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INTRODUCCION

El viroma humano se define como el conjunto de todos los virus o elementos virales
presentes en y sobre el cuerpo humano, incluyendo tanto los virus que infectan células humanas
como aquellos que infectan a nuestros microorganismos comensales, como los bacteriéfagos
(Liang & Bushman, 2021). Este ecosistema viral constituye una comunidad compleja y dindmica,
en constante evolucion mediante mutaciones, recombinacion y transferencia genética entre
especies. Estd formado por virus eucariotas, elementos virales endogenos y fagos bacterianos
(Virgin et al., 2014; Jankauskaité et al., 2018), tal como se ilustra en la Figura 1, donde se
representa al viroma como un ecosistema influenciado por interacciones entre reinos y la

variabilidad genética del huésped.
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Figura 1 Representacion del viroma humano como un ecosistema dinamico.
La figura ilustra el viroma humano como un componente dindmico del microbioma, destacando
sus interacciones multifactoriales. Esquema adaptado de Virgin, Herbert W, et al. “The Virome in

Mammalian Physiology and Disease.” Cell 157 (2014).

Se estima que un individuo sano alberga alrededor de 10" particulas virales, con una
notable variabilidad entre individuos segun factores como edad, dieta, ambiente y genética (Liang

& Bushman, 2021). En las Gltimas décadas, se ha reconocido al viroma como un componente
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funcional del microbioma humano, implicado en procesos inmunolédgicos, metabdlicos y de

homeostasis del huésped (Cadwell, 2015).

Las interacciones entre el viroma y el organismo humano abarcan desde efectos
inmunoestimuladores hasta la modulacion de la microbiota bacteriana. Los virus eucariotas pueden
inducir inmunidad innata o causar infecciones cronicas, mientras que los fagos influyen sobre la
diversidad bacteriana, transfieren ADN y activan vias inmunolédgicas como la senalizacion TLR
(Liang et al., 2021), como se muestra en la Figura 2. A nivel molecular, sensores intracelulares
como TLR, RIG-I o cGAS detectan productos virales y desencadenan la activacion de programas

transcripcionales especificos, que contribuyen a la regulacion inmune (Virgin et al., 2014; Figura

3).

Virus de eucariotas

Causan infecciones crénicas y agudas.

25,
:}O 3

5

a3

Protegen al huésped de infecciones virales y desencadenan
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de TLR.

B RS
_@

Bacterias asociadas

al hutspcd 5} CQ
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Figura 2 Interacciones del viroma humano con el huésped y el microbioma

Relacion entre los virus de eucariotas y los fagos con el huésped humano. Los virus de eucariotas
pueden causar infecciones cronicas y agudas, ademas de proteger al huésped al desencadenar la
inmunidad innata. Los fagos influyen en la diversidad bacteriana, modulan la aptitud y abundancia
de las bacterias asociadas al huésped, transfieren ADN y activan la respuesta inmunitaria a través
de la sefializacion de TLR. Esquema adaptado de Liang, et all. "The human virome: assembly,

composition and host interactions." Nat. Rev. Microbiol. (2021).
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Figura 3 Ilustracion de las proteinas sensoras de productos virales y su integracion para la
transcripcion génica.

El esquema muestra el mecanismo mediante el cual el sistema inmune innato detecta la presencia
de componentes virales y coordina una respuesta a nivel genético. Proteinas sensoras
especializadas (receptores de reconocimiento de patrones) como TLR, RIG-I, MDA-5 y cGAS,
reconocen distintas estructuras moleculares virales. Al activarse, cada una desencadena vias de
sefalizacion que inducen la transcripcion de conjuntos especificos de genes (representados como
A-E). El concepto central es la integracion de estas multiples sefiales, lo que permite una respuesta
transcripcional robusta y finamente regulada. Este sistema de vigilancia no solo actiia durante una
infeccion, sino que también contribuye a la "variacion normal en la transcripcion” en estado de
salud, ayudando a mantener la homeostasis fisiologica del organismo. Esquema adaptado de

Virgin, Herbert W, et al. “The Virome in Mammalian Physiology and Disease.” Cell 157 (2014).

En este contexto, ha surgido una creciente hipotesis sobre la participacion del viroma en
enfermedades metabdlicas como la obesidad. Esta es una enfermedad crénica, heterogénea y
progresiva, caracterizada por la acumulacion excesiva o disfuncional de tejido adiposo, que
deteriora la salud general, la calidad de vida y aumenta la mortalidad (Lingvay et al., 2024). La
Organizacion Mundial de la Salud define la obesidad clinicamente como un indice de masa

corporal (IMC) > 30 kg/m?, aunque este parametro presenta limitaciones al no reflejar distribucion
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ni funcionalidad del tejido adiposo. Su diagndstico se complementa idealmente con mediciones

antropométricas adicionales y la evaluacion del impacto metabolico individual.

La obesidad afecta a mas de 890 millones de adultos en todo el mundo y su prevalencia ha
casi triplicado desde 1975, con una proyeccion superior a los mil millones para 2030 (Lingvay et
al., 2024). Esta condicion se asocia a una amplia gama de consecuencias metabolicas, anatomicas
y psicosociales, incluyendo diabetes tipo 2, hipertension, enfermedades cardiovasculares, apnea
del suefio, ciertos tipos de céncer, y deterioro de la salud mental. La etiologia de la obesidad es
multifactorial e involucra la interaccion entre factores genéticos, bioldgicos y ambientales. El
entorno obesogénico, caracterizado por alta disponibilidad de alimentos ultraprocesados, baja
actividad fisica y exposicion a disruptores endocrinos, ha sido sefialado como principal impulsor

del aumento global en su prevalencia.

A nivel fisiopatoldgico, la expansion del tejido adiposo se acompaiia de inflamacion
cronica de bajo grado, disfuncion del sistema inmune y alteraciones hormonales que promueven
resistencia a la insulina, estrés oxidativo y disfuncién endotelial (Lingvay et al., 2024). Dada esta
complejidad biologica, se ha propuesto que otros componentes del microbioma, incluido el viroma,

podrian contribuir al desarrollo o mantenimiento de la obesidad.

Estudios recientes han reportado disbiosis viral intestinal en personas con obesidad,
particularmente con menor diversidad de virus comensales y alteraciones en la abundancia de
anellovirus y crAssphage (Yang et al, 2021; Cervantes-Echeverria et al., 2023). Estas
modificaciones podrian relacionarse con cambios en la microbiota bacteriana, alteraciones
inmunologicas sutiles y aumento de la inflamacion sistémica, aspectos relevantes en la

fisiopatologia de la obesidad.

Sin embargo, la mayoria de la investigacion se ha enfocado en el viroma intestinal (a partir
de muestras fecales) o en modelos animales, mientras que el viroma circulante en sangre humana
ha sido escasamente explorado. La sangre, lejos de ser estéril, contiene una diversidad de

secuencias virales, principalmente anellovirus, incluso en individuos sanos (Moustafa et al., 2017;
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Cebria-Mendoza et al., 2021), pero se desconoce si esta comunidad viral plasmatica difiere entre

personas con obesidad y aquellas con peso saludable.

Considerando lo anterior, el presente estudio se propuso caracterizar el viroma plasmatico
humano y explorar su asociacion con la composicion corporal y parametros clinicos metabolicos.
En particular, nuestro objetivo general fue perfilar, mediante secuenciacion metagendmica, los
virus circulantes en plasma de individuos con y sin obesidad, para determinar si el repertorio viral
(diversidad, abundancia de familias virales como Anelloviridae, presencia de fagos intestinales,
etc.) difiere segtn el estado corporal. Asimismo, se buscod examinar posibles correlaciones entre
las caracteristicas del viroma y marcadores clinicos relevantes (como indicadores antropométricos,
perfiles inflamatorios o metabdlicos), con la hipotesis de que ciertas firmas virales se asocien al

fenotipo obesidad.

Comprender la composicion y funcion del viroma plasmatico en la obesidad podria tener
implicaciones importantes para el desarrollo de estrategias de medicina de precision, incluyendo
el uso de firmas virales como biomarcadores diagndsticos o terapéuticos en enfermedades

metabolicas.

Ademas, el viroma regula la expresion génica mediante sensores virales, como TLR, RIG-
I, MDA-5 y ¢GAS, que detectan la presencia viral y activan conjuntos de genes especificos
esenciales para la defensa inmunologica (Figura 3). Si bien estos mecanismos son vitales para
mantener la homeostasis, las interrupciones provocadas por infecciones virales o respuestas
inmunologicas desreguladas pueden llevar a la activacion aberrante de genes y al desarrollo de
enfermedades. Esta delicada interaccion subraya el papel del viroma como un contribuyente tanto

a la salud como a la patologia (Virgin, 2014).

La investigacion ha demostrado que, incluso en ausencia de condiciones patologicas, el
viroma desempefia un papel crucial en la fisiologia humana. Un estudio que analiz6 a mas de 8,000
individuos sanos reveld que el torrente sanguineo humano contiene una notable diversidad de
secuencias virales, incluidos herpesvirus y anellovirus (Moustafa et al., 2017). Estos virus,
presentes de manera ubicua en distintas poblaciones, no estan asociados con enfermedades

especificas, pero podrian contribuir al mantenimiento de la homeostasis inmunitaria. Este hallazgo
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destaca la exposicion constante del cuerpo humano a elementos virales y su posible impacto en el

equilibrio biologico.

La deteccion de estos virus en individuos sanos sugiere que la exposicidon continua a
elementos virales es una caracteristica normal de la biologia humana, con potencial para regular
el sistema inmunoldgico y mantener un equilibrio esencial para la salud general (Jankauskaite et
al., 2018; Scarpellini et al., 2015; Garmaeva et al., 2019; Abeles & Pride, 2014). Por ejemplo,
algunos virus pueden influir en la maduracion y funcion de las células inmunitarias, lo que es

fundamental para una respuesta adecuada frente a patogenos (White et al., 2014).

Ademas, el estudio de la diversidad viral en personas sanas plantea preguntas clave sobre
la relacion entre el viroma y la salud. La identificacion de virus que no causan enfermedades, pero
que forman parte del organismo, sugiere que estos elementos virales podrian desempeiar
funciones atn desconocidas, abriendo nuevas perspectivas para la investigacion en microbiologia

y virologia (Hassan, 2022).
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ANTECEDENTES

El viroma humano en la salud: inmunidad, homeostasis y microbioma

El viroma humano se refiere al conjunto completo de virus que habitan en el cuerpo
humano, incluyendo tanto los virus que infectan células humanas como los virus que infectan a
nuestras bacterias comensales (bacteridfagos). La diversidad y magnitud del viroma es asombrosa:
se estima que un individuo sano alberga onzas del orden de 10"13 particulas virales, un ntimero
comparable al de sus células corporales (Cadwell, 2015). Una fraccion predominante de estos virus
son bacteridfagos que conviven con el microbioma bacteriano, mientras que una minoria son virus
que infectan directamente células humanas (como herpesvirus, adenovirus, poliomavirus, entre
otros). Muchos de estos virus estan presentes de forma cronica sin causar enfermedad aparente,
por ejemplo, los Anellovirus (familia Anelloviridae) se detectan de manera ubicua en humanos sin
asociarse a patologia conocida. Cada persona tiene un viroma Unico y dindmico, pero estudios
longitudinales sugieren que, en condiciones saludables, la composicion viral individual puede

permanecer relativamente estable en el tiempo (Cadwell, 2015; Virgin et al., 2014).

Lejos de ser meros agentes patdgenos, los virus comensales desempefian un papel
importante en la homeostasis inmunoldgica y microbiana del huésped. El viroma se considera
ahora un componente integral del microbioma y un modulador clave del sistema inmunitario. Por
un lado, los bacteridfagos regulan las poblaciones bacterianas mediante ciclos de infeccion litica
o lisogénica, influyendo en la composicion y metabolismo de la microbiota intestinal. Este
"control" viral puede afectar procesos del huésped como la produccion de acidos grasos de cadena
corta y el metabolismo de 4cidos biliares, contribuyendo indirectamente al equilibrio metabolico
y nutricional (Cao et al., 2022). Por otro lado, existe evidencia de que los virus presentes en
mucosas y otros tejidos interactlian directamente con el sistema inmune. Por ejemplo, en el
intestino los fagos pueden adherirse a la capa mucosa y actuar como una barrera antimicrobiana
frente a bacterias patdgenas, reduciendo su adherencia y colonizaciéon. Ademads, se ha observado
que particulas virales atraviesan el epitelio intestinal hacia la circulacion sistémica (traslocacion),
donde son detectadas por células inmunitarias innatas, desencadenando la liberacion de citocinas
(p. €j. interferébn gamma) y mejorando la opsonizacion y reconocimiento de bacterias. Se estima
que alrededor de 3x10710 (30 mil millones) de fagos atraviesan diariamente el epitelio

gastrointestinal hacia la sangre humana, interactuando con leucocitos y modulando su actividad.
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Estas interacciones bidireccionales dan forma a una relacion simbiotica: los virus moldean el
desarrollo y funcion del sistema inmunitario, y reciprocamente la inmunidad del huésped y el

microbioma bacteriano influyen en la composicion del viroma.

La inmunomodulacion viral puede tener consecuencias tanto perjudiciales como
beneficiosas para el huésped. Por una parte, se ha implicado la infeccién viral crénica en ciertas
enfermedades inflamatorias y autoinmunes, por ejemplo, la infeccion latente por Epstein-Barr se
ha asociado con mayor riesgo de enfermedades autoinmunes en individuos genéticamente
predispuestos (Cadwell, 2015; Ken Cadwell, Immunity). Las infecciones persistentes pueden
alterar los equilibrios de citocinas y poblaciones linfocitarias a largo plazo, contribuyendo a
estados de inflamacion subclinica. Por otra parte, los virus comensales también pueden conferir
efectos benéficos inesperados. Estudios en modelos murinos han demostrado que ciertas
infecciones virales no patogénicas "entrenan" al sistema inmune, aumentando la resistencia frente
a infecciones posteriores por patdgenos bacterianos u otros virus (Cadwell, 2015). Por ejemplo, la
colonizacion del intestino de ratones libres de gérmenes con un consorcio de fagos de Escherichia
coli estimuld respuestas protectoras que protegieron a los animales de una infeccion por
Citrobacter rodentium y promovieron la regeneracion del epitelio intestinal. De forma similar, la
administracién experimental de un astrovirus murino atenuado a ratones inmunocomprometidos
los protegié de infecciones entéricas letales, mediado por la induccion de interferones y otras
citoquinas protectoras. Estos hallazgos ilustran que el viroma contribuye a la homeostasis del
huésped, participando en un delicado balance entre tolerancia inmune y defensa. En suma, el
viroma humano, en estrecha interdependencia con el resto del microbioma, es ahora reconocido
como un factor importante en la fisiologia normal, modulando la inmunidad, la inflamacion y la

susceptibilidad a enfermedades (Cadwell, 2015; Popescu et al., 2021).
Implicacion del viroma en la obesidad: evidencia en modelos animales y
humanos

La posibilidad de que los virus contribuyan al desarrollo de la obesidad surgi6 a partir de
observaciones inusuales en modelos animales hace varias décadas. Un hallazgo pionero fue
reportado por Dhurandhar et al. (2000), quienes demostraron que la infeccion experimental con un
adenovirus humano, el adenovirus serotipo 36 (Ad-36), inducia un aumento significativo de tejido

adiposo en animales de laboratorio. En ese estudio, pollos inoculados con Ad-36 desarrollaron
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adiposidad visceral marcadamente mayor (hasta mas del doble) que los controles no infectados
(Dhurandhar et al., 2000). Subsecuentemente, otros investigadores reprodujeron estos hallazgos
en diferentes especies: Ad-36 provocod ganancia de grasa corporal en roedores y primates no
humanos, acompafiada de alteraciones metabdlicas como mayor acumulacion de triglicéridos en
el higado y ligera reduccion del colesterol sérico (Atkinson, 2007; Dhurandhar, 2011). Estos
estudios introdujeron el concepto de "infectobesidad", postulando que ciertos virus podrian
desencadenar obesidad en el huésped susceptible (Pasarica & Dhurandhar, 2007). Los mecanismos
propuestos incluyen la capacidad del Ad-36 de promover la diferenciacion de preadipocitos a
adipocitos maduros y de alterar la expresion de genes metabdlicos en tejidos del huésped (Rogers
et al., 2008). Cabe destacar que Ad-36 es un virus relativamente comun en humanos y
generalmente causa infecciones respiratorias leves; sin embargo, su tropismo por tejido adiposo y
sus efectos adipogénicos en modelos animales sugirieron una posible relevancia en la obesidad

humana.

Paralelamente a la evidencia en animales, numerosos estudios clinicos investigaron la
asociacion entre infeccion por Ad-36 y obesidad en humanos. En 1997, un trabajo en poblacion de
EE.UU. reportd por primera vez que individuos obesos presentaban con mayor frecuencia
anticuerpos contra Ad-36 en suero, en comparacion con individuos delgados equivalentes
(Atkinson, 2007). Desde entonces, al menos 10 estudios independientes en diversos paises han
confirmado esta observacion: entre un 20-30% de las personas con obesidad exhiben
seropositividad a Ad-36, frente a apenas ~5-15% de los individuos no obesos (Atkinson, 2007;
Wang et al., 2020). Por ejemplo, Atkinson et al. informaron que aproximadamente 30% de adultos
obesos en EE.UU. tenian anticuerpos neutralizantes contra Ad-36, comparado con menos del 10%
en controles delgados. De manera consistente, en nifios se ha observado una tendencia similar: en
un estudio, nifos seropositivos para Ad-36 pesaban en promedio 23.5 kg mas que aquellos
seronegativos de la misma edad (Dharmani et al., 2011). Un meta-analisis actualizado de 2015,
que integré datos de >5,000 sujetos, concluyé que la infeccion por Ad-36 se asocia
significativamente con mayor riesgo de obesidad (OR = 1.6) y con un indice de masa corporal mas
elevado en promedio en los seropositivos (Xu et al., 2015). Si bien estas asociaciones no
demuestran causalidad directa, fortalecen la hipotesis de que Ad-36 (u otros agentes virales
relacionados) podrian contribuir a la etiologia multifactorial de la obesidad en una fraccion de la

poblacion.
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Con el fin de explorar de forma mas amplia la posible participacion del viroma en la
obesidad, investigaciones recientes han ampliado el foco mas alld de Ad-36, examinando la
exposicion del individuo a multitud de virus. Un estudio destacado es el de Hasan et al. (2021), el
cual aplicé un enfoque de serologia de amplio espectro (tecnologia VirScan) para evaluar
anticuerpos contra todo el viroma humano conocido en sujetos obesos vs. delgados. Este estudio,
realizado en Qatar con 457 adultos (273 obesos, 184 controles), reveld una asociacion especifica
entre obesidad y ciertos herpesvirus. En particular, la seroprevalencia de Herpes simplex tipo 1
(HSV-1) fue significativamente mayor en los adultos obesos (81.3%) respecto a los delgados
(57.1%), traduciéndose en una odds ratio ajustada de ~3.3 a favor de obesidad en individuos con
anticuerpos anti-HSV-1. Esta asociacion se mantuvo incluso tras controlar por edad y sexo (Hasan
et al., 2021). Ademas, los obesos mostraron titulos mas elevados de anticuerpos dirigidos contra
multiples péptidos virales de HSV-1/2, lo que sugiere una exposicion viral mas intensa o
recurrente. Ninglin otro grupo viral mostré una diferencia tan marcada, ya que en la poblacion
pediatrica del mismo estudio no se observaron asociaciones virus-obesidad significativas. Los
autores postulan que las infecciones cronicas por herpesvirus, en especial HSV-1, un virus ubicuo
capaz de latencia y reactivaciones, podrian contribuir a la obesidad mediante mecanismos
indirectos, por ejemplo, induciendo respuestas inflamatorias pro-adipogénicas o alterando el
metabolismo del huésped (Hasan et al., 2021). Estos hallazgos amplian la perspectiva de la
infectobesidad, implicando que no solo Ad-36 sino también otros virus comunes (p. €j.

herpesvirus) pueden tener un rol modulador en el peso corporal o el metabolismo.

Mas recientemente, el advenimiento de la metagenémica ha permitido investigar si la
composicion viral intestinal (el viroma del tubo digestivo) difiere entre individuos obesos y
delgados, de forma andloga a como se ha descrito para la microbiota bacteriana. Varios estudios
de secuenciacion metagendomica de muestras fecales sugieren que efectivamente el viroma
intestinal est4 alterado en la obesidad. Por ejemplo, Yang et al. (2021) caracterizaron el viroma
fecal en una cohorte de adultos con obesidad modrbida y/o diabetes tipo 2, comparandolos con
controles magros; encontraron una disminucidon de la diversidad viral total en los individuos
obesos, junto con cambios taxondmicos especificos. En particular, identificaron enriquecimiento
de ciertos bacteriofagos de DNA bicatenario en el intestino de sujetos obesos, por ejemplo, fagos
de géneros asociados a Escherichia, Geobacillus y Lactobacillus, en comparacion con los

controles delgados. A la par, notaron que las robustas correlaciones ecoldgicas normalmente
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presentes entre virus y bacterias (p. €j., co-variaciones entre la abundancia de fagos especificos y
sus huéspedes bacterianos) estaban marcadamente debilitadas en la obesidad. Esto sugiere un
estado de disbiosis viral, en el cual el ecosistema de virus y bacterias pierde integracion en el
contexto de obesidad y diabetes (Yang et al., 2021). Interesantemente, el estudio también observo
que tras una intervencion de pérdida de peso (dieta hipocalorica y cirugia bariatrica), la diversidad
del viroma intestinal de los pacientes aument6 y su composicion se desplazé hacia un perfil mas
similar al de individuos no obesos, lo que apunta a la plasticidad del viroma ante cambios
metabolicos. Otros trabajos apoyan la existencia de diferencias en el viroma intestinal asociadas a
la obesidad, aunque los hallazgos no siempre son uniformes. En nifios con obesidad, se ha
reportado un aumento en la riqueza de fagos del orden Caudovirales concomitante con sindrome
metabolico (Shan et al., 2021), mientras que en adultos con obesidad severa predominan patrones
opuestos (disminucion de diversidad viral). No obstante, en conjunto estas evidencias respaldan
que el viroma (especialmente el compuesto por fagos intestinales) juega un rol en la fisiopatologia
de la obesidad o al menos refleja las alteraciones metabolicas de esta condicion. Esto abre la puerta
a considerar al viroma como un elemento més del "eje microbioma-intestino-metabolismo", con

posibles implicaciones diagnosticas y terapéuticas futuras (Cao et al., 2022).

Secuenciacion metagendmica del viroma humano: técnicas, hallazgos y
limitaciones

La gran mayoria de los virus que componen el viroma humano no son cultivables mediante
métodos de laboratorio convencionales, debido a que muchos no causan efectos citopaticos
notorios o requieren condiciones especificas de crecimiento. Ante esta limitacion, el campo
virologico ha sido revolucionado por las técnicas de secuenciacion metagendmica, las cuales
permiten identificar genomas virales directamente a partir de muestras clinicas o ambientales, sin
necesidad de aislar o cultivar los virus previamente (Delwart, 2007). La denominada secuenciacion
de nueva generacion (Next-Generation Sequencing, NGS), combinada con protocolos de
preparacion de muestras especificos para virus, ha posibilitado la deteccion de cientos de virus
nuevos en el cuerpo humano en las tltimas dos décadas. En esencia, el enfoque consiste en
purificar las particulas virales de una muestra (por filtracion, centrifugacion y tratamientos con

nucleasas para remover acidos nucleicos libres o bacterianos), extraer el ADN/ARN viral, y luego
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amplificarlo de forma aleatoria o independiente de secuencia antes de secuenciarlo masivamente.

Entre las técnicas de amplificacion no especifica mas utilizadas destacan:

e SISPA (Sequence-Independent Single-Primer Amplification): un método de PCR
aleatoria donde se sintetiza ADNc (en caso de ARN viral) y posteriormente se
amplifica usando un Unico primer con region degenerada, permitiendo copiar
fragmentos de cualquier genoma presente.

e MDA (Multiple Displacement Amplification): una técnica de amplificacion
isotérmica que emplea la polimerasa phi29 y cebadores aleatorios para amplificar
preferencialmente ADN circular o gendmico, generando grandes cantidades de

ADN a partir de cantidades infimas de material viral.

El uso combinado de NGS con SISPA, MDA u otros protocolos (p. €j., RT-PCR aleatoria
para ARN virus) ha demostrado ser sumamente potente para descubrir virus nuevos o cripticos.
Gracias a estos enfoques, por ejemplo, se identificaron por primera vez virus hasta entonces
desconocidos en muestras humanas comunes, como Torque teno virus (anellovirus),
Redondovirus, ciertos picobirnavirus y multitud de fagos del tracto gastrointestinal (Delwart,
2012; Krishnamurthy & Wang, 2017). Un caso emblematico es el estudio de Moustafa et al.
(2017), quienes aplicaron secuenciacion de genomas completos humanos para extraer las
secuencias virales "ocultas" en mas de 8,000 personas: con este abordaje, lograron mapear 94 virus
diferentes en la sangre humana, incluyendo 19 virus que infectan al humano (herpesvirus,
papilomavirus, polyomavirus, adenovirus, hepatitis B, etc.), cuyos genomas fueron detectados en
alrededor del 42% de los individuos analizados. Importante es que muchos de estos virus
detectados no habian sido reconocidos por métodos tradicionales debido a su baja abundancia o
latencia, demostrando la sensibilidad de la metagendmica para revelar el "viroma oscuro" que pasa

desapercibido.

La secuenciacion metagendmica viral ofrece varias fortalezas. Primero, es un método no
sesgado por hipdtesis, no requiere sondas ni cebadores especificos para virus conocidos, de modo
que permite detectar agentes virales novedosos o altamente divergentes que escaparian a la PCR
o serologia convencional. Segundo, es multiplex, es decir, simultineamente se pueden identificar
todos los virus presentes en una muestra en un solo experimento, proporcionando una vision
holistica de la comunidad viral. Tercero, permite obtener informacién gendémica valiosa
(secuencias completas o parciales del genoma viral) que no solo confirma la identidad del virus
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sino que también puede dar pistas sobre su funcion (p. ej., presencia de genes virales de virulencia,
resistencia, etc.). Esta aproximacion ha impulsado la creacion de catalogos exhaustivos del viroma
humano: por ejemplo, Tisza y Buck (2021) re-analizaron miles de metagenomas ptblicos humanos
y ensamblaron mas de 45,000 secuencias virales no redundantes, descubriendo multitud de nuevas
especies virales e incluso asociaciones significativas entre ciertos virus y enfermedades cronicas
humanas (incluyendo obesidad). Todo ello evidencia que la viroma-metagendmica es una

herramienta transformadora para entender la diversidad viral humana y sus vinculos con la salud.

Pese a sus grandes avances, las aproximaciones metagendmicas conllevan desafios
técnicos e interpretativos que deben considerarse. Un aspecto critico son los sesgos de
amplificacion introducidos por métodos como SISPA y MDA. Diversos estudios han demostrado
que estas técnicas no amplifican uniformemente todos los genomas virales presentes, sino que
tienden a sobre-representar ciertos tipos de virus. En particular, la MDA muestra un sesgo fuerte
a favor de los virus de ADN circular de pequefio tamafio, como los anellovirus y circovirus,
amplificandolos exponencialmente mas que a grandes genomas lineales. Como consecuencia, las
bibliotecas metagenoémicas resultantes pueden estar dominadas artificialmente por estos virus
pequefios, dando la impresion de una abundancia extraordinaria que quizd no refleja la realidad
cuantitativa en la muestra original (Kim et al., 2011). De hecho, se ha recomendado no emplear
MDA o SISPA cuando el objetivo es cuantificar o comparar abundancias virales entre muestras,
pues los datos resultantes pueden no ser cuantitativamente fiables. En lugar de ello, se sugieren
enfoques sin amplificacién o con correccion bioinforméatica de sesgos para estudios ecologicos
cuantitativos del viroma (Nooij et al., 2018). Otra limitacion importante es la presencia de
contaminacion de fondo: las técnicas metagendmicas son tan sensibles que con frecuencia detectan
secuencias virales provenientes del ambiente o de los reactivos de laboratorio (ADN "de fondo").
Por ejemplo, en el andlisis de Moustafa et al. (2017), los autores reportaron que mas de 75 "virus"
detectados inicialmente eran en realidad artefactos por contaminacion de reactivos comerciales y
del ambiente, y no verdaderas infecciones humanas. Este hallazgo puso de manifiesto que la
contaminacion técnica representa un desafio mayor en viromas de bajo titulo viral, pudiendo
conducir a falsas detecciones si no se implementan controles rigurosos (Kellam, 2019).
Adicionalmente, la interpretacion funcional de los datos metagendmicos enfrenta la cuestion de la
"materia oscura" genética: a menudo se obtienen secuencias virales desconocidas (sin homologia

con virus catalogados), lo que dificulta evaluar su relevancia bioldgica. Finalmente, el analisis
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bioinformatico de metagenomas virales es complejo, requiere filtrado exhaustivo de secuencias
del huésped (ya que >90% de las lecturas suelen ser humanas o bacterianas), montaje de genomas
virales frecuentemente fragmentados, y asignacion taxondmica con bases de datos en constante
actualizacion. Pese a estas dificultades, la metagendmica viral continua refindndose (con nuevas
técnicas como capturas dirigidas, secuenciacion de molécula unica, etc.) y se mantiene como
herramienta indispensable para caracterizar el viroma, especialmente para virus que no podemos
cultivar y para exploraciones de asociacion virus-enfermedad en la era post-gendmica (Delwart,

2016; Bravo et al., 2021).

Brecha de conocimiento: viroma circulante en sangre y su relacion con

la obesidad

A pesar de los avances mencionados, existe una importante brecha en la literatura actual
en torno al viroma humano y la obesidad: hasta la fecha, muy pocos estudios han investigado el
viroma circulante en la sangre de individuos con obesidad. La mayoria de las investigaciones sobre
viroma y obesidad se han centrado en el ambiente intestinal (viroma fecal) o en evidencia
seroldgica de exposicion viral sistémica, mientras que el compartimento sanguineo, que podria
albergar virus latentes, fragmentos virales circulantes o fagos traslocados, ha sido relativamente
ignorado. Sabemos por estudios en poblaciones generales que la sangre humana no es estéril en
cuanto a genomas virales: por ejemplo, el andlisis masivo de Moustafa et al. detect6 ADN de
herpesvirus (EBV, VZV, CMV, HHV-7, etc.), poliomavirus (MCV), parvovirus B19,
papilomavirus y otros en una proporcion sustancial de individuos sanos. Asimismo, casi todos los
adultos presentan viremia crénica de bajo nivel por anellovirus (TTV y relacionados) a lo largo de
la vida, virus que persisten de forma asintomatica y cuyo titulo refleja en cierto modo el estado
inmunitario del huésped (Desiro et al., 2015). Sin embargo, no estd esclarecido si la obesidad
conlleva alteraciones en este viroma sanguineo. Dado que la obesidad se asocia a inflamacion
cronica de bajo grado y a disfunciones inmunometabdlicas, es plausible hipotetizar que las
personas obesas pudieran mostrar diferencias en la carga o repertorio de virus circulantes: por
ejemplo, podria haber mayor frecuencia de reactivacion viral (como de herpesvirus latentes) o
niveles diferentes de ciertos virus comensales asociados a la respuesta inmune (p. €j., anellovirus).
De hecho, el estudio de Hasan et al. sugiri6 indirectamente que los obesos tenian més evidencias

serologicas de infeccion activa por HSV-1, lo que podria reflejar una mayor reactivacion de este
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herpesvirus en contextos de obesidad. No obstante, hasta el momento faltan estudios directos que

caractericen el viroma presente en la circulacion sanguinea de individuos con obesidad.

En la literatura revisada, encontramos una escasez de datos empiricos sobre este tema. Ni
los grandes estudios metagendmicos en obesidad han examinado muestras de plasma/suero para
viroma (en su lugar se enfocaron en heces), ni los estudios de viroma sanguineo en cohortes
generales han analizado la variable de obesidad. Por consiguiente, se desconoce si existen firmas
virales en sangre distintivas de la obesidad. Abordar esta brecha de conocimiento es importante,
ya que podria revelar biomarcadores virales circulantes asociados a complicaciones metabolicas o
aportar evidencia sobre vias etioldgicas infecciosas en la obesidad. Por ejemplo, si se hallara una
carga elevada de cierto virus en sangre de obesos (mads alla de lo esperado en sanos), ello podria
implicar un papel activo de ese virus en la fisiopatologia o ser consecuencia de la misma (p. ej.,
inmunosupresion relativa facilitando viremias). De igual manera, la ausencia de diferencias
también seria informativa, sugiriendo que el impacto del viroma en obesidad se confina

principalmente al entorno intestinal u otros compartimentos.

En sintesis, la relacion entre el viroma circulante y la obesidad constituye un vacio en la
investigacion actual. Este vacio resalta la necesidad de estudios dedicados a caracterizar el viroma
sanguineo en poblaciones con obesidad, idealmente comparando con controles no obesos, y
evaluando correlaciones con pardmetros clinicos (IMC, perfil metaboélico, inflamacion sistémica,
etc.). La realizacion de tales estudios, facilitados por las herramientas de metagendmica viral de
nueva generacion, permitird determinar si la obesidad conlleva una "firma" viral sistémica
particular o la reactivacion de ciertos virus latentes, aportando una pieza faltante al rompecabezas
multifactorial de la obesidad. En el contexto de una tesis de posgrado, llenar esta brecha con
evidencia empirica no solo ampliaria el conocimiento bésico sobre el viroma humano, sino que
podria tener implicaciones para entender mejor la etiologia de la obesidad e incluso abrir caminos
hacia intervenciones novedosas (por ejemplo, terapias antivirales o moduladores del viroma como

coadyuvantes en el manejo de la obesidad), si es que se comprueba una conexién causal relevante.
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JUSTIFICACION

La interaccion entre el viroma, el hospedero y el resto del microbioma desempefia un papel
crucial en el desarrollo de enfermedades cronicas basadas en la adiposidad. Estas interacciones,
aunque fundamentales, aun no se comprenden completamente, lo que representa una importante
brecha en el conocimiento sobre los mecanismos que subyacen a estas patologias. Los estudios
recientes sugieren que el viroma podria ser un regulador clave en el equilibrio metabdlico e
inmunolégico, influyendo tanto en la microbiota como en los procesos inflamatorios que

contribuyen al desarrollo de estas enfermedades.

La obesidad y el sobrepeso son problemas de salud publica de gran relevancia debido a su
impacto asociado con enfermedades cronicas degenerativas, como diabetes tipo 2, enfermedades
cardiovasculares y ciertos tipos de cancer. Estas condiciones no solo reducen la esperanza de vida,
sino que también afectan significativamente la calidad de vida de los individuos que las padecen.
Ademas, estas patologias tienen un impacto econémico y social considerable, lo que las convierte

en una prioridad en términos de investigacion y desarrollo de intervenciones efectivas.

Dada la magnitud de estos problemas y las lagunas en nuestra comprension del papel del
viroma humano, es fundamental llevar a cabo estudios de metagendmica para identificar y
caracterizar los perfiles virdmicos relacionados con estas condiciones. La metagendmica permite
explorar de manera exhaustiva las comunidades virales presentes en el organismo, lo que puede
proporcionar informacion valiosa sobre como estos virus interactian con el huésped y el
microbioma, y coOmo estas interacciones podrian estar relacionadas con la adiposidad y las
enfermedades metabolicas. Estos estudios no solo profundizardn nuestro conocimiento, sino que
también podrian abrir nuevas vias para el desarrollo de estrategias de prevencion y tratamiento
basadas en un enfoque integral que incluya al viroma como un actor clave en la salud y la

enfermedad.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cudl es el perfil del viroma plasmatico humano en individuos con y sin obesidad?

OBJETIVOS

Objetivo principal

Identificar mediante secuenciacion metagendmica las variaciones del viroma humano en

plasma de sujetos con y sin obesidad.

Objetivos especificos

1. Identificar y caracterizar clinicamente a sujetos con y sin obesidad.

2. Identificar y caracterizar los virus de ARN en el plasma de sujetos con y sin obesidad
mediante secuenciacion metagendmica.

3. Identificar y caracterizar los virus de ADN en el plasma de sujetos con y sin obesidad
mediante secuenciacion metagendmica.

4. Identificar patrones en la composicion del viroma plasmatico y las caracteristicas clinicas

y/o demogréficas de los individuos con y sin obesidad.
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METODOLOGIA

Para investigar la influencia del viroma plasmatico en enfermedades cronicas basadas en
la adiposidad, el estudio incluy6 tanto a pacientes con esta condiciéon como a controles sanos,
emparejados cuidadosamente por edad y sexo para minimizar factores de confusion. De cada
participante se obtuvieron muestras de plasma y un registro detallado de datos clinicos y
demograficos, lo que permitié un andlisis exhaustivo de las relaciones entre el viroma plasmatico

y las caracteristicas asociadas a estas enfermedades.

La identificacion de virus de ARN en las muestras plasmaticas se realizd6 mediante la
técnica SISPA (Amplificacion de Secuencias Independientes de Cebadores Especificos), que
permitid detectar una amplia gama de virus sin necesidad de un conocimiento previo de su
secuencia. Este proceso implicé la extraccion de ARN plasmadtico, la transcripcion inversa para

generar ADNc y su posterior amplificacion.

Para la deteccion de virus de ADN, se emple6 la técnica MDA (Amplificacion Isotérmica
de Desplazamiento Multiple), particularmente efectiva para amplificar secuencias de ADN de baja
concentracion. A partir de las muestras plasmaticas, el ADN fue extraido y amplificado para

permitir su identificacidn y caracterizacion.

Las muestras se analizaron mediante secuenciacion de nueva generacion, una tecnologia
de alto rendimiento que permiti6 la identificacion precisa y la clasificacion de los virus presentes,
ademas de evaluar la diversidad viral en las muestras. Los datos generados se procesaron utilizando
herramientas bioinformaticas, y los resultados fueron sometidos a andlisis estadisticos para
identificar asociaciones entre las variaciones del viroma plasmatico y las caracteristicas clinicas

de los pacientes.
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Figura 4 Esquema de estrategia experimental general.

Reclutamiento de sujetos de investigacion y obtencion de plasma

El estudio se realizo siguiendo los lineamientos éticos de la investigacion en seres
humanos, bajo los acuerdos y clasificaciones de la declaracion de Helsinki, el coédigo de
Nuremberg, el informe Belmont y las Normas CIOMS, las buenas practicas clinicas para las
Américas y la "Ley General de Salud" de México con su "Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion para la Salud". Con base en este ultimo, en su Titulo 20, Capitulo 1o,
Articulo 17, Fraccion 1, este estudio fue considerado como "investigacion sin riesgo”. Para su
ejecucion se contempld la Norma Oficial Mexicana NOM 012-SS3-2012, y el proyecto cont6 con
la aprobacién del Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio

Gonzélez”, bajo el nimero de registro BI24-00002.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar a personas adultas con obesidad y controles
sanos, utilizando los criterios diagndsticos establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) basados en el Indice de Masa Corporal (IMC), complementados con la estimacion del
porcentaje de grasa corporal. Para la clasificacion de adiposidad elevada, se consideraron los

siguientes umbrales: mayor al 24 % en hombres y al 31 % en mujeres.

La muestra se obtuvo mediante un muestreo por conveniencia. Los controles sanos fueron
seleccionados emparejados por edad y sexo con los individuos con obesidad. La seleccion de los
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participantes se realizd con base en criterios de inclusion y exclusion especificos, los cuales se
resumen en la Tabla 1. Asimismo, se aplicaron criterios de eliminacién en caso de retiro del

consentimiento o incumplimiento en la recoleccion de datos o muestras requeridas.

Criterios de inclusion Criterios de exclusién

1. Participantes mayores de 1. Antecedentes de procedimientos quirurgicos relacionados con el

18 afios con un Indice de peso corporal, como liposuccion o cirugia bariatrica.

Masa Corporal (IMC) 2. Embarazo o lactancia.

igual o superior a 18.5 3. Cirugias no ambulatorias realizadas en los tltimos seis meses.
kg/m?. 4. Tratamiento reciente con bioldgicos o inmunomoduladores:

2. Historial de peso estable e Rituximab: Administrado en los tltimos 12 meses debido a
en los ultimos seis meses. su efecto prolongado en el sistema inmunologico.

3. Consentimiento informado ¢ Infliximab, Adalimumab, Certolizumab, Ustekinumab,
firmado de manera Golimumab: Administrados en los ultimos seis meses.
expresa.

4. Pertenencia a la poblacion
general.

Criterios de eliminacion

1. Falta de datos antropométricos, clinicos o demograficos necesarios para el analisis.

2. Consumo reciente de medicamentos en un periodo equivalente a 11 vidas medias del farmaco,
incluyendo:

Medicamentos antiinflamatorios no esteroides (AINEs).

Corticosteroides sistémicos.

Inmunomoduladores.

Antecedentes de enfermedades o condiciones médicas especificas:

N o v kW

Enfermedades inflamatorias cronicas no infecciosas caracterizadas por inflamacion persistente en

tejidos u drganos sin agentes infecciosos.

8. Infecciones agudas en los ultimos seis meses.

9. Obesidad secundaria a condiciones médicas conocidas como endocrinopatias o sindromes
genéticos/cromosomicos.

10. Neoplasias.

11. Consumo de medicamentos o sustancias en las ultimas cuatro semanas, como:

o Antibidticos.

o Antivirales.
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incluyendo:

incluyendo:

12. Presencia de alteraciones clinicas que sugieran obesidad secundaria a causas médicas conocidas,

Distribucion central de la grasa con caracteristicas especificas, como "cara de luna
llena" o "giba de bufalo".

Estrias purptireas, hipertension resistente al tratamiento, irregularidades menstruales
significativas o infertilidad inexplicada.

Disminucion notable de la libido, debilidad muscular proximal, intolerancia marcada al
frio, o hiperpigmentacion de la piel (excluyendo acantosis nigricans).

Crecimiento retardado en adolescentes o cualquier otra caracteristica clinica que

indique trastornos endocrinos, genéticos o cromosomicos, segun la evaluacion médica.

13. Uso de sustancias o suplementos que afecten el peso corporal en los tltimos tres meses,

Antipsicoticos atipicos.

Anticonvulsivantes.

Agentes hormonales.

Psicoestimulantes (si se prescriben para el tratamiento de obesidad).
Agonistas GLP-1.

Orlistat.

Nota: Los sujetos que utilicen alguno de estos medicamentos para tratar diabetes secundaria a
adiposidad no seran eliminados.

14. Retiro voluntario del consentimiento informado.

Tabla 1. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion del estudio.

Numero de registro BI24-00002.

La recopilacion de datos clinicos y demogréficos incluy6 informacién como edad, sexo,

IMC, historial médico, héabitos alimenticios y nivel de actividad fisica, obtenida mediante

entrevistas estructuradas y revision de expedientes clinicos electronicos.

Las muestras bioldgicas fueron recolectadas por venopuncion en tubos con anticoagulante

EDTA vy fueron transportadas inmediatamente al laboratorio en contenedores refrigerados a 4 °C

para preservar su integridad. Posteriormente, las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1500

x g durante 10 minutos a 4 °C para separar el plasma de los componentes celulares. El plasma
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obtenido se transfiri6 a tubos estériles de almacenamiento, asegurando la ausencia de

contaminacion con otras capas celulares, y se almacen6 a —80 °C hasta su analisis.

Las mediciones antropométricas se realizaron por triplicado siguiendo los métodos
estandarizados por la Sociedad Internacional para el Avance de la Cineantropometria (Stewart et
al., 2011). Las variables generales incluyeron masa corporal, talla, talla sentado y envergadura de
brazos, utilizadas como base para evaluar proporciones y dimensiones corporales. Los espesores
de grasa subcutanea fueron medidos en sitios anatdmicos especificos como triceps, subescapular,
biceps, cresta iliaca, supraespinal, abdominal, muslo y pierna, lo que permiti6 estimar la cantidad
y distribucion de la grasa corporal. También se obtuvieron circunferencias corporales en
segmentos especificos como brazo relajado, brazo corregido, brazo flexionado y contraido, cintura,
caderas, muslo medio, pierna y pierna corregida, lo cual permitié analizar la composicion y
distribucion de los tejidos. Los diametros corporales se midieron en puntos clave como el himero,

el biestiloideo y el fémur, facilitando la estimacion de la estructura 6sea y la complexion corporal.

A partir de estas mediciones se derivaron parametros como la complexion, utilizando el
método del somatotipo (Carter & Heath, 1990), el peso teodrico en funcion de la talla y la
complexion, el IMC y el porcentaje de grasa corporal estimado mediante métodos como los
propuestos por Siri (1961), Brozek et al. (1963), Slaughter et al. (1988) y Faulkner (1968).
También se calcularon indices como la relacion cintura/cadera, un indicador de riesgo para la salud
(World Health Organization, 2011), y se analiz6 la distribucion de la grasa corporal, identificando
patrones como la distribucion ginecoide, concepto fundamental para entender el riesgo metabdlico
(Vague, 1956). Ademas, se evaluaron variables como la masa libre de grasa, el area muscular
media del brazo, la masa muscular total y la masa o6sea, cuyos métodos de calculo son
procedimientos estandarizados en la evaluacion nutricional y de composicion corporal (Frisancho,

1990; Lohman et al., 1988), y que se resumen en la Tabla 3.

Categoria Variable Unidad
Masa corporal kg
Mediciones Generales Talla cm
Talla sentado cm
Envergadura de brazos cm
Pliegues Cutaneos Triceps mm
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Subescapular mm
Biceps mm
Cresta Iliaca mm
Supraespinal mm
Abdominal mm
Muslo mm
Pierna mm
Brazo relajado cm
Brazo corregido cm
Brazo flexionado y contraido | cm
Perimetros Corporales Cintura cm
Caderas cm
Muslo medio cm
Pierna cm
Pierna corregido cm
Didmetros Corporales Hamero o
Biestiloideo cm
Fémur cm
Complexion -
Peso tedrico (segun kg
complexion y talla)
Indice de Masa Corporal kg/m?
(IMC)
Porcentaje de grasa corporal | %
Evaluaciones Derivadas (Siri, Brozek, 4 plicgues,
Slaughter, Faulkner, Carter)
Ratio Cintura/Cadera -
Distribucion de grasa -
Masa libre de grasa kg
Area muscular media del cm?
brazo
Masa muscular total kg
Masa 6sea kg
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Endomorfia -

) Mesomorfia -
Somatotipo

Ectomorfia -

Clasificacion general (e.g., -

Endo-mesomorfo)

Agua Corporal Total Agua corporal total L

Tabla 2. Variables antropometricas recolectadas.

El somatotipo fue analizado utilizando el método Heath-Carter, clasificando la
composicion corporal en términos de endomorfia, mesomorfia y ectomorfia, lo que permitid
definir el tipo corporal general, como, por ejemplo, un somatotipo endo-mesomorfo. También se
midid el agua corporal total en litros para obtener una evaluacion integral de la hidratacion y la
composicion corporal. La informacion fue recopilada de manera sistematica para garantizar

precision y consistencia en los resultados.

Ademas de las mediciones antropométricas, se realizaron evaluaciones complementarias
para obtener un analisis integral. En el &mbito mental, se aplicaron cuestionarios como el IWQOL
(Weight-related Quality of Life) y el DASS-21, que evaluaron la calidad de vida relacionada con
el peso y los niveles de estrés, ansiedad y depresion, respectivamente. En el ambito fisico, se
realizd6 una historia clinica detallada y se analizaron pardmetros bioquimicos relevantes.
Finalmente, en el 4mbito funcional, se aplicé nuevamente el cuestionario IWQOL para evaluar la

funcionalidad relacionada con el peso corporal.

Toda la informacion recopilada fue utilizada para clasificar a los participantes de acuerdo
con la Edmonton Obesity Staging Scale (EOSS), que estratifico la obesidad considerando
parametros fisicos, funcionales y psicologicos. Esta escala permitié evaluar el impacto de la
adiposidad en la salud general y facilit6 la personalizacion de las intervenciones clinicas en funcion

de las necesidades especificas.

Aislamiento de acidos nucleicos

La extraccion de acidos nucleicos a partir de muestras de plasma humano se realizd

mediante protocolos diferenciados para ARN y ADN.
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Para la obtencién de ARN viral, se procesaron 140 pL de plasma utilizando el kit QlIAamp
Viral RNA Mini (QIAGEN), siguiendo el protocolo del fabricante. Se afiadieron 560 pL de Buffer
AVL con ARN transportador a un tubo de 1.5 mL, seguido de la incorporacion del plasma. La
mezcla se homogeneizé mediante vortex durante 15 segundos y se incub6 a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Posteriormente, se agregaron 560 uL de etanol absoluto y la mezcla se aplico
en dos fracciones sobre una columna QIAamp Mini, con centrifugacion a 6000 x g (8000 rpm)
durante 1 minuto en cada aplicacion. Las columnas fueron lavadas con 500 pL. de Buffer AW1 y
500 pL de Buffer AW2, seguidos de una centrifugacion adicional a 20,000 x g durante 3 minutos.
El ARN fue eluido con 60 uL. de Buffer AVE tras una incubacion de 1 minuto a temperatura

ambiente y una centrifugacion final.

El ARN recuperado fue tratado con DNasa I (Zymo Research) para eliminar ADN residual.
Se prepar6d una mezcla compuesta por 40 uL de muestra, 5 uL de DNasa I (1 U/uL) y 5 uL de
DNA Digestion Buffer, que se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego, el ARN
fue purificado y concentrado utilizando el kit RNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research). Se
afiadieron dos volumenes de RNA Binding Buffer a la muestra tratada, seguidos de una cantidad
igual de etanol absoluto, y la mezcla se aplicé sobre una columna Zymo-Spin IC. Se realizaron
lavados con 400 pL de RNA Prep Buffer, seguido de 700 uL y 400 nL. de RNA Wash Buffer. El
ARN fue eluido con 6 pL de agua libre de nucleasas.

La extraccion de ADN genomico se realizo a partir de 200 uL. de plasma utilizando el kit
QIAamp DNA Mini (QIAGEN), conforme a las instrucciones del fabricante. Se afiadieron 20 uL
de proteasa QIAGEN al fondo de un tubo de 1.5 mL, seguidos de 200 uL. de muestra y 200 uL de
Buffer AL. La mezcla se homogeneiz6 por vortex durante 15 segundos y se incub6 a 56 °C durante
10 minutos. A continuacion, se agregaron 200 pL de etanol absoluto y se mezcld nuevamente por
vortex. La solucion se aplico sobre una columna QIAamp Mini, con centrifugacion a 6000 x g
durante 1 minuto. La columna fue lavada con 500 pL de Buffer AW1 y 500 uL de Buffer AW2,
con centrifugaciones a 6000 x gy 20,000 x g, respectivamente. E1 ADN fue eluido con 200 pL de

Buffer AE tras una incubacion de 1 minuto a temperatura ambiente.

Finalmente, las muestras de ARN y ADN fueron almacenadas a —80 °C hasta su analisis.
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Amplificacion de ARN por medios de SISPA

La amplificacion de acidos nucleicos se realizd mediante la técnica SISPA (Sequence-
Independent Single-Primer Amplification), en dos rondas denominadas Ronda A y Ronda B. En
la Ronda A, el ARN previamente purificado fue sometido a transcripcion inversa utilizando la
enzima Induro Reverse Transcriptase (New England Biolabs) y el oligonucle6tido PrimerA (5'-
GTTTCCCACTGGAGGATA-N9-3'). Para ello, se mezclaron 4 pLL. de ARN con 2 pL de PrimerA
(para una concentracion final de 200 uM), 1 pL de mezcla de ANTPs (10 mM) y agua libre de
nucleasas (libre de DNasa y RNasa) hasta completar un volumen de 10 pL. Esta mezcla se
desnaturalizé a 65 °C durante 5 minutos y se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 5
minutos. Posteriormente, se anadieron 4 pL. de tampon 5X Induro RT Reaction Buffer, 1 pL de
RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Thermo, 40 U/uL), 1 pL de Induro Reverse
Transcriptase (200 U/uL) y 4 uL de agua libre de nucleasas, alcanzando un volumen final de 20
pL. La reaccion se incubd a 55 °C durante 30 minutos, seguida de una inactivacion enzimatica a

95 °C durante 1 minuto.

Finalizada la sintesis de la primera cadena, se afiadié 1 pL de E. coli RNase H (Thermo
Fisher Scientific) al volumen total de ADNCc, incubando a 37 °C durante 20 minutos con el fin de
eliminar el ARN residual. El ADNc obtenido se utilizé inmediatamente en la sintesis de la segunda

cadena.

La sintesis de la segunda cadena de ADN se realizd utilizando la ADN polimerasa
Sequenase Version 2.0 (Applied Biosystems). Se afiadieron 5 pL de una primera mezcla
compuesta por 1 uL de Buffer Sequenase, 3.85 pL de agua libre de nucleasas y 0.15 pL de la
enzima Sequenase Version 2.0, incubando a 37 °C durante 8 minutos. Posteriormente, se afiadid
una segunda mezcla compuesta por 0.45 uL de Buffer de dilucion Sequenase y 0.15 pL adicionales
de la polimerasa Sequenase Version 2.0, con una segunda incubacion a 37 °C durante otros 8

minutos.

El producto de doble cadena fue purificado utilizando perlas magnéticas AMPure XP
(Beckman Coulter). La purificacion se realizo en tubos Eppendorf de 1.5 mL tipo LoBind. Los
tubos se colocaron sobre un soporte magnético hasta separar las perlas del sobrenadante. Se
realizaron dos lavados con 200 pL de etanol al 70 %, dejando reposar 30 segundos a temperatura

ambiente en cada uno, y eliminando el etanol cuidadosamente. Luego, se anadieron 40 pL de
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buffer de elucion, se homogeneizé mediante pipeteo 10 veces y se incub6 durante 2 minutos a
temperatura ambiente. El eluato fue transferido a un nuevo tubo LoBind para su almacenamiento

0 procesamiento posterior.

En la Ronda B, se amplifico el ADNc purificado mediante una reaccion de PCR en un
volumen final de 50 pL. La mezcla de reaccion incluyé 5 pL del ADNc obtenido en la Ronda A,
25 pL de LongAmp® Taq 2X Master Mix (New England Biolabs) y 100 pmol del oligonucleo6tido
Sol-PrimerB (5'-GTTTCCCACTGGAGGATA-3"). La composicion detallada de esta mezcla se
presenta en la Tabla 3. Mezcla para amplificacion en la Ronda B del SISPA.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C durante 30 segundos, alineamiento a 50 °C durante 45 segundos y extension a 65 °C durante
1 minuto, con una extension final a 65°C durante 10 minutos. El programa detallado del
termociclador se encuentra descrito en la Tabla 4. Programa del termociclador para amplificacion

en Ronda B del SISPA. El producto amplificado fue empleado en los andlisis posteriores.

Componente Volumen (nL) Concentracion final
LongAmp Taq 2X Master Mix 25 1X
Primer B [100 uM] 1 2 uM
Templado 10 Variable
Agua libre de nucleasas 14 -
Total 50 -

Tabla 3. Mezcla para amplifacacion en la ronda B del SISPA.

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 2 minutos
Desnaturalizacion 94 30 segundos
Hibridacion 35 ciclos 50 45 segundos
Extension 72 60 segundos
Extension final 72 5 minutos

Tabla 4. Programa del termociclaador para amplifcacion en ronda B del SISPA.
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Para verificar la presencia del producto generado en la reaccion de amplificacion, se realizd
una electroforesis en gel de agarosa al 1 % preparada en tampon TAE 1X. Para la deteccion del
ADN, se utilizo el agente intercalante SYBR™ Safe DNA Gel Stain 10,000X (Thermo Fisher
Scientific), afiadido directamente a la solucion de agarosa fundida en una proporcion de 1 uL por
cada 10 mL, con una concentracion final de 1X. La corrida electroforética se efectud aplicando
una corriente constante de 7 V/cm. Se empled como referencia el marcador de peso molecular 1 kb
DNA Ladder (Promega). La visualizacion del ADN se llevo a cabo mediante luz ultravioleta

utilizando el sistema de documentacion ChemiDoc™ XRS+ Gel Imaging System (Bio-Rad).
Amplificacion de ADN por medio de MDA

La amplificacion del ADN se realizd mediante desplazamiento de hebra por amplificacién
isotérmica (Multiple Displacement Amplification, MDA), utilizando la enzima EquiPhi29™ ADN
Polimerasa (Thermo Fisher Scientific), bajo condiciones especificas. La mezcla de reaccion se
prepard en un volumen final de 18 pL y estuvo compuesta por los siguientes reactivos: 0.2 pL de
ditiotreitol (DTT, 0.1 M), 2 uL de cebador aleatorio exo-resistente (500 uM), 2 uL. de mezcla de
desoxirribonucledtidos (ANTPs, 10 mM cada uno), una cantidad variable de ADN plantilla lineal,
y agua libre de nucleasas (libre de DNasa y RNasa) hasta completar el volumen. Finalmente, se
afiadieron 2 pL de tampdn de reaccion EquiPhi29™ (10X). La mezcla fue homogeneizada y
centrifugada brevemente, luego incubada a 95 °C durante 3 minutos para la desnaturalizacion del

ADN, seguida de un enfriamiento inmediato en hielo para estabilizar los componentes.

Tras esta etapa, se incorporaron 1 uL de EquiPhi29™ ADN Polimerasa (10 U/puL) y 1 pL de
pirofosfatasa inorganica (0.1 U/uL) para iniciar la amplificacion isotérmica. La reaccion se incub6
a una temperatura constante entre 42 y 45 °C durante 2 horas, seguida por una etapa de inactivacion
enzimatica a 65 °C durante 10 minutos. El producto resultante fue sometido a un tratamiento
enzimatico adicional con nucleasa S1 con el objetivo de eliminar ramificaciones generadas durante

la amplificacion.

Para el tratamiento con nucleasa S1, se prepar6 una mezcla de 30 pL que incluyo6: 6 pL de
tampon de reaccion 5X para nucleasa S1, 10 U de nucleasa S1 (Thermo Fisher Scientific), el
producto previamente purificado y agua libre de nucleasas hasta completar el volumen. La
incubacion se realiz6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. La inactivacion de la nucleasa
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se efectué mediante la adicion de 2 uL. de EDTA (0.5 M) y una incubacion posterior a 70 °C

durante 10 minutos.

La calidad del producto amplificado se verificO mediante electroforesis en gel de agarosa al
1 % en tampén TAE 1X, utilizando SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific) a
una concentracion final de 1X como agente intercalante. La separacion se llevd a cabo a una
velocidad de 7V/cm y el gel fue visualizado bajo luz ultravioleta utilizando el sistema
ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad). Como referencia de tamaiio, se emple6 el marcador 1 kb DNA

Ladder (Promega).

Finalmente, el producto fue purificado utilizando el reactivo AMPure XP Bead-Based Reagent
(Beckman Coulter) en tubos Eppendorf de 1.5mL tipo LoBind, conforme al procedimiento

previamente descrito.

41



Secuenciacion de acidos nucleicos

La preparacion de la biblioteca de secuenciacion, cuyo flujo de trabajo se esquematiza en
la Figura 1, se realiz6 utilizando el kit Rapid Barcoding SQK-RBK114.96 de Oxford Nanopore
Technologies, siguiendo el protocolo del fabricante con modificaciones en la cantidad de ADN de
entrada y volumen de cddigo de barras utilizado. El procedimiento incluyo tres etapas: ligacion de

codigos de barras, purificacion del ADN y ligacion del adaptador de secuenciacion.

Preparacion de biblioteca de secuenciacion

Productos de amplificacion Preparecion de biblioteca
Rapid barcoding kit

— |l + mmm ——— I

Complejo
con
transposasa

©,

Secuenciacion

Sample pooling and library loading

Llamado de bases Ensamblado y analisis
— uJLI_r”‘I_ — =
AGTCCCTGAATCGA Secuencias

Secuenciador activos ensambladas

MinlON

Figura 5. Esquema del flujo de trabajo para la secuenciacion con tecnologia Nanopore.

La preparacion de la biblioteca de secuenciacion se realizo a partir de productos de amplificacion
utilizando el kit Rapid Barcoding SQK-RBK114.96 de Oxford Nanopore Technologies, siguiendo
el protocolo del fabricante. Este kit emplea un complejo con transposasa que fragmenta el ADN y
liga los codigos de barras de forma simultanea. (2) Una vez preparadas, las bibliotecas se agrupan

y se cargan en un secuenciador MinION.
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La cantidad de ADN genémico de entrada fue determinada utilizando el fluorémetro Qubit
3 (Thermo Fisher Scientific) con el kit Qubit dsDNA High Sensitivity Assay, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para cada muestra se utilizaron 400 nanogramos de ADN gendmico,
preparados en agua libre de nucleasas y ajustados a un volumen final de 10 microlitros. A esta
mezcla se le afiadieron 3 microlitros del codigo de barras correspondiente. Las reacciones se
realizaron en tubos de 0.2 mililitros de pared delgada o en placas de 96 pozos con tratamiento
LoBind. Las mezclas fueron homogeneizadas por pipeteo, centrifugadas brevemente e incubadas
en un termociclador a 30 grados Celsius durante 2 minutos, seguidos de 80 grados Celsius durante
2 minutos para efectuar la reaccion en la cual se afiaden los cddigos de barras, representada
esquematicamente en la Figura 6. Una vez finalizada la incubacion, las muestras se enfriaron en

hielo, centrifugaron nuevamente y fueron agrupadas para su procesamiento posterior.

ADN
Complejo de
transposoma con
cédigo de barras

Corte y adicién de
adaptadores con cddigo
de barras

5 min

©

Mezcla de las
librerias con cédigo
de barras y unién
de adaptadores de
secuenciacion

Cargaenla
@ celda de flujoy
secuenciacion

®

|

Carga en la celda de flujo

Figura 6. Preparacion rapida de la biblioteca de secuenciacion con codigos de barras.

El proceso se inicia con (1) el corte y adicion de adaptadores con codigos de barras al ADN
mediante un complejo de transposoma. Seguidamente, (2) se realiza una mezcla de las librerias
con cddigo de barras y la unioén de adaptadores de secuenciacion. Finalmente, (3) la biblioteca
resultante esta lista para la carga en la celda de flujo y secuenciacion, representando un proceso

rapido que puede completarse en aproximadamente 10 minutos.
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Las muestras codificadas se agruparon en un tubo de 2 mililitros con tratamiento LoBind.
El volumen total agrupado no super6 los 1000 microlitros. Para la purificacion, se afiadid un
volumen equivalente de perlas magnéticas AMPure XP previamente resuspendidas. La mezcla se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente en un mezclador rotativo. La separacion
magnética se realizd con dos lavados en etanol al 80 por ciento, seguido de una elucion en 15
microlitros de solucion de elucion por cada 24 codigos de barras utilizados, tras una incubacion de

10 minutos a temperatura ambiente.

Para la ligacion del adaptador, se diluyeron 1.5 microlitros del adaptador rapido en 3.5
microlitros de tampon de adaptador. Se afiadieron 11 microlitros de ADN barcddico y 1 microlitro

de la mezcla de adaptador, incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente.

La biblioteca resultante se mantuvo en hielo hasta su carga en una celda de flujo R10.4.1
(FLO-MIN114). El cebado de la celda se realiz6é con una mezcla de 1170 microlitros de solucion
de lavado, 30 microlitros de conector de flujo y 5 microlitros de albimina sérica bovina a 50
miligramos por mililitro, alcanzando una concentracion final de 0.2 miligramos por mililitro. Tras
una incubacién de 5 minutos, se cargaron 75 microlitros de biblioteca preparada (37.5 microlitros
de soluciéon de secuenciacidon, 25.5 microlitros de perlas de biblioteca resuspendidas y 12
microlitros de ADN) en el puerto SpotON, gota a gota, completando el procedimiento de

preparacion para la corrida de secuenciacion en el dispositivo MinlON.
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Analisis de datos

El flujo de andlisis comenzé con el procesamiento inicial de las sefiales crudas generadas
por la plataforma de secuenciacion Oxford Nanopore. Las sefiales de los archivos PODS5 fueron
convertidas en secuencias de bases utilizando Dorado v0.9, aplicando el modelo de llamado de
bases DNA r10.4.1 8.2 400 bps SUP v5.0.0, optimizado para lecturas largas y de alta precision.
Durante este proceso se eliminaron adaptadores y se asignaron las lecturas a sus respectivas
muestras mediante separacion por codigos de barras. Una vez generadas las secuencias, se aplico

un control de calidad utilizando FASTQC, que permitio evaluar métricas como la calidad.

) FE:'CTJ?:SF Clasificar Visualizar
seturas humanas lecturas resultados
Minimap2/Samtools Kraken2/Braken Pavian y Krona
GRCh38.p14 NCBI core_nt Database
(12/28/2024)

Figura 7. Flujo de trabajo bioinformatico para el andlisis metagendmico.

El proceso inicia con las lecturas de secuenciacion crudas. Primero, se realiza un filtrado para
eliminar las lecturas humanas mediante su alineacion contra el genoma de referencia
(GRCh38.p14) con Minimap2/Samtools. Posteriormente, las lecturas no humanas son clasificadas
taxonomicamente utilizando Kraken2, con una estimacion de abundancia mediante Bracken,
contra la base de datos core nt del NCBI. Finalmente, los resultados se visualizan de forma

interactiva utilizando las herramientas Pavian y Krona.

Para reducir la presencia de secuencias de origen humano, las lecturas fueron alineadas
contra el genoma de referencia humano GRCh38.p14 utilizando Minimap2 v2.28-r1209. Las
lecturas que se alinearon fueron descartadas mediante Samtools v1.21, utilizando el comando
samtools view -b -f 4, el cual permite conservar Unicamente aquellas lecturas que no presentan
alineamiento. Este paso garantizdé que solo se mantuvieran lecturas correspondientes a posibles

organismos distintos al hospedero humano.

Las lecturas no humanas fueron clasificadas taxonémicamente con Kraken 2 v2.1.4,

utilizando la base de datos nt core del NCBI, actualizada el 28 de diciembre de 2024. Para ajustar
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la estimacion de abundancias, se emple6 Bracken v3.1, que recalcula las distribuciones por nivel

taxondmico a partir de los resultados iniciales obtenidos con Kraken 2.

Los resultados fueron visualizados mediante Pavian v1.0 y Krona v2.7.1, herramientas que
generan representaciones jerarquicas de los perfiles taxonémicos, organizadas por niveles (reino,

filo, clase, orden, familia, género y especie).

Las lecturas clasificadas como virales fueron utilizadas para el ensamblado de novo
empleando Flye v2.9.1-b1780. Los contigs generados fueron comparados con secuencias de

referencia de la base de datos nuccore del NCBI mediante BLAST.

Para la determinacion de las especies anellovirales, se construyeron arboles filogenéticos
a partir de las secuencias del gen ORFI, junto con todos los genomas disponibles de
Alphatorquevirus y Betatorquevirus. Las secuencias fueron alineadas mediante alineamientos
codonicos utilizando MAFFT v7.526. El modelo de sustitucion mas adecuado fue seleccionado
mediante el criterio bayesiano de informacion (BIC) empleando ModelFinder, y los arboles de

maxima verosimilitud fueron inferidos con IQ-TREE 2 v2.4.

Asimismo, se realizaron andlisis filogenéticos bayesianos para obtener arboles de maxima
credibilidad clados (MCC), utilizando BEAST v1.10.4. El analisis se ejecutd bajo un esquema
MCMC de 10 millones degeneraciones, con un descarte inicial del 10 % (burn-in), y se considero
adecuado un valor efectivo de muestreo (ESS) superior a 200. Se empled un modelo evolutivo
TVM+F+I+T'4, un reloj molecular estricto, un modelo coalescente con poblacion constante, arbol
inicial construido mediante UPGMA vy distribuciones previas especificadas para tasas de
sustitucion, frecuencias de nucledtidos, tamafo poblacional y alturas nodales. La visualizacion y

edicion de los arboles filogenéticos se realizo en R v4.4.2 mediante la biblioteca ggtree.

El analisis estadistico fue realizado en el entorno R (v4.4.2), utilizando bibliotecas
especializadas como tidyverse, ggpubr, gtsummary, ComplexHeatmap, DescTools, ggtext,

circlize, FactoMineR, factoextra y psych, entre otras. Este se ilustra en la figura 8.

Se llevo a cabo una descripcion general de variables como edad, sexo, indice de masa
corporal (IMC), porcentaje de grasa corporal y antecedentes médicos, tanto en formato tabular

como grafico. Las variables categoricas se codificaron como factores y las continuas se evaluaron
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mediante histogramas, graficos de caja y correlaciones bivariadas (Spearman), utilizando

funciones de resumen de las bibliotecas skimr, psych y GGally.

Preparacién y Entorno

Entorno de Anilisis
R (v4.4.2) y Bibliotecas:

tidyverse, ggpubr, gtsummary, ComplexHeatmap,
DescTools, ggtext, circlize, FactoMineR

1

4 P . . ™
Analisis Descriptivo Comp 6n por Grasa Corporal
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Figura 8. Esquema del Flujo de Trabajo para el Analisis Estadistico.

El diagrama ilustra el proceso de andlisis de datos realizado en el entorno R. La primera rama
corresponde al anélisis de datos clinicos y conductuales, que inicia con un analisis descriptivo y
exploratorio. De este se derivan dos sub-andlisis: (i) una comparacion de caracteristicas entre
grupos de grasa corporal para generar una tabla de resultados (con herramientas como gtsummary)
y (i1) un andlisis de variables ordinales y su relacion con escalas de sintomatologia, visualizado
mediante graficos de caja. La segunda rama se enfoca en el andlisis virologico, donde se evalua la
asociacion entre la presencia de virus y el estado de grasa corporal y, en paralelo, se visualizan los

patrones generales de presencia viral entre pacientes mediante un mapa de calor.

Para comparar caracteristicas clinicas y conductuales segin el nivel de grasa corporal
(normal vs. elevada), se emplearon pruebas estadisticas seleccionadas en funcion de los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianzas. Estas incluyeron pruebas t (de Welch), pruebas de

Wilcoxon, chi-cuadrado y pruebas exactas de Fisher, automatizadas a través de funciones
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personalizadas y la biblioteca gtsummary. Los resultados se integraron en una tabla comparativa

con valores de p.

Se construyeron ademas visualizaciones orientadas a variables ordinales, como la etapa
clinica de obesidad (clasificacion EOSS), y su relacion con escalas de calidad de vida (IWQOL) y
sintomatologia emocional (DASS-21), evaluadas mediante la prueba de Jonckheere-Terpstra

(DescTools) y representadas con diagramas de caja y lineas de tendencia por medianas.

En cuanto al componente virologico, se exploraron asociaciones entre la presencia de virus
especificos (en particular, anellovirus) y el estado de grasa corporal. Se utilizo la prueba exacta de
Fisher para evaluar la asociacion entre deteccion viral (presente/ausente) y grupo de grasa corporal,
representando los resultados mediante graficos de barras apiladas con proporciones relativas y
valores de p. Se aplicé una codificacion por color y etiquetas porcentuales, utilizando las

bibliotecas ggtext y glue.

Adicionalmente, se construyeron mapas de calor basados en matrices de presencia viral
(ausente, parcial o completo), organizados por paciente y agrupados por nivel de grasa corporal.
Estos mapas incorporaron anotaciones superiores para facilitar la interpretacion por grupo y fueron

generados con las bibliotecas ComplexHeatmap y circlize.
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RESULTADOS

Objetivo 1. Caracterizacion clinica y antropométrica de los participantes

El estudio incluy6 un total de 20 sujetos adultos, distribuidos de manera equitativa por
género con 10 hombres y 10 mujeres. La edad media de los participantes fue de 31 afios con una
desviacion estandar de 9 afios. Dentro de esta muestra, el 70% de los participantes (n = 14) presento
niveles de grasa corporal elevados, en contraste con el 30% restante (n = 6), que mantuvo un

porcentaje de grasa corporal dentro de los rangos establecidos como normales.

La distribucion de los participantes por sexo se mantuvo equilibrada entre el grupo con
grasa corporal normal y el grupo con grasa corporal elevada. No se identificaron diferencias
estadisticamente significativas en la prevalencia de grasa corporal elevada al comparar entre
hombres y mujeres (p > 0.9, seglin la prueba exacta de Fisher). De igual manera, no se detectaron
diferencias significativas en la edad media entre los dos grupos (p = 0.535, segln la prueba t de

Welch).

Por otro lado, se registraron diferencias estadisticamente significativas en el indice de masa
corporal (IMC), con valores de 26.3 +4.0 en el grupo con grasa corporal elevada versus 23.1 +2.4

en el grupo normal (p = 0.041).

Asimismo, se observaron diferencias significativas en el porcentaje de grasa corporal, con
valores de 32 £ 6 en el grupo elevado versus 22 + 9 en el grupo normal (p = 0.042). Todos estos

datos se detallan en la Tabla 6.

Se evaluo la relacion entre el indice de masa corporal (IMC) y el porcentaje de grasa
corporal en la muestra total, asi como de forma diferenciada por sexo, mediante andlisis de
correlacion (Figura 9). En la muestra total, se identifico una correlacion positiva con un coeficiente
de correlacion de Pearson de R = 0.52 y un valor p = 0.13. En el subgrupo de hombres,
representados por puntos rosados, se observo una correlacion positiva con R =0.52 y p=0.13. En
el subgrupo de mujeres, representados por puntos cyan, se observé una correlacion positiva con R

=0.58 y p=0.08. Ninguna de estas correlaciones alcanzo significancia estadistica.
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Grasa Grasa

Total corporal corporal
Variable Valor p?
N=20 normal elevada
N=6 N=14
Edad 31+9 33+13 29+7 0.535
M 10 (50%) 3 (50%) 7 (50%)
Sexo >0.9
F 10 (50%) 3 (50%) 7 (50%)
IMC 253+3.8 23.1+24 26.3+4.0 0.041*
Porcentaje de grasa 29438 2249 3246 0.042%
corporal
Si 15 (75%) 6 (100%) 9 (64%)
Ejercicio 0.3
No 5(25%) 0 (0%) 5(36%)
Si 15 (75%) 5(83%) 10 (71%)
Consumo de alcohol >0.9
No 5(25%) 1 (17%) 4 (29%)
Si 2 (10%) 1 (17%) 1(7.1%)
Tabaquismo 0.5
No 18 (90%) 5(83%) 13 (93%)
Antecedente familiar Si 16 (80%) 4 (67%) 12 (86%) 05
de obesidad No  4(20%) 2 (33%) 2 (14%)
Antecedente familiar Si 16 (80%) 4 (67%) 12 (86%) 0.5
de Hipertension
Arterial No 4 (20%) 2 (33%) 2 (14%)
Antecedente familiar Si 16 (80%) > (83%) 11(79%) 05
de Diabetes Mellitus No 4 (20%) 1 (17%) 3(21%)
Si 1(5.0%) 1 (17%) 0 (0%)
Consumo de drogas 0.3
No 19 (95%) 5(83%) 14 (100%)
Si 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Transfusiones >0.9
No 20 (100%) 6 (100%) 14 (100%)
1 Media £+ DE.

2 Prueba t de Welch; Fisher's exact test. p < 0.05,

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los sujetos seguin la presencia de grasa corporal elevada.
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La Figura 9 presenta un grafico de dispersion con los valores individuales diferenciados
por sexo, junto con lineas de regresion lineal simple para cada grupo y para el total de la muestra,

incluyendo las ecuaciones de tendencia y los valores de R y p correspondientes.

Asociacion entre indice de masa corporal (IMC)
y porcentaje de grasa corporal

O
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40 p Py () -
® °
o
.
3 ¢
% $ S
S 30 Ps exo
()} .
o Masculino
8 ® Femenino
.§.
c
)
2
o
S 20
20 25 30

indice de masa corporal (IMC)

Figura 9. Asociacion entre IMC y porcentaje de de grasa corporal.
Correlacion entre el indice de masa corporal y el porcentaje de grasa corporal, diferenciada por

sexo. Se utilizod una regresion lineal simple para cada grupo y para el total de la muestra.
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Distribucion clinica de obesidad y habitos de vida

Los participantes con obesidad se distribuyeron en etapas del sistema EOSS. Nueve
participantes se ubicaron en etapa 1. Un participante se ubicd en etapa 0. Cuatro participantes se
ubicaron en etapa 2. La distribucion se muestra en la Figura 10 mediante grafico de barras con

frecuencia absoluta por etapa.

Numero de pacientes
N w BN (63} D ~ (0 ¢] (o]
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Etapa clinica de obesidad (EOSS)

Figura 10. Distribucion de pacientes seglin etapa clinica de obesidad (EOSS).
Grafico de barras que muestra la frecuencia absoluta de pacientes clasificados en cada etapa clinica
del sistema Edmonton de clasificacion de obesidad (EOSS). Se observa una mayor concentracion

de participantes en la etapa 1 (n=9), seguida por la etapa 2 (n=4), y un menor niimero en la etapa

0 (n=1).

El consumo de alcohol fue reportado por el 75% de los participantes (n = 15). El
tabaquismo fue reportado por el 10% de los participantes (n = 2). La practica de ejercicio fisico
fue reportada por el 75% de los participantes (n = 15). El uso de drogas fue reportado por el 5%

de los participantes (n = 1). La Figura 11A muestra las frecuencias en barras con respuestas "Si"
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en verde y "No" en naranja. La comparacion del porcentaje de grasa corporal entre quienes

practicaban ejercicio y quienes no mostro p = 0.32 (prueba de Wilcoxon, Figura 11B).
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Numero de pacientes
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Figura 11. Habitos relacionados con el estilo de vida.

(A) Frecuencia de reporte de cuatro hébitos relacionados con el estilo de vida en los sujetos
incluidos en el estudio: consumo de alcohol, uso de drogas, realizacidon de ejercicio y consumo de
tabaco. Las respuestas se agrupan en “Si” (verde) y “No” (naranja). (B) Comparacion del
porcentaje de grasa corporal entre individuos que reportaron practicar ejercicio fisico regularmente
versus aquellos que no lo hacen. La comparacion se realizd mediante prueba de Wilcoxon (p =

0.32).

Calidad de vida y sintomas psicoldgicos

Los participantes con grasa corporal elevada presentaron puntajes significativamente
menores en la escala IWQOL, lo que indica una peor percepcion de calidad de vida relacionada
con el peso (84 = 9 vs. 92 £ 4; p=0.013). Aunque se observo una tendencia a mayores sintomas
psicologicos en el grupo con grasa elevada, medida por el cuestionario DASS-21, esta diferencia

no alcanz¢ significancia estadistica (13 = 12 vs. 4 + 6; p = 0.075) (Tabla 7).
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Grasa Grasa

Total corporal corporal
Variable Valor p?
N =20 normal’ elevada’
N=6 N=14
Puntaje DASS-21 10£11 4+6 13+£12 0.075
Puntaje IWQOL 86+9 92 +4 84+9 0.013*

1 media + DE.
2 Prueba t de Welch. * p <0.05

Tabla 6. Comparacion de sintomas psicoldgicos y calidad de vida segin porcentaje de grasa

corporal.

Adicionalmente, se explord la relacion entre la calidad de vida y la etapa clinica de
obesidad evaluada mediante la Edmonton Obesity Staging System (EOSS). Como se muestra en

la figura 12, se identifico una tendencia descendente significativa en los puntajes de IWQOL
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conforme aumentaba la etapa EOSS (prueba de Jonckheere-Terpstra, p = 0.0466), lo que sugiere

una asociacion entre el deterioro clinico y la percepcion de calidad de vida.

Tendencia de calidad de vida (IWQOL) segun etapa EOSS
p = 0.0466

O
o

Calidad de vida (IWQOL)
[e)
o

~
o

0 1 2
Etapa de obesidad (EOSS)

Figura 12. Tendencia de puntajes de calidad de vida (IWQOL) segtn etapa de obesidad.

Distribucion de los puntajes del cuestionario IWQOL en funcién de la etapa de obesidad (EOSS)
en los sujetos del estudio. Las cajas representan los rangos intercuartilicos y la linea horizontal
indica la mediana. Los puntos grises representan los valores individuales. La linea azul muestra la
tendencia lineal entre categorias. Se utiliz6 la prueba de Jonckheere-Terpstra para evaluar

tendencia ordenada, obteniendo un valor de p = 0.0466.

Total EOSS 0 EOSS 1 EOSS 2

Escala Valor p'
N=14 N=1 N=9 N=4

DASS-21 12 (4, 17) 4(4,4) 12 (7, 17) 6 (0, 30) 0.896

IWQOL 83(76,92)  96(96,96) 83 (82,88)  76(70,84) 0.047%

'"Prueba de Jonckheere-Terpstra. Mediada (Q1, Q3)

Tabla 7. Comparacion de puntajes de DASS-21 y IWQOL segtn la etapa del sistema EOSS.
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Por otro lado, se analiz6 la posible relacion entre la progresion clinica de la obesidad
(EOSS) y la presencia de sintomas emocionales. Como se observa en la figura 13, no se encontrd
una tendencia estadisticamente significativa en los puntajes del DASS-21 a lo largo de las etapas

EOSS (p = 0.896; prueba de Jonckheere-Terpstra).

Tendencia de sintomas emocionales (DASS-21) segun etapa EOSS

p = 0.896 °
40
N 30
()
() °
<
[m)]
2
T 20
c L]
S -
o
10 /\\
/ — { \
0 -
0 1 2

Etapa de obesidad (EOSS)

Figura 13. Distribucion de puntajes DASS-21 segtn etapa de obesidad.

Distribucion de puntajes totales del instrumento DASS-21 en funcidon de la etapa de obesidad
(EOSS) en los sujetos del estudio. Las cajas representan los valores intercuartilicos, con la linea
horizontal indicando la mediana, y los puntos individuales corresponden a valores observados por
sujeto. La linea roja muestra la tendencia lineal entre grupos. Se utilizo la prueba de Jonckheere-

Terpstra para evaluar tendencia entre categorias ordenadas, con un valor de p = 0.896.
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Objetivo 2 y 3. Secuenciacién metagenomica de virus circulantes

Estandarizacion del método SISPA

La estandarizaciéon de la técnica SISPA se realizé utilizando muestras de ARN
provenientes de aislados del virus del dengue previamente caracterizados, especificamente los
serotipos DENV1 y DENV3. Este proceso incluy6 la transcripcion inversa (RT) y la sintesis de la
segunda cadena de ADN complementario (ADNdc). La eficiencia del protocolo fue evaluada
mediante mediciones fluorométricas utilizando el kit Qubit dsDNA High Sensitivity y el equipo
Qubit 3.0 Fluorometer, comparando las concentraciones de ADNdc antes y después de la sintesis
de la segunda cadena.

En el caso de DENV1, la concentracion inicial de ADNdc fue de 12.2 ng/uL, aumentando
a 22.1 ng/puL tras la sintesis de doble cadena, lo que reflej6 un incremento significativo. Para
DENV3B, la concentracion inicial fue de 16.3 ng/uL, alcanzando 30.1 ng/pL tras la sintesis. Estos
incrementos cuantitativos validaron la robustez del protocolo SISPA para amplificar ADNdc a

partir de muestras de ARN, confirmando su eficacia en condiciones controladas y estandarizadas.

Concentracion de ADNdc pre y post reaccion de sintesis de doble cadena

(ng/uL)
35
30
30.1
25
20 221
Antes.
Después. 15 16.3
10 12.2
5
0
DENV1 DENV3B

Figura 14 Concentracion de ADNdc pre y post reaccion de sintesis de doble cadena

Se llevaron a cabo amplificaciones utilizando dos enzimas distintas: LongAmp Taq DNA
Polymerase y Q5 High-Fidelity DNA Polymerase, con el objetivo de evaluar su desempefio bajo

condiciones estandar. En algunas reacciones se incluy6 la adicion de DMSO para determinar su
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impacto en la eficiencia de amplificacion. Las mezclas de reacciéon fueron preparadas

cuidadosamente segun las especificaciones de cada enzima.

Para la enzima LongAmp Taq, la mezcla consistid en 25 pL. de LongAmp Taq 2X Master
Mix, 1 puL de primer (100 uM), 10 pL. de ADN molde, y agua libre de nucleasas hasta alcanzar un
volumen final de 50 uL. En las condiciones con DMSO, se afiadio 1 pL de este compuesto. Para
la enzima Q5 High-Fidelity DNA Polymerase, la mezcla incluy6 10 pL. de Q5 Reaction Buffer
(5X), 1 uL de mezcla de ANTPs (10 mM cada uno), 0.5 pL de Q5 DNA Polymerase (2 U/uL), 1 pL
de primer (100 uM), 10 uL. de ADN molde, y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen
final de 50 uL. Ambas mezclas fueron sometidas a ciclados térmicos Optimos, ajustados segun las

recomendaciones del fabricante.

Los productos generados fueron evaluados mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.1 % en buffer TBE, corrido a 80 V durante 1.5 horas. Se utilizé6 un marcador molecular de 1 kb
para estimar el tamafio de los productos amplificados. En el carril correspondiente al control
negativo no se observaron bandas, lo que confirmé la ausencia de contaminacion. Los carriles con
la enzima LongAmp Taq mostraron bandas nitidas y definidas, tanto en presencia como en
ausencia de DMSO, indicando que esta enzima fue eficaz para la amplificacion, y que el DMSO

no tuvo un impacto relevante en su rendimiento. (Figura 15)

Por el contrario, en los carriles correspondientes a la enzima Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase no se detectaron productos de amplificacion en ninguna de las condiciones probadas.
Esta falta de amplificacion podria atribuirse a incompatibilidades con las condiciones del
protocolo, tales como la necesidad de optimizar las concentraciones de Mg?*, cofactores, o las

temperaturas de ciclado.

Estos hallazgos resaltaron la importancia de ajustar las condiciones experimentales a las

caracteristicas especificas de cada enzima para maximizar su desempefio. En conjunto, los
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resultados respaldaron la eleccion de LongAmp Taq DNA Polymerase como la opcion mas

adecuada para la etapa de amplificacion en el protocolo SISPA bajo las condiciones evaluadas.

1
—_—
I

Figura 15 Gel agarosa de productos de SISPA.

Gel agarosa 1.1% corrido en TBE por 1.5 h a 80V. Marcador Promega 1kb ladder, carril 1 Control
negativo, carril 2 SISPA con enzima LongAmp, carril 3 SISPA con enzima LongAmp mas DMSO.
carril 4 SISPA con enzima Q5.

Estandarizacion del método MDA

La amplificacién isotérmica mediante la técnica Multiple Displacement Amplification
(MDA) se llevé a cabo siguiendo el protocolo previamente establecido en los métodos, utilizando
muestras de ADN positivas para el virus del papiloma humano (VPH). Las muestras utilizadas
correspondieron a los identificadores VPH-3928 y VPH-0323. Los productos amplificados fueron
evaluados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, preparado con buffer TBE, y corrido

durante 1 hora y 30 minutos a un voltaje constante.
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En el gel (Figura 16), el carril correspondiente al marcador molecular (MW) mostrd

estandares de tamafio que iban desde 250 bp hasta 10,000 bp. El control negativo no presentd

Obtencion de perfiles viromicos

bandas, lo que confirmo la ausencia de
contaminacién. Por el contrario, los
carriles que contenian las muestras
positivas VPH-3928 y VPH-0323
mostraron bandas intensas, con
tamafios superiores a los 10,000 bp, lo
cual es caracteristico de una
amplificacion eficiente y de alta
fidelidad. Estos resultados
demostraron la robustez del protocolo
MDA para amplificar ADN a partir de
muestras iniciales limitadas,

respaldando su idoneidad para analisis

posteriores.

Figura 16 Gel de agarosa del producto
del MDA.

Gel agarosa 1.1% corrido en TBE por
2 h a 80V. Carril 1 NT, carril 7 VPH-
3928 y carril 8 VPH-0323.

A partir del plasma obtenido de los 20 sujetos del estudio, se realizé la extraccion y

amplificacion de 4cidos nucleicos, de acuerdo con los procedimientos detallados en la seccion de

metodologia. El material genético resultante fue empleado en los andlisis posteriores de

secuenciacion, clasificacion taxondmica y reconstruccion de genomas virales.
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Secuenciacion

Se realizaron un total de cuatro corridas independientes de secuenciacion utilizando
tecnologia de Nanoporos. Cada corrida tuvo una duracion promedio de 12 horas, y gener6 en
promedio 2,997,225 lecturas, con una longitud media de 1,519 bases y una longitud méaxima
promedio de 1,393,103 bases. La calidad de las lecturas fue evaluada mediante el puntaje Phred
(Q score), con una mediana de 20 consistente en todas las corridas. La gréafica de distribucion de
calidad presentada en la Figura 17 corresponde a una corrida representativa y refleja el

comportamiento observado en las demas repeticiones.

Read quality

Mean: 19.7. Median: 20.0

Number of reads

5 10 15 20 25 30
Quality

Figura 17. Distribucion de calidad de lecturas de secuenciacion (Q score).

Distribucion de calidad de lecturas obtenidas mediante secuenciacion por Nanoporos. El grafico
muestra el nimero de lecturas en funcion del puntaje de calidad Phred (Q score). La distribucion
fue unimodal, con un pico principal entre Q18 y Q22. La mediana fue de Q20 y la media de Q19.7.
Esta figura corresponde a una corrida representativa y refleja el patron observado en las cuatro

corridas realizadas.
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La distribucion de Q scores fue unimodal, con un pico principal centrado entre los valores
Q18 y Q22, y una concentracion alta de lecturas con valores superiores a Q15. Este patrén se

mantuvo en las cuatro corridas, sin desviaciones notables entre sesiones de secuenciacion.
Perfil taxonomico global de las muestras

Se realiz6 una clasificacion taxondmica inicial de las lecturas mediante un enfoque basado
en k-mers. En promedio, el 87% de las lecturas fue clasificado como de origen humano, abarcando
secuencias del genoma nuclear, mitocondrial y retrovirus enddégenos como el K113. El 13%
restante correspondid a secuencias no humanas, incluyendo bacterias, virus y eucariotas diversos

(Figura 18). Estas proporciones se mantuvieron estables entre las cuatro corridas.

‘ Humano (Homo sapiens)
‘ No humano (Bacteriano, Viral, otro)

Figura 18. Clasificacion taxondmica por K-mers de lecturas secuenciadas en plasma.

Distribuciéon taxondmica de las lecturas secuenciadas en muestras de plasma, clasificadas mediante
el enfoque de K-mers. El grafico circular representa jerdrquicamente las asignaciones
taxondmicas, destacando que el 87% de las lecturas se clasificaron como de origen humano (color
azul), incluyendo genomas mitocondriales completos y retrovirus endogenos como K113. El 13%
restante (color verde) corresponde a secuencias no humanas, incluyendo lecturas bacterianas,

virales y no clasificadas.
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Clasificacion taxonomica de lecturas no humanas

Tras el filtrado de las secuencias de origen humano, las lecturas no clasificadas como Homo
sapiens fueron sometidas a andlisis taxonémico utilizando un enfoque basado en k-mers (Kraken2
+ Bracken). La figura 19 presenta las proporciones de lecturas clasificadas por sujeto. Se observo
una tasa de clasificacion general que oscilo entre 60.9% y 77.7% por individuo. Dentro de las
lecturas clasificadas, la fraccion de origen microbiano (bacterias y virus) mostro alta variabilidad,
con un rango de 28.7% a 61.2% para lecturas microbianas totales. En particular, las fracciones

correspondientes a lecturas virales oscilaron entre 0.24% y 12.5%.

Name Classified reads Chordate reads Unclassified reads Microbial reads Bacterial reads Viral reads Fungal reads

03 68.3%% 21.8%% 31.7%% 35.5%% 31.6%% 1.07%% 0.04%%
04 72%% 18.7%% 28%% 41.5%% 38.5%% 0.862%% 0.0914%%
05 73.8%% 8.71%% 26.2%% 61.2%% 55.7%% 3.39%% 0.072%%
06 62.8%% 11.6%% 37.2%% 46.2%% 34.7%% 2.06%% 5.54%%
07 69.9%% 11.1%% 30.1%% 53.8%% 49.1%% 1.02%% 0.283%%
08 74.9%% 19.7%% 25.1%% 46%% 29.6%% 7.94%% 0.119%%
09 68.7%% 23.8%% 31.3%% 33.7%% 28.4%% 1.26%% 0.214%%
10 T7.7%% 14%% 22.3%% 57%% 48.3%% 6.08%% 0.0783%%
11 63.5%% 6.33%% 36.5%% 53.6%% 26.8%% 12.5%% 0.129%%
12 67.6%% 16.6%% 32.4%% 40.6%% 30.1%% 0.92%% 0.323%%
13 70.5%% 10.7%% 29.5%% 50.6%% 32.1%% 2.73%% 2.47%%
14 62.7%% 10%% 37.3%% 46%% 40.6%% 0.722%% 0.569%%
15 62%% 8.81%% 38%% 46.7%% 38.4%% 1.04%% 1.53%%
16 64.2%% 10.1%% 35.8%% 48.2%% 27.3%% 2.26%% 0.743%%
17 68.3%% 15.7%% 31.7%% 36.9%% 30.3%% 2.1%% 0.467%%
18 64.8% 11% 35.2% 46.1% 32.5% 0.459% 0.522%
19 60.9% 16% 39.1% 28.7% 20% 0.576% 1.44%
20 61.8% 13.8% 38.2% 36.1% 29.5% 0.242% 0.506%
21 66.8% 15.8% 33.2% 42.1% 36% 0.477% 1.36%
22 66.5% 19.7% 33.5% 29.9% 21.7% 2.2% 0.272%

Figura 19. Clasificacion taxondmica de lecturas por individuo.

Clasificacion taxonomica de lecturas realizadas a las muestras de sujetos (N=20). Se muestran los
porcentajes de lecturas clasificadas, correspondientes a cordados, no clasificadas, y microbianas.
Estas ultimas se dividen en lecturas bacterianas, virales y fingicas. La variacion entre sujetos
refleja diferencias en la proporcion relativa de componentes del viroma y microbioma plasmatico

tras el filtrado de secuencias humanas.
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Abundancia relativa de lecturas

La figura 20 muestra la distribucion relativa de clases taxondmicas microbianas en los 20
sujetos incluidos. Las barras apiladas representan la abundancia relativa de cada clase por
individuo. Los sujetos con porcentaje elevado de grasa corporal estan indicados con un recuadro
negro. En términos generales, estos individuos presentaron una mayor diversidad de clases
taxondmicas, con representacion frecuente de Actinomycetes, Gammaproteobacteria y
Betaproteobacteria. En contraste, los sujetos con grasa corporal normal mostraron perfiles donde

predominan Actinomycetes, Bacilli y también Betaproteobacteria.

—_

N s N N & & & N N N 2 Ny N N Q 2 N ® “ &
ID sujeto
B Actinomycetes B unknown [l Gammaproteobacteria Il Mammalia B Bacilli
- Malasseziomycetes Eurotiomycetes . Arachnida Magnoliopsida - Caudoviricetes
. Betaproteobacteria . Dothideomycetes . Bacteria_none_none_none . Actinopteri - Alphaproteobacteria
. Tremellomycetes . Other . Fungi_Incertae_sedis Vulcanimicrobiota_Incertae_sedis

Figura 20. Clasificacion taxonémica de lecturas no humanas por clase.

Clasificacion taxondémica de lecturas no humanas por clase taxondémica (N=20). Se muestran
proporciones relativas de clases microbianas detectadas tras el filtrado de secuencias humanas,
agrupadas por individuo. Las barras apiladas representan la abundancia relativa de cada clase. Los
sujetos con porcentaje elevado de grasa corporal estan indicados con un recuadro negro. Se
observan diferencias en la composicion y diversidad taxondémica entre los grupos, con
representacion frecuente de clases bacterianas

como Actinomycetes, Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria.
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Ademads, se incorporaron ejemplos representativos de dos individuos, uno con grasa
corporal elevada y otro con grasa corporal normal, para ilustrar de forma mdés detallada la
composicidon taxondmica microbiana y viral (Figuras 21 y 22). En el sujeto con grasa corporal
elevada (Figura 21A), se identificaron lecturas jerarquicamente clasificadas dentro de los grupos
Pseudomonadati y Enterobacteriaceae, incluyendo géneros como Escherichia, Photobacterium y
Kowinella. En el mismo individuo, el analisis viromico reveld una distribucion viral diversa,
dominada por el orden Caudoviricetes (66%) y multiples detecciones dentro de la familia

Anelloviridae, incluyendo Torque teno virus, TT virus sle2552, Anelloviridae sp. y Anellovirus

D-HFT-66 (Figura 19A).
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Figura 21. Perfil taxonémico del plasma en individuos con diferente porcentaje de grasa corporal.
Perfil jerarquico de clasificacion taxondmica en dos sujetos representativos, uno con grasa corporal
elevada (A) y otro con grasa corporal normal (B). El analisis se realiz6 mediante clasificacion por
k-mers (Kraken2) y visualizacion con Pavian. Se observan diferencias en las rutas de asignacion
y abundancia relativa de varios grupos bacterianos. En el panel A, correspondiente al sujeto con
grasa elevada, se identifican rutas que incluyen Pseudomonadati, Gammaproteobacteria y
Enterobacteriaceae. En el panel B, correspondiente al sujeto con grasa normal, destacan rutas como

Actinomycetes y Streptomycetaceae.

Por su parte, el sujeto representativo con grasa corporal normal presentd un perfil

bacteriano caracterizado por familias como Streptomycetaceae, Streptococcaceae

y

Micrococcaceae, asi como géneros tales como Streptomyces, Staphylococcus y Cutibacterium
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(Figura 21B). En este mismo individuo, el perfil viromico mostrd una baja diversidad viral, con
predominio marcado de una sola entidad del orden Caudoviricetes, el crAssphage SB294 (85%),

y sin deteccion destacada de Anelloviridae (Figura 22B).

A Grasa corporal elevado B *,Grasa corporal normal
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Figura 22. Perfil viromico en plasma segln el nivel de grasa corporal.

Distribucion jerarquica del contenido viral plasmatico en dos individuos representativos, uno con
grasa corporal elevada (A) y otro con grasa corporal normal (B), determinada mediante
clasificacion taxonoémica de secuencias virales. En ambos casos, se observa predominancia de
miembros del orden Caudoviricetes. El sujeto con grasa elevada presenta ademas multiples
miembros de la familia Anelloviridae, incluyendo distintos Torque teno virus. En el sujeto con

grasa normal, la sefial viral se encuentra mas concentrada en crAssphage cat SB2894.

Estos dos perfiles combinados permiten ilustrar de manera clara las diferencias en la
composicion microbiana y viral del plasma entre sujetos con y sin exceso de grasa corporal,

utilizando los mismos individuos representativos para ambos tipos de andlisis.
Perfil Viromico detectados en plasma

Para profundizar en la caracterizacion del viroma plasmatico, se realizo una clasificacion
especifica de secuencias virales utilizando Kraken2 junto con una base de datos personalizada
compuesta por 18,665 genomas virales de RefSeq, esto se realiz6 para cada una de las muestras
incluidas en el estudio. La figura 23 presenta un mapa de calor que muestra la abundancia relativa

de las especies virales detectadas en los 20 sujetos, normalizada mediante puntuacion Z (Z-score).
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Los individuos estan agrupados por su clasificacion en funcion del porcentaje de grasa corporal

(elevado vs. normal).

Las filas corresponden a distintos taxones virales, mientras que las columnas representan a
cada sujeto. Entre los virus mas frecuentes se encuentran miembros de la familia Anelloviridae,
incluyendo Anellovirus D _HF7 66, Alphatorquevirus hominl3 y homin21, cuya deteccion fue
mayor en individuos con grasa corporal elevada. El sujeto 5, particularmente, mostro alta

abundancia de multiples anellovirus.

Grasa corporal elevada Grasa corporal normal  Grasa corporal Z-score
Grasa corporal normal R
Grasa corporal elevada 2
Grasa 0

-2

{ 39 23 Anellovirus D_HF7_66

Alphatorquevirus homin21

—| 28 | 107 | 38 56 | 97 23 35 Torque teno virus
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|
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©
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Figura 23. Clasificacion de secuencias virales.

Mapa de calor que muestra la abundancia relativa de secuencias virales clasificadas en las muestras
plasmaticas de 20 individuos, utilizando Kraken2 con una base de datos curada de 18,665 genomas
virales de RefSeq. Los sujetos estan agrupados segun el nivel de grasa corporal. Las celdas
muestran el nimero de lecturas asociadas a cada taxdn viral y estan codificadas por color seglin su
Z-score. Se observan diferentes patrones de deteccion entre los grupos, destacando la familia

Anelloviridae en sujetos con grasa elevada y crAssphage cat SB2894 en ambos grupos.

Por otro lado, el CrAssphage cat SB2894 (orden Caudoviricetes) fue detectado en la

mayoria de los individuos, con mayor intensidad en aquellos con grasa corporal normal. Estos
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patrones reafirman los resultados obtenidos previamente en los perfiles globales del viroma

plasmatico.
Ensamblado de genomas virales mediante ensamblaje de novo

Posterior a la clasificacion taxondmica, se realiz6 un ensamblaje de novo de contigs virales
para identificar genomas completos o parciales presentes en las muestras. La figura 24 resume la
deteccion de 16 virus diferentes a lo largo de los 20 individuos, incluyendo especies de

Anelloviridae, fagos tipo CrAss-like, y secuencias clasificadas como SPHINX/BMMEF.

El estado de deteccion del genoma se codifico por colores: blanco para ausencia, naranja
claro para deteccion parcial, y naranja oscuro para genomas completos. Los sujetos fueron
nuevamente agrupados por nivel de grasa corporal. En general, los individuos con grasa elevada
mostraron una mayor presencia de virus, incluyendo multiples variantes completas o parciales de
Torque teno virus. Los sujetos 5, 11, 12, 14 y 20 destacaron por la presencia simultdnea de varias

especies y genomas completos de anellovirus.
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Figura 24. Estado de ensamblaje de genomas virales por individuo y grupo de grasa corporal.
Mapa de calor que representa el estado de deteccion de 16 genomas virales en las muestras
plasmaticas de 20 sujetos, agrupados seglin el nivel de grasa corporal (elevado o normal). Cada

celda indica el estado del genoma viral identificado: blanco (ausente), naranja claro (deteccion
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parcial) y naranja oscuro (ensamblaje completo). Los datos muestran diferencias en el nimero y

estado de los virus detectados entre grupos.

En cambio, en sujetos con grasa corporal normal, la deteccion se concentré mayormente
en el CrAss-like fago y en una o dos especies de Torque teno virus, generalmente en forma parcial.
La deteccion de SPHINX/BMMF se restringi6 a algunos individuos del grupo con grasa elevada
(por ejemplo, los sujetos 5y 6).

Cobertura de un genoma representativo

Para ilustrar la calidad del ensamblaje y la cobertura de deteccion, se presenta en la figura
25 el perfil de cobertura de lectura de un genoma completo de Alphatorquevirus hominl3
ensamblado a partir de las lecturas del sujeto 5. El genoma de referencia (3,894 pb) fue cubierto
completamente con una profundidad media de 116x, y con recuperacion del 100% del genoma con
una profundidad >5x, lo que respalda la solidez del ensamblado obtenido.
reference: Alphatorquevirus_homin13 reference length (bp): 3894 mapped: 494 unmapped: 0 total: 494
mean coverage: 116 % recovery >= 5x: 100.0 gc content (%): 54.78
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Figura 25. Cobertura de lectura de un genoma viral ensamblado.
Grafico de cobertura de lectura para el genoma de Alphatorquevirus homini ensamblado a partir
de las muestras del sujeto 5. El grafico muestra la profundidad de lectura a lo largo de la longitud
del genoma de referencia (3,894 pb). Se obtuvo una cobertura media de 116x y recuperacion del
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100% del genoma con al menos 5x de profundidad. Esta visualizacion respalda la completitud y

uniformidad del ensamblaje.

Identificacion especifica de anellovirus mediante filogenia

Para complementar los anélisis de abundancia y ensamblaje viral, se construyeron arboles
filogenéticos bayesianos con el objetivo de examinar las relaciones evolutivas entre los genomas
anellovirales ensamblados a partir de las muestras plasmaticas. Las secuencias obtenidas del
viroma (representadas en azul) fueron analizadas junto con secuencias de referencia disponibles
en bases de datos publicas como RefSeq (en rojo), lo que permitié su comparacion directa en un
contexto filogenético.

Los arboles de maxima credibilidad clados (MCC) fueron generados mediante BEAST v1.10.4,

siguiendo el procedimiento descrito en la secciéon de metodologia.
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Figura 26. Relacion filogenética de anellovirus detectados en plasma mediante andlisis bayesiano.

Arboles de méaxima credibilidad clados (MCC) construidos con BEAST v1.10.4 a partir de la

region ORF1 de los genomas virales ensamblados. (A) Torque teno virus (TTV). (B) Torque teno

mini virus (TTMV). Los andlisis se realizaron con un enfoque MCMC de 107 generaciones,

descartando el 10% inicial como burn-in. Se utilizdé un modelo evolutivo TVM+F+I+1'4

(seleccionado por BIC mediante ModelFinder), un reloj molecular estricto y un modelo

coalescente con poblacion constante. El arbol inicial se gener6 mediante UPGMA, con

distribuciones previas especificadas para tasas de sustitucion, frecuencias nucleotidicas, tamano
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poblacional y alturas nodales.Diamantes azules indican secuencias obtenidas del viroma
plasmatico, y diamantes rojos corresponden a secuencias de referencia (RefSeq). La escala de color

en los nodos representa la probabilidad posterior del clado correspondiente.

La figura 26 presenta el arbol filogenético resultante. Se observa que las secuencias
derivadas del viroma plasmdtico se agrupan consistentemente con referencias de especies
conocidas, lo que permitié asignar con mayor confianza taxondémica a los virus detectados. Por
ejemplo, los ensamblajes virales de los sujetos 5, 13 y 14 se ubicaron con alta probabilidad
posterior dentro de clados correspondientes a Torque teno virus 13 y Torque teno virus 24,
mientras que la secuencia del sujeto 12 se alined estrechamente con Torque teno mini virus 1.
Estas asignaciones son consistentes con los resultados obtenidos mediante clasificacion
taxondémica y ensamblaje de novo, y aportan evidencia independiente que refuerza la precision de

la identificacion especifica.

Anellovirus secuenciados

La tabla 8 muestra las detecciones especificas de especies virales de anellovirus en los
distintos sujetos del estudio, organizadas por tipo viral, sujeto y porcentaje de grasa corporal. Se
destacan detecciones repetidas de Torque teno virus 13, TTV-24, TTV-18, y TTV-9 en multiples

individuos con grasa corporal elevada.
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Especie viral Sujeto Porcentaje grasa corporal

Torque teno virus 18 4 Elevado
Torque teno virus 13 5 Elevado
Torque teno virus 9 5 Elevado
Torque teno virus 16 8 Normal
Torque teno virus 18 8 Normal
Torque teno virus 24 11 Elevado
Torque teno virus 3 11 Elevado
Torque teno mini virus 1 12 Elevado
Torque teno virus 18 13 Elevado
Torque teno virus 24 14 Elevado
Torque teno virus 13 15 Elevado
Torque teno virus 24 18 Elevado
Torque teno virus 9 19 Elevado
Torque teno virus 17 20 Elevado

Tabla 8. Especies anellovirales detectadas por sujeto.

Relacion de especies anellovirales detectadas en las muestras plasmaticas de los sujetos del
estudio, con indicacioén del nimero de sujeto y su correspondiente categoria de porcentaje de grasa
corporal. Se reportan detecciones de diferentes especies del grupo Torque teno virus, incluyendo

variantes como TTV-13, TTV-18, TTV-24, y Torque teno mini virus 1.

Deteccion de virus ARN

En los andlisis realizados, no se identificaron secuencias correspondientes a virus con genoma
ARN. Todas las secuencias virales clasificadas, ensambladas y analizadas en este estudio
pertenecen a virus con genoma ADN. Esta observacion fue consistente en todas las etapas del

analisis, incluyendo la clasificacion taxondmica con Kraken2 y el ensamblaje de contigs virales.
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Objetivo 4. Perfiles viromicos y obesidad

Con el fin de explorar posibles asociaciones entre la composicion del viroma plasmatico y
las caracteristicas clinicas y demograficas de los participantes, se llevaron a cabo andlisis de
distribucion de especies virales y su relacion con el porcentaje de grasa corporal. La figura 27
presenta un grafico de dispersion que resume la distribucion de especies virales segtin el porcentaje
de grasa corporal. Cada punto representa la deteccidn de una especie viral en un individuo,
codificada por color (especie) y forma (sexo). Las especies virales estdn ordenadas verticalmente
por el promedio de grasa corporal de los sujetos en los que se detectaron. Se observa que la mayoria
de las especies anellovirales se agruparon en el rango de mayor grasa corporal, mientras que varios

individuos con menor porcentaje de grasa corporal no presentaron deteccion de estas especies.

TTMV-1 Especie viral
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S TTV-18 TTV-13
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Figura 27. Distribucion de especies anellovirales segun el porcentaje de grasa corporal.

Distribucion de detecciones de especies virales del grupo Anelloviridae en funcidn del porcentaje
de grasa corporal de los sujetos del estudio. Cada punto representa una deteccion individual,
codificada por especie viral (color) y sexo (circulo: femenino; tridngulo: masculino). Las especies
estan ordenadas verticalmente de acuerdo con el promedio de grasa corporal de los individuos en
los que fueron identificadas. Los sujetos sin deteccion se indican con simbolos vacios de contorno

negro.
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Asociacion entre el viroma plasmatico y obesidad

Se realizaron analisis comparativos para describir la distribucién de caracteristicas del
viroma plasmatico en relacion con el porcentaje de grasa corporal y otras variables individuales,
considerando la presencia de virus especificos, el nimero total de virus ensamblados por paciente

y la relacion entre estas detecciones y medidas antropométricas.

Presencia de Anellovirus segun nivel de grasa corporal

Distribucion proporcional en pacientes con grasa normal o elevada
p bilateral = 0.0498
p unilateral = 0.0379
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Figura 28. Presencia de Anellovirus segun el nivel de grasa corporal.

Proporcion de individuos con deteccion de virus de la familia Anelloviridae en los grupos definidos
por porcentaje de grasa corporal (normal vs. elevado). Las barras muestran la distribucion relativa
de pacientes con deteccion positiva (color naranja) y sin deteccion (color azul claro). Se indica el
valor p de la prueba exacta de Fisher (bilateral y unilateral) empleada para comparar proporciones

entre grupos.

En la figura 28 se presenta una comparacion proporcional entre los grupos definidos por
porcentaje de grasa corporal (normal vs. elevado), mostrando la presencia o ausencia de

anellovirus en cada caso. En el grupo con grasa corporal normal (n=6), 1 de los 6 sujetos (16.7%)

75



presentd deteccion de algin miembro de la familia Anelloviridae, mientras que en el grupo con

grasa corporal elevada (n=14), se detectaron anellovirus en 10 de los 14 sujetos (71.4%).

Las proporciones fueron comparadas mediante la prueba exacta de Fisher, arrojando
valores de p bilateral = 0.0498 y p unilateral = 0.0379, segin se muestra en la grafica. El grafico
utiliza codificacion de color para representar la proporcion de individuos con deteccion positiva

(color naranja) y sin deteccion (color azul claro).
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Figura 29. Numero total de virus ensamblados por paciente seglin el grupo de grasa corporal.

Distribuciéon del ntimero de virus ensamblados por individuo en los grupos con grasa corporal
normal y elevada. Cada punto representa el total de virus ensamblados en una muestra. Las areas
sombreadas muestran la densidad de distribucion y la linea roja indica la media de cada grupo. El

valor p corresponde a la prueba de Wilcoxon para comparacion entre grupos.

La figura 29 muestra la cantidad total de virus ensamblados por sujeto, con los datos
estratificados por grupo de grasa corporal. Cada punto representa un sujeto individual, y las
distribuciones estan representadas mediante violines que muestran la densidad de valores en cada

grupo.
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En el grupo con grasa corporal normal, el nimero de virus ensamblados por sujeto varid
entre 0 y 3. En el grupo con grasa corporal elevada, se ensamblaron entre 1 y 6 virus por sujeto.
Las medianas de cada grupo estan indicadas con una linea horizontal roja. La comparacion entre

grupos se realizd mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon, obteniendo un valor de p =

0.033.

Distribucion del rango de grasa corporal en relacion con anellovirus
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Figura 30. Efecto ajustado de la infeccion por anellovirus en el rango de grasa corporal.

Modelo lineal ajustado que muestra el rango del porcentaje de grasa corporal segtn la presencia
o ausencia de anellovirus, estratificado por sexo. Las barras representan los efectos estimados con
intervalos de confianza al 95 %. Los puntos individuales indican los valores observados del rango.

El valor p reportado corresponde al efecto estimado de la infeccion ajustado por sexo.

En la figura 30 se presenta un modelo lineal ajustado por sexo, basado en los rangos del
porcentaje de grasa corporal, con respecto a la deteccion o no de anellovirus. Los datos se agrupan
segun presencia o ausencia de anellovirus.

Los puntos individuales representan a cada sujeto y estan codificados por sexo: circulos
para mujeres y tridngulos para hombres. Las barras verticales indican los intervalos de confianza
al 95% de los efectos estimados en cada subgrupo. El andlisis mostré una diferencia de rangos
entre los grupos con y sin anellovirus, con un valor de p = 0.037. Este valor fue calculado en un

modelo que considera la variacion atribuible al sexo en el calculo del rango de grasa corporal.
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DISCUSION

Caracterizacion de sujetos de estudio

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten reflexionar sobre distintos aspectos
metodoldgicos y clinicos relacionados con el estudio de la composicion corporal, calidad de vida
y salud psicoldgica en adultos. En este contexto, uno de los principales aciertos metodoldgicos fue
el uso del porcentaje de grasa corporal como variable de clasificacion primaria, en lugar del indice
de masa corporal (IMC). Esta decision se sustenta en evidencia cientifica reciente que ha mostrado
limitaciones importantes del IMC como estimador directo de adiposidad, especialmente en
contextos clinicos individualizados (Jeong et al., 2023; Ranasinghe et al., 2013). En la presente
muestra, aunque se observo una correlacion positiva entre IMC y grasa corporal, esta no alcanzo
significacion estadistica (R = 0.52 en hombres, R = 0.58 en mujeres), reafirmando que el IMC, si
bien 1util a nivel poblacional, puede ser un predictor impreciso de la composicion corporal

individual, como ya lo han destacado otros autores (Jeong et al., 2023).

Desde el punto de vista clinico, los resultados muestran que el 70% de los participantes
presentd un porcentaje de grasa corporal elevado. A pesar de esta alta prevalencia, la mayoria de
los sujetos se encontraba en la etapa 1 del Edmonton Obesity Staging System (EOSS), lo que
indica un perfil clinico relativamente estable. Esto se alinea con lo descrito por Kodsi et al. (2022)
y Kakon et al. (2019), quienes han documentado la utilidad del EOSS como sistema de
clasificacion mas comprehensivo que el IMC, al incorporar factores funcionales, psicologicos y
comorbidos. En nuestro estudio, el EOSS permitio diferenciar a los individuos mas alla del peso
corporal, reflejandose en la tendencia significativa a una menor calidad de vida (IWQOL)

conforme aumentaba la etapa clinica (p = 0.0466).

El hallazgo de una peor calidad de vida en personas con mayor grasa corporal (p = 0.013)
también concuerda con estudios previos que muestran que la obesidad estd asociada con deterioro
del bienestar fisico y emocional (Mejaddam et al., 2022). Este hallazgo valida la eleccion del
IWQOL como instrumento de evaluacion, al captar dimensiones especificas relacionadas con el
impacto del peso en la vida diaria. Por otro lado, aunque se identifico una tendencia a mayores
sintomas psicoldgicos en el grupo con grasa elevada, la diferencia no fue significativa (p = 0.075).

Esta falta de significancia podria explicarse por el tamafio reducido de la muestra o por una carga
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psicoldgica atn limitada en la mayoria de los participantes, lo cual también ha sido observado en

estudios con obesidad leve a moderada (Jokela & Laakasuo, 2023; Luppino et al., 2010).

Respecto a los habitos de vida, el alto porcentaje de sujetos que reportd realizar ejercicio
fisico regularmente (75%) no se tradujo en diferencias significativas en el porcentaje de grasa
corporal entre los grupos (p = 0.32). Esto contrasta parcialmente con la literatura que establece una
relacion inversa entre actividad fisica y adiposidad (Ramirez-Diaz et al., 2022), pero puede
explicarse por la ausencia de control sobre la intensidad, frecuencia y tipo de ejercicio en nuestra
medicion. Estudios como el de Molina et al. (2016) han mostrado que so6lo intervenciones de alta
intensidad logran reducciones notables en grasa corporal. Asi, aunque el autorreporte de ejercicio
es un dato valioso, su uso como variable aislada tiene limitaciones, lo que representa una debilidad

metodoldgica.

Perfiles viromicos

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el viroma plasmatico humano, tal
como se ha observado en investigaciones previas (Cebrid-Mendoza et al., 2021), esta fuertemente
dominado por virus de ADN, en particular por miembros de la familia Anelloviridae. A través de
secuenciacion con tecnologia Nanopore y clasificacion taxonémica mediante Kraken2 y Bracken,
se identific6 una notable prevalencia de virus de este grupo, destacando especies como Torque
teno virus (TTV), TT virus sle2552 y Anellovirus D-HFT-66, con una representacion

significativamente mas alta en sujetos con grasa corporal elevada.

La elevada frecuencia y diversidad de anellovirus detectados en plasma es consistente con
estudios anteriores, que han documentado su presencia casi universal en individuos adultos sanos,
asi como su extraordinaria variabilidad genética (Cebria-Mendoza et al., 2021; Taylor et al., 2022).
Esto refuerza la nocion de que los anellovirus forman parte del viroma sanguineo "de fondo" o
persistente del ser humano, con una notable capacidad de establecer infecciones cronicas

asintomaticas (Kyathanahalli, Snedden, & Hirsch, 2021).

Sin embargo, un hallazgo particularmente relevante de este estudio fue la asociacion
observada entre la abundancia de anellovirus y un mayor porcentaje de grasa corporal. Los sujetos

con obesidad presentaron no solo una mayor diversidad de especies virales, sino también una carga
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viral més elevada, incluyendo multiples detecciones completas de genomas de Alphatorquevirus
hominl3, TTV-13, TTV-24, entre otros. Esta tendencia coincide con lo reportado por Herz et al.
(2022), quienes encontraron una mayor carga plasmatica de TTV en adultos obesos en
comparacion con personas delgadas, lo que sugiere que los anellovirus podrian actuar como

marcadores indirectos de inmunocompetencia en contextos metabodlicos alterados.

La hipotesis de que los anellovirus reflejan el estado funcional del sistema inmunologico
ha cobrado fuerza en afios recientes. Diversos autores han propuesto que su carga en plasma podria
ser util como biomarcador indirecto de inmunosupresion, dado que su replicacion parece ser mas
activa en individuos con menor control inmunolédgico (Dal Lago et al., 2024; Taylor et al., 2022).
En el contexto de la obesidad, condicion caracterizada por una inflamacion crénica de bajo grado
y disfunciéon inmune, este incremento en la presencia de anellovirus puede representar una
consecuencia de un control inmunitario reducido, mas que una causa directa de alteraciones

metabolicas (Herz et al., 2022).

Por otra parte, se observd que en sujetos con grasa corporal normal predominaban perfiles
virales con baja diversidad y una alta proporcion relativa del bacteriofago crAssphage cat SB2894
(orden Caudoviricetes), hallazgo congruente con lo descrito por otros autores en relacion con la
presencia ubicua de este fago en muestras humanas intestinales y plasmaticas (Cook et al., 2024).
Su mayor representacion en sujetos metabolicamente sanos podria indicar una relacion indirecta

con un microbioma mas estable o con menor permeabilidad intestinal.

Desde el punto de vista técnico, la aplicacion de tecnologia Nanopore permitié generar un
volumen de datos robusto, con una media de mas de 2.9 millones de lecturas por corrida, y una
longitud media de 1,519 bases, lo que facilitd el ensamblaje de genomas virales completos como
el de Alphatorquevirus hominl3 con una cobertura superior a 100x. Esta capacidad de
recuperacion de genomas completos en lecturas largas es una de las principales ventajas de esta
plataforma frente a tecnologias de lectura corta como Illumina (Cook et al., 2024). No obstante,
también debe reconocerse que la precision base a base de Nanopore es relativamente menor, por
lo que la confirmacion de ensamblajes y asignaciones filogenéticas requiere enfoques

complementarios de validacidon, como se realizd mediante analisis bayesiano en este estudio.
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En cuanto a la clasificacion taxondmica, el uso de Kraken2 y Bracken result6 efectivo para
la identificacion répida y relativamente precisa de virus presentes en las muestras, como ha sido
respaldado por estudios comparativos que destacan la alta sensibilidad de estos métodos en
metagenomica viral (Wood & Salzberg, 2019; Lu et al., 2017). Sin embargo, es importante sefialar
que la precision de estas herramientas depende en gran medida de la cobertura y actualizacion de
las bases de datos utilizadas, por lo que variantes altamente divergentes o no representadas podrian

haber pasado desapercibidas o clasificadas errbneamente (Delwart et al., 2013).

Un aspecto destacable fue la ausencia de deteccion de virus con genoma ARN en todas las
etapas del andlisis. Este resultado, si bien pudiera atribuirse a limitaciones metodoldgicas, también
es coherente con la literatura actual que sefiala que en condiciones normales, el plasma humano
sano contiene predominantemente virus de ADN, mientras que los virus ARN son escasamente
detectables en ausencia de infeccion activa o inmunosupresion severa (Nakamura et al., 2020; Feng

etal., 2023).
Asociaciones en composicion del viroma plasmatico y obesidad

Los hallazgos presentados en esta seccion aportan nueva evidencia sobre la posible
asociacion entre la composicion del viroma plasmatico humano y la adiposidad corporal,
destacando en particular la relacion entre la deteccion de virus de la familia Anelloviridae y el
porcentaje de grasa corporal. En primer lugar, se observ6 una marcada diferencia en la prevalencia
de anellovirus entre individuos con grasa corporal elevada y aquellos con valores normales:
mientras que solo el 16.7% (1 de 6) de los sujetos con grasa corporal normal present6 deteccion
de anellovirus, esta proporcion se elevo al 71.4% (10 de 14) en el grupo con grasa corporal elevada.
Esta diferencia resulto estadisticamente significativa (p bilateral = 0.0498; p unilateral = 0.0379),
sugiriendo una asociacioén no aleatoria entre mayor adiposidad y presencia de estos virus (Figura

28).

Este resultado se alinea con hallazgos previos que indican una mayor carga de anellovirus,
particularmente Torque teno virus (TTV), en personas con obesidad. Herz et al. (2022) encontraron
que individuos obesos presentaban cargas plasmaticas significativamente mas altas de TTV en
comparacion con personas delgadas, incluso tras ajustar por variables como edad y sexo. Ademas,
dicha carga se correlaciond positivamente con medidas de adiposidad central, como Ila
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circunferencia cintura-cadera, aunque no se observo una correlacion significativa con el porcentaje
de grasa corporal medido directamente (Herz et al., 2022). Sin embargo, los resultados del presente
estudio, que muestran una diferencia significativa en la prevalencia de anellovirus en relacion con
el porcentaje de grasa corporal, podrian sugerir que cuando se utiliza una medicion directa y
precisa de la composicion corporal, mas alla del IMC, la asociacion entre adiposidad y presencia

de anellovirus se vuelve mas evidente.

El segundo hallazgo relevante fue el mayor nimero de virus ensamblados por paciente en
el grupo con grasa corporal elevada. Mientras que los sujetos con grasa corporal normal
presentaron entre 0 y 3 virus ensamblados, aquellos con grasa corporal elevada mostraron entre 1
y 6 virus detectados, con una diferencia significativa en la distribucion (p = 0.033, prueba de
Wilcoxon; Figura 29). Este resultado sugiere que, ademés de la mayor prevalencia de anellovirus,
los individuos con mayor grasa corporal albergan una mayor diversidad viral plasmatica, lo cual
podria reflejar una menor eficacia del sistema inmunitario para suprimir la replicacion o la
persistencia de virus comensales. Esto concuerda con lo reportado por Cebrid-Mendoza et al.
(2023), quienes describen que la diversidad de anellovirus en humanos aumenta con la edad y se
ve influida por factores como el sexo, con mayor diversidad y carga en hombres. En este sentido,
la obesidad, caracterizada por una inflamacion crénica de bajo grado y alteraciones inmunologicas
funcionales, podria ser un entorno fisioldgico propicio para la persistencia y replicacion de

multiples variantes virales (Cebria-Mendoza et al., 2023).

El tercer andlisis refuerza esta hipotesis desde una perspectiva multivariable: el modelo
lineal ajustado por sexo mostrd que la presencia de anellovirus se asocid significativamente con
un mayor rango de porcentaje de grasa corporal (p = 0.037; Figura 30). Esto indica que, incluso
controlando la variacion atribuible al sexo, variable que, como se ha documentado, modula la carga
y diversidad del viroma (Cebrid-Mendoza et al., 2023),la deteccion de anellovirus se mantiene
como un factor predictivo de mayor adiposidad. Estos datos consolidan la hipétesis de que los
anellovirus podrian actuar como biomarcadores del estado inmunometabdlico del huésped, mas

que como meros pasajeros virales inocuos.

Cabe sefialar que la literatura cientifica ha mostrado resultados mixtos respecto a la relacion
entre anellovirus y obesidad. Aunque estudios como el de Cimponeriu et al. (2013) encontraron

una mayor frecuencia de infeccion por TTV en mujeres obesas en comparacion con controles
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delgados, otras investigaciones mas amplias no observaron diferencias significativas en la
prevalencia de estos virus entre grupos con y sin obesidad (Toma et al., 2018). Estas discrepancias
pueden explicarse por diferencias en el disefio metodologico, como el uso de PCR convencional
vs. técnicas metagendmicas mas sensibles, asi como por la manera en que se define la obesidad
(IMC vs. porcentaje de grasa corporal). En este estudio, la utilizacion del porcentaje de grasa
corporal como criterio de clasificacion permiti6é detectar asociaciones que podrian haber pasado

desapercibidas en estudios que utilizan solo el IMC como indicador de adiposidad.

Ademés, aunque algunos trabajos no han mostrado una asociacion directa entre la obesidad
y la presencia de anellovirus, si han identificado vinculos entre estos virus y otras enfermedades
metabolicas relacionadas, como la diabetes tipo 2 y la hipertension arterial (Toma et al., 2018).
Esto sugiere que el viroma plasmatico, dominado por anellovirus en individuos sanos (Cebria-
Mendoza et al., 2023), podria estar influenciado por el estado metabdlico general del huésped, mas

alla del componente aislado de la obesidad.

Por tanto, los resultados presentados aqui no solo son consistentes con la evidencia que
vincula una mayor carga de anellovirus con estados inmunometabdlicos alterados, sino que
también aportan una vision novedosa al demostrar una asociacion clara entre la presencia de
anellovirus y el porcentaje de grasa corporal medido directamente, asi como una mayor diversidad
viral en individuos con mayor adiposidad. Este hallazgo tiene implicaciones relevantes para futuras
investigaciones, ya que sugiere que los anellovirus podrian utilizarse como biomarcadores no

invasivos del estado inmunologico en el contexto de obesidad y comorbilidades relacionadas.

Desde un punto de vista clinico, el monitoreo de anellovirus podria convertirse en una
herramienta 1til para identificar individuos con obesidad que presentan una mayor alteracion
inmunitaria, lo cual tendria importancia prondstica en situaciones como el riesgo de infecciones
graves o la respuesta a intervenciones metabdlicas. No obstante, es necesario realizar estudios
longitudinales con tamafios muestrales mas amplios y técnicas metagendmicas estandarizadas para

validar estos resultados y esclarecer la direccionalidad de la asociacion observada.
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CONCLUSION

El viroma plasmatico humano en la poblacion del estudio se caracterizd por una alta
frecuencia de Anellovirus en individuos con porcentaje de grasa corporal elevado (71.4 %), en

contraste con una menor presencia viral en quienes tenian niveles normales de grasa (16.7%).

Los hallazgos de este estudio permiten plantear diversas consideraciones relevantes tanto
en el ambito metodoldgico como clinico, en relacion con la caracterizacion del viroma plasmatico
en adultos con y sin obesidad. En primer lugar, se destaca el valor de utilizar el porcentaje de grasa
corporal como variable principal para la clasificacion del estado adiposo, en lugar del indice de
masa corporal (IMC). Esta eleccion metodologica permiti6é una discriminacion mas precisa de la
composicion corporal individual y facilitd la identificacion de asociaciones que podrian haber
pasado desapercibidas con el uso exclusivo del IMC. En esta linea, la aplicacion del Edmonton
Obesity Staging System (EOSS) y del cuestionario IWQOL permitié una evaluacién mas

comprensiva de la salud fisica, funcional y psicoldgica de los participantes.

En cuanto al andlisis viromico, los resultados confirman que el viroma plasmatico humano
en adultos estd dominado por virus de ADN, especialmente Anelloviridae, cuya deteccion fue
considerablemente mayor en individuos con un porcentaje elevado de grasa corporal. Esta
asociacion, respaldada por diferencias significativas en la prevalencia, diversidad y carga viral
entre grupos, sugiere que los anellovirus podrian reflejar alteraciones inmunometabdlicas
vinculadas con la obesidad. La hipdtesis de que estos virus actiian como biomarcadores del estado
inmunoloégico del huésped cobra fuerza, especialmente en un contexto de disfuncion inmune

crénica como el que caracteriza a esta condicion.

La plataforma de secuenciacion Nanopore demostrd ser una herramienta efectiva para el
analisis del viroma, permitiendo no solo una deteccion sensible de virus presentes en plasma, sino
también el ensamblaje de genomas completos. No obstante, se reconocen limitaciones inherentes
a esta tecnologia, como su menor precision a nivel de base, que deben ser abordadas con
validaciones complementarias. Asimismo, la ausencia de deteccion de virus con genoma ARN,
aunque congruente con lo descrito en individuos sanos, plantea interrogantes sobre la sensibilidad
de la metodologia empleada y refuerza la necesidad de aplicar enfoques metagenémicos mas

integradores en futuras investigaciones.
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Finalmente, los resultados de este estudio abren nuevas lineas de investigacion sobre el
papel del viroma en la fisiopatologia de la obesidad. La identificacion de una mayor diversidad
viral en individuos con mayor adiposidad plantea preguntas relevantes sobre la influencia del
sistema inmunitario en la modulacion del viroma plasmatico y su posible implicancia clinica. La
utilizacion de anellovirus como biomarcadores no invasivos del estado inmunometabdlico
representa una propuesta prometedora, aunque preliminar. Serd fundamental realizar
investigaciones longitudinales con muestras mas amplias, control riguroso de variables confusoras
y metodologias estandarizadas para validar esta asociacion y explorar su utilidad diagnostica o

prondstica en la practica clinica.

En conjunto, esta tesis proporciona evidencia inicial pero significativa sobre la relacion
entre composicion corporal, salud integral y viroma plasmatico en adultos, sentando las bases para
futuras investigaciones en el campo de la metagendmica viral y su aplicacion en contextos clinicos

relacionados con la obesidad.
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