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Qué hace TIAGO con un espectro, paso a paso: de la senal medida al area atribuida

a cada metabolito

uwhﬂw L
I (IO S | ININE R (e

= Espectro de 'H-RMN de orina de la cohorte de referencia. Debajo, las 103 ventanas de integracién del catdlogo; el magenta

sefiala las regiones sin metabolitos asignados.

Elkin Galeano - Johan Granados - Versién 001 -1 de agosto de 2026



Fundamento quimico y matematico

Indice

9.

El problema

1.1. Por qué el drea importa . . . . . . ... ..o
1.2. Por qué en orina no basta con integrar . . . . . ... ... ..

Vocabulario y notacion
Paso 1 - Del archivo a la escala quimica
Paso 2 - Estimar el ruido

Paso 3 - La linea base

5.1, Quéesy quéno. . . . . ...
5.2. Dos regimenes distintos . . . . . ... Lo oo
5.3. Anclajey familias. . . . . . .. ...

Paso 4 - El modelo de una senal

6.1. Formadelinea . . . . . . . . . . . . . ... ... .. ...,
6.2. Multiplicidad . . . . . . . ... ...

6.3. Restricciones de ventana . . . . . . . . . ... ... ...

Paso 5 - Ajuste conjunto y deconvolucién

Paso 6 - La particion exclusiva

8.1. Elproblema . . . . . ... ... ... .
8.2. Proyecciéon del agregado dentro de lasenal . . . . . .. .. ..

8.3. Divisién del agregado entre componentes . . . . . . . . .. ..
84. Elresidual . . . . . . . .. ..o

Paso 7 - Curva de integracion y curva dibujada

10.Paso 8 - Estados de calidad

11.Determinismo

12.Del area a la concentracion

13.Resumen del flujo

TIAGO

\)

(=] [S1EN; TSN B~ s W W

[ INoJIEN BIEN I}

10

11

11



Fundamento quimico y matematico TIAGO

El problema

— 1.1 Por qué el area importa

En '"H-RMN cuantitativa, la integral de una sefial es proporcional al niimero de nticleos que
la producen. Para una sefial s de un metabolito m:

As = kng e, (1)

donde ¢, es la concentracién molar del metabolito, ns el niimero de protones equivalentes
que originan esa senal y k una constante instrumental comiin a todo el espectro bajo condiciones
cuantitativas. Esa proporcionalidad, y no la altura del pico, es lo que convierte un espectro en
una medida: la altura depende del ancho de linea, que a su vez depende del pH, de la viscosidad
y del shimming; el 4drea no.

— 1.2 Por qué en orina no basta con integrar

La orina es una matriz con centenares de metabolitos. Su espectro de protén, comprimido
en unos 10 ppm, presenta tres dificultades que hacen que “integrar el pico” no sea una operacién

bien definida:

Solapamiento Dos o mas metabolitos comparten el mismo intervalo de desplazamiento quimico.
La integral del intervalo no pertenece a ninguno de los dos.

Deriva de la linea base Bajo las senales hay una contribucién ancha —macromoléculas,
imperfecciones de fase, colas de sefiales intensas vecinas— que no es cero y no es constante.

Desplazamiento dependiente de la matriz El centro de una senal se mueve con el pH, la
fuerza idnica, la temperatura y la complejacién. Un centro tabulado es un valor a priori, no una
posicién garantizada.

La pregunta que TIAGO responde

Dada una ventana del espectro y una lista de metabolitos que se sabe que la ocupan, ;qué
parte del area observada corresponde a cada uno? La respuesta debe ser un reparto
exclusivo —nada se cuenta dos veces— y completo —nada se pierde—.

Vocabulario y notacién

Sea una regién de interés (ROI) definida por un intervalo [dmm, dmax] de desplazamiento
quimico. Sobre la rejilla discreta {8;}; de ese intervalo:

Simbolo Nombre Definicién

Yi sefial medida Intensidad del espectro en 9;

b; linea base Contribucién no atribuible a las componentes
Ui senal corregida y; = max(y; — by, 0)

M componente k Perfil ajustado del metabolito k

7 residual Area no explicada por ninguna componente
o ruido Desviacion robusta del ruido local

K numero de metabolitos declarados activos en la region
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El area se calcula siempre por la regla del trapecio sobre la rejilla real, no por suma de
alturas:

Alf] =

/ ) dé‘ ~

6min

Sl G s, )
=1

Paso 1 - Del archivo a la escala quimica

El espectro llega con el eje en hercios. El desplazamiento quimico se obtiene dividiendo por
la frecuencia del espectrémetro:

v [Hz]
140} [MHZ] ’

Esta division es lo que hace comparables espectros medidos en equipos de campo distinto:
en ppm, la posiciéon de una senal es una propiedad del compuesto y de su entorno quimico, no
del iman.

La constante de acoplamiento, en cambio, no se escala con el campo: es una propiedad de
la molécula. Por eso, al construir un multiplete, una separacién .J en hercios se convierte a ppm
con la misma divisién:

0 [ppm] = vo = 600,132 817 8 MHz. (3)

J [Hz]

Vo

(4)

Paso 2 - Estimar el ruido

Antes de decidir qué es senal hace falta saber cuanto vale “nada”. TTAGO estima el ruido
por la desviacion absoluta mediana de las diferencias entre puntos consecutivos:

1,4826 - MAD (Ay)
= R Ay, = yir1 — ;. 5
g \/i Y Yi+1 Y ( )

Tres decisiones estan condensadas ahi:

= Trabajar sobre diferencias elimina cualquier tendencia suave: una linea base inclinada
no infla la estimacion.

= La mediana absoluta en lugar de la desviacion tipica hace el estimador robusto: un pico
intenso dentro de la ventana no lo contamina.

= El factor 1,4826 convierte la MAD en un equivalente de desviacion tipica bajo normalidad,
y el /2 corrige que la diferencia de dos variables independientes tiene el doble de varianza.

Paso 3 ‘- La linea base

— 5.1 Qué es y qué no

La linea base es la contribuciéon de la ventana que no se atribuye a ninguna componente
positiva. Debe ser lo bastante flexible para seguir la deriva real y lo bastante rigida para no
absorber senal: una base con demasiados grados de libertad puede pasar por debajo de un
pico y hacerlo desaparecer.
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+1,50: aqyi sélo hay|tuido
—— espectro eptre regionf#s

9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3
6 (ppm)

Figura 1: El estimador de ruido, medido donde de verdad sélo hay ruido: un hueco del espectro
entre dos regiones del catalogo. La banda marca +1,50, que es el umbral con el que se decide
qué punto puede servir de anclaje para la linea base. Dentro de una ventana SET no queda
ningtn punto por debajo de ese nivel, porque las regiones estan dibujadas cefiidas a la senal.

= 5.2 Dos regimenes distintos

Regiones SET Se estima una linea base local comin a todas las componentes de la region,
apoyada en los tramos libres de senal.

Regiones UNK, DSS y ERETIC La linea base es fija en cero. Se integra toda la senal
positiva de la ventana sin modelo paramétrico. Aqui no se pretende identificar nada: se mide
cuanta area hay.

— 5.3 Anclaje y familias

Los puntos de anclaje son aquellos donde la sefial corregida no supera 1,50, es decir, donde
estadisticamente sélo hay ruido. Sobre esos anclajes se ajusta una de varias familias —hori-
zontal en cero, lineal, lineal segmentada, dos minimos horizontales, polinémica o interpolacién
mondtona— y se elige por auditoria, no por menor error cuadratico.

Tras ajustar, se aplica una referencia a cero: se resta la mediana de la sefial corregida en la
méascara de base, de modo que el nivel de “nada” quede exactamente en cero.

yi = max(y; — by —med(y —b)|,,.., 0). (6)

El recorte a cero es deliberado: el area negativa no tiene sentido fisico como contribuciéon de
un metabolito.

3 Paso 4 - El modelo de una seiial

— 6.1 Forma de linea
Una senal de RMN en un liquido, con relajacién exponencial, produce una lorentziana:

2
vy w
L(4; a, do, =0, =—, 7
( a U’UJ) a(5_50)2_|_72 v 9 ()
con a la altura, dp el centro y w la anchura a media altura (FWHM). En la practica, la
inhomogeneidad del campo afiade un ensanchamiento de caricter gaussiano:

D=

G(6: a,80,w) = ac (5 — % )2 v (8)
; @, 00, W) = ae€xXp|— ) oG = ’
0 P oG ¢ 0V/2In2
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TIAGO admite ambas y su mezcla, la pseudo-Voigt, que interpola con un solo pardmetro
n € [0,1]:

Vo(8) = nL(6) + (1—n)G(3). (9)

Cuando hace falta el perfil exacto, se usa la Voigt verdadera —la convolucién de ambas—
evaluada mediante la funcién de error complementaria escalada w(z) de Faddeeva:

V(o) x R [w(((s_aio\)/;mﬂ . (10)

Por qué importa la eleccién

Las colas de una lorentziana decaen como (6—dg) ~2; las de una gaussiana, exponencialmente.
Sobre un intervalo finito eso cambia el drea de forma apreciable. Elegir la familia por el
menor error cuadratico no basta: hay que considerar también la identidad, la multiplicidad,
la anchura, la estabilidad del AUC y que el residuo no conserve estructura de pico.

— 6.2 Multiplicidad

El acoplamiento escalar desdobla una sefial en un patrén cuyas posiciones relativas e
intensidades estan fijadas por el nimero de vecinos. TIAGO compone el multiplete como suma
de lineas con centros derivados del centro global y de J segtn (4):

M) = ZCP L(6; a, 6o+ 0pAd, w), (11)
P

con los desplazamientos o, y los pesos ¢, del tridngulo de Pascal:

Multiplicidad Lineas Desplazamientos o, Pesos c,

Singlete 1 0 1
Doblete 2 —%, +% 1:1
Triplete 3 -1, 0, +1 1:2:1
Cuartete 4 —%,—%,—i—%;l—% 1:3:3:1

Cuadro 1: Patrones de desdoblamiento. Todas las lineas de un multiplete comparten amplitud
base, anchura y J: son la misma senal, no senales independientes.

Esta restricciéon es la clave de la robustez frente al solapamiento. Un doblete no se ajusta
como dos picos libres, sino como un objeto con cuatro pardmetros —amplitud, centro, anchura
y J— cuya forma estd determinada por la quimica. Un vecino que caiga entre sus dos ramas no
puede ser absorbido sin romper el patrén.

= (.3 Restricciones de ventana

El centro ajustado debe permanecer dentro de una ventana quimica validada alrededor del
valor tabulado, y J dentro de un intervalo también validado. La anchura se acota al rango
instrumental esperado, tipicamente 0,8 Hz a 1,5 Hz para esta cohorte.

La regla que evita el error mas frecuente

Un modelo no debe saltar al pico mas intenso de la regién si ese pico no corresponde
al metabolito. Optimizar el residuo sin restringir el centro lleva justo a ese fallo: el ajuste
mejora y la identidad se pierde.
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—— sefial observada
--- ramas del doblete
—— modelo ajustado

1.490 1.485 1.480 1.475 1.470 1.465 1.460

Figura 2: El doblete de la alanina en SET 4, ajustado sobre un espectro real. Las dos ramas
discontinuas no son picos independientes: comparten amplitud, anchura y separacién, y su suma
es el modelo. Esa ligadura es lo que impide que una senal vecina sea absorbida sin romper el
patrén.

Paso 5 + Ajuste conjunto y deconvoluciéon

Cuando K metabolitos comparten la ventana, no se ajusta uno y se resta. Se ajustan todos
a la vez, minimizando el residuo del conjunto:

2

N K
0 = argmeinz yi — ZMk((Si;ek) ; (12)
i—1 k=1

resuelto por minimos cuadrados no lineales con restricciones de caja sobre cada parametro.
El 4rea individual de cada metabolito es entonces la integral de su propia componente:

Ap = A[My]. (13)

Lo que esta prohibido, y por qué

-

= Repartir por valles o intersecciones. Un minimo entre dos sefiales no marca
donde acaba una y empieza otra: ambas contribuyen a ambos lados.

= Restar areas geométricas sin modelo. Equivale a suponer que la senal se corta
verticalmente, lo que ninguna forma de linea hace.

= Copiar la senal observada como AUC. Incorpora ruido, hombros ajenos y
solapamiento al niimero que se va a publicar.

Si el reparto no es identificable, la respuesta correcta es marcarlo como tal y reportar sélo
el area combinada.

IEY Paso 6 - La particién exclusiva

Aqui estd el nicleo del método, y es donde TIAGO se aparta de un ajuste convencional.
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—— sefal observada —— Valine (doublet)
—— Leucine (triplet) —— a-Ketoisovaleric acid (doublet)
—— lIsoleucine (doublet) --- suma de los modelos

Methylsuccinate (doublet)

YWY WSS Y VRN

1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85
6 (ppm)

Figura 3: Los cinco metabolitos de SET__1 ajustados a la vez sobre la senal observada. Cada
color es una componente; la linea discontinua es su suma. Se ajustan conjuntamente y no uno
detras de otro: ajustar y restar haria que el error del primero se propagara al resto.

— 8.1 El problema

Los modelos ajustados son perfiles matematicos de soporte infinito. Nada garantiza que su
suma quede por debajo de la sefial observada en todos los puntos: por acumulacién de colas,
la suma puede superarla localmente. Si eso ocurre, dibujar las areas apiladas produciria una
figura que miente, y sumarlas daria mas area de la que hay.

Se busca por tanto una particion { Py} del drea de la regién que cumpla tres condiciones
simultaneamente:

K
(i) Exclusividad y capacidad: ZPk,i < y; Vi, (14)
k=1
(ii) Conservacién del AUC: AlP;] = A Vk, (15)
(iii) Cierre: Aly] = > A[P] + Alr]. (16)
k

— 8.2 Proyecciéon del agregado dentro de la senal

Primero se lleva la suma de los modelos dentro de la capacidad fisica de la region. Sea
Si = > My; la suma original y T' = >, Ay, el 4rea total a repartir.
Se define el recorte punto a punto y la capacidad libre que queda:

C; = min(S;, yi), Qi = yi—C; > 0. (17)

Si A[C] < T, falta &rea por colocar: el déficit D = T — A[C] se distribuye sobre la capacidad
libre @ usando la forma original como peso. Con w; = méax(S;/ max; S;, €), se busca el escalar
A tal que

A[min (@, Aw)} - D, (18)

resuelto por biseccién. La funcién del lado izquierdo es mondtona no decreciente y continua
en A, de modo que la biseccién converge; el codigo realiza 90 iteraciones tras duplicar el extremo
superior hasta acotar la raiz, lo que deja el error muy por debajo de la tolerancia numérica. La
proyeccién resultante es



Fundamento quimico y matematico TIAGO

—— sefial observada
—==- suma de los modelos

suma — sena

1 1 1 1 1
3.044 3.042 3.040 3.038 3.036
6 (ppm)

Figura 4: Por qué hace falta proyectar. Arriba, un detalle de SET_5 donde la suma de los
modelos (discontinua) va por encima de la senial observada. Abajo, la diferencia: a la escala del
pico es un pelo, pero apilar areas que suman mas de lo que hay produciria una figura falsa.

I, = min (C; + min(Q;, Aw;i), ¥i). (19)

El uso de w como peso significa que el area que hubo que recolocar se deposita donde el
modelo original ya era intenso, no repartida uniformemente: asi la forma se conserva en lugar
de aplanarse.

— 8.3 Division del agregado entre componentes

Con la suma ya dentro de la sefial, queda repartirla de modo que cada componente recupere
ezactamente su AUC. Se normaliza cada modelo por su maximo, 8y ; = M}, ;/ max; My, ;, y se
buscan multiplicadores uy tales que las cuotas

1k B i
P.; = kR
* SimbB

satisfagan A[Py] = Aj. Nétese que (20) garantiza Y., Py; = II; < y; en cada punto por
construcciéon: las cuotas son una particiéon de la unidad. Los multiplicadores se obtienen por
iteracién de punto fijo,

(20)

[ < [ (21)

A[P;)’

hasta que el error relativo méximo cae por debajo de 2 x 10713, Es el mismo esquema de
escalado proporcional iterativo que se usa para ajustar una matriz a margenes dados; converge
porque cada actualizacién corrige mondtonamente la discrepancia de su propia fila mientras la
normalizacién mantiene la restriccion de columna.

Por 1ltimo, la componente activa de mayor indice se fija por diferencia, Pg ; = II;—> ;- i P i
con lo que la suma es exacta hasta el ultimo bit y no acumula el error de redondeo de K sumas
independientes.

= 8.4 FEl residual

Lo que la particién no ocupa es el residual:
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ri = max (yi -3 P, 0). (22)
k

Con eso, (16) se cumple por construccion. El error de cierre observado en la practica es del
orden de 10!, es decir, precisién de coma flotante y no aproximaciéon del método.

Qué significa un residual alto

No es un defecto del calculo: es informacién. Un residual elevado en una regién SET dice
que los metabolitos declarados no explican lo que hay ahi. Puede deberse a un compuesto
no incluido en el catalogo, a una impureza, o a una sefial mal asignada. Por eso el residual
se reporta, se dibuja y se exporta en lugar de esconderse.

B Leucine B o-Ketoisovaleric acid
Hl |soleucine residual
mmm  Methylsuccinate —— sefial observada
mm Valine
1 1 1 1 1 1
1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85

6 (ppm)

Figura 5: El resultado en SET__1: las areas de los cinco metabolitos, apiladas y mutuamente
excluyentes, con el residual en magenta encima. La pila nunca supera la linea de la senal
observada, y su suma es exactamente el area de la region. El area rellenada es la misma que se
integré para reportar cada AUC.

IEl Paso 7 - Curva de integracién y curva dibujada

Una regla del proyecto, con consecuencias practicas:

curva dibujada = curva integrada. (23)

Toda regién coloreada en una figura pertenece exactamente a la curva cuyo area se reporto.
No existe la categoria de “ala visual”: si una prolongacion de la sefial se acepta como fisicamente
real, entra en el AUC; si no se acepta, no se dibuja. Pueden existir curvas auxiliares de diagnéstico
—candidatos rechazados, residuos, limites de soporte— pero se muestran con estilo distinto, no
se rellenan y no alimentan el area reportada.

Esto convierte la figura en un instrumento de verificacion: mirarla es comprobar el nimero.

Paso 8 - Estados de calidad

El resultado no es sélo un niimero: lleva un juicio sobre si ese nimero es defendible.
El orden de prioridades cuando estos criterios entran en conflicto es explicito y no negociable:
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Estado Criterio

ACCEPT_FOR_QNMR Identidad quimica correcta, area identificable y estable frente
a perturbaciones del ajuste.

LOW_CONFIDENCE Senal plausible con incertidumbre material. No puede promo-
verse a cuantitativa.

REJECT_FOR_QNMR La identidad o el area individual no son defendibles.

UNREVIEWED Evidencia insuficiente para juzgar.

Combinado El 4rea conjunta es defendible pero su reparto entre metabolitos
no es identificable; se reporta como envolvente.

identidad quimica correcta;

no atribuir area ajena ni contarla dos veces;

area identificable y compatible con el alcance declarado;
centro, multiplicidad y J coherentes con los datos;
cuerpo, apice y paredes bien representados;

alas fisicamente justificadas;

NSt =

residuo, estética y proporcion de casos aceptados.

Nunca se mejora un criterio inferior sacrificando uno superior. En particular, reducir el
residuo no justifica mover un centro.

Determinismo

Que dos ejecuciones del mismo espectro den el mismo niimero no es automadtico. Un
optimizador no lineal es sensible a diferencias del dltimo bit, y esas diferencias aparecen solas si
las reducciones internas de las bibliotecas de algebra lineal se reparten entre hilos de forma no
determinista.

TIAGO fija, antes de importar NumPy:

PYTHONHASHSEED=0 OMP_NUM_THREADS=1 MKL_NUM_THREADS=1

MKL_CBWR=COMPATIBLE OPENBLAS_NUM_THREADS=1
KMP_DETERMINISTIC_REDUCTION=TRUE

y analiza cada espectro en un intérprete nuevo, de modo que el resultado no depende de la
cohorte, del orden ni de qué muestra se procesé antes.

El determinismo no sobrevive a un cambio de biblioteca

Al comparar la misma muestra bajo NumPy 1.26.4 / SciPy 1.16.3 frente a NumPy 2.5.1 /
SciPy 1.18.0, la mayorifa de las regiones se movié dentro del ruido de coma flotante (~ 1077
relativo), pero SET__41 / Histidine__1 cambié un 5,95 % —de 25908 a 24 367— y
SET_9 / 3-Hydroxyisovalerate_ 2 un 4 x 1075, El optimizador aterriza en otro minimo
local.

Por eso las versiones estdan fijadas y no acotadas, y la aplicacién avisa si el entorno instalado
se aparta del validado.

10



Fundamento quimico y matematico TIAGO

Del area a la concentracion

TIAGO se detiene en el drea. El paso siguiente, que corresponde al usuario, requiere una
referencia:

Ay Nger

Cm = m : Aref * Cref * fdila (24)

donde n es el namero de protones de cada sefial y fq; recoge la dilucién. El proyecto
contempla dos referencias:

DSS Referencia de desplazamiento quimico en 0 ppm; su singlete de 9 protones puede servir
ademas como patréon interno de concentracion.

ERETIC Senal patrén sintética, generada electréonicamente, que evita anadir un compuesto a
la muestra.

En orina es habitual normalizar por creatinina o por cuantiles para corregir la dilucién, que
varia entre muestras por razones fisiolgicas ajenas al metabolismo que se estudia. Esa eleccion
es del estudio, no del programa.

Resumen del flujo

1. Escala. § = v/vp; el eje pasa a ppm.
2. Ruido. o por MAD de las diferencias: robusto y ciego a la deriva.

3. Linea base. Anclajes donde |y| < 1,50; familia elegida por auditorfa. En UNK, base
fija en cero.

4. Modelo. Multiplete con centros y pesos fijados por la quimica; centro, J y anchura
acotados.

5. Ajuste conjunto. Todos los metabolitos de la regién a la vez, no uno y restar.

6. Particién. Proyeccion dentro de la senal y reparto que conserva cada AUC. Cierre
exacto.

7. Salida. Areas, residual, estado de calidad; la curva dibujada es la integrada.

TIAGO - Targeted and Untargeted Identification and Area Generation for Omics
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