °C): Las muestras almacenadas a 4 °C presentan

mayor inestabilidad en comparacion con las almacenadas a temperaturas ultra-bajas. Sin



embargo, ciertos metabolitos, especialmente los lipidos, pueden mantenerse
relativamente estables a esta temperatura por periodos mas cortos.

e Temperatura ambiente (25 °C): llamada también como temperatura del entorno en el
que se almacenan las muestras, es un factor critico en la estabilidad de los metabolitos en
las muestras de sangre seca en tarjeta de filtro (DBS). Las muestras almacenadas a
temperatura ambiente suelen ser mas susceptibles a la degradacion de los metabolitos
debido a la actividad enzimatica residual y reacciones quimicas no controladas. Estudios
han demostrado que las temperaturas mas altas aceleran la descomposicion de ciertos
metabolitos, lo que puede introducir variabilidad y afectar la precision de los perfiles

metabolomicos obtenidos.
1.4.6 Estudiosy hallazgos relevantes

Varios estudios han investigado la estabilidad de los metabolitos en DBS bajo diferentes
condiciones de almacenamiento. Un estudio realizado por Petrick et al. (2021) evalu6 los efectos
de las temperaturas de almacenamiento (4 °C, -20 °C y -80 °C) en los perfiles metabolémicos de
DBS utilizando LC-MS. Los resultados indicaron que las muestras almacenadas a -80 °C
mostraron la mayor estabilidad, seguidas por las almacenadas a -20 °C, mientras que las
muestras a 4 °C presentaron una mayor variabilidad en la estabilidad de los metabolitos.

Otro estudio, realizado por Odom y Sutton (2021), exploro las aplicaciones de la
metaboldmica en la practica clinica y destaco la importancia de las condiciones de
almacenamiento para la obtencion de datos confiables. Este estudio subray6 que la estabilidad de

los metabolitos es esencial para el diagnostico preciso y la identificacion de biomarcadores.



1.4.7 Desafiosy consideraciones en la estabilidad de metabolitos

Variabilidad en la hematocrito: La variabilidad en el contenido de hematocrito en las
muestras de DBS puede afectar la homogeneidad y, por ende, la estabilidad de los
metabolitos. Los dispositivos de microsampling volumétrico, como los microsamplers
Mitra, pueden ayudar a mitigar este problema al recolectar volumenes precisos de sangre
(Moat, et al., 2020).

Efectos del tiempo de almacenamiento: El tiempo de almacenamiento también afecta a
la estabilidad de los metabolitos. Los estudios han mostrado que ciertos metabolitos
pueden degradarse mas rapidamente que otros, lo que subraya la necesidad de establecer
tiempos de almacenamiento éptimos para diferentes tipos de metabolitos (L1, et al.,
2020).

Condiciones de transporte: Las condiciones de transporte pueden influir en la
estabilidad de las muestras. Es esencial asegurar que las muestras sean transportadas en
condiciones previamente descritas que minimicen la degradacion de los metabolitos (Liu,

etal., 2021).
1.4.8 Aplicaciones clinicas y epidemioldgicas de DBS

Las muestras de DBS tienen amplias aplicaciones en estudios clinicos y epidemioldgicos

debido a su facilidad de recoleccion y transporte. En estudios de enfermedades metabdlicas,
autismo, cancer y enfermedades infecciosas, las DBS permiten la recoleccion de datos
longitudinales y la monitorizacion de biomarcadores en diferentes etapas de la enfermedad.
Ademas, durante la pandemia de COVID-19, las muestras de DBS demostraron ser una
herramienta invaluable para la recoleccion de muestras en entornos no clinicos, facilitando el

seguimiento y la investigacion epidemiologica en poblaciones grandes (Wang, et al., 2021).



1.4.9 Estudios internacionales

Petrick et al. (2021): Este estudio evalu los efectos de almacenamiento a 4 °C, -20 °Cy
-80 °C en los perfiles metabolomicos de DBS utilizando LC-MS. Los resultados
indicaron que las muestras almacenadas a -80 °C mostraron la mayor estabilidad,
seguidas por las almacenadas a -20 °C, mientras que las muestras a 4 °C presentaron
mayor variabilidad en la estabilidad de los metabolitos.

Delahaye et al. (2021): Investigaron el uso de microsamplers volumétricos para
recolectar volimenes precisos de sangre, mitigando problemas de variabilidad en
hematocrito que afectan la homogeneidad y estabilidad de los metabolitos en DBS. Este
estudio subraya la importancia de la precision en la recoleccion de muestras para mejorar
la fiabilidad de los analisis metabolémicos.

Freeman et al. (2018): Revisaron métodos para el analisis de una amplia gama de
compuestos en DBS, incluyendo drogas de abuso, metabolitos endgenos, elementos
traza, contaminantes ambientales y biotoxinas. Destacaron la importancia de las
condiciones de almacenamiento para la estabilidad de estos compuestos y la necesidad de
protocolos estandarizados.

Odom y Sutton (2021): Exploraron las aplicaciones de la metabolémica en la practica
clinica y destacaron la importancia de las condiciones de almacenamiento para la
obtencion de datos confiables. Este estudio enfatiza que la estabilidad de los metabolitos

es esencial para el diagnéstico preciso y la identificacién de biomarcadores.



CAPITULO?2

2. METODOLOGIA

Este es un estudio longitudinal que ha utilizado muestras de sangre de un Unico
participante. En el estudio las muestras de sangre son utilizadas para verificar el efecto del
tiempo (Dia 0, Dia 1, Dia 7 y Dia 14) y de la temperatura (25 °C, 4 °C, -20 °C y -80 °C) en

muestras de DBS.

2.1 Preparacion de materiales y equipos

El estudio se llevo a cabo en la ciudad de Guayaquil, con un carécter de enfoque
integrador para la gestion de muestras biologicas. La preparacion adecuada del material es
crucial para asegurar la integridad de las muestras y la precision de los resultados. La
preparacion y etiquetado de todos los materiales necesarios para la recoleccion y
almacenamiento de las muestras fue realizado considerando los diferentes dias se analisis y las
temperaturas utilizadas para mantener las muestras. Para este estudio, se utilizé el papel filtro
Whatman® (Sigma-Aldrich, MI, EUA). Cada circulo fue cortado en tiras para aplicacion de la

respectiva muestra como se muestra en la Figura1 Ay B.



Figura 1l

Material y organizacién esquematica de la aplicacion de la muestra en papel filtro Whatman® 1.

Muestra de sangre total /
plasma/ suero

dd/mm ST/S/P

Whatman [} X°C

Nota: A: Papel filtro de 42.5 mm de didmetro. B: Modelo de organizacién del papel que incluye fecha de toma de

muestra, tipo de muestra (ST/S/P) y la temperatura (X°C) en que la muestra es almacenada.

2.2 Recoleccion y procesamiento de muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron tomadas con tubos con Acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) y un tubo seco. Los tubos con EDTA fueron utilizados para obtener sangre total y
plasma, mientras que el tubo seco ha sido utilizado para recoleccion de suero (Figura 2).

En la Figura 2 se muestra la diferencia de los tipos de muestras, entre sangre, suero y
plasma. Las cuales se utilizaron ya que cada tipo de muestra puede presentar un perfil
metabdlico distinto y una estabilidad diferente bajo las mismas condiciones de almacenamiento.

Lo que permite ampliar los resultados del estudio (Li, et al., 2020).



Figura 2

Tipos de tubos de recoleccion de muestras de sangre.

Anticoagulante EDTA Tubo Seco
Sangre Total Plasma Suero
(ST) (P) (S)

Nota: Muestras de sangre total y de plasma se obtuvieron con tubos de EDTA. La muestra de suero se obtuvo con

tubo seco.

La recoleccion de muestras de sangre se realizo siguiendo los procedimientos estandar
para asegurar la calidad y la cantidad adecuada de sangre necesaria para los andlisis posteriores.
La toma de sangre se llevd a cabo mediante venopuncién utilizando sistema vacutainer
(Industrias Quimicas y Bioldgicas, 2024). Los tubos con las muestras pasaron por un proceso de
pre-sedimentacion de la sangre antes de la centrifugacién. En este proceso, los componentes de
la sangre comienzan a separarse antes de la centrifugacidn para facilitar una mejor separacion de
los distintos componentes sanguineos (por ejemplo, plasma, células rojas, células blancas,
plaquetas). Para esto, la muestra de sangre quedo en reposo por 30 minutos a temperatura
ambiente. Después de la pre-sedimentacion, las muestras fueron centrifugadas a 1600 x g

durante 15 minutos a 4 °C.



2.3 Distribucién de muestras y condiciones de almacenamiento

Las muestras procesadas se distribuyeron en los papeles filtro preparados y se
almacenaron bajo condiciones controladas para evaluar la estabilidad de los metabolitos. En la

tabla 2 y 3 se observa un resumen de la distribucion de las muestra por papel a analizar.

Tabla 1

Codificacion utilizada para rotulado y distribucién de experimento

TEMPERATURA "250C* "'4oC" "-200C" "'-80°C"
TIEMPO

1 hora 1ST,1S5,1P 1ST, 1S, 1P 1ST, 1S, 1P 1ST, 1S, 1P

1ldia 1ST,1S,1P 18T, 1S, 1P 18T, 1S, 1P 1ST, 1S, 1P

1 semana 1ST,1S,1P 18T, 1S, 1P 18T, 1S, 1P 1ST, 1S, 1P

2 semanas 1ST,1S,1P 18T, 1S, 1P 18T, 1S, 1P 1ST, 1S, 1P

Nota. Cada celda contiene 3 muestras, dando un total de 48 muestras. ST = Sangre total, S = Suero, P = plasma.

Se pipetearon volumenes de 10 pL de sangre total, plasma y suero (Figura 3) en los
diferentes sectores del papel filtro. Las muestras se almacenaron en las cuatro diferentes
condiciones de temperatura (25 °C, 4 °C, -20 °C, -80 °C) y los cuatro diferentes intervalos de
tiempo distintos (1 hora, 1 dia, 1 semana, 2 semanas), para evaluar la estabilidad metabdlica bajo

diversas condiciones.



Figura 3

Modelo de distribucion de muestras en cada tira de papel

e @

Nota. La Figura muestra como se distribuyé la sangre, suero y plasma por tiempo y temperatura

2.4 Extraccién de metabolitos

Una vez completado el periodo de almacenamiento para cada tipo de muestra en sus
respectivas condiciones de temperatura, se procedié a la extraccion y analisis de los metabolitos.
La extraccion de metabolitos se realizd en 4 momentos, es decir, 12 extracciones de las 12
muestras por cada tiempo de almacenamiento.

Antes de iniciar la extraccion, la cabina de flujo laminar se dejé bajo luz UV durante al
menos 25 minutos y se desinfectd con cloro al 1% y etanol al 70% y para asegurar un ambiente
estéril. Se prepararon y marcaron 48 tubos eppendorf, los cuales fueron llenado de 1 ml de buffer

de extraccion de cloroformo/metanol/agua (1:1:1, v/v/v) (Figura 4).



Se procedio con el recorte de forma circular donde la muestra se encontraba seca dentro
del papel. Posteriormente, se sumergid cada recorte en un respectivo tubo dejando incubar por 20
min a 4 °C, con el fin de que se desprendieran la mayor cantidad de metabolitos. Una vez
terminada la incubacion, Las soluciones extraidas se centrifugaron a 16000 x g durante 10
minutos para eliminar los residuos sélidos. Se traspasaron 800 uL del sobrenadante a nuevos
tubos eppendorf previamente rotulados (Figura 5). Al finalizar este etapa se guardaron cada 12

tubos por dia respectivo de extraccion a -80 °C.

Figura 4

Diagrama de extraccion de metabolitos por muestra

Area de corte de papel para
extraccion de metabolitos

e Transferencia Adicion de 1 mL
papel a de Reactivo
microtubo

Nota. Extraccion de metabolitos desde muestra seca a tubo con reactivo



Figura 5

Disposicion e incubacion de muestras

Nota. La Figura muestra cada tubo etiquetado con su respectivo codigo.

Una vez finalizado el altimo dia de extraccion, los 48 tubos fueron trasladados a la
Universidad Regional Amazonica (IKIAM) a temperatura -80 °C. El andlisis del perfil de

metabolitos se realizé en el laboratorio de productos naturales de IKIAM.
2.5 Perfil metabolémico

En analisis del perfil metabolémico de las muestras DBS se realizé por MALDI-TOF
debido a su capacidad para realizar un analisis rapido y detallado de los perfiles metabolémicos

(Singhal, et al., 2015).

Para el perfil metabolémico mediante MALDI-TOF los extractos pasaron por un proceso
de concentracion de metabolitos mediante speedvac, en que las muestras son centrifugadas a
8000 g por 5 minutos. Después de que los tubos estan secos y los metabolitos apegados a la
pared de los tubos, a cada tubo se agrega 10 uL de cloroformo para concentracion y recuperacion

de metabolitos.



Para el analisis MALDI-TOF MS, cada muestra se analizo en tres replicas técnicas. Se
depositaron 2 pLL de cada muestra en la placa de MALDI y se cubrieron con 1 pL de 4cido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB 0,5 M) disuelto en metanol al 90%. Los espectros de masas se
adquirieron en el modo de iones positivos utilizando un espectrometro de masas Shimadzu
equipado con un laser de estado solido de 200 Hz en el rango masa/carga (m/z) 100-1000 en el
modo reflectron (Figura 6). Las condiciones de operacion tipicas fueron: energia laser 250 u.a.,
placa de muestra 20 V y las energias de colision de Trampa y Transferencia fueron 6y 4 V,

respectivamente.

La eleccion de MALDI-TOF como técnica analitica se justificd por su eficacia en la
identificacion de pequefias moléculas y su capacidad para realizar andlisis rapidos. (Wang, et al.

2021).

Figura 6

Esquema fundamentos y procesamiento por MALDI-TOF

Charged grid
DR ~
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e @~ N D oy TOF
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o — &C: ®F2 — (j,) D © e — Detector | —"
T ®@ |
.. 5
MALDI target Acceleration of lons separated on _,______.J.L._L._A__
plate (sample +vely charged the basis of their
mixed with matrix) ions through high m/z+ ratio PMF matching
voltage

Nota. La Figura muestra el procesamiento por MALDI-TOF hasta obtener un perfil

(Tomada de Singhal, et al., 2015).



2.6 Andlisis estadistico y validacion de datos

Los datos obtenidos por MALDI-TOF fueron analizados utilizando el software
Metaboabalyst 6.0 (https://www.metaboanalyst.ca). Para esto andlisis se considerd el uso de
estadistica multivariada mediante el analisis de componentes principales (PCA). Para esto, se
preprocesaron los datos utilizando escalado por Pareto. EI PCA ha sido utilizado para visualizar
las diferencias en los perfiles metabolémicos y clasificar las muestras segin sus condiciones de

almacenamiento (Saigusa, et al., 2021).

2.7 Consideraciones éticas

Este estudio se llevd a cabo cumpliendo con todas las normativas éticas vigentes. La
participante del estudio fue adecuadamente informada sobre los procedimientos y objetivos del

estudio, y se les solicito su consentimiento por escrito.



CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para cada muestra de sangre, suero y plasma se tomaron 3 réplicas para extraer las
intensidades de pico por masa. Es decir, 3 réplicas por cada muestra de temperatura por dia por
tipo. Se procedio con el procesamiento de las intensidades, aplicando escalado por Pareto. Se

presentaron los andlisis resumidos en grupos por tipo, por dia y por temperatura.
3.1 Sangre total

Para las Figuras se considerd la siguiente etiqueta (Ejemplo: ST1H25 = ST — 1H - 25):
e ST: Sangre total
e 1H=1lhora, 2H = 1dia, 3H =7 dias, 4H = 15 dias

e 25=25°C,4=4°C,-20=-20°C,-80=-80°C
3.1.1 Pordia

El anélisis por PCA del dia 0 que compara las diferentes temperaturas muestra que los
perfiles de metabolitos son similares para las muestras mantenidas a 4 °C y a -20 °C (Figura 7).
El perfil de metabolitos de las muestras a 25 °C es diferente de los demés. Con respecto a las
muestras mantenidas a -80 °C, se observa que hay una réplica con perfil similara 4 °C y a -20
°C. Esta variabilidad puede estar relacionada con la temperatura o con las caracteristicas de

variabilidad del MALDI-TOF/MS (Kapoor et al., 2009).



Figura 7
PCA por 1 hora entre grupos de temperaturas de sangre total
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La comparacion de las variables de temperatura en el dia 1, es decir, 24h después de la
toma y procesamiento de las muestras muestra que durante este periodo sigue existiendo una
similitud de perfil de metabolitos entre las temperaturas 4 °C y a -20 °C, con mayor proximidad
de perfil de metabolitos de las muestras mantenidas a -80 °C (Figura 8). Asi mismo, la muestra

mantenida a 25 °C posee un perfil de metabolitos diferente de las demas condiciones.



Figura 8

PCA por 1 dia entre grupos de temperaturas de sangre total
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El siguiente analisis con respecto al tiempo consideré el perfil de metabolitos después de
7 dias de mantenimiento de las muestras en sus respectivas condiciones de temperaturas (Figura
9). En este periodo se puede observar que existe mayor variabilidad en los perfiles de diferentes
temperaturas, lo que inicialmente se podria atribuir a la variabilidad de la técnica de MALDI-
TOF/MS. Sin embargo, es importante resaltar el efecto del tiempo en las muestras y potencial

degradacion de metabolitos debido a que los metabolitos estan almacenados en papel

(Malsagova et al., 2020).



Figura 9

PCA por 7 dias entre grupos de temperaturas de sangre total
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En las mismas condiciones de temperaturas analizadas anteriormente, se realiz6 un
analisis de perfil metabolémico después de 14 dias de almacenamiento de las muestras (Figura
10). Como resultado, se puede observar que las muestras mantenidas a 4 °C presentan un perfil
diferente a las deméas muestras de las temperaturas de 25 °C, -20 °C y -80 °C. Es importante
evidenciar que se nota una estabilidad de perfil de las muestras mantenidas a -80 °C, lo que se

refleja por la proximidad de puntos en la grafica de Score Plot del PCA.



Figura 10

PCA por 15 dias entre grupos de temperaturas de sangre total
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3.1.2 Por temperatura

Otra forma de evaluacion del perfil de metabolitos consiste en comparar los perfiles de
metabolitos manteniendo la temperatura, mientras que la variable que sufre cambio es el dia de
almacenamiento. Al considerar la temperatura de 25 °C, se puede observar que el perfil del dia 1
es diferentes de los demas dias, existiendo similitud solamente al considerar los dias 7 y 14 de
almacenamiento de las muestras (Figura 11). Esto puede indicar un proceso de degradacién de
metabolitos a lo largo del tiempo, y se sugiere hacer mas estudios de la factibilidad de mantener

muestras almacenadas a la temperatura ambiente por mas de 24h.



Figura 11

PCA por grupo de dias entre 25°C temperatura de sangre total
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Al analisar el perfil de metabolitos de las muestras mantenidas a 4 °C se puede obser
mayor similitud de perfil metabolémico que lo observado a 25 °C (Figura 12). Sin emabrgo, se
nota que hay mayor variabilidad de perfil para las replicas técnicas de los dias 7 y 14, lo que

probablemente es una variabilidad inehente a la técnica del MALDI-TOF/MS.



Figura 12

PCA por grupo de dias entre 4°C temperatura de sangre total
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Con respecto a las muestras mantenidas a -20 °C, se observa que hay mayor uniformidad
de perfil de metabolitos a esta temperatura, comparando con las temperaturas anteriores. Sin
embargo, se nota la presencia de replicas técnicas consideradas outliers, es decir, que no se
encajan en el patron del perfil de metabolitos. Se considera esto una variabilidad técnica que no

refleja la calidad de la muestra.



Figura 13

PCA por grupo de dias entre -20°C temperatura de sangre total
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Los datos del analisis metaboldmico de las muestras mantenidas en DBS a -80 °C indican

que hay similitud de perfil metabolémico para los dias 0, 1 y 14 de mantenimiento de las muestra

a esta temperatura (Figura 14). Hay mayor diferencia de perfil para las muestras del dia 7. Esta

diferencia puede estar asociada con la técnica de MALDI-TOF. Otra explicacion sobre la

variabilidad de perfiles en los analisis se refiere a la estabilidad de metabolitos en papel.

Actualmente, los estudios presentes en la literatura cientifica utilizan muestras de sangre con

compuestos estandares comerciales (Malsagova et al., 2020). Sin embargo, poco se sabe sobre la

interaccién molecular en papel filtro durante largos tiempos de almacenamiento.



Figura 14

PCA por grupo de dias entre -80°C temperatura de sangre total
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3.1.3 Condiciones 6ptimas

Luego de los resultados obtenidos a partir del anlisis de los PCA por dia y temperatura,
se destaco que muestras de sangre pueden ser almacenadas considerando méargenes de tiempo
para las distintas temperaturas.

Las temperaturas de -80 °C y -20 °C demostraron ser las mas eficaces para mantener
estabilidad en los perfiles metabolomicos hasta por 15 dias y 7 dias respectivamente, como se
reflejé en la minima variacion entre los perfiles a lo largo del tiempo. Especificamente, la
temperatura de -80 °C se destacé por su capacidad para conservar los perfiles sin alteraciones
significativas durante todo el periodo evaluado, sugiriendo que esta puede ser la condicion ideal
para el almacenamiento a largo plazo de muestras de sangre, especialmente cuando se requiere

preservar la precision de estudios metabolomicos (Petrick, et al., 2024).



Por otro lado, las muestras almacenadas a 4 °C y 25 °C mostraron variaciones mas
marcadas en los perfiles metabolémicos, lo que indico una degradacion potencial o alteraciones
debido a las condiciones de almacenamiento menos frias. A los 7 dias, los perfiles a 25 °C
empiezan a estabilizarse, aunque esta temperatura ya habia mostrado signos de alteracion desde
el primer dia. La temperatura de 4 °C, aunque similar a -20 °C y 25 °C en ciertos momentos,
exhibio inconsistencias que podrian ser atribuidas a errores en la extraccion o en la estabilidad
durante el almacenamiento. Por lo tanto, para minimizar los riesgos de alteracion metabélica los
4 °C se pueden usar hasta antes del primer dia del almacenamiento y las muestras de 25 °C

deberia tener el andlisis antes de la hora.
3.2 Suero

Para las Figuras se considerd la siguiente etiqueta (Ejemplo: SO 25=S -0 - 25):
e S:Suero
e 0=1lhora, 1= 1dia, 7=7 dias, 15= 15 dias

e 25=25°C,4=4°C,-20=-20"°C, -80=-80°C
3.2.1 Pordia

En la Figuras 15, se observé una degradacion y variacion de los perfiles de temperatura. Las
temperaturas -20 °C, -4 °C y 25 °C, se asocian entre si y el grupo -80 °C difiere del resto de

temperatura en la hora 0.



Figura 15

PCA por 1 hora entre grupos de temperaturas de suero
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En las Figuras 16, se observo una degradacion y variacion de los perfiles de temperatura.
Las temperaturas difieren entre si. Lo que indico una fuerte variacion en el dia 1 entre los
perfiles, sin embargo, la temperatura -80 °C se comprobd que se mantiene viendo los graficos

por temperatura.



Figura 16

PCA por 1 dia entre grupos de temperaturas de suero
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En la Figura 17, se observé una degradacion y variacion de los perfiles de temperatura.
Las temperaturas difieren entre si. Lo que indico una fuerte variacion en el dia 7 entre los
perfiles, sin embargo, la temperatura -80 °C se comprobd que se mantiene viendo los graficos

por temperatura.



Figura 17

PCA por 7 dias entre grupos de temperaturas de suero
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En la Figura 18, resultd en la convergencia de los perfiles de -80 °C, -20 °C y 4 °C al dia

15. Lo que se destaco, es la diferencia de degradacion o alteracion en el perfil de 25 °C desde el

inicio del almacenamiento.

Figura 18

PCA por 15 dias entre grupos de temperaturas de suero
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3.2.2 Por temperatura

En la Figura 19 y 20, se obtuvieron perfiles metabolomicos similares de la temperatura de
25°Cy4°Centre lahoralydialy entreel dia 7y dia 15. Lo que significd, una independiente

alteracion continua a traves del tiempo de los perfiles.

Figura 19

PCA por grupo de dias entre 25 °C temperatura de suero
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Figura 20

PCA por grupo de dias entre 4 °C temperatura de suero
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La Figura 21, demostrd similitudes en los perfiles de -20 °C entre el la hora 1, dia 1 y dia
7. Lo que expone, una conservacion hasta el dia 7. Sin embargo, no es seguro, ya que, el grafico
por dia difiere entre los grupos -20 °C y -80 °C, el cual, esta Gltima temperatura presento mayor

estabilidad.



Figura 21

PCA por grupo de dias entre -20 °C temperatura de suero

Scores Plot

© S0.-20
0 81 _-20
o o . © 57.-20
o | o] S15_-20
2
©
o]
g = o
)
b o]
&
o
[)
a
O
8 & ©
o]
El
=
T T T T T
50 0 50 100 150

PC 1(45%)

La Figura 22, se present6 a -80 °C con condiciones de temperatura mas estable, ya que,
los perfiles de los dias 1, 7 y 15 se mantuvieron cercanos. Lo que podria indicar, segun

bibliografia y experimentacion, la conservacién de metabolitos a -80 °C, a la hora 1 difiere.

Figura 22

PCA por grupo de dias entre -80 °C temperatura de suero
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3.2.3 Condiciones 6ptimas

Luego de los resultados obtenidos a partir del analisis de los PCA por dia y temperatura,
se destacO que muestras de suero pueden ser almacenadas considerando margenes mas limitados
tiempo para las distintas temperaturas.

En general, observo que la temperatura de -80 °C es claramente superior en terminos de
conservacion de metabolitos a lo largo del tiempo. Los andlisis realizados en las graficas
demuestran que, a -80 °C, los perfiles metabolomicos se mantuvieron consistentes y cercanos
entre si en los dias 1, 7 y 15 de almacenamiento, lo que reflejaron una alta estabilidad y minima
degradacion metabdlica. Esto sugirio que la temperatura de -80 °C es la méas adecuada para el
almacenamiento a largo plazo de suero, manteniendo la integridad de los metabolitos y
asegurando la reproducibilidad de los analisis metabolomicos (Petrick, et al., 2024).

Por otro lado, las temperaturas de -20 °C, -4 °C y 25 °C mostraron una variabilidad mas
significativa en los perfiles metabolémicos, indicando una degradacion continua independiente
de la temperatura durante el almacenamiento. Aunque a -20 °C se observa cierta conservacion
hasta el dia 7, la estabilidad no se mantiene a largo plazo, especialmente en comparacion con -80
°C, lo que no da claridad en su uso. Las temperaturas de 4 °C y 25 °C, aunque muestran perfiles
similares en intervalos cortos entre la hora 1y dia 1, y entre el dia 7 y 15, también presentan

signos de alteracién metabolica desde el inicio.
3.3 Plasma

Para las Figuras se considerd la siguiente etiqueta (Ejemplo: PO 25=P -0 - 25):
e P:Plasma
e 0=1hora, 1= 1dia, 7=7 dias, 15= 15 dias

e 25=25°C,4=4°C,-20=-20"°C,-80=-80°C



3.3.1 Pordia

En la Figura 23, se observod que los perfiles metabolomicos en las distintas temperaturas
se mantienen similares dentro de la primera hora de analisis, a excepcion, de la temperatura de
25 °C.

Figura 23

PCA por 1 hora entre grupos de temperaturas de plasma
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En la Figura 24, se obtuvieron que los grupos que se mantenian cercanos al primer dia
serian las temperatura de 4, -20 y -80 °C. Esto indico que las bajas temperaturas contribuyen a
una mayor estabilidad metabdlica de las muestras, limitando los cambios que podrian ocurrir a
temperaturas mas altas. Por otro lado, las muestras mantenidas a 25 °C se encuentran mas
dispersas y aisladas en el gréafico, lo que podria reflejar una mayor variabilidad metabolica y

menor estabilidad bajo estas condiciones mas calidas.



Figura 24

PCA por 1 dia entre grupos de temperaturas de plasma

Scores Plot

2
8
0 P1.25
(©] ) P14
0 P1-20
= P1_-80
@
9 _ O
]
(o]

F o+ o
<
o o
o ©

=
Q 8- .

o}

g -

2

8 -

@]
=2
8 -
I 1 1 1 1
50 0 50 10 150

PC1 (54.1%)

Posteriormente, en la Figura 25, mostro similitudes los perfiles de temperatura de -20°C
y -80 °C a los 7 dias. En cuanto a las temperaturas analizadas, 4 °C y 25 °C, el grafico muestra
patrones distintos de dispersién en comparacion con las temperaturas mas frias de -20 °C y -80
°C. En la Figura 26, los puntos asociados a 4 °C se observan ligeramente agrupados cerca del
centro del gréfico, pero no tan cerca como los de -20 °C y -80 °C, indicando una posible

estabilidad.



Figura 25

PCA por 7 dias entre grupos de temperaturas de plasma
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A los 15 dias, en la Figura 26, los puntos representativos de cada temperatura de
almacenamiento 25 °C, 4 °C, -20 °C, y -80 °C mostraron una cercania relativa entre si, pero no
forman agrupaciones tan definidas como en observaciones anteriores. Esta proximidad general
sugiere que a medida que pasa el tiempo, las diferencias en los perfiles metaboélicos de las
muestras tienden a converger, posiblemente debido a una pérdida gradual de estabilidad

metabdlica en todas las condiciones de temperatura.



Figura 26

PCA por 15 dias entre grupos de temperaturas de plasma
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3.3.2 Por temperatura

En las condiciones iniciales, en la Figura 27, se demostré que la temperatura a 25 °C no
muestra una estabilidad a lo largo de los dias, ni desde la primera hora. Se observo unas

similitudes entre los perfiles.



Figura 27

PCA por grupo de dias entre 25 °C temperatura de plasma
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Por otro lado, el grupo de 4 °C difieren a partir del dia 1, mostro una estabilidad hasta el
primer dia (Figura 28). Las muestras al dia inicial (0 dias) y al primer dia (1 dia) presentaron una
cercania notable, indicando que el perfil metabolico se mantuvo relativamente estable durante las
primeras 24 horas. Sin embargo, a partir de este punto inicial, las muestras mostraron una
tendencia a dispersarse mas en el grafico en los dias 7 y 15, sugiriendo una progresiva

divergencia en los perfiles metabolicos con el tiempo.



Figura 28

PCA por grupo de dias entre 4 °C temperatura de plasma
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En la Figura 29, denoto estabilidad del grupo de -20 °C hasta el dia 7 comparando
perfiles. En este andlisis, las muestras mantenidas a -20 °C exhibieron una agrupacion cercana
entre los puntos correspondientes a los dias 0, 1 y 7, lo que indicé una estabilidad notable en los
perfiles metabdlicos de las muestras durante la primera semana. Sin embargo, al dia 15, se
observa una divergencia significativa en la posicion de los puntos en el grafico, especialmente
con el punto azul, que se desplaza considerablemente hacia el extremo derecho. Esto indica que,
a pesar de la estabilidad inicial, se empezaron a manifestar cambios metabolicos mas

pronunciados después de una semana.



Figura 29

PCA por grupo de dias entre -20 °C temperatura de plasma

Scores Plot

¥ o © PO_-20
) P1-20
o P7_-20
o) P15 -20
2 o o
© [e®]
0]
o
. %
«Q
a
- 9
5§
[#]
a
(@]
Q
g
@]
[=]
g
T T T T
-100 o 100 200

PC1(73.4%)

Por ultimo, la Figura 30, resulto que a través de los dias se presentd una similitud en
perfiles de -80 °C hasta antes del dia 15. Que indico como una estabilidad en la temperatura -80

°C como grupo clave para almacenamiento.

Figura 30

PCA por grupo de dias entre -80 °C temperatura de plasma
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3.3.3 Condiciones 6ptimas

Luego de los resultados obtenidos a partir del analisis de los PCA por dia y temperatura,
se destaco que muestras de plasma pueden ser almacenadas considerando margenes mas
limitados de tiempo para las distintas temperaturas.

se observo que las temperaturas mas bajas ofrecen mejores resultados. En la primera hora
de analisis, las temperaturas de 4 °C, -20 °C y -80 °C mostraron perfiles similares, con una buena
estabilidad inicial. Conforme avanzaba el tiempo, tanto a -20 °C como a -80 °C se mantuvieron
similares hasta el dia 7, destacandose especialmente -80 °C por su consistencia y estabilidad a
largo plazo. Los andlisis hasta el dia 15 en -80 °C siguié mostrando el mayor grado de
estabilidad comparativa. Mientras que, -20 °C ofreceria una estabilidad consistente hasta el dia 7
(Petrick, et al., 2024).

Por otro lado, la temperatura de 25 °C demostrd ser inadecuada para el almacenamiento
de plasma, ya que no mantuvo la estabilidad desde la primera hora ni a lo largo de los dias
subsiguientes. La temperatura de 4 °C, aungue inicialmente estable hasta el primer dia, empez6 a

diferir y mostro inestabilidad a partir del dia 1.

3.4 Consideraciones para protocolo de almacenamiento

El protocolo de almacenamiento de muestras biologicas debera disefiarse para maximizar
la preservaciéon de la integridad de las muestras y asegurar la validez de los analisis posteriores,
especialmente en estudios que involucran biomarcadores para diagndsticos y seguimientos
clinicos. Las consideraciones para el almacenamiento de plasma, suero y sangre, basadas en los
estudios, literatura revisada y el presente estudio, se presentan a continuacién (Fischer et al.,

2019).



3.4.1 Temperatura de almacenamiento

e Sangre: La sangre entera debe ser procesada lo mas pronto posible tras su
recoleccion para separar los componentes deseados (plasma, suero, células). Las
células sanguineas pueden ser almacenadas a 4 °C por un periodo corto (hasta 1
dia) antes de su procesamiento o analisis. Similar, utilizar -20 °C y -80 °C para
almacenamiento hasta 1 y hasta 4 semanas, respectivamente.

e Sueroy Plasma: La evidencia indica que las temperaturas de -80 °C son ideales
para el almacenamiento de plasma y suero entre 1 semana a 2 semanas),
minimizando la degradacion de los metabolitos y la actividad enzimatica. Para
periodos mas cortos, hasta una semana, se puede considerar el uso de -20 °C,
aunque con ciertas limitaciones en la estabilidad de algunos biomarcadores. Se
puede considerar unicamente en condiciones estable, temperaturas de 4 °C hasta

menos 1 dia de almacenamiento.
3.4.2 Preparaciony procesamiento de las muestras

Idealmente las muestras deben ser procesadas rapidamente después de la recoleccion para
evitar la degradacion metabdlica. Es crucial centrifugar la sangre a la temperatura recomendada
por los protocolos de laboratorio para separar el plasma y el suero, y transferir estos
componentes a un nuevo contenedor para su congelacién y almacenamiento. Se debera utilizar
técnicas asépticas durante el manejo y preparacién de las muestras para evitar contaminaciones

gue puedan afectar los resultados de los analisis (Fischer et al., 2019).



3.4.3 Control de calidad y monitoreo

Siempre y cuando sea posible implementar un sistema robusto de monitoreo de
temperatura y anotaciones de tiempo y corregir desviaciones que puedan comprometer la
integridad de las muestras. Ademas, se podra controlar la estabilidad de las muestras utilizando
controles a -80 °C de estabilidad en el tiempo de almacenamiento (Malsagova et al., 2020).
Realizar controles de calidad regulares para evaluar la estabilidad de los biomarcadores y ajustar

los protocolos de almacenamiento si es necesario.
3.4.4 Documentacion rigurosa

En general, se debe documentar, al menos, el paso a paso desde la recoleccién hasta el
almacenamiento, incluyendo fechas, hora exacta, condiciones de procesamiento, y cualquier
incidencia que pueda influir en la calidad de las muestras. Esto para tener un mejor criterios de
analisis y poder interpretar cualquier resultado si se vio influenciado o ajustar el protocolo.
Mantener un sistema de codificacion y registro que permita la facil identificacion, trazabilidad de

cada muestra y comunicacion de los involucrados.
3.4.5 Consideraciones especificas para estudios metabolémicos

Siempre considerar una posible incidencia de las condiciones (Fomenko et al., 2022).
Estudios previos sugieren gue variaciones en el almacenamiento pueden alterar
significativamente los perfiles metabolomicos, afectando los resultados finales del analisis. Por
lo que, se debera mantener actualizado con futuras investigaciones (Petrick, et al., 2024).

Se prefiere la validacion los métodos de almacenamiento en la medida de lo posible
mediante estudios piloto que evallen cémo las diferentes condiciones afectan los biomarcadores
de interés, particularmente en estudios de diagnostico y prondstico clinico locales o focalizados

(Cécile Martias et al., 2021).



La implementacion de estas consideraciones ayudara a garantizar que las muestras
bioldgicas se mantengan en condiciones optimas, preservando su utilidad para diagndsticos
precisos, efectivos y personalizados. Es fundamental que todos los involucrados en el manejo de
muestras biologicas estén adecuadamente capacitados y que los protocolos estén actualizados

para reflejar las mejores practicas y tecnologias disponibles.



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1 Conclusiones

Se analizo la estabilidad del perfil metabolémico de muestras de sangre en Dried Blood
Spot (DBS) para comprender como las variaciones en la temperatura y el tiempo de
almacenamiento influyen en la integridad de los metabolitos, utilizando espectrometria por
MALDI-TOF. Este analisis permiti6 abordar los objetivos especificos propuestos al inicio del
estudio, ofreciendo resultados significativos que tienen implicaciones practicas para la
recoleccion y almacenamiento de muestras en investigaciones clinicas y epidemiologicas.

Se comparo la estabilidad de los perfiles metabolomicos entre distintas condiciones de
almacenamiento. Dando lugar a que, la temperatura de almacenamiento ejerce un impacto
significativo en la estabilidad de los metabolitos en las muestras DBS. Las muestras de sangre
almacenadas a -80 °C mantuvieron su estabilidad metabolémica durante el periodo evaluado de
15 dias, mostrando minimas variaciones en los perfiles metabolémicos. En contraste, las
muestras almacenadas a temperaturas de congelacion (-20 °C) y refrigeracion (4 °C) exhibieron
una estabilidad reducida, con una degradacién notable de ciertos metabolitos criticos después de
solo una semana y un dia respectivamente.

Por otro lado, los perfiles metabolomicos de las muestras almacenadas a temperatura
ambiente (25 °C) sufrieron alteraciones significativas en un periodo corto, lo cual destaca la
susceptibilidad de los metabolitos a la degradacidn en condiciones no controladas. Estos
hallazgos sugieren que para estudios a largo plazo o de envio a larga distancia (mas de 1 dia), es
crucial mantener las muestras a temperaturas de ultracongelacion o congelacion para preservar la

integridad de los datos.



Se comprobo a la técnica de DBS como un método eficiente para la recoleccion de
muestras de sangre, particularmente en contextos donde la accesibilidad a infraestructura de
refrigeracion es limitada. Gracias a su simplicidad y coste reducido, los DBS se presentan como
una solucion viable para la recoleccidon de muestras en estudios de gran escala y en ubicaciones
remotas. La capacidad de las tarjetas DBS para mantener la estabilidad de los metabolitos bajo
condiciones de ultracongelacion (-80 °C) y congelacion (-20 °C) las hace particularmente Utiles
para estudios internacionales en los que las muestras deben ser transportadas a largas distancias y
almacenadas por periodos prolongados. Asimismo, este método de muestreo permite una
reduccidn significativa en los costos y complejidad logistica asociados con el manejo de
muestras biologicas, facilitando su adopcion en una variedad mas amplia de entornos de
investigacion. Adicionando consideraciones para el desarrollo de protocolos como hojas de rutas,

establecimiento de tiempos hasta el analisis, controles de calidad, entre otros.
4.2 Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos en este estudio sobre la estabilidad de los perfiles
metaboldmicos de muestras de sangre en DBS bajo diferentes condiciones de temperatura y
tiempo, se dictan varias recomendaciones para practicas futuras y direcciones de investigacion.
Las recomendaciones estan disefiadas para mejorar la efectividad y fiabilidad de investigacion
relacionadas al muestreo por DBS y metabolémico especialmente en contextos clinicos y

epidemiolégicos donde la precision y la reproducibilidad de los datos son cruciales.
4.2.1 Establecimiento de protocolos de almacenamiento estrictos

Utilizar controles rigurosos de la temperatura, se garantiza que las variaciones en la

composicion metabolémica debido al decaimiento o alteracion de los metabolitos sean minimas.



Para aumentar la fiabilidad de estudios que dependen de la identificacion precisa de

biomarcadores para diagnosticos o evaluacion epidemioldgica.
4.2.2 Implementacién de DBS

Realizar la implementacion de la técnica de DBS en areas remotas o recursos limitados
para fomentar la investigacion clinica y epidemiologica. Para poder seguir recopilando datos mas
representativos de diversas poblaciones. Las capacitaciones y la difusién de buenas practicas
incrementan la uniformidad en la recoleccion y procesamiento de muestras a nivel global, lo cual

es esencial para estudios comparativos y multicéntricos.
4.2.3 Desarrollo de mejores practicas y estandares

Al establecer guias basadas en evidencia cientifica rigurosa, preservando la
personalizacion segun el contexto, pero estableciendo estandares basicos que pueden ser
universalmente aplicados para mejorar la calidad de los datos recopilados. Asi, reduciendo la

variabilidad entre estudios y facilitando la comparabilidad de los resultados. Agregar
4.2.4 Extender la investigacion sobre la estabilidad de biomarcadores

Al expandir la investigacién para incluir una gama mas amplia de biomarcadores, se puede
seguir evaluando la aplicabilidad de DBS en diversos campos de estudio, desde enfermedades
infecciosas hasta trastornos metabolicos, permitiendo una brecha de estabilidad menor, pero
conservando la fiabilidad del diagnostico. Los estudios que analicen la estabilidad
proporcionaran informacion critica que puede ser utilizada para fortalecer los protocolos de
almacenamiento y manejo de muestras, asegurando que los resultados sean robustos y

replicables.
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ANEXO

Detalle materiales

Microtubos de 2 ml: Se prepararon 96 microtubos para la extraccion de metabolitos.
Estos tubos fueron rotulados con antelacion para evitar errores durante el procesamiento
de las muestras.

Tiras de Papel Filtro Whatman 1: Se emplearon 48 tiras de papel filtro, cada una rotulada
de manera clara para identificar las muestras de sangre total, plasma y suero.
Instrumentos de Escritura: Se usaron lapices para escribir en el papel filtro y marcadores
para los tubos, asegurando que la informacion permaneciera legible a lo largo del
experimento.

Pipetas y Puntas de Variados VVolumenes: pipetas y puntas de 1000ul y 10ul

Materiales de Extraccién: Agujas de venopuncidn para la toma de muestras de sangre, 1
tubo con EDTA para evitar la coagulacion y 2 tubos secos para la recoleccion de plasma
y Suero.

Equipos de Centrifugacion: Se utilizaron dos centrifugas, una para tubos de sangre y otra
para microtubos, para separar los componentes sanguineos.

Materiales de Limpieza y Seguridad: Etanol al 70% y cloro al 1% para la desinfeccion,
junto con guantes de nitrilo para garantizar la seguridad del personal y la limpieza del
entorno experimental.

Cajas de Almacenamiento de Muestras: Cuatro cajas para mantener las muestras

organizadas y protegidas durante el almacenamiento y transporte.

A continuacion, se muestra un resumen de los implementos utilizado hasta la extraccion

de metabolitos



Tabla 2

Insumos empleados hasta la extraccion de metabolitos

Material (insumos / equipos) Cantidad  Insumo en Bodega
Microtubos 2 ml 96 Si
Tiras Papel Filtro Whatman 1 48 no
Lapis para informacion papel 1 no
Sharpie para informacion tubos 1 no
Papel soporte experimento 1 no
Pipeta 10 uL 1 no
Pipeta 1000 uL 1 Si
Puntas 10 uL 50 Si
Puntas 1000 uL 10 Si
Aguja venopuncion 1 Si
Tubo EDTA 1 no
Tubo seco 1 Si

Centrifuga tubos de sangre 1 equipo
Centrifuga microtubos 1 equipo

Descarte de puntas 1 no
alcohol para limpieza 1 no
Guantes - Si
Cloro 1% para limpieza 1 no
caja de almacenamiento de muestras 4 Si

Nota. Datos calculados previo a la realizacion del experimento
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