
Universidad CEU San Pablo 

CEINDO –  CEU Escuela  Internacional  de  
Doctorado  

 

PROGRAMA EN MEDICINA TRASLACIONAL 

  

 

Alteraciones de la microbiota 
intestinal asociadas a la alergia 
alimentaria en el contexto de la 

biología de sistemas 

 
TESIS DOCTORAL  

 

Presentada por:  

Elisa Zubeldia Varela 

 

Dirigida por: 

Dra. Marina Pérez Gordo y Dr. David Rojo Blanco 

 

 

MADRID, 2022 



2 
 

 

 

 

 

 

 

TESIS DOCTORAL 

ELISA ZUBELDIA VARELA 

2022  



3 
 

Agradecimientos 

En primer lugar, dar las gracias a mis directores de tesis, Marina Pérez y 

David Rojo, por guiarme y darme todo el apoyo necesario en todo momento 

para completar este proyecto. 

También quiero expresar mi gratitud a todos los compañeros del IMMA y el 

CEMBIO, en especial a Domingo Barber y Coral Barbas por permitirme 

realizar mi doctorado en estos centros, de los cuales me he sentido siempre 

parte. Gracias también a los que me han apoyado y me han facilitado su 

ayuda a lo largo de estos 4 años, en especial a todos los profesores que 

forman o han formado parte del laboratorio.  

Gracias a todos los médicos con los que he tenido la suerte de colaborar 

por su disponibilidad y participación, y que han sido parte esencial de los 

proyectos realizados. 

Gracias a los compañeros de laboratorio de las estancias realizadas, por 

compartir vuestra experiencia y conocimiento. 

Dar las gracias a la Universidad San Pablo CEU y a todo su personal tanto 

docente como no docente, por toda la ayuda brindada y hospitalidad 

durante los años de la realización de la Tesis. 

Finalmente extender mi gratitud a mi madre, mi padre, mis hermanos, mis 

gatos y amigos con los que he compartido también este viaje y que han 

estado presentes en cada momento. 

  



4 
 

Abreviaturas y Acrónimos 

ACN. Acetonitrilo 

ADN. Ácido desoxirribonucleico 

ADONIS. Análisis de varianza multivariado permutacional usando matrices 

de distancia, del inglés analysis and partitioning sums of squares using 

semimetric and metric distance matrices 

AGCC. Ácidos grasos de cadena corta 

Alum. Hidróxido de aluminio 

ARN. Ácido ribonucleico. En inglés, ribonucleic acid (RNA) 

BI-CEMBIO. Biblioteca interna del CEMBIO 

BSTFA. N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida 

CCA. Análisis de correspondencia canónica, del inglés canonical-

correlation analysis  

CEMBIO. Centro de Metabolómica y Bioanálisis 

CE-MS. Electroforesis capilar asociado a MS, del inglés capillary 

electrophoresis 

CMM. CEU Mass Mediator 

CPAs. Células presentadoras de antígenos 

EA. Enteritis alérgica 

EAACI. Academia Europea de Alergia e Inmunología Clínica, del inglés 

European Academy of Allergy and Clinical Immunology  

EI. Ionización electrónica, del inglés Electron ionization  



5 
 

ELISA. Del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

ESI. Ionización por electrospray, del inglés Electrospray ionization 

FA. Ácido fórmico 

FcεI. Receptor de alta afinidad para IgE 

FDR. Del inglés, False Discovery Rate 

FPIES. Síndrome de enterocolitis inducida por proteínas alimentarias, del 

inglés Food Protein Induced Enterocolitis Syndrome 

FTA. Del inglés, Flinders Technology Associates 

GALT. Tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal, del inglés gut-

associated lymphoid tissue 

GC-MS. Cromatografía de gases asociado a MS, del inglés gas 

chromatography 

HMDB. Del inglés, Human Metabolome Data Base 

IFN-γ. Interferón gamma 

Ig. Inmunoglobulina 

IgEki. Del inglés, IgE knock-in 

IgEki_ns. Ratones IgEki no sensibilizados 

IgEki_OVA. Ratones IgEki sensibilizados a OVA 

iHMP. Del inglés, Integrative Human Microbiome Project 

IL. Interleucinas 

ILC2. Células linfoides innatas tipo 2 

KEGG. Del inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 



6 
 

KW. Kruskal-Wallis 

LA. Lactantes con alergia a las proteínas de la leche de vaca 

LC. Lactantes control 

LC-MS. Cromatografía de líquidos asociado a MS, del inglés liquid 

chromatography 

m/z. Relación masa/carga 

MeOH. Metanol 

MS. Espectrometría de masas, del inglés mass spectrometry  

MS/MS. Espectrometría de masas en tándem 

MTBE. Metil tert-butil éter 

NaOH. Hidróxido de sodio 

NK. Linfocitos T Natural Killer 

OK. Ortólogo KEGG 

ORF.  Marcos de lectura abiertos, del inglés open reading frames  

OVA. Ovoalbúmina 

PBS. Tampón fosfato salino, del inglés phosphate buffered saline 

PCA-X. Análisis de componentes principales, del inglés principal 

component analysis 

PLS-DA. Análisis discriminante parcial-mínimo cuadrado, del inglés partial 

least squares discriminant analysis  

QA. Procedimiento de calidad, del inglés Quality Assurance 

QC. Control de calidad, del inglés quality control 



7 
 

QTOF. Cuadrupolo tiempo de vuelo, del inglés quadrupole time of flight 

RMN. Resonancia magnética nuclear 

RSD. Desviación Estándar Relativa, del inglés Relative Standard Deviation 

RT. Tiempo de retención, del inglés retention time 

SI. Sistema inmunitario 

SPT. Prueba de alergia cutánea, del inglés Skin Prick Test 

TFA(NH4). Trifluoroacetato de amonio 

Th0. Linfocitos inmaduros 

TLR. del inglés, Toll Like Receptor  

TMCS. Trimetilclorosilano 

TNF-α. Factor de necrosis tumoral alfa 

Treg. Linfocitos T reguladores 

UMW. U-de Mann-Whitney 

VIP.  Importancia de la variable independiente en proyección, del inglés 

variable importance in projection  

WT. Del inglés, Wild Type 

WT_ns. Ratones WT no sensibilizados 

WT_OVA. Ratones WT sensibilizados a OVA 

 

 

  



8 
 

Resumen 

Durante los últimos años, se han incrementado tanto la prevalencia como 

la gravedad de las enfermedades alérgicas. La prevalencia de la alergia 

alimentaria, en particular, ha aumentado en las últimas tres décadas, 

afectando en la actualidad aproximadamente a un 8% de la población 

mundial. Por otro lado, se ha sugerido que la alteración del equilibrio 

homeostático contribuye de manera importante no sólo a los síndromes 

metabólicos tradicionales, sino también a múltiples trastornos inflamatorios, 

incluida la alergia.  

La participación del microbioma entre los mecanismos moleculares 

subyacentes a la alergia ha cobrado especial relevancia en los últimos 

años. Estos estudios sugieren que la disbiosis, es decir, la composición o 

funcionalidad alterada de la microbiota, puede causar alteraciones locales 

y sistémicas en la respuesta inmunitaria a alérgenos específicos. En este 

sentido, se ha establecido una relación entre la microbiota intestinal y la 

alergia alimentaria. La composición de la microbiota humana es dinámica y 

depende de factores asociados al huésped como la dieta, las 

enfermedades y el estilo de vida, entre otros. Para el análisis y la 

comprensión de la microbiota se emplean mayoritariamente técnicas 

ómicas, en las que se trabaja con grandes volúmenes de datos. En las 

últimas décadas, las técnicas de análisis de la microbiota han avanzado 

mucho, permitiendo una mejor exploración y mayor comprensión de las 

enfermedades multifactoriales, incluida la alergia. Así, cada vez son más 

los estudios que proponen la utilización de la microbiota como diana 

terapéutica. 

Con el fin de indagar en estos aspectos, nos propusimos evaluar el papel 

de la microbiota intestinal en el desarrollo y progresión de la alergia 

alimentaria con un enfoque multiómico. En primer lugar, en el Capítulo 1, 

se presenta una recopilación de factores intrínsecos y extrínsecos que 

pueden alterar la microbiota intestinal y se propone una posible 
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estandarización de las condiciones previas al análisis, así como la de de 

los pasos preanalíticos de un estudio con técnicas ómicas.  

A continuación, en el Capítulo 2, se presenta el análisis realizado de la 

microbiota intestinal mediante metabolómica en un modelo experimental 

murino de alergia no mediada por IgE con el fin de dilucidar cómo influye la 

IgE en el desarrollo de la alergia no mediada y cómo se altera el perfil 

metabólico, tanto sérico como intestinal. El estudio metabolómico en este 

modelo murino de alergia mediada por células T permitió confirmar que la 

IgE promueve alteraciones del metabolismo lipídico y genera productos 

lipídicos proinflamatorios en las etapas de inflamación leve y moderada, 

mientras que la presencia de IgE en la etapa de inflamación grave altera un 

mayor número de procesos fisiológicos incluidos los relacionados con el 

microbioma intestinal, la integridad de la barrera y las rutas de generación 

de energía. 

Por último, en el Capítulo 3 se presenta el análisis realizado mediante 

metagenómica shotgun, muestras de heces en lactantes alérgicos a 

proteínas de leche de vaca. Además, nos propusimos determinar 

correlaciones entre los resultados de metagenómica y tres proteínas 

fecales relevantes en alergia alimentaria: lactoferrina, α-1 antitripsina y 

calprotectina. Nuestros resultados mostraron una alteración en el 

metabolismo de los lípidos y los ácidos grasos, así como un aumento de 

calprotectina y lactoferrina fecales en los lactantes alérgicos. Lo que podría 

indicar que existe una inflamación y disrupción de barrera intestinal 

producida por la alergia alimentaria.  

La aproximación multiómica de esta Tesis Doctoral ha permitido avanzar 

en la compresión de la interacción de la microbiota con la alergia 

alimentaria en el contexto de la biología de sistemas. Asimismo, se ha 

profundizado en el papel de la IgE en la alergia alimentaria. Este trabajo 

abre la vía para estudios futuros en la línea de la biología de sistemas, 

integrando datos procedentes de distintas plataformas ómicas. 

  



10 
 

Summary 

 In recent years, both the prevalence and severity of allergic diseases have 

increased. The prevalence of food allergy, in particular, has increased over 

the past three decades, currently affecting approximately 8% of the world's 

population. In addition, it has been suggested that impaired homeostatic 

balance contributes significantly not only to traditional metabolic 

syndromes, but also to multiple inflammatory disorders, including allergy. 

The involvement of the microbiome among the molecular mechanisms 

underlying allergy has gained special relevance in recent years. These 

studies suggest that dysbiosis, that is, the altered composition or 

functionality of the microbiota, may cause local and systemic alterations in 

the immune response to specific allergens. In this sense, a relationship has 

been established between the intestinal microbiota and food allergy. The 

composition of the human microbiota is dynamic and depends on factors 

associated with the host such as diet, diseases, and lifestyle, among others. 

For the analysis and understanding of the microbiota, omic techniques are 

mostly used, in which large volumes of data are used. In recent decades, 

microbiota analysis techniques have come a long way, allowing for better 

exploration and greater understanding of multifactorial diseases, including 

allergy. Thus, more and more studies are proposing the use of the 

microbiota as a therapeutic target. 

In order to investigate these aspects, we set out to evaluate the role of the 

intestinal microbiota in the development and progression of food allergy with 

a multiomic approach. First, in Chapter 1, a compilation of intrinsic and 

extrinsic factors that can alter the intestinal microbiota is presented and a 

possible standardization of the conditions prior to the analysis is proposed, 

as well as that of the pre-analytical steps of a study with omic techniques. 

Next, in Chapter 2, the analysis of the intestinal microbiota by metabolomics 

in an experimental mouse model of allergy not mediated by IgE is presented 

in order to elucidate how IgE influences the development of unmediated 
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allergy and how the metabolic profile, both serum and intestinal, is altered. 

The metabolomic study in this mouse model of T-cell-mediated allergy 

allowed to confirm that IgE promotes alterations of lipid metabolism and 

generates pro-inflammatory lipid products in the stages of mild and 

moderate inflammation, while the presence of IgE in the stage of severe 

inflammation alters a greater number of physiological processes including 

those related to the intestinal microbiome, the integrity of the barrier and 

energy routes. 

Finally, Chapter 3 presents the analysis carried out by shotgun 

metagenomics, stool samples in infants allergic to cow's milk proteins. In 

addition, we set out to determine correlations between metagenomics 

results and three faecal proteins relevant to food allergy: lactoferrin, 

antitrypsin α-1 and calprotectin. Our results showed an alteration in lipid and 

fatty acid metabolism, as well as an increase in faecal calprotectin and 

lactoferrin in allergic infants. These results suggest that there is 

inflammation and disruption of the intestinal barrier produced by food 

allergy. 

The multiomic approach of this Doctoral Thesis has allowed advancing in 

the understanding of the interaction of the microbiota with food allergy in the 

context of systems biology. Likewise, has offered further insight into the role 

of IgE in food allergy. This work opens the way for future studies in the line 

of systems biology, integrating data from different omics platforms. 
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Hipótesis  

El uso de estrategias ómicas como la metabolómica y la metagenómica 

shotgun aplicada a distintas matrices biológicas permite el estudio de 

procesos biológicos subyacentes (particularmente la relación entre la 

microbiota y la alergia alimentaria), así como la identificación de nuevos 

biomarcadores útiles en el campo de las enfermedades alérgicas. 

 

Objetivos  

1. Obtener un procedimiento estandarizado de trabajo para el correcto 

manejo de muestras de heces para el estudio de la microbiota 

intestinal en análisis ómicos. 

2. Realizar e interpretar el análisis metabolómico del metaboloma de 

heces y suero, con énfasis en la microbiota, en un modelo murino de 

alergia alimentaria no mediada por IgE. 

3. Analizar los cambios en la microbiota intestinal de lactantes con 

alergia a proteínas de leche de vaca por metagenómica shotgun y 

evaluar si esas alteraciones se correlacionan con tres 

biomarcadores fecales, con el fin de descubrir procesos fisiológicos 

implicados. 
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Introducción 

1. Las enfermedades alérgicas 

1.1. Definición, epidemiología y etiología 

Las enfermedades alérgicas se producen por reacciones o respuestas 

inmunitarias exageradas frente a sustancias que generalmente son inocuas 

(pólenes de plantas, ácaros del polvo, alimentos, etc.) y afectan a más de 

150 millones de europeos1, constituyendo una auténtica epidemia no 

infecciosa en el siglo XXI2. Son enfermedades crónicas que afectan de 

forma significativa a la calidad de vida de los pacientes en los ámbitos físico, 

psíquico, emocional y social3. Además, son procesos muy frecuentes, que 

afectan especialmente a niños y jóvenes, y tienen importantes 

consecuencias socioeconómicas2. Las reacciones alérgicas pueden ser 

leves o moderadas, afectando a la calidad de vida del paciente en un 

momento dado, pero también pueden ser graves, y requerir visitas a 

urgencias, hospitalizaciones e incluso llegando a producir la muerte. Esto 

conduce a una importante demanda sanitaria que conlleva un impacto en 

la salud pública y en los recursos sanitarios disponibles. 

En los últimos 30 años se ha producido un aumento, tanto en la prevalencia 

como en la gravedad, de las enfermedades alérgicas especialmente en la 

rinitis alérgica, el asma alérgica, la alergia alimentaria y la alergia a 

medicamentos, estimándose que afectan al 20-25% de la población 

mundial4. Tomando Europa como referencia, según los datos facilitados por 

la Academia Europea de Alergia e Inmunología Clínica (EAACI, del inglés 

European Academy of Allergy and Clinical Immunology), actualmente 100 

millones de personas en Europa presentan rinitis alérgica, 70 millones de 

personas padecen asma y hasta 7 millones de personas tienen una alergia 

alimentaria, llegándose a producir una anafilaxia en el 8% de las personas 

alérgicas. Actualmente, aproximadamente un 35% de la población europea 

presenta algún tipo de alergia y se estima que para 2025, ese porcentaje 

estará en torno al 50%3. 



18 
 

Además de alteraciones inmunitarias, factores genéticos, e infecciones 

víricas respiratorias en edades tempranas que predisponen a los individuos 

a padecer enfermedades alérgicas, en las últimas décadas se han 

postulado diferentes hipótesis sobre el incesante crecimiento de la 

incidencia de estas patologías en el mundo occidental4. La primera, y una 

de las que ha cobrado más protagonismo, fue la “hipótesis de la higiene” 

de David Strachan, que en 1989 sugirió que las infecciones de la primera 

infancia protegían contra las enfermedades alérgicas. Aunque actualmente 

esta hipótesis no ha sido reconocida en su totalidad por la comunidad 

científica, posteriormente se ha descrito que la pérdida o reducción del 

contacto con agentes infecciosos reduce la actividad Th1, aumentando la 

actividad de las células Th2, característica de los trastornos alérgicos5,6. 

Por otro lado, la “hipótesis de los viejos amigos” fue propuesta en 2003 por 

Graham Rook como una adaptación de la hipótesis de la higiene7. Esta 

hipótesis sugiere que para el correcto desarrollo del sistema inmunitario es 

necesaria la exposición temprana y regular a una amplia gama de microbios 

inofensivos o “viejos amigos”, presentes a lo largo de la evolución humana 

y reconocidos por el sistema inmunitario, contribuyendo a su maduración 

para que reaccione adecuadamente ante los distintos estímulos o 

amenazas7. De esta manera, las alteraciones en la población microbiana 

del cuerpo humano, y factores concomitantes como el cambio climático, el 

aumento de los niveles de contaminación, el sedentarismo con la 

consecuente exposición a alérgenos interiores, y el incremento en el uso 

de antibióticos y fármacos, entre otros factores, han producido un impacto 

importante en la aparición de enfermedades alérgicas en países 

industrializados y en desarrollo4,8. En consecuencia, actualmente uno de 

los principales retos de la Alergología es avanzar en el conocimiento de la 

complejidad de las enfermedades alérgicas, mejorando su diagnóstico, 

pronóstico y tratamiento, y realizando así una transición hacia una medicina 

de precisión del paciente alérgico: predictiva, preventiva, personalizada y 

participativa1. 
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1.2. Inmunología de las enfermedades alérgicas 

El sistema inmunitario (SI) es un conjunto de órganos, tejidos, células y 

moléculas derivadas, que se encuentra ampliamente distribuido por el 

organismo. Los órganos que forman parte del SI se denominan órganos 

linfoides (adenoides, amígdalas palatinas, apéndice, bazo, ganglios 

linfáticos, médula ósea, timo y placas de Peyer). También se localiza en las 

mucosas del aparato digestivo, respiratorio y genitourinario9. Todos ellos 

contribuyen a la producción, maduración y activación de las células 

inmunes.  

El SI se clasifica en innato y adaptativo. El SI innato es la primera línea de 

defensa del huésped y posee mecanismos preexistentes que se activan de 

manera rápida. Por otro lado, el SI adaptativo nos brinda una respuesta 

específica para diferentes moléculas y posee memoria y diversidad para 

reaccionar frente a una gran variedad de antígenos. 

La misión principal del SI es la protección del individuo mediante el 

reconocimiento y la defensa. Se encarga de reconocer, permanentemente, 

aquello que es propio y forma parte del organismo (tejidos, células), de lo 

que es ajeno a él y, potencialmente, dañino. Además, es un complejo 

sistema defensivo frente a agresiones y ataques, tanto externos al 

organismo (e.g. bacterias y virus), como internos (e.g. células degeneradas 

o tumorales)2. 

Las enfermedades alérgicas se manifiestan cuando el SI no es capaz de 

reconocer una sustancia como inocua (alérgeno), generándose una 

respuesta inmunológica específica, celular y humoral, y la aparición de 

síntomas que se pueden extender a lo largo de todo el organismo10.  

1.2.1. Alérgenos y anticuerpos 

Los alérgenos son sustancias que producen o pueden producir alergia. Son 

antígenos que se caracterizan por ser moléculas inocuas para la población 

que no es alérgica mientras que para los alérgicos tienen la capacidad de 

estimular al SI para generar anticuerpos, y por ende provocar una reacción 
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alérgica. Suelen ser proteínas, generalmente glicoproteínas (que participan 

en el reconocimiento celular) o lipoproteínas (proteínas que transportan los 

lípidos o grasas) y, excepcionalmente, algunos hidratos de carbono2,10. 

Estas sustancias desencadenan en los pacientes alérgicos una serie de 

acontecimientos inflamatorios que ocurren tanto en piel como mucosas y 

que originan los diferentes signos y síntomas (e.g. urticaria, angioedema, 

asma, mareos, anafilaxia) de las enfermedades alérgicas1,2. 

La clasificación más habitual de los alérgenos es la vía de acceso al 

organismo, existiendo de esta manera alérgenos por contacto cutáneo (e.g. 

plantas venenosas, productos químicos, metales, látex, cosméticos); por 

inyección (e.g. veneno de himenópteros, medicamentos); por ingestión 

(e.g. fármacos y alimentos); por inhalación (e.g. polen, polvo, hongos, 

epitelios de animales); y otras vías (e.g. parásitos). 

Por otro lado, los anticuerpos o inmunoglobulinas (Igs), son polipéptidos 

compuestos por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas. Poseen una 

región constante que determina su clase (G, A, M, D y E) y sus funciones 

biológicas, y una región variable de unión con el antígeno11. Las Igs son 

generadas por los linfocitos B como una respuesta de defensa contra los 

microorganismos y sustancias exógenas que penetran en el organismo. Si 

estas sustancias externas son reconocidas por el SI como no perjudiciales, 

resultan toleradas y se producen Ig del tipo G. Por el contrario, las personas 

alérgicas producen preferentemente Ig del tipo E (IgE)2,12.  

El organismo reconoce los alérgenos a través de la unión de sus epítopos 

o determinantes antigénicos (grupo de aminoácidos) a la IgE12. Los 

epítopos pueden ser lineales (constituidos por aminoácidos consecutivos) 

o conformacionales (aminoácidos no consecutivos). Los primeros son más 

estables y son los que suelen causar reacciones de gravedad. Dentro de 

estos epítopos lineales se encuentran algunos alérgenos alimentarios de la 

leche y el huevo como la beta-lactoglobulina o la ovoalbúmina, 

respectivamente2,4. 
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1.2.2. Células mediadoras del sistema inmunitario en la alergia 

Las enfermedades alérgicas se caracterizan por una alteración de la 

respuesta inmune en la que participan distintas células y sustancias 

producidas por dichas células, que se detallan a continuación:  

- Mastocitos y basófilos:  se caracterizan por su capacidad de fijar 

moléculas de IgE en el exterior de su membrana plasmática. 

Secretan mediadores inflamatorios (histamina, leucotrienos, 

interleucinas o citocinas Th2) y expresan receptores tipo Toll Like 

Receptor (TLR). En los pacientes alérgicos, los receptores de alta 

afinidad para IgE (FcεI) están casi saturados y listos para iniciar la 

respuesta mediada por IgE ante la presencia de una cantidad 

suficiente de alérgeno.  

- Histamina: es uno de los principales mediadores de la inflamación 

alérgica. Es el producto más abundante, que se encuentra en los 

gránulos de los mastocitos y en menor cantidad en los basófilos. La 

respuesta biológica a la liberación de la histamina es: el picor 

cutáneo, por estimulación de los nervios; la dilatación y aumento de 

la permeabilidad de los vasos sanguíneos, con lo que se produce 

calor y enrojecimiento de la piel y de las mucosas, y salida de líquido 

hacia los tejidos circundantes, con lo que se origina un edema; y la 

contracción de la musculatura de los bronquios, que causa dificultad 

para respirar. Debido a todos estos efectos que produce la 

histamina, los antihistamínicos H1 son los fármacos más empleados 

en el tratamiento de los síntomas de las enfermedades alérgicas. 

- Linfocitos T: se producen en la médula ósea y maduran en el timo. 

Cabe destacar un fenotipo de linfocitos T, los Th0 o linfocitos 

inmaduros, que son los que se van a diferenciar en uno de los otros 

cuatro fenotipos responsables del tipo de respuesta inmune: los 

linfocitos Th1 (respuesta frente a microorganismos y parásitos 

intracelulares), los linfocitos Th2 (respuesta frente a helmintos y 

alérgenos), los linfocitos Th17 (respuesta frente a bacterias 

extracelulares y hongos), y los linfocitos T reguladores (Treg, 
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amplifican o suprimen la respuesta inmunológica global, regulando 

los otros componentes del SI). Hay que destacar que, en 

condiciones normales, hay un equilibrio entre la respuesta Th1 y 

Th2. Además, Los linfocitos T se dividen en dos subpoblaciones 

principales: linfocitos T CD4+ cuya principal función es la secreción 

de citocinas y colaboración con otras células del SI y los linfocitos T 

CD8+ que eliminan células infectadas y tumorales. 

- Citocinas: productos solubles, de tiempo de acción corto, 

responsables de la comunicación intercelular. Son responsables de 

la regulación de la respuesta inmune en general, y de la alérgica en 

particular, y son producidas principalmente por los linfocitos T. Se 

han identificado un gran número de citocinas, muchas de ellas 

cruciales para el crecimiento y diferenciación de los linfocitos y 

monocitos hacia células efectoras involucradas en la eliminación 

eficiente de los microorganismos, y tienen un papel fundamental en 

la inflamación13. Un tipo de citocinas particular son las interleucinas 

(IL), que están altamente implicadas en las respuestas alérgicas14. 

Así, en la rinitis o el asma bronquial alérgica, se origina una 

alteración en el equilibrio entre los linfocitos Th1 y Th2, a favor de 

los Th2, ya que se produce un incremento de IL-4 e IL-5, que va a 

favorecer el desarrollo de la respuesta alérgica. Por otro lado, los 

linfocitos Th1 estimulan la producción de IL-12 e interferón gamma 

(IFN-γ) que neutralizan la respuesta de la IL-4 y de los linfocitos 

Th22,11. 

- Eosinófilos: son leucocitos que tienen un núcleo bilobulado y 

poseen gránulos citoplasmáticos. Se acumulan en los tejidos y 

mucosas durante la respuesta alérgica, y su proliferación y 

diferenciación se lleva a cabo gracias a la IL-5 producida 

principalmente por células Th2. Modulan las reacciones de 

hipersensibilidad inmediata.  
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- Linfocitos B: son responsables de la inmunidad humoral. Dan lugar 

a las células plasmáticas cuando se activan inmunológicamente, que 

son las responsables de la producción de anticuerpos. 

- Células epiteliales: son la interfaz entre el huésped y el exterior, y 

suponen la primera barrera de defensa frente a agentes externos 

patógenos como microorganismos y alérgenos. La activación de 

receptores de reconocimiento de patrones, presentes en las células 

epiteliales de las vías respiratorias o del intestino, produce la 

liberación de IL-25, IL-33 y linfopoyetina del estroma tímico, que 

atraen y activan células del sistema inmune innato y adaptativo y son 

capaces de iniciar y mantener la respuesta inmunitaria tipo Th215. 

Este es un proceso clave en el reconocimiento de alérgenos, que 

activa a las células dendríticas, las cuales coordinan el siguiente 

paso en la respuesta inmunitaria. 

- Células dendríticas: son células presentadoras de antígenos 

(CPAs) y hacen de nexo entre el sistema inmune innato y adaptativo. 

Procesan los alérgenos y se los presentan a las células T en los 

ganglios linfáticos, liberándose IL4, IL12 e IFN-γ, produciéndose la 

polarización de las células T.  

- Linfocitos T Natural Killer (NK): producen citocinas 

proinflamatorias e inmunosupresoras como IFN-γ, factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α) e IL-10.  

- Células linfoides innatas tipo 2 (ILC2): producen citocinas Th2. Se 

identificaron por primera vez en el tracto gastrointestinal, el pulmón 

y sangre15. 

El SI innato proporciona una respuesta inmediata frente antígenos, siendo 

la primera línea de defensa. Los principales componentes que intervienen 

en la inmunidad innata son las barreras físicas y químicas (epitelios, 

enzimas, etc.), células fagocíticas (neutrófilos, macrófagos, etc.), 

eosinófilos, basófilos, mastocitos, linfocitos NK, el sistema del 

complemento, citocinas, y TLRs.  
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Los principales elementos del SI adaptativo son los linfocitos B y T que se 

activan frente a los antígenos. Posee dos tipos de respuestas inmunes: 

inmunidad humoral e inmunidad celular. Estas respuestas van a dar lugar 

a dos principales tipos de alergia: la alergia mediada por IgE y la alergia 

mediada por células T, respectivamente.  

1.2.3. Alergia mediada por IgE 

Aunque hay una gran variedad de mecanismos inmunológicos implicados 

en la patogénesis de la alergia, la mayoría de las respuestas alérgicas se 

consideran reacciones de hipersensibilidad inmediatas, caracterizadas por 

la producción de IgE11,12,14. 

Las reacciones alérgicas mediadas por IgE se dividen en tres fases 

principales. En primer lugar, durante la fase de sensibilización, se produce 

un primer contacto con el alérgeno, el cual es capturado por las CPAs que 

lo fagocitan en su interior y lo presentan a los linfocitos Th0, que se 

diferencian a linfocitos Th2 e interaccionan con los linfocitos B, los cuales 

producen IgE específica frente a ese antígeno concreto. Esta IgE se unirá 

a los mastocitos y basófilos que contienen receptores para ésta en su 

superficie. Ante una segunda exposición, en la fase de reacción alérgica 

aguda, el alérgeno es dirigido directamente hacia los anticuerpos IgE 

específicos que se habían generado previamente y que estaban unidos a 

mastocitos y basófilos. Al producirse la unión alérgeno-anticuerpo se 

produce la liberación de histamina y otros mediadores, que inducen un 

estado inflamatorio. Es en este momento en el que el individuo comienza a 

manifestar sintomatología alérgica (picor, estornudos, dificultad 

respiratoria, etc.). Por último, la fase de reacción alérgica tardía se produce 

de cuatro a seis horas después debido al efecto de los mediadores 

quimiotácticos liberados inicialmente, cuya misión es atraer a los eosinófilos 

al lugar de inflamación, donde liberan de sus gránulos sustancias 

citotóxicas que generan daño local e inflamación de una manera más 

permanente, perpetuándose los síntomas2,16. 
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Si la exposición al alérgeno persiste en el tiempo o la inflamación no se 

resuelve, la respuesta inmune evoluciona hacia una inflamación alérgica 

crónica. Esta inflamación se caracteriza por la aparición de múltiples tipos 

de células inmunes, tanto del sistema inmune innato como adaptativo16,17. 

1.2.4. Alergia mediada por células T 

La inmunidad celular se caracteriza por no estar mediada por IgE. En este 

tipo de inmunidad, al entrar el antígeno a través del epitelio, es captado por 

las CPAs, transportado a los ganglios linfáticos y transformado en péptidos 

que se expresan en la membrana de las CPAs. Los linfocitos Th0 al 

interaccionar con estos péptidos, reconociéndolos a través de su receptor, 

proliferan y se diferencian a linfocitos T efectores y de memoria. Los 

linfocitos T efectores migran hacia el lugar de inflamación para encontrar el 

antígeno para el cual son específicos. La subpoblación de linfocitos T CD4+ 

efectores antígeno-específicos secretan citocinas que permiten a los 

macrófagos eliminar los microorganismos fagocitados2. 

La Figura 1 muestra el mecanismo de acción y las principales células y 

moléculas implicadas en la respuesta inmune en cada tipo de alergia. 
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Figura 1. Mecanismo de acción detallado de tolerancia y respuestas inmunes 
humoral y celular en un modelo de barrera intestinal. AGCC: ácidos grasos de 
cadena corta; Mø: macrófago; CPAs: células presentadoras de antígenos; Treg: 
linfocitos T reguladores; FcεI: receptores de alta afinidad para IgE; TSLP: 
linfopoyetina del estroma tímico; NK: Linfocitos T Natural Killer; ILC2: Células 
linfoides innatas tipo 2. 

 

1.3. Alergia alimentaria 

La alergia producida por alimentos genera reacciones que afectan a 

diferentes órganos: la piel (e.g. picor, enrojecimiento, habones); el sistema 

digestivo (e.g. náuseas, vómitos, diarrea); el sistema respiratorio (e.g. 

estornudos, mucosidad nasal, dificultad respiratoria); cardiovascular (e.g. 

arritmias cardíacas, caída de la tensión arterial) y neurológicos (e.g. 

mareo). Si las reacciones son muy graves pueden llegar a ocasionar la 

muerte. Cualquier alimento puede comportarse como un alérgeno. Sin 

embargo, algunos lo hacen con mayor frecuencia, y ello depende, en gran 

medida, de los hábitos alimenticios de cada región y de la edad del 

paciente. Así, en Europa los alimentos más comunes que producen alergia 

son: soja, semillas de sésamo, pescado, mostaza, moluscos, marisco, 

leche, huevos, frutos secos, cereales con gluten, cacahuetes, apio y 
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altramuces18. Por su parte, en España, los alimentos que más 

habitualmente causan alergia en los niños son la leche, los huevos y el 

pescado; mientras que en los adultos es más frecuente la alergia a las 

frutas y las verduras, los frutos secos y los mariscos2. 

La alergia producida por alimentos es una respuesta inmunológica 

específica que se produce de forma reproducible al exponerse a un 

determinado alérgeno alimentario. Esta reacción inmunológica puede 

deberse a un mecanismo mediado por IgE o a un mecanismo no mediado 

por IgE. La alergia producida por alimentos mediada por IgE es mucho más 

común que la no mediada por IgE, los síntomas son fácilmente reconocibles 

y los mecanismos subyacentes están mejor establecidos, tal y como se 

describe anteriormente. Por otro lado, el diagnóstico de la alergia 

alimentaria gastrointestinal no mediada por IgE es clínico y, debido a la falta 

de biomarcadores específicos, no siempre es fácil identificarla. El 

diagnóstico se basa en la compatibilidad de los síntomas, la exclusión de 

otras enfermedades, la resolución de los síntomas una vez que se retira de 

la dieta el alimento responsable y la reaparición de los síntomas cuando se 

vuelve a introducir.  

La alergia alimentaria gastrointestinal no mediada por IgE más estudiada 

es el síndrome de enterocolitis inducida por proteínas alimentarias (FPIES). 

La FPIES se ha considerado una enfermedad rara, cuyas tasas de 

incidencia acumulada se sitúan entre el 0,15-0,7%19. Sin embargo, podría 

estar infradiagnosticada ya que los datos epidemiológicos son escasos. Se 

considera un trastorno heterogéneo con un amplio espectro de fenotipos 

clínicos. Asimismo, aunque la FPIES se considera una alergia producida 

por alimentos no mediada por IgE, en algunos pacientes es posible detectar 

IgE específica contra el alimento causante, ya sea al principio o durante el 

curso de la enfermedad. Esta forma de presentación se conoce como 

FPIES atípica y parece tener un curso prolongado, con un mayor riesgo de 

desarrollar síntomas mediados por IgE. Aunque son enfermedades 

principalmente pediátricas, en los adultos, también se ha descrito que los 
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fenotipos de FPIES grave desarrollaron IgE y esto está relacionado con el 

peor pronóstico de la enfermedad19–25.  

El estudio y la comprensión de los diferentes fenotipos alérgicos es esencial 

para desarrollar enfoques terapéuticos precisos y tratamientos 

personalizados.  

 

2. La microbiota 

2.1. Definición y características generales 

La microbiota es el conjunto de bacterias, hongos, virus, archaea y 

parásitos que cohabitan en el interior del cuerpo humano, siendo las 

bacterias el tipo de microorganismo más abundante. Estos 

microorganismos pueden establecer una relación simbiótica con el 

individuo y se localizan en ambientes específicos en el cuerpo como son la 

piel, la orofaringe, y los tractos gastrointestinal y genitourinario, entre otros. 

Por otro lado, el microbioma es el conjunto de genes que estos 

microorganismos aportan a un nicho o ecosistema biológico específico. De 

esta manera, el microbioma humano es el conjunto de microorganismos (y 

sus genes) que habitan en el cuerpo26. 

La relación simbiótica entre humanos y microbios es el resultado evolutivo 

de una interacción biológica en la que ambas partes obtuvieron un beneficio 

y donde, a priori y si no hay alteraciones, no hay daño a las partes 

involucradas. Los microorganismos residentes nos defienden de 

enfermedades manteniendo sus nichos ecológicos y utilizando las fibras 

vegetales que ingerimos para obtener energía y producir metabolitos que 

son utilizados por nuestras células. 

Algunos autores definen el cuerpo humano como un “superorganismo” 

simbionte de células eucariotas y procariotas27,28. Existen diferentes 

ecosistemas microbianos en el organismo, pero donde se localizan la 

mayoría de las bacterias es en el aparato gastrointestinal, donde su número 

y diversidad va aumentando desde el estómago hasta el colon, 
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conformando lo que hoy en día denominamos microbiota intestinal (Figura 

2)29. 

Figura 2. Composición de la microbiota humana en filos y géneros por nicho 
ecológico. En el tracto gastrointestinal se reportan géneros. Figura adaptada de 
Clarke G et al. (2019). Gut Reactions: Breaking Down Xenobiotic–Microbiome 
Interactions. Pharmacological Reviews. 71. 198-224. 10.1124/pr.118.01576829. 

 

2.2. La microbiota intestinal 

Dentro de los ecosistemas microbianos presentes en el cuerpo humano, el 

más complejo y diverso es el del tracto gastrointestinal. Los datos relativos 

al número de bacterias son de reciente aparición (con publicaciones desde 

el año 2000) y están en continua revisión, por lo que la comunidad científica 

todavía no ha llegado a un consenso definitivo. Se ha estimado que el 

número de microorganismos que habitan en el tracto gastrointestinal está 

alrededor de 109 bacterias y entre 1183 a 3180 géneros bacterianos30.   

El epitelio intestinal está formado por enterocitos y células caliciformes en 

las vellosidades, y por células de Paneth y células M en la base de estas y 

en las criptas. Este epitelio se encuentra sobre la lámina propia, infiltrada 

por células dendríticas y por el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal 

(GALT, del inglés gut-associated lymphoid tissue). El GALT alberga la 
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mayor población de células plasmáticas, productoras de anticuerpos, del 

cuerpo humano, lo que lo convierte en el mayor órgano del sistema inmune. 

Contiene más de 106 linfocitos por gramo de tejido y aproximadamente el 

60% del total de inmunoglobulinas producidas diariamente31. La microbiota 

intestinal, puede adherirse a este epitelio a través del moco de las células 

caliciformes.  

La microbiota intestinal cambia a lo largo de nuestra vida. Se estima que 

alrededor del 70% de la colonización primaria en recién nacidos es por vía 

materna32, es decir existe una transferencia longitudinal en el nacimiento 

(continuando con la lactancia materna), y que los primeros 1000 días de 

vida, en los que el cuerpo se expone por primera vez a factores externos, 

son claves en su desarrollo. Además, el desarrollo de la microbiota 

intestinal durante los primeros años de vida, se correlaciona con el 

desarrollo y la maduración del intestino y del SI. Estableciéndose el eje 

intestino-sistema inmune que conforma un sistema de comunicación 

bidireccional entre el sistema neurológico- endocrino-humoral y el sistema 

gastrointestinal. Desde el momento del nacimiento, se establece una 

relación simbiótica entre la microbiota y las propias células del cuerpo 

humano, que evoluciona con el tiempo, adaptándose a los cambios33. 

Aunque en general, la composición de la microbiota intestinal se establece 

y madura durante los dos o tres primeros años, ésta es dinámica y cambia 

por factores como la dieta, la edad, el consumo de antibióticos, el estilo de 

vida y factores ambientales34. 

2.2.1. Implicación de la microbiota intestinal en la salud 

Una de las funciones más conocidas de la microbiota intestinal es la 

metabólica (e.g. producción de bacteriocinas, degradación de fibra y 

aprovechamiento nutricional, aporte de metabolitos al hospedador, etc.), 

pero existen otras como formar parte de la barrera intestinal, evitando la 

anidación y penetración de patógenos, y contribuir en el desarrollo y 

modulación del sistema inmunitario35. Asimismo, la microbiota interviene en 
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la angiogénesis intestinal, incluso en la interacción entre el sistema 

nervioso central y el entérico36. 

El equilibrio entre el sistema inmunitario y la microbiota residente es 

fundamental para el mantenimiento de la salud. Los cambios y 

desequilibrios en la composición y funcionalidad de la microbiota intestinal, 

fenómeno conocido como disbiosis, se han asociado con más de 100 

enfermedades, entre ellas, algunas con fenotipo inflamatorio como la 

obesidad37,38, con la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa39,40, la 

diabetes tipo I y tipo II41,42, y las enfermedades alérgicas16,43. Un ejemplo 

de asociación entre ciertas especies bacterianas y su beneficio para la 

salud, es que se ha descrito que la presencia de ciertas cepas de bacterias 

de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium proporcionan beneficios 

nutricionales, inhibición de patógenos e inmunomodulación. La presencia 

de estos microorganismos en nuestra microbiota intestinal aumenta la 

absorción de minerales y vitaminas, mejora la intolerancia a la lactosa, tiene 

efectos antidiabéticos, disminuye los niveles de colesterol, aumenta la 

resistencia a las infecciones del tracto gastrointestinal44,45, y ejerce efectos 

antiinflamatorios a nivel local y sistémico mejorando el desarrollo del SI46. 

El alto grado de variabilidad dificulta la definición de una microbiota normal 

o saludable47–49. Sin embargo, algunos parámetros como el aumento de la 

diversidad, la riqueza genética o la proporción de productores de butirato 

suelen considerarse características de una microbiota intestinal sana50. De 

manera indirecta, el impacto en los parámetros del huésped, como la 

función de barrera intestinal51 y la inmunidad52, también puede tenerse en 

cuenta a la hora de determinar si la microbiota intestinal es saludable o 

disbiótica. 

Asimismo, en el caso de los ecosistemas microbianos, la resiliencia, así 

como la diversidad, pueden utilizarse como marcadores de salud del 

ecosistema53,54. Estos parámetros están vinculados porque cuanto más 

diverso es un ecosistema, más recursos tiene para adaptarse a los 

estímulos externos. La diversidad se puede cuantificar mediante 
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marcadores ecológicos: índices alfa (riqueza de especies que hay en un 

hábitat determinado) y beta (diversidad entre distintos hábitats). La 

resiliencia es la propiedad de un ecosistema de resistir los cambios al 

estrés o de recuperarse rápida y totalmente de las perturbaciones55. Las 

bacterias que habitan el intestino humano están estructuradas como un 

ecosistema complejo con múltiples interacciones cruzadas, que puede 

alterarse por factores de estrés tanto externos como internos56,57.Cuando 

se produce una alteración, tanto funcional como en la composición, este 

ecosistema microbiano intestinal puede o no volver a su estado original58. 

Una microbiota resiliente volverá a su estado de equilibrio original tras ser 

sometida a una perturbación, mientras que una microbiota disbiótica pasará 

a un nuevo estado alterado asociado con cambios irreversibles, no sólo en 

las funciones del microbioma, sino también en la mucosa intestinal y las 

células epiteliales59. Por lo tanto, una microbiota saludable es diversa y 

resiliente, ya que está preparada para el cambio. 

 

3. Participación de la microbiota intestinal en la reacción 

alérgica 

El desarrollo de la microbiota intestinal durante los primeros años de vida 

está relacionado con el desarrollo y la maduración del SI60. La mayor fuente 

de estimulación del SI se encuentra en las superficies mucosas del cuerpo, 

en contacto con el medio ambiente externo. Además, varios estudios han 

demostrado que la aparición de respuestas tolerogénicas, en las que se 

silencian respuestas inmunitarias exacerbadas contra agentes no 

patógenos, está mediada por la presencia de ciertas bacterias en nuestro 

tracto gastrointestinal61–63. 

Aproximadamente el 70-80% de las células del SI se encuentran en el 

intestino grueso64
. La microbiota intestinal estimula y modula el SI mediante 

una regulación mediada por las células dendríticas. Los microbios 

promueven la diferenciación de las células Treg mediante la activación de 
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las células dendríticas presentes en la superficie mucosa del intestino a 

través del reconocimiento de TLR43. Estas células activadas producen IL 

que a su vez activan linfocitos Th0 para que maduren hacia el subtipo de 

linfocitos T correspondiente (Th1, Th2, Th17, Treg)43. 

En los individuos sanos, todas las subpoblaciones de linfocitos Th están 

presentes en un equilibrio dinámico con los linfocitos Treg. Sin embargo, se 

han encontrado alteraciones en la microbiota intestinal y disminución de la 

presencia de Treg en personas que sufren de rinitis, eczema atópico, asma 

o alergia alimentaria al cacahuete, al huevo o a la leche de vaca65–67. La 

presencia de linfocitos Treg en la mucosa parece estar ligada a la presencia 

de ciertos géneros de bacterias en la microbiota intestinal68, y por tanto este 

podría ser uno de los mecanismos por el que la microbiota intestinal 

influenciase el desarrollo de la alergia a los alimentos. Sin embargo, qué 

grupos o especies bacterianas se encuentran implicadas en la presencia 

de linfocitos Treg en la mucosa intestinal es algo todavía desconocido, si 

bien es cierto que parece ser que los géneros Lactobacillus, 

Bifidobacterium y Clostridium estimulan su presencia y parecen disminuir 

los síntomas de la alergia alimentaria69,70. Además, la falta de señales 

mediadas por la microbiota podría ser un factor a tener en cuenta, ya que 

se ha asociado a deficiencias en linfocitos Treg y una consecuente 

expresión de células efectoras71. Asimismo, los ácidos grasos de cadena 

corta (AGCC) producidos por la microbiota (particularmente el butirato), 

también aumentan la proporción de linfocitos Treg y son capaces de 

acelerar la tolerancia a la leche de vaca72. 

A pesar de los avances en este campo, todavía se desconoce si el 

desequilibrio de la microbiota intestinal (i.e. la disbiosis) es la causa que 

desencadena una enfermedad o, por el contrario, si esta es una 

consecuencia de dicha enfermedad que alteraría las poblaciones 

bacterianas y su funcionalidad. 
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4. Biología de sistemas y técnicas ómicas  

La microbiota intestinal es un ecosistema complejo cuyo análisis y 

comprensión se ha desarrollado gracias, en gran parte, a las técnicas 

ómicas. El nuevo enfoque del microbioma conceptualizado por Martin 

Blaser, abrió las puertas a un estudio más profundo y exhaustivo de los 

microbios endógenos humanos, incluyendo la transmisión vertical, la 

comunicación entre los reinos y la simbiosis73. En la misma línea, la 

"revolución ómica" ha cambiado por completo la forma de estudiar el 

microbioma intestinal y de abordar su papel en la relación con la salud 

humana74–76. En las últimas décadas, los avances en bioinformática, así 

como el desarrollo de tecnologías de alto rendimiento, han contribuido al 

desarrollo de las ciencias ómicas para el estudio de las enfermedades 

multifactoriales, incluidas las alérgicas77–80. De esta manera, el punto crítico 

diferencial es el salto cualitativo que ofrecen las técnicas ómicas, respecto 

al análisis clásico, en el procesado masivo de datos. Este grupo de ciencias 

abarca diferentes disciplinas como la genómica (el genoma y su función), 

la transcriptómica (ARNm y expresión génica), la proteómica (estructura, 

función, localización e interacción de las proteínas) y la metabolómica 

(metabolitos y metabolismo) (Figura 3)81,82. 
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Figura 3. Principales ciencias ómicas: genómica, transcriptómica, proteómica y 
metabolómica. Figura adaptada de Zubeldia-Varela E et al. Non-IgE-Mediated 
Gastrointestinal Food Protein-Induced Allergic Disorders. Clinical Perspectives 
and Analytical Approaches. Foods. 2021 Nov 2;10(11):2662. doi: 
10.3390/foods10112662. PMID: 34828942; PMCID: PMC862350581. 

 

La integración de estas técnicas ha permitido desarrollar el conocimiento 

de lo que se conoce como biología de sistemas. Este nuevo campo de 

investigación permite comprender integradamente el funcionamiento de 

sistemas complejos (como una enfermedad multifactorial o un nicho 

ecológico) si se consideran como un “todo” compuesto de varias partes. 

Todas las ómicas se basan en el análisis de un gran volumen de datos, y 

han permitido un cambio paradigmático en el desarrollo de estas nuevas 

estrategias de investigación83–85. En este contexto, un enfoque multiómico 

ofrece una mejor oportunidad para comprender los mecanismos 

subyacentes con un sentido global. Este enfoque es especialmente 

adecuado en la microbiota, frente a las técnicas de cultivo tradicionales. En 

la realización de esta Tesis Doctoral, se han utilizado dos plataformas 
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ómicas para el estudio de la microbiota, la metagenómica shotgun y la 

metabolómica. Esto nos ha permitido identificar funciones y metabolitos de 

la microbiota en distintos grupos experimentales. En la Figura 4 se muestra 

el flujo de trabajo de estas dos ómicas. 

Figura 4. Flujo de trabajo seguido en un análisis metagenómico y en un análisis 

metabolómico. 

 

4.1. Genómica y metagenómica 

En el estudio de la microbiota intestinal, las heces son la matriz más 

representativa y su recogida supone un método no invasivo86. En cuanto a 

las técnicas para su estudio, la ómica más comúnmente utilizada es la 

genómica, es decir, el estudio del ADN, y más concretamente, la 

secuenciación del gen del rRNA16S para el fenotipado de especies, y la 

metagenómica shotgun para estudiar su funcionalidad (Figura 5)87. La 

metagenómica shotgun es la que se ha utilizado en esta tesis y se detalla 

a continuación. 
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Figura 5. Comparación de las dos técnicas genómicas para el análisis de 
microbiota: secuenciación del gen rRNA 16S y la metagenómica shotgun. Figura 
adaptada de Morgan XC, Huttenhower C (2012) Chapter 12: Human Microbiome 

Analysis. PLoS Comput Biol 8(12): e1002808. doi:10.1371/journal.pcbi.100280887. 

 

4.1.1. Metagenómica shotgun 

La secuenciación metagenómica shotgun es un enfoque alternativo para el 

estudio de la microbiota. Mientras que la secuenciación del gen del rRNA 

16S es la aproximación más usada para la identificación taxonómica de 

bacterianas totales en el estudio de la microbiota88,89, la metagenómica 

shotgun permite determinar, además de la propia taxonomía, las funciones 

biológicas asociadas a esta90, lo que implica una importante información 

adicional.  

Para el análisis metagenómico, el ADN se extrae de todas las células de 

una comunidad microbiana y se corta posteriormente en pequeños 

fragmentos que se secuencian de forma independiente. Esto da lugar a 

secuencias de ADN que se alinean con diversas localizaciones genómicas 

de los innumerables genomas presentes en la muestra, incluidos los no 
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microbianos. Estas secuencias proporcionan una visión de las funciones 

biológicas codificadas en el genoma. Como resultado, los datos 

metagenómicos ofrecen la oportunidad de explorar qué rutas metabólicas 

están codificadas en la comunidad microbiana.  

A pesar de estas ventajas, los datos de secuencias metagenómicas 

presentan varios retos. En primer lugar, el análisis metagenómico tiende a 

requerir un gran volumen de datos para identificar resultados significativos 

debido a la gran cantidad de información genómica que se muestrea. Este 

requisito puede plantear problemas computacionales. Afortunadamente, el 

desarrollo de software informático está avanzando rápidamente y 

mejorando la facilidad y eficiencia del análisis metagenómico27,90. En 

segundo lugar, los genomas pueden contener ADN del huésped no 

deseado, especialmente en el caso de la microbiota, particularmente la 

intestinal. En algunas situaciones, es necesario utilizar métodos de 

enriquecimiento, moleculares y bioinformáticos para filtrar el ADN del 

huésped de los genomas antes o después de la secuenciación de los 

datos91,92. En el caso de la microbiota intestinal, es importante el procesado 

de las heces, tal y como se detallará en el Capítulo 1. En tercer lugar, la 

identificación y eliminación de los contaminantes de las secuencias es 

especialmente problemática93. Un contaminante genómico puede inducir a 

error en los análisis de la diversidad genética de la comunidad si el genoma 

del contaminante está enriquecido para genes que no son comunes en la 

comunidad, especialmente cuando el contaminante es muy abundante o 

tiene un genoma grande. Afortunadamente, existen herramientas de 

software que identifican y filtran las secuencias contaminantes en un 

genoma94. Por último, la metagenómica supone un coste más elevado que 

la secuenciación del gen 16S rRNA. Sin embargo, los continuos avances 

en la tecnología de secuenciación del ADN están mejorando la 

asequibilidad de la secuenciación metagenómica shotgun. 
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4.2. Metabolómica 

La metabolómica es la ciencia ómica más reciente y se encarga del estudio 

del metaboloma, conjunto de metabolitos, que son los compuestos de bajo 

peso molecular (<1500 Da), sustratos y productos de las reacciones 

químicas presentes en un sistema biológico. Además, la metabolómica 

permite la adquisición de nuevos conocimientos sobre la interacción entre 

la microbiota intestinal y el estado de salud del huésped, al ser los 

metabolitos los agentes activos en dicha interacción. Asimismo, a través 

del análisis diferencial comparado del metaboloma se pueden buscar, entre 

otros, biomarcadores de diagnóstico o de pronóstico de una enfermedad, 

de su evolución ante un tratamiento o una dieta, del mecanismo de acción 

o de la potencial toxicidad de un fármaco80,95.  

El objetivo de la metabolómica es identificar y cuantificar la variación de los 

metabolitos presentes en un sistema biológico96,97. Dado que los 

metabolitos son los productos finales de cualquier reacción bioquímica, se 

consideran los mejores marcadores de la actividad microbiana98.  

El análisis de los metabolitos de una determinada muestra biológica se 

puede enfocar principalmente de dos modos distintos. En primer lugar, el 

análisis no dirigido, que se utiliza cuando el objetivo es obtener una visión 

global del perfil metabólico, buscando diferencias entre casos y controles. 

Requiere un diseño experimental fuerte para minimizar la variabilidad 

interindividual. Por el contrario, la metabolómica dirigida se centra en la 

cuantificación de un pequeño conjunto de moléculas con unidades de 

concentración, tratando de optimizar los procedimientos analíticos con el 

fin de maximizar la relación señal-ruido, siguiendo la clásica visión de la 

química analítica74. En la investigación de patologías, ambas metodologías 

son complementarias. El análisis no dirigido se utiliza para generar nuevas 

hipótesis y conocimientos (por ejemplo, nuevos biomarcadores para una 

enfermedad) y el análisis dirigido se utiliza para la validación de las 

hipótesis (por ejemplo, confirmar los beneficios potenciales de cualquier 

tratamiento bajo estudio).  
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El principal desafío del análisis de los metabolitos radica en su 

heterogeneidad química (e.g. aminoácidos, lípidos, azúcares), y en su 

distinta concentración en los sistemas biológicos. Por tanto, el uso de 

diferentes herramientas analíticas y métodos novedosos de tratamiento de 

muestra es crucial para la detección de la mayor cantidad de metabolitos 

presentes99. Además, otro reto de los estudios metabolómicos es realizar 

una quimiometría precisa (tratamiento de datos) para proporcionar 

información biológica valiosa y fiable a partir de muestras complejas.  

4.2.1. Técnicas analíticas 

La metabolómica utiliza dos principales técnicas analíticas: la 

espectrometría de masas (MS) y la resonancia magnética nuclear (RMN), 

que permiten la detección y elucidación estructural de los compuestos de 

una mezcla compleja.  

La RMN es una técnica no destructiva que permite la obtención de 

información física, química, electrónica y estructural sobre las moléculas. 

Las ventajas e inconvenientes de esta técnica se encuentran detalladas en 

la Tabla 1. 

La MS es una técnica de química analítica basada en la ionización que 

permite identificar la cantidad y tipo de compuestos químicos presentes en 

una muestra midiendo la relación masa/carga (m/z) y la abundancia de 

iones en fase gaseosa. Para ello, utiliza un espectrómetro de masas, que 

se compone de tres elementos fundamentales: una fuente de iones en la 

que las moléculas se ionizan a presión atmosférica o al vacío, un analizador 

en el que los iones se separan por su relación m/z, y un detector, que 

registra y amplifica la señal proveniente del analizador de masas, 

posteriormente la envía al procesador de datos en donde la información se 

registra en forma de espectro de masas, que es una representación gráfica 

de los iones separados por su valor de m/z y ajustados de acuerdo y la 

intensidad relativa de cada señal. Algunas de las fuentes de ionización más 

relevantes son las fuentes de ionización electrónica (EI), que provocan la 

ionización mediante la retirada de un electrón de las moléculas neutras lo 
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que confiere un alto exceso de energía que provoca una amplia 

fragmentación de las moléculas; y las fuentes de ionización por 

electrospray (ESI), que ionizan las moléculas formando principalmente 

aductos del disolvente (por ejemplo, [M+H]+, [M+Cl]-, [M+HCOO]-), donde 

se transfiere un bajo exceso de energía a las moléculas ionizadas, por lo 

que sólo se produce un panel restringido de fragmentación (fragmentación 

en fuente). 

Existen diferentes tipos de analizadores para la metabolómica, siendo el 

analizador de masas de tiempo de vuelo (TOF) uno de los más utilizados, 

al tener una precisión de masa aproximada de 10 partes por millón de error 

máximo y alta resolución. El analizador de masas cuadrupolar de tiempo 

de vuelo (QTOF) permite el aislamiento de iones y la posterior disociación 

inducida por colisión para la espectrometría de masas en tándem, útil para 

la identificación de metabolitos. Por otro lado, el analizador de masas de 

triple cuadrupolo es ideal para la cuantificación dirigida de metabolitos 

debido a sus características de máxima selectividad y sensibilidad, a pesar 

de poseer baja resolución de masas100. 

La MS se puede aplicar tanto para el análisis cualitativo como cuantitativo, 

y, debido a la complejidad de la muestra, se acopla habitualmente a 

métodos de separación como cromatografía de líquidos (LC-MS), 

cromatografía de gases (GC-MS) y electroforesis capilar (CE-MS). Este 

acoplamiento supone la separación de los compuestos de las mezclas 

complejas y permite la determinación del peso molecular con alta 

resolución (4 decimales) gracias a la posibilidad de separar los 

componentes de la mezcla según transcurre el análisis101. La Tabla 1 

muestra la descripción comparativa de las principales técnicas analíticas, 

describiendo la base de su mecanismo de separación y sus pros y contras. 
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Tabla 1. Descripción comparativa de las principales técnicas analíticas 
metabolómicas para el estudio de la microbiota intestinal, describiendo la base de 
su mecanismo de separación, sus ventajas y desventajas, y referencias de interés 
en la materia. Tabla adaptada de Zubeldia-Varela E, et al. Techniques for 
Phenotyping the Gut Microbiota Metabolome. In: Microbiome and Metabolome in 
Diagnosis, Therapy, and Other Strategic Applications. Elsevier; 2019:33-41. 
doi:10.1016/b978-0-12-815249-2.00004-x101. 

Técnica 
analítica 

Base Ventajas Desventajas 

RMN 

Determinación de la estructura molecular 
de una molécula por la absorción de 

radiación electromagnética del núcleo 
atómico (con momento magnético 

distinto de cero) cuando está sometido a 
pulsos de radiofrecuencia colocados en 

un campo magnético. 

Espectros altamente 
reproducibles. 
Cuantificación 

absoluta. 
Tasas de 

adquisición de alta 
velocidad. 

Baja sensibilidad. 
Superposición de 

señales. 
Control estricto 

del pH. 

LC-MS 

La separación se basa en la diferente 
afinidad de los analitos con la fase 

estacionaria. La naturaleza química de la 
fase estacionaria determina el rango de 
polaridad de los analitos que están más 
retenidos y, posteriormente, el orden de 

elución. 

Alta sensibilidad. 
Amplio espectro de 

polaridades. 
Relativo fácil 

pretratamiento de 
muestras. 

Alto número de 
señales. 

La identificación 
requiere tiempo y 

experiencia. 

GC-MS 

Los metabolitos están separados debido 
a sus diferencias en el punto de 

ebullición y su afinidad con la fase 
estacionaria. 

Alta resolución y 
eficacia. 

Reproducibilidad en 
el perfil de 

fragmentación. 
Potentes bibliotecas 

espectrales (e.g. 
Fiehn, NIST). 

Tedioso 
pretratamiento 

(derivatización). 
Limitado a 
metabolitos 

volátiles. 

CE-MS 

La separación se basa en el flujo electro 
osmótico (debido a la carga superficial 
de la pared del capilar) y la movilidad 
electroforética (debido a la relación 
carga-volumen en el compuesto). 

Bajo consumo de 
muestra. 

Reproducibilidad. 
Limitado a 

compuestos 
iónicos y polares. 

 

Además de las técnicas mencionadas anteriormente, en este trabajo se 

utilizó la espectrometría de masas en tándem (MS/MS). La MS/MS es una 

técnica de análisis instrumental en la que se acoplan dos o más 

analizadores de masas para aumentar la capacidad de análisis de muestras 

químicas. En un espectrómetro de masas en tándem, los iones se forman 

en la fuente de ionización y se separan por su relación m/z en la primera 
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etapa. Se seleccionan iones de una relación de m/z particular (iones 

precursores), se aplica energía y se fragmentan en iones productos. Esta 

fragmentación puede realizarse por varios métodos, algunos son 

disociación inducida por colisión, reacción de ion-molécula, o 

fotodisociación100. En este trabajo el mecanismo que se ha utilizado fue 

disociación inducida por colisión con un analizador QTOF. Así, los iones 

producto se introducen en el segundo espectrómetro de masas, que a su 

vez separa los fragmentos por su relación m/z y los detecta. Con esta 

técnica se pueden detectar y cuantificar selectivamente múltiples analitos 

dentro de una familia de compuestos. También se puede obtener 

información estructural acerca de un compuesto a través de la formación 

de fragmentos específicos y es útil para descubrir compuestos en mezclas 

complejas de acuerdo a su patrón de fragmentación102–104.  

Cada técnica analística cubre una cierta parte del metaboloma porque es 

una mezcla compleja de sustancias con gran diversidad de propiedades 

fisicoquímicas.  Esto se puede observar en la Figura 6A en referencia a la 

microbiota. Por ejemplo, la GC-MS es ideal para analizar compuestos 

térmicamente estables y volátiles como ácidos grasos de cadena corta, 

ésteres, cetonas, alcoholes, aldehídos o aminoácidos74. La LC-MS se 

aplica principalmente a los ácidos biliares y lípidos105–107. La CE-MS es ideal 

para la detección y cuantificación de pequeñas moléculas ionizables108 

como aminas, aminoácidos y ácidos carboxílicos. Por último, la RMN se 

utiliza para detectar ácidos grasos de cadena corta, pequeños lípidos y 

aminoácidos que requieren la adición de un tampón deuterado a las 

muestras, siendo la solución salina tamponada de fosfato la más 

utilizada109–111. La Figura 6B, muestra los grupos de metabolitos más 

detectados en la microbiota intestinal por categoría bioquímica. Estos son: 

ácidos grasos de cadena corta, seguidos de aminoácidos y derivados, 

ácidos carboxílicos y ácidos biliares. Es importante destacar que los 

metabolitos que pueden identificarse mediante diferentes técnicas 

analíticas pueden utilizarse también para la validación de los resultados.  
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Figura 6. (A) Porcentaje de uso de cada técnica analítica y metabolitos detectados 
ordenados alfabéticamente dentro de cada color. (B) Porcentaje de cada categoría 
bioquímica de los metabolitos identificados en la microbiota intestinal (figura 
adaptada de Rojo D, et al. Exploring the human microbiome from multiple 
perspectives: factors altering its composition and function. FEMS Microbiol Rev 
2017;41(4):453e78)74. Solo se han considerado los artículos que realizan 
metabolómica no dirigida realizada en la microbiota intestinal. 

 

4.2.2. Flujo de trabajo  

El flujo de trabajo que se sigue habitualmente en un análisis no dirigido en 

metabolómica, y que es el que ha sido utilizado en este trabajo, se 

encuentra descrito en forma gráfica en la Figura 4.  

La recogida de muestra, el pretratamiento de dicha muestra y la extracción 

de metabolitos son etapas críticas en el flujo de trabajo de metabolómica, 

ya que afectan a la calidad de los datos finales y no es posible corregir su 

impacto posteriormente. Por ejemplo, en una aproximación no dirigida la 

extracción de metabolitos requerirá ser lo más completa posible ya que 

pretende obtener el metaboloma de una muestra biológica y se utilizarán 

tanto disolventes polares como apolares99. Todas estas etapas están 

descritas en detalle en el Capítulo 1.  
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Para el análisis de las muestras biológicas en metabolómica se necesita 

combinar la capacidad de separación que presenta la cromatografía o la 

electroforesis con la sensibilidad y capacidad selectiva del detector de 

masas. Esta combinación permite analizar y cuantificar compuestos trazas 

en mezclas complejas con un alto grado de efectividad. Para la elección de 

la técnica, es necesario tener un diseño robusto del estudio en el que quede 

detallado que parte o partes del metaboloma quieren quedar cubiertas y 

que tipo de análisis metabolómico va a realizarse.  

Tras el análisis de la muestra por GC/MS, CE/MS o LC/MS, se generan 

archivos de datos sin procesar, que contienen la relación m/z y la 

abundancia de los iones detectados en tiempos de retención específicos 

(RTs, en GC/MS y LC/MS) o tiempos de migración (MTs, en CE/MS). Esta 

información tridimensional suele inspeccionarse mediante interfaces 

visuales para evaluar el rendimiento del análisis y ofrecer resultados de alta 

calidad. En este contexto, la trazabilidad del lote analítico a través de un 

estándar interno o basado en controles de calidad (QCs) son las dos 

estrategias principales para garantizar un rendimiento estable del equipo. 

Para extraer y asociar la información de la MS a un compuesto químico 

específico, la deconvolución suele ser el primer paso del procesamiento de 

datos. La deconvolución detecta grupos de características de metabolitos 

(un m/z definido a lo largo de un RT, que idealmente muestra una 

distribución de tipo gaussiano) correspondientes a un compuesto 

específico, incluyendo posibles iones moleculares, aductos, fragmentos y 

sus patrones isotópicos. A continuación, se lleva a cabo la agrupación y el 

emparejamiento de los compuestos en el lote de muestras o la alineación 

de compuestos. Posteriormente, se realiza la integración de compuestos 

mediante algoritmos de integración, en los que se obtiene un valor de área 

bajo la curva para cada señal en cada muestra. Este proceso da lugar a 

una matriz de áreas de compuestos representativa de las concentraciones 

de metabolitos (matriz de metabolitos). Un caso particular de 

procesamiento de datos se realiza en GC/MS, donde la identificación de las 

señales post deconvolución se realiza generalmente antes de la integración 
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de la señal de pico mediante una metodología que compara los RT y los 

espectros de los datos empíricos con las bibliotecas de referencia.  

Según proceda, la sustracción de los blancos suele realizarse después de 

la integración de los compuestos, restando la media de las áreas integradas 

de cada metabolito presente en los blancos que deben incluirse en la 

secuencia de análisis. Este proceso permite eliminar las señales artificiales 

que no están presentes en la muestra biológica, o aquellas cuya 

abundancia es notablemente mayor en términos de orden de magnitud que 

en los blancos. A continuación, se suele realizar un paso de imputación de 

valores perdidos (missing values) para reducir el sesgo en el análisis 

estadístico que se genera por las abundancias de metabolitos que faltan y 

que pueden estar ausentes debido a ciertos artefactos de la 

deconvolución112,113. Tras la aplicación de estos algoritmos, en todas las 

técnicas se realiza un procedimiento de calidad (QA, del inglés Quality 

Assurance) para asegurar que sólo los metabolitos que están fuertemente 

representados en el conjunto de muestras se consideran para el análisis de 

datos posterior. 

Para obtener resultados representativos y minimizar el sesgo sistemático 

inducido por la variabilidad analítica y biológica no deseada, suele ser 

necesaria la normalización de las áreas en las matrices de metabolitos. 

Distintos tipos de normalización tienen como objetivo reducir fuentes 

específicas de sesgo. Por ejemplo, el sesgo sistemático atribuible a la 

variabilidad analítica introducida por la preparación de la muestra o las 

desviaciones en la estabilidad de las plataformas analíticas se reduce 

normalmente mediante la normalización del estándar interno114. Asimismo, 

antes del análisis estadístico, se puede realizar una transformación de los 

datos para ajustarlos a una distribución normal. Un método comúnmente 

utilizado es la transformación logarítmica. Además, en algunas ocasiones 

es interesante realizar un escalado de los datos. Los más utilizados son el 

autoescalado y el escalado de Pareto. 



47 
 

A continuación, se realiza un análisis estadístico tanto multivariante (datos 

como conjunto) como univariante (datos individuales). Ambos análisis son 

complementarios.  

Por último, se realiza la interpretación biológica con herramientas online en 

las cuales se introducen los metabolitos significativos y se realiza una 

búsqueda de las rutas metabólicas que podrían estar implicadas. Algunas 

de estas herramientas son Metaboanalyst, KEGG, IMPaLA, Reactome o 

iPath. Además, habitualmente es necesario recurrir a la literatura publicada 

para poder entender los cambios detectados en los grupos de estudio. El 

procesamiento de datos, el análisis estadístico y la interpretación biológica 

se describen en profundidad en el Capítulo 2.  

La metabolómica se está aplicando cada vez más al diagnóstico y al 

tratamiento de distintas enfermedades, particularmente también las 

relacionadas con la microbiota (REF Rojo FEMS). Además, los perfiles 

metabólicos podrían proporcionar una información valiosa para las 

estrategias de prevención115. Por este motivo, se espera que el desarrollo 

de tecnologías metabolómicas tenga efectos importantes en la 

investigación biomédica en el futuro77. 

4.3. Búsqueda de biomarcadores en alergia 

Como aplicación de una investigación de base con técnicas ómicas, es 

posible identificar biomarcadores. Un biomarcador es una entidad biológica 

que se mide y evalúa objetivamente como indicador de procesos biológicos 

normales o patológicos, o como respuesta a una intervención terapéutica. 

Algunos ejemplos son los patrones de expresión genética o los niveles de 

una proteína o un metabolito concretos en los fluidos corporales116. El 

biomarcador ideal debe ser reproducible, robusto, específico, sensible y 

fácil de medir117.  

La búsqueda de potenciales biomarcadores relacionados con la 

inflamación alérgica ha obtenido resultados prometedores, particularmente 

en criterios de estratificación de pacientes118. Sin embargo, es necesario 
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seguir investigando en este campo tanto en modelos animales como en 

humanos, ya que, hasta la fecha, no existen suficientes biomarcadores 

disponibles para realizar una caracterización completa de los fenotipos de 

las enfermedades alérgicas que permitan su diagnóstico119. 

Conociendo el proceso inflamatorio, se pueden buscar candidatos a 

biomarcador. En el proceso de inflamación alérgica se desencadenan una 

serie de reacciones químicas y celulares en el área dañada, que 

determinan los cambios en los grandes vasos sanguíneos como la 

vasodilatación y el aumento de la permeabilidad. Estos eventos están 

regulados por mediadores químicos, principalmente histamina, 

leucotrienos, IL-1 y TNF. Simultáneamente a los cambios vasculares, se 

produce el desplazamiento de los glóbulos blancos desde la luz del vaso 

sanguíneo al área afectada. Entre los mediadores químicos, la IL-1 y el TNF 

tienen una gran relevancia al provocar reacciones de fase aguda, con 

efectos endoteliales y efectos sobre los fibroblastos (células del tejido 

conectivo) y los glóbulos blancos. Por otro lado, el dolor durante la 

inflamación es causado principalmente por la actividad de prostaglandinas, 

bradicinina y sustancia P (neuropéptido); el calor se produce por la 

hiperemia (aumento de sangre) en el sitio de lesión como consecuencia de 

vasodilatación; y el rubor, por la propia hiperemia y el edema por el aumento 

del volumen extravasado120. 

Todas las células que participan en la inflamación necesitan obtener 

energía para desarrollar sus funciones. Por este motivo, se producen 

reacciones del catabolismo para degradar nutrientes orgánicos 

transformándolos en productos finales simples, con el fin de extraer de ellos 

energía química y convertirla en una forma útil para la célula121. La energía 

liberada por las reacciones catabólicas es usada en la síntesis del ATP 

(adenosín trifosfato)122.  

Existen ciertos metabolitos con una mayor implicación en los procesos 

inflamatorios, siendo uno de los más relevantes el ácido araquidónico 

(ARA). El ARA es un ácido graso poliinsaturado de la serie omega-6 que 
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se ubica en la membrana plasmática de muchas células y que es el principal 

precursor de los eicosanoides, una familia de mediadores lipídicos 

(prostanoides, leucotrienos y lipoxinas). Se metaboliza por dos vías 

enzimáticas principales: ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LOX)123. La 

oxidación del ARA por la vía de la COX de lugar a las prostaglandinas, 

sustancias de carácter lipídico derivadas de eicosanoides, causantes del 

dolor en un proceso inflamatorio. Por otro lado, la oxidación del ARA por la 

vía de la LOX da lugar a diferentes leucotrienos, que se producen 

fundamentalmente por los mastocitos y los leucocitos, y ejercen un efecto 

tardío en la inflamación120.  

4.3.1. Biomarcadores fecales 

En el ámbito del análisis de proteínas fecales por la técnica ELISA 

(acrónimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) se han 

realizado numerosos avances, principalmente para el diagnóstico de 

alergia producida por alimentos no mediadas por IgE124.  

Los proteínas más relevantes son la calprotectina fecal, la α-1 antitripsina, 

la lactoferrina, la β-defensina, el TNF, la IgA fecal, la neurotoxina derivada 

de los eosinófilos y la proteína catiónica eosinofílica. De ellas, la 

calprotectina fecal ha sido la más discutida, y ha sido objeto de una reciente 

revisión sistemática por su uso como biomarcador de la alergia a leche de 

vaca mediada por IgE y no mediada por IgE125.   
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1. Introducción 

Las comunidades microbianas varían en los distintos nichos ecológicos del 

cuerpo humano, como la piel, el tracto respiratorio, el tracto urogenital y el 

tracto gastrointestinal. Entre ellos, la microbiota intestinal se considera un 

ecosistema de gran importancia debido al gran número de 

microorganismos que la componen y a la estrecha relación que existe entre 

ellos y sus huéspedes27,76,126. 

La microbiota intestinal es variable y a su vez resiliente. Por lo tanto, el 

diseño experimental de un estudio en el que esté implicada debe hacerse 

en base a ciertas consideraciones preanalíticas para obtener resultados 

fiables. La selección de los participantes y los grupos experimentales deben 

diseñarse cuidadosamente teniendo en cuenta que las diferencias dentro 

del grupo deben ser mínimas. Además, el tipo de muestra, la recolección, 

el almacenamiento y el transporte deben estar debidamente planificados 

para evitar sesgos que podrían reducir la validez de los resultados. 

Para el estudio de la microbiota intestinal, las heces son la muestra 

biológica de elección debido a su sencilla y no invasiva recolección y a su 

alta densidad microbiana127–129. Aunque las heces no son un reflejo exacto 

de la composición total de la microbiota del aparato digestivo (cavidad oral, 

estómago, intestino delgado e intestino grueso) se consideran 

representativas del segmento final del intestino, que es el más relevante en 

cuanto a número y complejidad. La cantidad de bacterias que hay por 

gramo o por mililitro de contenido intestinal varía en función del individuo, 

por lo que no existe un dato exacto. No obstante, algunos autores indican 

que, en un individuo adulto tipo de 70 kg, el colon está densamente poblado 

de anaerobios y los recuentos de bacterias alcanzan densidades de 

alrededor de 109 unidades formadoras de colonias por gramo de contenido 

intestinal130. Sin embargo, otros autores aseguran que el número puede 

ascender hasta 1011 bacterias por gramo de contenido131. Las principales 

familias presentes en este segmento del intestino grueso son 

Bacteroidaceae, Prevotellaceae y Rikenellaceae, pertenecientes al filo 
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Bacteroidetes y Lachnospiraceae y Ruminococcaceae, pertenecientes al 

filo Firmicutes29,127,130,132.  

Existen otro tipo de muestras como la toma de contenido luminal de 

segmentos superiores del tracto gastrointestinal133,134. Sin embargo, las 

microbiotas son mucho menos diversas en otros segmentos, y a nivel 

funcional, es con la que tenemos mayor grado de simbiosis. Además, tienen 

un mayor número de desventajas, siendo la más importante su técnica 

invasiva de recogida135. Por otro lado, aunque las heces sean la muestra 

de elección, también es posible medir indirectamente los metabolitos 

intestinales en la sangre y la orina42,136. 

Este capítulo recopila los factores intrínsecos y extrínsecos que pueden 

alterar la microbiota intestinal del colon y proporciona una posible 

estandarización de las condiciones previas al análisis y los pasos 

preanalíticos de un estudio con técnicas ómicas. De acuerdo con la 

literatura, pocos artículos han desarrollado la optimización de este 

procedimiento137.  

 

2. Hipótesis 

La adopción de un protocolo estandarizado permite el correcto manejo de 

las muestras de heces y la sistematización de los estudios de microbiota 

intestinal en análisis ómicos. 

 

3. Objetivos 

1. Identificar los factores intrínsecos y extrínsecos que pueden 

alterar la microbiota intestinal. 

2. Detallar los pasos preanalíticos en un estudio ómico. 

3. Diseñar un kit de recogida de heces fácil de utilizar y que asegure 

la viabilidad y estabilidad de las muestras. 
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4. Proponer las condiciones previas al análisis y desarrollar un 

protocolo de recogida, almacenamiento y posibles 

pretratamientos de muestras de heces.  

 

4. Materiales y métodos 

En primer lugar, se realizó una exhaustiva búsqueda bibliográfica en dos 

de los principales buscadores online: Web of Science 

(www.webofknowledge.com) y PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov). 

Esta búsqueda se centró en identificar las líneas principales de 

investigación sobre la microbiota intestinal, así como los factores 

intrínsecos y extrínsecos que pueden alterarla antes de su análisis 

mediante técnicas ómicas.  

Se consideraron artículos desde enero del 2015 hasta diciembre del 2020, 

utilizando como palabra clave "microbiota intestinal" y asociándola a otras 

como "dieta", "edad", "antibióticos", "ejercicio", "tipo de parto", "lactancia", 

"género", "tabaquismo", "etnia", "tenencia de mascotas", "localización 

geográfica" y "estilo de vida". Se filtraron los artículos y las revisiones, 

excluyendo de la selección los relacionados con " tenencia de mascotas", " 

localización geográfica " y " estilo de vida" por parecer duplicados al 

compararlos con otras palabras clave. A continuación, se realizó una 

segunda búsqueda bibliográfica en Web of Science y PubMed sin límite de 

tiempo y utilizando como palabras clave las siguientes "microbiota 

intestinal", "ómicas", “heces”, "condiciones de temperatura", 

"pretratamiento", "homogeneización", "liofilización", "agua fecal" y 

"reactivos". A pesar de la extensa investigación, no existe excesiva 

literatura relacionada con el pretratamiento de las heces. Aun así, 

seleccionamos los temas de interés para nuestro objetivo; primero 

basándonos en los títulos, después en los resúmenes y finalmente en la 

lectura completa de los artículos. Una vez recopilados los artículos y las 

revisiones que trataban los puntos de interés, se realizó un metaanálisis. Al 

final se consideraron 105 publicaciones adecuadas. 
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La Figura 1 muestra los principales moduladores de la microbiota intestinal 

descritos en relación con el número de publicaciones de los últimos 5 años. 

Es interesante observar el creciente interés que ha tenido en los últimos 

años el estudio de la interacción entre la microbiota intestinal y ciertas 

enfermedades.  

Figura 1. Principales factores en la investigación sobre la microbiota intestinal 
incluyendo todas las técnicas ómicas. Se utilizó Web of Science y PubMed para 
identificar el número de publicaciones en los últimos cinco años. En el lado 
izquierdo, se muestra el porcentaje total de publicaciones para cada variable en 
cinco años. En el lado derecho, el gráfico muestra una distribución del número de 
publicaciones por año en relación con la microbiota intestinal y la enfermedad, ya 
que es la que tiene más impacto en la investigación en el área. 

 

Para la realización de este trabajo, se hizo hincapié en la colaboración con 

profesionales sanitarios de los hospitales universitarios madrileños Niño 

Jesús y Gregorio Marañón. En este sentido, se diseñó un kit de recogida 

de muestra, con sus correspondientes instrucciones, que se explicó 

meticulosamente a los médicos, y que éstos, a su vez, explicaron en detalle 

a los pacientes. Además, se estableció un protocolo de comunicación 

donde se facilitó a los pacientes un correo electrónico para la resolución de 

dudas relacionadas con la utilización del kit que permitió desarrollarlo y 

mejorarlo para que la recogida de muestra fuese lo más sencilla posible.  

Por último, se realizó un metaanálisis con la información recopilada que 

permitió identificar los puntos clave previos al análisis en el manejo de 

muestras fecales. Una vez identificados estos factores, se propuso un 

protocolo que muestra el flujo de trabajo a seguir focalizado en la 
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investigación en metabolómica. Este protocolo indica recomendaciones a 

seguir, factores que pueden alterar las muestras y los distintos 

pretratamientos metabolómicos.  

 

5. Resultados y discusión 

Las heces son la muestra de elección para el estudio de la microbiota 

intestinal86,101,138. Para diseñar correctamente los estudios que incluyen la 

recogida de heces y el posterior análisis de su microbiota intestinal, hay que 

tener en cuenta ciertos factores tanto intrínsecos como extrínsecos que se 

detallan a continuación.  

5.1. Consideraciones previas a la recogida de muestra. Factores 

intrínsecos 

Los factores intrínsecos son aquellos no modificables que hay que tener en 

cuenta ya que influyen y sesgan los resultados. Existen numerosos factores 

intrínsecos entre los que se incluyen: enfermedades, intervenciones 

dietéticas, el envejecimiento, la administración de fármacos (principalmente 

antibióticos), el embarazo, la duración del periodo gestacional, el tipo de 

parto, el sexo y la preferencia sexual, la menopausia, la exposición al polvo 

y productos químicos, el ritmo circadiano, el tabaquismo, el origen 

geográfico, la zona de residencia, los suplementos prebióticos y 

probióticos, y las cirugías y tratamientos no quirúrgicos, por citar algunos 

de los más relevantes74. De entre todas estas variables, la más descrita en 

las publicaciones encontradas, ya que puede modificar considerablemente 

el ecosistema intestinal, es la dieta139,140. Se ha visto que el tipo de 

alimentación, e.g. una alimentación rica en fibra favorece la actividad de 

ciertas bacterias, aerobias o anaerobias, que pueden dar lugar a una 

disfuncionalidad de la microbiota intestinal141. De ahí, que las 

intervenciones dietéticas se utilicen cada vez más como terapias para las 

enfermedades relacionadas con la microbiota intestinal140. Se ha descrito 

que el predominio en la comunidad microbiana de bacterias anaerobias 
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facultativas de la familia Enterobacteriaceae, es un marcador común de 

disbiosis142. Estas bacterias pueden dar lugar a la fermentación de hidratos 

de carbono, cuyos productos principales son los ácidos grasos de cadena 

corta (AGCC), o a la fermentación de proteínas, que produce derivados 

nitrogenados como aminas, amonio y compuestos fenólicos, dando lugar a 

una microbiota sacarolítica o proteolítica, respectivamente139. Por ejemplo, 

la abundancia de especies de Bacteroides y la fermentación de proteínas 

están relacionadas con las dietas a base de carne, mientras que las dietas 

a base de plantas han mostrado una asociación positiva con varias 

especies de Bifidobacterium, productoras de butirato, y la fermentación de 

carbohidrato139.  

La microbiota intestinal también cambia con la edad, aumentando la 

abundancia del filo Proteobacteria143 y disminuyendo la capacidad de 

sintetizar triptófano e indol144. Los primeros 1.000 días de vida ofrecen una 

oportunidad para modular la microbiota y, de esa forma, promover un 

crecimiento y desarrollo saludables145. Asimismo, el consumo de 

antibióticos está relacionado con una pérdida considerable de la diversidad 

de la microbiota intestinal84,146,147. Otros factores a tener en cuenta al estar 

descrito el impacto que provocan en la microbiota intestinal son: el tipo de 

parto, la lactancia materna, el sexo, el hábito de fumar, el origen étnico, el 

número de hermanos, la tenencia de mascotas, y el ejercicio físico148–153.  

5.2. Moduladores de la microbiota intestinal 

La variabilidad en la composición de la microbiota intestinal también puede 

ser inducida, lo que la convierte en un objetivo terapéutico. De esta manera, 

el uso del trasplante fecal de microbiota es prometedor en la práctica clínica 

para el tratamiento de ciertas enfermedades gastrointestinales; como, por 

ejemplo, la infección por Clostridium difficile154–156. Sin embargo, es 

necesario realizar más estudios en este campo para abordar problemas 

como la pérdida de especies anaerobias obligadas del intestino que se ven 

afectadas por la exposición al oxígeno, como Faecalibacterium prausnitzii, 

Subdoligranulum variable, Eubacterium rectale, Eubacterium hallii y 
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Anaerostipes hadrus, que contribuyen en gran medida a la biosíntesis del 

butirato157.  

Otra forma de modificar la composición de la microbiota intestinal es a 

través de los alimentos funcionales, cuya principal característica es producir 

un efecto beneficioso para la salud, además de su valor nutricional. La 

amplitud del concepto de alimento funcional está todavía en debate. Hasta 

el momento se ha descrito que forman parte de esta categoría los 

probióticos, prebióticos y simbióticos158. Los probióticos son organismos 

vivos que, cuando se ingieren en la cantidad adecuada, producen un efecto 

beneficioso al contribuir al equilibrio de la microbiota intestinal159,160. Las 

bacterias más utilizadas pertenecen a los géneros Bifidobacterium, 

Lactobacillus y Enterococcus161. Por otro lado, un prebiótico es un sustrato 

que es utilizado selectivamente por los microorganismos del huésped 

confiriendo un beneficio para la salud162. Son sustancias no digeribles que 

estimulan el crecimiento y la actividad de la microbiota intestinal y que son 

capaces de actuar como sustrato trófico específico para los probióticos140. 

Los prebióticos con indicación terapéutica autorizados por la Unión 

Europea son la inulina y los fructooligosacáridos, que contribuyen a un 

tránsito intestinal normal al aumentar la frecuencia de las deposiciones163. 

La combinación de probióticos y prebióticos para potenciar el efecto 

beneficioso sobre la salud intestinal se denomina simbiótico, por ejemplo, 

la combinación de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y 

Enterococcus con un fructooligosacárido, o el género Lactobacillus con 

inulina158. En lo que se refiere a la administración de probióticos y 

prebióticos para el tratamiento de la alergia, se ha demostrado que los 

probióticos modulan el sistema inmunitario hacia una respuesta Th1164. 

Varios estudios in vitro sugieren el papel de los probióticos en el tratamiento 

de los trastornos alérgicos70. Sin embargo, los ensayos en humanos 

demuestran un beneficio limitado164,165. La Organización Mundial de la 

Salud en su Guía para la Prevención de Enfermedades Alérgicas166, 

concluyó que los probióticos probados en mujeres embarazadas 

proporcionan un beneficio claro para la prevención del eczema en lactantes 
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de alto riesgo. No obstante, puso de manifiesto que se trataba de una 

recomendación basada en "evidencia de muy baja calidad". Por lo tanto, es 

necesario profundizar en la investigación para determinar el papel exacto 

de los probióticos en las enfermedades alérgicas. 

5.3. Diseño del estudio. Recopilación de metadatos 

Dado que son múltiples las variables que pueden contribuir e influir en la 

composición de la microbiota intestinal, es esencial la recopilación 

adecuada de estas variables en los participantes en el estudio. Las 

enfermedades, la dieta, la edad, el consumo de antibióticos, el tipo de parto, 

la lactancia materna, el género, el tabaquismo, el origen étnico, la tenencia 

de animales domésticos, el ejercicio, la localización geográfica, el estilo de 

vida, el trasplante fecal de microbiota y los alimentos funcionales, son los 

principales factores que deben tenerse en cuenta y recogerse en 

cuestionarios bien definidos desarrollados por los investigadores74. Existen 

cuestionarios de frecuencia alimentaria ya elaborados y orientados a 

diversas enfermedades, como el cáncer, las enfermedades 

cardiovasculares y la esclerosis múltiple, que resultan muy útiles para la 

recopilación de datos167. Además, dado que con relativa frecuencia se 

describen nuevos factores que alteran la microbiota, es necesario realizar 

una revisión bibliográfica exhaustiva previa de las variables que pueden 

afectar al estudio previsto. Los metadatos obtenidos de los cuestionarios 

serán fundamentales durante el tratamiento estadístico y añadirá valor a 

los resultados. 

El diseño y la selección cuidadosa de los grupos de estudio son importantes 

para eliminar y reducir la variabilidad biológica no deseada en los datos. 

Así, los criterios de inclusión y exclusión, el número de individuos por grupo 

y unos cuestionarios donde se definan edad, dieta, etnia, particularidades 

familiares, enfermedades, etc., son fundamentales para lograr resultados 

fiables. También es importante la correcta transmisión de la información 

sobre el muestreo a los pacientes, para evitar errores comunes como la 

recogida de una cantidad insuficiente de muestra o el almacenamiento 
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incorrecto. En este sentido, la comunicación entre investigadores, médicos 

y pacientes es esencial para lograr resultados fiables. Para ello, es 

importante invertir el tiempo necesario en reuniones personalizadas con los 

pacientes para explicar detenidamente el diseño del estudio y dejar claros 

sus objetivos, así como informar de las variables que pueden afectar a los 

resultados. Además, será útil que los pacientes dispongan de cuestionarios 

claros y sencillos de acuerdo con su nivel de comprensión, así como de 

instrucciones detalladas sobre cómo recoger la muestra fecal.  

El “Integrative Human Microbiome Project” (iHMP) ha diseñado un 

repositorio de datos de microbiota obtenidos a partir del estudio de tres 

cohortes humanas diferentes con afecciones asociadas al microbioma: 

embarazo y parto prematuro, enfermedad inflamatoria intestinal y diabetes 

de tipo II168,169. Este repositorio es de gran utilidad e incluye protocolos 

clínicos para la recogida de datos por parte del paciente, así como para la 

recogida de datos por parte de los investigadores y los médicos. Estos 

protocolos incluyen plantillas para el etiquetado de muestras y formularios 

para el seguimiento de las heces, así como para registrar el índice de 

actividad y la rutina dietética. El iHMP también ofrece procedimientos 

estandarizados y focalizados para el procesamiento de muestras y la 

generación de datos para diferentes ómicas, incluyendo metabolómica, 

transcriptómica y genómica168,169. Seguir estos procedimientos de 

referencia facilitará en gran medida la coordinación y el metaanálisis.  

5.4. Consideraciones preanalíticas. Factores extrínsecos. 

Además de los factores intrínsecos de la muestra, existen también factores 

extrínsecos que pueden alterar las poblaciones bacterianas después de la 

recogida. Durante el manejo de muestras de heces es necesario tener en 

cuenta ciertas variables que pueden alterar significativamente los 

resultados del estudio (Figura 2). Por ejemplo, las variaciones en la 

temperatura de almacenamiento, el mantenimiento de las condiciones 

estériles, o la correcta transmisión de las pautas de recogida a médicos y 

pacientes. Todos estos factores se explicarán detalladamente más 
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adelante. Por último, es imprescindible contar con un número suficiente de 

sujetos que se deberá calcular para cada estudio concreto. Esto puede 

causar dificultades y alargar el periodo de recogida, pero minimiza el 

impacto de las posibles diferencias debidas al procesamiento interindividual 

de las muestras170–173.  

Figura 2. Principales consideraciones preanalíticas en el estudio de la microbiota 
intestinal con muestras de heces. 

 

La planificación preanalítica también depende de la técnica ómica que se 

vaya a realizar. Esto debe tenerse especialmente en cuenta, ya que en la 

mayoría de los casos sólo es posible obtener de manera puntual una 

muestra fecal por paciente. Por este motivo, debe establecerse un 

protocolo operativo estandarizado para llevar a cabo un análisis multiómico, 

lo que puede suponer un reto debido a los requisitos técnicos de cada 

plataforma analítica. Desde el punto de vista del análisis ómico, y teniendo 

en cuenta la heterogeneidad de las muestras fecales, la cantidad de 

muestra recogida y la manera de conservarla puede variar en función de la 

técnica utilizada. Por ejemplo, un análisis metabolómico requerirá más 

cantidad de muestra mientras que un análisis transcriptómico necesitará la 

adición de ciertos reactivos para evitar la degradación del ARN174. A 

continuación, se explican los diferentes métodos de recogida, transporte y 

almacenamiento de heces y su impacto en las poblaciones bacterianas 
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(genómica y metagenómica) y los metabolitos (metabolómica) de las 

mismas. Se profundizará exclusivamente en estas técnicas ya que son las 

que se han aplicado en la parte experimental de esta tesis doctoral.  

5.5. Recogida de la muestra 

La recogida de heces debe realizarse, idealmente, directamente en el 

hospital antes de un examen endoscópico o una intervención quirúrgica, 

para evitar las fluctuaciones de temperatura antes de su preservación que 

producen cambios en la microbiota175. Sin embargo, no siempre es posible 

por razones logísticas. Por lo tanto, en muchos casos la recogida se lleva 

a cabo en el domicilio del paciente y es necesario proporcionar un kit de 

recogida de heces para facilitar el proceso y prevenir la 

contaminación176,177. Es importante mantener condiciones asépticas 

durante la recogida, tanto en el domicilio como en el hospital178,179. El kit de 

recogida debe cumplir dos funciones principales: garantizar el 

mantenimiento de las condiciones de temperatura adecuadas y prevenir 

contaminaciones innecesarias. Existen kits de recogida comerciales como 

el Fe-Col® Faecal Sample Collection Kit, el Cardinal Health Stool Collection 

Kit, o el EasySampler® Stool Collection Kit. Sin embargo, es posible que 

estos kits no proporcionen todos los elementos necesarios o no se adapten 

a las condiciones del estudio. Por ejemplo, no todos tienen en cuenta la 

edad de los pacientes, el análisis ómico posterior que se realizará, o si la 

enfermedad estudiada produce cambios en la consistencia de las heces. 

Por ello, es conveniente diseñar un kit adaptado a las necesidades de cada 

estudio que incluya: nevera portátil, papel de recolección, un recipiente de 

recogida de heces, guantes, una bolsa de frío, una bolsa hermética y 

etiquetas para la codificación y el seguimiento de las muestras (Figura 

3)128,169. Los kits también deben incluir unas instrucciones de recogida que 

deben ser explicadas cuidadosamente de antemano por el personal 

sanitario o investigador a los pacientes. Además, es importante redactar y 

distribuir directrices fáciles de leer que los pacientes puedan seguir en casa, 

así como proporcionar detalles de contacto, para responder las posibles 

preguntas o dudas que puedan surgirle al paciente.  
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Figura 3. Kit de recogida de muestras fecales. 

 

Desde un enfoque multiómico, es importante recoger una cantidad 

adecuada de muestra fecal para su alicuotado. Las muestras fecales son 

complejas ya que se componen de bacterias, células eucariotas, restos de 

alimentos, virus y arqueas. Asimismo, existe cierta variabilidad 

intraindividual en las muestras fecales, se recomienda la recogida de una 

cantidad relativamente grande de heces (por ejemplo, 15 g) y realizar una 

posterior homogenización137. Además, hay que tener en cuenta que cuando 

las muestras fecales se almacenan en reactivos comerciales específicos de 

conservación, normalmente no se pueden alicuotar para otros usos, ya que 

pueden sesgar los resultados analíticos. De hecho, es muy recomendable 

incluir en el kit diferentes tubos de recogida con los reactivos 

correspondientes e informar al paciente sobre cómo recoger las diferentes 

muestras.  

5.6. Condiciones de transporte y almacenamiento 

Inmediatamente después de la recolección, las muestras deben congelarse 

y llevarse al lugar de almacenamiento final lo antes posible, evitando 

fluctuaciones de temperatura, ya que los cambios de temperatura 
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producirán alteraciones tanto en la función y composición bacteriana, como 

en los metabolitos de la muestra, causando estrés en muchas de las 

bacterias de las heces y por tanto en su actividad metabólica.  

Desde el punto de vista genómico, algunos estudios afirman que, tras 30 

minutos de almacenamiento a temperatura ambiente, se ha observado una 

disminución significativa del filo Bacteroidetes y un aumento del filo 

Firmicutes180. Otros estudios describen un aumento en la abundancia 

relativa de las especies de Bifidobacterium, pertenecientes al filo 

Actinobacteria y una disminución en la abundancia relativa de las especies 

de los géneros Anaerostipes, Ruminococcus, Faecalibacterium y 

Lachnospiraceae, pertenecientes al filo Firmicutes, debido a la actividad 

fermentativa microbiana en curso181. Desde un punto de vista 

metabolómico, Gratton et al.137 compararon muestras de heces no 

procesadas después de 24 horas en la nevera y en el congelador, seguidas 

de 5 horas a temperatura ambiente, ceton el fin de imitar las condiciones a 

las que se transportan las muestras de heces cuando no existe un control 

de temperatura. Los autores observaron que las muestras almacenadas en 

el frigorífico mostraban mayores niveles de AGCC, aminoácidos (valina, 

glicina, alanina, fenilalanina y tirosina), lactato y uracilo; mientras que las 

muestras congeladas mostraban menores niveles de AGCC y mayores 

niveles de fumarato, aminoácidos, glucosa y uracilo. Según las 

observaciones publicadas más recientemente, para mantener estable la 

fracción polar del metaboloma (por ejemplo, los alcoholes, los polioles, los 

hidratos de carbono y los ácidos di y monocarboxílicos), el almacenamiento 

no debe superar las cuatro semanas a -20oC o las 8 semanas a -80oC; 

asimismo, para el mantenimiento del lipidoma (la totalidad de los lípidos de 

las células), el almacenamiento no debe superar las 8 semanas a -20oC o 

las 18 semanas a -80oC182. 

En conclusión, el transporte debe ser lo más rápido posible y la temperatura 

debe ser controlada y no superior a 4oC para evitar el proceso de 

descongelación y alteraciones en la muestra137,181,183. Asimismo, las 

muestras deben almacenarse a -80oC, ya que la congelación produce 
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cambios menores en las comunidades microbianas al inhibir la actividad 

bacteriana y permite aproximadamente duplicar la duración del 

almacenamiento184–186. 

Por otro lado, algunos autores afirman que se pueden realizar hasta cuatro 

ciclos de congelación-descongelación durante el almacenamiento sin 

apenas cambios en la composición microbiana180. Sin embargo, se han 

descrito alteraciones en el metaboloma fecal que podrían estar 

relacionadas con la liberación de contenido intracelular tras la lisis celular 

debido a la formación de cristales que dañan la pared celular durante la 

congelación187. Gratton et al.137 describieron los efectos metabólicos en 

alícuotas de agua fecal almacenadas a -80oC durante 24 horas y 

descongeladas a temperatura ambiente durante 2 horas, repitiendo el ciclo 

una, dos o tres veces. Observaron un aumento de los niveles de 

aminoácidos (alanina, lisina, leucina e isoleucina) y uracilo después de dos 

ciclos de congelación-descongelación y un aumento adicional de los niveles 

de fenilalanina y una disminución de la N6-acetil-lisina después del tercer 

ciclo de congelación-descongelación, en comparación con las muestras 

control de agua fecal. Los autores concluyeron que el perfil polar del 

metaboloma se ve afectado desde el primer ciclo de congelación-

descongelación, lo que ha sido corroborado por otros autores137,182. Por lo 

tanto, la planificación del seguimiento, alicuotado y pretratamiento de la 

muestra es esencial para evitar los ciclos de congelación-descongelación y 

asegurar la menor alteración posible de la muestra fecal. Cabe destacar la 

existencia del equipo CryoXtract®, que permite el alicuotado de las 

muestras congeladas para evitar los ciclos de congelación-

descongelación188. 

La práctica de referencia en metabolómica, por lo tanto, es congelar las 

heces a -80oC, ya que este procedimiento preserva la composición 

microbiana137,171,181,182. Además, es preferible que el análisis se realice 

simultáneamente en todas las muestras con independencia del tiempo que 

lleven almacenadas para reducir al mínimo los sesgos analíticos. Sin 

embargo, para el análisis fecal con otras ómicas, a menudo es necesario 
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añadir reactivos que rompan las células y preserven el material a analizar 

(ADN y ARN), tal y como se detalla a continuación.  

En el caso de la genómica y la metagenómica, el objetivo es conservar el 

ADN para obtener posteriormente información taxonómica y funcional de 

todas las poblaciones bacterianas presentes en el intestino. En este caso, 

a diferencia de la metabolómica, se recomienda procesar primero la 

muestra y almacenar el ADN aislado a -80oC hasta la secuenciación. Para 

la recogida y conservación del ADN microbiano de las heces a temperatura 

ambiente, están disponibles las tarjetas Flinders Technology Associates 

(FTA) y OMNIgene Gut170. Además, las tarjetas FTA también están 

diseñadas para el aislamiento del ADN. Song et al.174 observaron que las 

muestras conservadas en tarjetas FTA, en ausencia de condiciones de 

temperatura ultra baja, presentaron una mayor abundancia de varios 

taxones pertenecientes al filo Firmicutes. Estos métodos presentaron una 

mayor abundancia del filo Actinobacteria y una menor abundancia del filo 

Bacteroidetes en comparación con la congelación. En este estudio, tanto 

las tarjetas FTA como el OMNIgene Gut, proporcionaron una mayor 

estabilidad a lo largo de un periodo de 8 semanas en cualquier condición 

de temperatura, y demostraron un carácter protector frente a las 

alteraciones microbianas de los ciclos de congelación y descongelación. 

Asimismo, Wang et al.170 observaron que las muestras conservadas con 

OMNIgene Gut y tarjetas FTA presentaban una alta concordancia con el 

método de congelación con respecto a la abundancia de los AGCC 

predominantes (ácido butírico y ácido propiónico) utilizando un enfoque 

dirigido, y buenas correlaciones entre los géneros bacterianos y estos 

AGCC. A pesar de que OMNIgene Gut no se recomienda para la 

metabolómica no dirigida, podría ser una alternativa interesante para 

estudios con un enfoque de metabolómica dirigida cuando la congelación 

no está disponible.  

Las muestras de ARN se utilizan para la transcriptómica y la 

metatranscriptómica. Estas técnicas proporcionan información sobre la 

población bacteriana activa de la microbiota intestinal. La prevención de la 
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degradación aguda del ARN requiere no sólo el mantenimiento de la 

temperatura adecuada, sino también el uso correcto de reactivos, como el 

RNA later, que permeabiliza rápidamente los tejidos para estabilizar y 

proteger el ARN celular con la inactivación inmediata de las ribonucleasas 

(RNAsas). El RNA later, de composición comercial, tiene efectos menores 

en la muestra durante el almacenamiento a largo plazo, tales como niveles 

más altos de variabilidad de la microbiota, en términos de composición o 

abundancia relativa184,189. Sin embargo, hay que tener en cuenta que, para 

el análisis metabolómico de una larga secuencia de muestras, este reactivo 

no es apropiado ya que tiene sales en su composición que podrían 

contaminar el espectrómetro de masas y producir interferencias y supresión 

iónica170. Además, las muestras almacenadas en RNA later no conservan 

el ADN. Por lo tanto, es recomendable hacer tantas alícuotas como sea 

necesario en el momento de la recogida para proceder a un estudio 

multiómico.  

Los principales métodos de conservación y almacenamiento y su relación 

con las diferentes ómicas se muestran en la Tabla 1. 

Tabla 1. Métodos de conservación de las muestras fecales. Se utilizan diferentes 
reactivos y métodos de conservación para técnicas ómicas específicas. (*) La 
congelación a -80⁰C se considera el de elección. El método recomendado para 
cada ómica está resaltado en negrita. 

 

5.7. Pretratamientos en Metabolómica 

En el análisis y alicuotado de las heces para el tratamiento por 

metabolómica, es conveniente realizar una homogenización de las 

muestras para obtener una alicuota representativa de la totalidad de las 

Métodos de 
conservación y 
almacenamiento 

Genómica & 
metagenómica 

(ADN) 

Transcriptómica & 
Metatranscriptómica 

(RNA) 

Metabolómica 
(metabolitos) 

Refs. 

Ultracongelación 
(-80⁰C)* 

Si Si Si 
137,171,181,

182 

Tarjetas FTA Si No Si 170,174 

OMNIgene Gut Si No Si 170,174 

RNAlater Si Si No 170,174,182 
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heces137. Varios autores han llegado a la conclusión de que la 

homogeneización de las muestras fecales antes de la extracción de 

metabolitos es muy recomendable para obtener un perfil de metabolitos 

representativo tan amplio como sea posible180,190, ya que las heces son una 

matriz heterogénea y compleja que contiene, además de los productos 

metabólicos de los microorganismos, otras sustancias como células 

eucariotas y compuestos dietéticos no digeridos. Por un lado, varios 

autores han descrito las ventajas de separar las bacterias de las heces 

antes de la extracción de metabolitos40,105,147,191–193. La Figura 4 resume el 

procedimiento de extracción recomendado. Estos métodos de 

enriquecimiento de bacterias, como la centrifugación diferencial, mejoran la 

riqueza de los microbios detectados y reducen la contaminación de la 

muestra evitando variabilidad en los resultados194–196. Sin embargo, este 

procedimiento es laborioso y consume mucho tiempo y pasaría por alto los 

metabolitos excretados por las bacterias al lumen intestinal.  

Figura 4. Procedimiento robusto para el aislamiento microbiano de muestras 
fecales y la posterior extracción de metabolitos. Comprende varios pasos de 
centrifugación para eliminar los restos fecales y las células eucariotas. Por último, 
la extracción de metabolitos se realiza utilizando dos disolventes, con el fin de 
ampliar la cobertura de metabolitos. 
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Como alternativa, otra opción validada por varios autores es proceder a la 

extracción de agua fecal144,197. Los datos de las muestras de agua fecal son 

más reproducibles que los de las muestras fecales no procesadas, y su 

perfil metabólico es estable a -80oC137. Es recomendable extraer el agua 

fecal antes de congelarla porque la congelación podría aumentar los 

aminoácidos aromáticos, los intermediarios del ciclo de Krebs y los 

monosacáridos, y disminuir los AGCC, como el butirato198. El tercer 

pretratamiento posible es la liofilización. Ésta permite la estandarización de 

las muestras, utilizando su peso seco, y la preservación de la estabilidad 

microbiana y química182. Por lo tanto, este pretratamiento es muy útil si las 

muestras fecales de diferentes individuos del mismo estudio tienen un 

contenido de agua diferente. La liofilización se realiza en muestras no 

procesadas debido a las diferencias interindividuales de consistencia, 

factor que se ha relacionado con la composición taxonómica de la 

microbiota199. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la liofilización de 

las heces produce un aumento relativo de los ácidos grasos de cadena 

ramificada y una disminución de la concentración de AGCC y succinato200. 

Además, el laboratorio debe estar equipado con un ultracongelador y un 

liofilizador.  

Finalmente, independientemente del pretratamiento realizado, se debe 

llevar a cabo la extracción de metabolitos de la muestra. En este paso, el 

disolvente a elegir depende del objetivo del análisis y de la metodología 

metabolómica que se vaya a llevar a cabo. La selección del disolvente 

puede sesgar los resultados del estudio, debido a su enorme impacto en la 

pérdida, subestimación o sobreestimación de la recuperación de los 

metabolitos, al extraer los de un cierto rango de polaridad99. En el caso de 

un análisis dirigido, el disolvente debe ser uno que maximice la 

recuperación del analito adquirido74. Sin embargo, para un enfoque no 

dirigido, es muy recomendable realizar un método de dos pasos con dos 

disolventes complementarios con diferentes polaridades, por ejemplo, la 

combinación de metanol y agua201,202, triclorometano y etanol/metanol153, o 

acetonitrilo y agua106,203, para aumentar la cobertura metabólica101. Extraer 
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sólo la parte polar o lipídica conduciría a resultados sesgados. La doble 

extracción, con disolventes miscibles entre ellos, proporciona muestras 

mucho más representativas y similares en la composición metabolómica a 

la muestra original99.  

La Figura 6 se ha elaborado en base a la bibliografía revisada y resume de 

forma esquemática los principales factores que deben tenerse en cuenta 

en la recogida, el transporte, el pretratamiento y el almacenamiento de las 

de las muestras antes del análisis. 

Figura 6. Diagrama que muestra el flujo de trabajo para la investigación 
metabolómica. Líneas verdes: recomendaciones. Líneas y símbolos rojos: 
factores que pueden alterar las muestras. Las líneas negras indican rutas 
alternativas para la extracción de metabolitos. 
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6. Conclusiones 

Las heces son la muestra biológica de elección para los estudios de la 

microbiota intestinal. El kit de recogida de heces supone una importante 

mejora para el transporte de la muestra al hospital. Además, la entrega de 

cuestionarios incluyendo preguntas sobre dieta y alimentos funcionales, así 

como sobre otros factores intrínsecos (edad, consumo de antibióticos, estilo 

de vida, etc.) es de gran ayuda para eliminar los sesgos interindividuales. 

Las variables extrínsecas que pueden influir en las muestras fecales 

también deben tenerse en cuenta en el diseño del estudio. El transporte, la 

temperatura y duración del almacenamiento de las muestras son problemas 

críticos que influyen en la estabilidad de la muestra y producen variabilidad 

en la microbiota. Por esta razón, durante el transporte, las heces deben 

conservarse como máximo a 4oC en una bolsa de frío o en hielo. Por lo 

general, no es conveniente analizar las heces inmediatamente después de 

la recolección, especialmente en estudios a gran escala. Por este motivo, 

las muestras deben almacenarse en congeladores a -80oC, evitando así 

posibles cambios en las comunidades microbianas. Además, para reducir 

la variabilidad inducida por el investigador, las muestras deben ser 

analizadas al mismo tiempo. 

Para una correcta selección de los reactivos de preservación del material 

que va a ser analizado (ADN, ARN o metabolitos) se debe considerar todas 

las técnicas ómicas que se van a llevar a cabo (Tabla 1). La 

homogeneización de las muestras es fundamental para obtener alícuotas 

representativas de la muestra y los pretratamientos por enriquecimiento 

bacteriano, la extracción de agua fecal o la liofilización deben utilizarse 

dependiendo del objetivo final del estudio. En el caso de la metabolómica, 

se propone un flujo de trabajo para minimizar la influencia de los factores 

externos y aumentar la estabilidad de la composición microbiana de las 

heces (Figura 6).  

Hasta la fecha no existe un protocolo estandarizado de recogida de heces 

que permita evitar el sesgo de la recogida en estos estudios y, lo que es 
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más importante, que facilite la comparación de los resultados entre las 

diferentes investigaciones. La estandarización de los protocolos 

proporcionará precisión y reproducibilidad y mejorará la calidad general de 

los resultados de este tipo de estudios. 
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CAPÍTULO 2. IMPACTO DE LA IGE EN LOS 

METABOLOMAS SÉRICO E INTESTINAL DE UN 

MODELO MURINO DE ENTERITIS ALÉRGICA 
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1. Introducción 

La prevalencia de las alergias alimentarias ha aumentado en la última 

década, llegando a alcanzar cifras en Europa de más de 17 millones de 

personas204. Además, estudios epidemiológicos recientes, que incluyen 

pruebas alimentarias controladas para el diagnóstico de las alergias 

alimentarias, indicaron que entre el 1% y el 10,8% de la población presenta 

una hipersensibilidad alimentaria mediada por el SI205,206.  

El papel de la IgE en las reacciones alérgicas se ha estudiado en 

profundidad y es muy conocido. Esta función, tal y como se explica en la 

introducción con detalle, es principalmente consecuencia de la unión de 

IgE, producida por los linfocitos B, al receptor de alta afinidad para la 

inmunoglobulina E (FcɛRI) expresado en la superficie celular de los 

mastocitos y los basófilos207–209. La unión de la IgE a su receptor FcƐRI, y 

posterior activación por el alérgeno específico, induce desgranulación y 

liberación de mediadores proinflamatorios que generan reacciones 

fisiológicas como la vasodilatación, la secreción de moco, la contracción del 

músculo liso, el aumento de la permeabilidad vascular y la afluencia de 

otras células inflamatorias209,210. Mientras que estas afirmaciones son 

ciertas en la alergia mediada por IgE, el papel de la IgE en la exacerbación 

de las alergias no IgE mediadas no está claro. A priori no cabría esperar 

que tuviese ningún rol, sin embargo, aunque normalmente se describen 

como alergias mediadas por células T, los pacientes con alergias no IgE 

mediadas producidas por alimentos a menudo muestran IgE detectable al 

alimento específico en el diagnóstico inicial o desarrollan IgE alérgeno-

específica durante el curso de la patología. Dichos pacientes, en particular 

los que tienen niveles elevados de IgE, tienden a experimentar un curso 

prolongado de la enfermedad, lo que sugiere que la IgE es un factor de mal 

pronóstico de las alergias alimentarias no mediadas por IgE, y que, por lo 

tanto, podría tener un papel relevante en su fisiopatología211–213. Sin 

embargo, el mecanismo patogénico que subyace a estas enfermedades 

alérgicas no IgE mediadas no se conoce con exactitud. 
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En esta línea de investigación, Burggraf et al.214 generaron un modelo de 

ratón con síntomas intestinales de alergias producidas por alimentos, para 

estudiar sus mecanismos patogénicos. Este modelo se conoce como 

enteritis alérgica (EA), e imita en los ratones, algunos rasgos observados 

en los pacientes con alergias alimentarias no mediadas por IgE, como la 

inflamación intestinal caracterizada por una membrana basal más gruesa, 

elongación de las criptas, atrofia de las vellosidades e infiltración de 

granulocitos214. El estímulo inicial que conduce al desarrollo de la EA aún 

no se ha dilucidado, pero se postula que las respuestas mediadas por 

células Th2 están implicadas en el desarrollo de la inflamación215–217. A 

pesar de que la EA se describe como una alergia no mediada por IgE, los 

pacientes con EA suelen desarrollar IgE durante el curso de la patología20–

24. Caubet et al.24 observaron que el 24% de los sujetos con EA, confirmada 

por provocación alimentaria controlada, desarrollaron IgE específica al 

alimento del estudio. Aunque algunos autores postulan que la EA suele 

superarse20,21,24, parece que la IgE tiene un papel importante en su 

persistencia. En algunos casos, la EA puede incluso evolucionar a una 

alergia mediada por IgE con el tiempo 23,24,211,218. En el mismo artículo, 

Caubet et al.24 describieron que el 41% de los pacientes con IgE específica 

frente a la leche de vaca, no se hicieron tolerantes durante el estudio.  

Por otro lado, se ha sugerido que la alteración del metabolismo contribuye 

de manera importante no sólo a los síndromes metabólicos tradicionales, 

sino también a múltiples trastornos inflamatorios, incluida la alergia43. En 

esta línea, el metaboloma se ha estudiado con el objetivo de identificar 

biomarcadores en el diagnóstico y la predicción de enfermedades, y de 

comprender el papel de los metabolitos como agentes activos en los 

procesos patológicos. Sin embargo, hasta el momento, no se ha 

investigado el metaboloma intestinal de las alergias no mediadas por IgE 

como la EA. 

Este capítulo se propone ahondar en el estudio de cómo influye la IgE en 

el desarrollo de la EA y cómo se altera el metaboloma, tanto sérico como 

intestinal. Para ello, se utilizó un modelo murino de EA en ratones Wild Type 



75 
 

(WT) e IgE knock-in (IgEki), que simulan la desregulación de la IgE de 

manera similar a la enfermedad, sensibilizados o no a ovoalbúmina (OVA); 

trabajando en total con cuatro grupos experimentales: WT no sensibilizados 

(WT_ns), WT sensibilizados a OVA (WT_OVA), IgEki no sensibilizados 

(IgEki_ns) y IgEki sensibilizados a OVA (IgEki_OVA). Este modelo ya había 

sido utilizado en un estudio anterior en el que se observó que los ratones 

con la patología más grave desarrollaron síntomas clínicos más intensos 

como pérdida de peso y disminución de temperatura corporal219. Además, 

los ratones IgEki sensibilizados a OVA, mostraron inflamación intestinal, 

atrofia de las vellosidades con edema en la lámina propia y un gran número 

de neutrófilos y eosinófilos infiltrados en la lámina propia219,220. Para 

profundizar en la fisiopatología de la EA, se analizaron los metabolomas 

séricos e intestinales mediante metabolómica no dirigida utilizando tres 

plataformas complementarias: GC-MS, LC-MS y CE-MS.  

 

2. Hipótesis  

Existe un perfil metabólico característico que puede estar directamente 

relacionado con un aumento de los niveles de IgE y que tiene una relación 

directa con la inflamación alérgica y la EA. 

 

3. Objetivos  

Para investigar el papel de la IgE en el desarrollo de la EA se plantearon 

los siguientes objetivos concretos: 

1. Obtener el perfil metabólico de muestras de suero y heces mediante 

metabolómica no dirigida en ratones BALB/c WT, sensibilizados a OVA 

y sin sensibilizar (WT_OVA vs WT_ns). 

2. Obtener el perfil metabólico de muestras de suero y heces mediante 

metabolómica no dirigida en ratones BALB/c modificados 
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genéticamente para la depleción en los niveles de IgG1 y ratones 

BALB/c WT sin sensibilizar (IgEki_ns vs WT_ns). 

3. Obtener el perfil metabólico de muestras de suero y heces mediante 

metabolómica no dirigida en ratones BALB/c modificados 

genéticamente para la depleción en los niveles de IgG1 y el aumento 

en los niveles de IgE, sensibilizados a OVA y sin sensibilizar 

(IgEki_OVA vs IgEki_ns). 

4. Obtener el perfil metabólico de muestras de suero y heces mediante 

metabolómica no dirigida en ratones BALB/c modificados 

genéticamente para la depleción en los niveles de IgG1 y ratones 

BALB/c WT sensibilizados a OVA (IgEki_OVA vs WT_OVA). 

5. Analizar los perfiles metabólicos obtenidos utilizando herramientas 

estadísticas tanto univariantes como multivariantes.  

6. Realizar la interpretación biológica de los resultados para estudiar las 

rutas metabólicas afectadas en esta patología y los principales 

metabolitos implicados de cada una de ellas.  

 

4. Materiales y métodos 

4.1. Modelo animal 

Se utilizaron ratones knock-in de IgE (C.Ighg1tm1.1Pyu)221, es decir, ratones 

IgEki. Los ratones IgEki homocigóticos son capaces de expresar 10 veces 

más IgE total y una ausencia de IgG1 en comparación con los WT, como 

consecuencia de la sustitución de los exones que codifican para la parte 

soluble de la región constante de la IgG1 murina por la contraparte IgE214. 

Los ratones BALB/c WT e IgEki en fondo BALB/c se mantuvieron y 

reprodujeron en condiciones específicas, libres de patógenos, en el 

animalario del Instituto Paul-Ehrlich de Langen (Frankfurt, Alemania). Los 

experimentos con animales se llevaron a cabo de conformidad con la 

legislación nacional y fueron aprobados por la autoridad local (Consejo 

regional -Regierungspräsidium- de Darmstadt, Alemania, número de 

licencia: F107/1020). Los ratones homocigotos IgEki fueron proporcionados 
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por el Dr. Philipp Yu del Instituto de Inmunología en la Universidad Philipps 

de Marburg, Alemania. 

4.2. Sensibilización a ovoalbúmina e inducción de enteritis alérgica  

Los ratones (hembras, de 6 a 8 semanas de edad) fueron sensibilizados 

por una inyección intraperitoneal con 10 µg de ovoalbúmina (OVA, grado 

V, Sigma-Aldrich, Múnich, Alemania) y 1 mg de hidróxido de aluminio (Alum, 

ThermoFisher Scientific, Darmstadt, Alemania) en 500 µl de tampón fosfato 

salino (PBS, del inglés phosphate buffered saline), o tratados sólo con PBS 

o Alum dos veces a intervalos de dos semanas como se describe en 

Burggraf et al.214. Dos semanas después de la segunda sensibilización, los 

ratones recibieron una dieta a base de pellets y clara de huevo con una alta 

cantidad de OVA durante 7 días. La dieta fue preparada por la empresa 

ssniff Spezialdiäten GmbH (Soest, Alemania). El proceso completo de 

sensibilización se muestra en la Figura 1.  

Figura 1. Diagrama temporal de la sensibilización a OVA de los ratones IgEki y 
BALB/c WT. Realizado en el animalario del Instituto Paul-Ehrlich de Langen 
(Frankfurt, Alemania) 

 

Un total de 29 ratones fueron utilizados en este estudio: 7 WT_ns, 7 

WT_OVA, 7 IgEki_ns y 8 IgEki_OVA tal y como se muestra en la Figura 2. 

Todos los ratones recibieron la misma dieta. 
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Figura 2. Diseño de los grupos experimentales. IgEki: modelo murino que expresa 
IgE en lugar de IgG1.  

 

4.3. Toma de muestras 

Tras siete días de alimentación con la dieta a base de clara de huevo, los 

ratones fueron sacrificados mediante dióxido de carbono de acuerdo con 

los protocolos aprobados por el comité de bioética correspondiente, en el 

animalario del Instituto Paul-Ehrlich. Las muestras de heces y suero se 

conservaron a -80°C hasta la extracción de metabolitos en el Centro de 

Metabolómica y Bioanálisis (CEMBIO) de la Universidad San Pablo CEU 

de Madrid, España. 

4.4. Metabolómica no dirigida 

4.4.1. Extracción de metabolitos 

Las muestras de heces se retiraron del congelador y se liofilizaron, para su 

estandarización en peso seco, durante la noche a -80 °C (LyoQest -85, 

Telstar, España). Cabe destacar que en las heces aparecen tanto 

productos de excreción como metabolitos microbianos resultantes del 

metabolismo celular. Los metabolitos de los pellets fecales se extrajeron 

con dos disolventes siguiendo el mismo protocolo: (i) primero con 

MeOH:MTBE (4:1, v/v) y (ii) con MeOH:H2O (4:1, v/v).  

Todos los grupos 

recibieron la 

misma dieta 
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(i) 100 mg de heces liofilizadas fueron resuspendidas en 350 μL de 

MeOH:MTBE frío (4:1, v/v) y puestas 10 min a 50 mHz en un 

TissueLyser LT (Qiagen, Alemania) con 50 mg de perlas de vidrio 

(710-1180 μm, Sigma-Aldrich, Alemania), y 5 min en un Sonicator 

XL (Misonix, EE.UU.) a 15 W. A continuación, se realizaron tres 

ciclos de congelación / descongelación en un baño de nitrógeno 

líquido / agua fría. Las partículas sólidas se eliminaron por 

centrifugación a 16000 × g durante 20 min a 4 °C. Finalmente, se 

recolectaron 300 μL de sobrenadante y se almacenaron a -20°C 

hasta el siguiente paso.  

(ii) Los pellets de (i) se volvieron a suspender en 350 μL de 

MeOH:H2O frío (4:1, v/v) y se siguieron los mismos pasos que en 

(i).  

Volúmenes iguales (300 μL) de los sobrenadantes de (i) y (ii) se mezclaron 

y alicuotaron para su posterior análisis.  

Las muestras de suero (100 μL) se desproteinizaron mediante la adición de 

300 μL de acetonitrilo frío (1:3 v/v) y se homogeneizaron durante 15 min en 

un vórtex. Después de un baño de hielo de 10 minutos, las muestras se 

centrifugaron (16000 x g, 4 °C, 20 min) y se almacenaron a -20 °C hasta el 

inicio del tratamiento de la muestra. 

La lista de reactivos y estándares utilizados se detalla en el Anexo I.  

4.4.2. Tratamiento de la muestra 

Los sobrenadantes resultantes se filtraron a través de filtros de jeringa de 

nylon de 0,22 μm (FisherBrand, Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.). Para 

LC-MS, se transfirieron 80 μL a un vial analítico para su análisis. Para CE-

MS, 80 μL de los sobrenadantes se evaporaron utilizando un concentrador 

SpeedVac (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.) y se 

reconstituyeron en 80 μL de agua MilliQ® con un estándar interno (0,2 mM 

L-metionina sulfona) y 0,1 M FA. Finalmente, para GC-MS, 120 μL de las 

alícuotas correspondientes se evaporaron utilizando un concentrador 
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Speedvac, seguido de la adición de 10 μL de clorhidrato de O-metoxiamina 

(15 mg/mL) en piridina para la metoximación. Después de agitar 

suavemente en un vórtex, los viales fueron incubados en oscuridad a 

temperatura ambiente durante 16 horas. A continuación, se añadieron 10 

μL de BSTFA con 1 % de TMCS (v/v) a las muestras, se agitaron durante 

5 min y se realizó una sililación durante 1 h a 70 °C. La metoximación y la 

sililación están diseñadas para permitir la derivatización y análisis de hidroxi 

y aminoácidos, alcoholes, azúcares, poliaminas y ácidos aromáticos, entre 

otros97. Finalmente, se añadieron 120 μL de éster metílico C18:0 (10 mg/L 

en heptano) como estándar interno y se agitaron las muestras en un vórtex. 

Ocho viales control sin muestra fueron preparados para GC-MS por el 

mismo procedimiento de extracción y derivatización.  

4.4.3. Preparación de los controles de calidad 

En paralelo a las muestras analíticas se prepararon las muestras de control 

de calidad (QC). Los QCs se elaboraron de forma independiente para cada 

plataforma analítica mediante la combinación de volúmenes iguales de 

cada muestra procesadas. Después de un vórtex suave, las mezclas se 

transfirieron a viales analíticos. Los QCs proporcionan durante el análisis 

una medida de la estabilidad del sistema y su rendimiento, así como de la 

reproducibilidad del procedimiento del tratamiento de muestra.  

4.4.4. Análisis metabolómico  

Las muestras de heces y suero se midieron en tres plataformas analíticas, 

con el fin de maximizar la cobertura metabólica.  

• Cromatografía de líquidos (LC) acoplada a un espectrómetro de 

masas con una fuente de ionización por electrospray (ESI) y 

analizador cuadrupolo tiempo de vuelo (QTOF-MS): LC-ESI-

QTOF-MS o LC-MS.  

o Operado en dos modos de ionización: positivo, ESI (+), y 

negativo, ESI (-). 
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o Posteriormente operó en modo de espectrometría de masas 

en tándem: LC-ESI-QTOF-MS/MS o LC-MS/MS.  

• Electroforesis capilar (CE) con una fuente de ESI acoplada a un 

TOF-MS: CE-ESI-TOF-MS o CE-MS.  

• Cromatografía de gases (GC) acoplada a un espectrómetro de 

masas con una fuente de ionización electrónica (EI) y un 

analizador de cuadrupolo (Q): GC-EI-Q-MS o GC-MS. 

Ambas matrices se analizaron en la misma secuencia analítica en dos 

bloques independientes: primero heces y luego suero. En cada uno de ellos 

se midieron las muestras en orden aleatorio.  

LC-ESI-QTOF-MS. El análisis LC-MS se realizó en un sistema Agilent 

HPLC, equipado con un desgasificador, dos bombas binarias y un inyector 

automático termostatizado (serie 1290 infinity II, Agilent Technologies, 

Waldbronn, Alemania), acoplado a un QTOF-MS serie 6545 (Agilent 

Technologies). Se inyectaron 0,5 μL de muestra en una columna de fase 

invertida (Zorbax Extend C18 50 x 2,1 mm, 1,8 μm; Agilent) manteniendo 

la temperatura a 60 °C.  El flujo se fijó en 0,6 mL/min. La fase móvil estaba 

compuesta de: (A) 0,1% de FA en agua y (B) 0,1% de FA en acetonitrilo. El 

gradiente fue de 5% de B (0–1 min), aumentando a 5% de A y 80% de B 

(1–7 min), seguido de 80% de A y 100% de B (7–11,5 min), y finalizando 

con 100% de A y 5% de B (11,5–12 min). El sistema finalmente se mantuvo 

al 5% de B durante 3 min para reequilibrar el sistema (15 min del tiempo 

total de análisis). Los datos de la fuente de ionización por ESI se adquirieron 

en modo de ion positivo y negativo, respectivamente. El voltaje capilar se 

estableció en 3.500 para ESI (+) y 4.000 V para ESI (-). El caudal de gas 

de secado fue de 12 L/min a 250 °C y el nebulizador de gas a 52 psi; el 

voltaje de la boquilla fue de 1.000 V; el voltaje del fragmentador fue de 175 

V; el skimmer y el voltaje de radiofrecuencia del cuadrupolo (OCT RF Vpp) 

fueron fijados a 65 y 750 V, respectivamente. Los datos fueron recogidos 

en el modo centroide a una velocidad de barrido de 1,5 espectros por 

segundo. La detección por MS se realizó en un escaneo completo de 50 a 
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1.000 m/z para ambos modos de ESI. Las masas de referencia (m/z 

detectadas) fueron purina (121,0508) y HP-0921 (922,0097) para el modo 

ESI (+), y TFA NH4+ (119,0363) y HP-0921 (966,0007) para el modo ESI 

(−); cuya inyección continua permite al sistema la corrección constante de 

la masa detectada. Estas condiciones fueron adaptadas de trabajos 

anteriores222. Las secuencias analíticas para ambas polaridades se 

establecieron comenzando con el equilibrado (análisis de diez QCs) 

seguido por el bloque analítico (las muestras), inyectando un QC entre 

bloques de tres muestras hasta el final de la secuencia. Las muestras se 

analizaron en series separadas para cada modo de ionización. 

LC-ESI-QTOF-MS/MS. La anotación de los metabolitos se confirmó 

mediante LC-MS/MS utilizando un QTOF (modelo 6545, Agilent). Los 

experimentos se repitieron en las mismas condiciones cromatográficas. Los 

fragmentos se seleccionaron utilizando la ventana m/z estrecha (1.3 Da) y 

se generaron aplicando 10 eV, 20 eV y 40 eV de energía de colisión para 

la fragmentación en el cuadrupolo en el tiempo de retención (RT) 

previamente determinado. 

CE-ESI-TOF-MS. Se utilizó un sistema CE (7100 Agilent) acoplado a un 

analizador TOF (6224 Agilent). Para el control del sistema CE-MS se utilizó 

el software Mass Hunter Workstation (versión B.06.01). La separación se 

produjo en un capilar de sílice fundida (Agilent: longitud total, 100 cm; i.d., 

50 μm). Todas las separaciones se realizaron en polaridad normal con un 

electrolito de fondo que contenía 1,0 M de FA en MeOH al 10% (v/v) a 20°C. 

Antes de cada análisis, el capilar fue acondicionado con una descarga del 

electrólito del fondo durante 5 minutos. El sheath liquid (10 μL/min) fue 

MeOH:H2O (1:1) conteniendo 1,0 mM de FA con dos masas de referencia 

121,0509 (purina) y 922,0098 (HP), lo que permitió la corrección y una 

mayor exactitud de masa en el MS. El sheath liquid fue introducido por una 

bomba ISO (1200 Agilent). Las muestras se inyectaron 

hidrodinámicamente a 50 mBar durante 50 s. El voltaje de separación fue 

de 30 kV, la presión interna fue de 25 mBar y los análisis se realizaron en 

40 min. Los parámetros de MS fueron los siguientes: fragmentador 125 eV, 
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skimmer 65 eV, octopolo 750 eV, presión del nebulizador 4 psi, temperatura 

del gas de secado 250°C, caudal 10 L/min y voltaje capilar 4.000 eV. Los 

datos fueron adquiridos en modo positivo de 74 a 1.000 m/z a una velocidad 

de barrido de 1,00 por segundo. Este método fue adaptado de 

publicaciones anteriores223–225. La secuencia analítica se estableció 

comenzando con el análisis de cinco QCs seguidos de las muestras y se 

inyectó una muestra de control de calidad entre bloques de tres muestras 

hasta el final del análisis.  

GC-EI-Q-MS. Las muestras se midieron en un sistema GC (Agilent 

Technologies 7890A) equipado con un inyector automático (Agilent 7693) 

y acoplado a un MS con un detector de cuadrupolo MSD inerte (Mass 

Selective Detector, Agilent 5975C). Los parámetros específicos para el 

análisis se encuentran en la literatura publicada previamente226,227. Se 

inyectaron dos microlitros (2 μL) de la muestra derivatizada a través de una 

columna GC DB5-MS (30 m de longitud, 0,25 mm de diámetro interno, 

película de 0,25 μm 95% dimetilpolifenilpolisiloxano) con una precolumna 

integrada (10 m J&W, Agilent). El caudal del gas portador (helio) se fijó en 

1 mL/min y la temperatura del inyector en 250 °C.  El split de la muestra se 

estableció de 1:5 a 1:10 con un flujo de helio de 3 a 10 mL /min.  El split se 

llevó a cabo en el interior de una guía de lana de vidrio desactivada (Restek 

20782, Bellefonte, PA, EE.UU). El gradiente de temperatura se programó 

de la siguiente manera: la temperatura inicial del horno se fijó en 60 °C 

(mantenido durante 1 min), después aumentó hasta 325 °C a una velocidad 

de 10 °C/min (dentro de 26,5 min) y se mantuvo a 325 °C durante 10 min. 

El tiempo total de análisis fue de 37,5 min. Se aplicó un período de 

enfriamiento durante 10 minutos antes de la siguiente inyección. La línea 

de transferencia del detector, la fuente de filamento y la temperatura del 

cuadrupolo se fijaron en 280 °C, 230 °C y 150 °C, respectivamente. La 

detección de MS se realizó con el modo de ionización EI a -70 eV. El 

espectrómetro de masas funcionó en un rango de m/z de 50-600 a una 

velocidad de 2,7 exploraciones/s. Al inicio del análisis, se realizaron varias 

inyecciones de estándar interno, una mezcla estándar de ésteres metílicos 
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de ácidos grasos (FAME C8-C30, Supelco (Bellefonte, PA, EE.UU.)), cuatro 

QCs, y cuatro blancos de extracción. Después se inyectó el bloque analítico 

con un QC cada tres muestras y otro al final de la lista de trabajo. Por último, 

se inyectaron cuatro blancos al final de la secuencia. 

4.4.5. Tratamiento de datos e identificación de compuestos 

LC-ESI-QTOF-MS. Los datos adquiridos se procesaron utilizando el 

software MassHunter Profinder (B.06.00, Agilent Technologies).  

En primer lugar, se realizó una deconvolución. Se utilizó el algoritmo 

Molecular Feature Extraction (MFE) para reducir el tamaño y la complejidad 

de los datos. Con los datos obtenidos del MFE, se realizó una segunda 

deconvolución más dirigida aplicando el algoritmo de Recursive Feature 

Extraction para mejorar la fiabilidad en la búsqueda de compuestos. Una 

vez obtenidos los datos brutos, se aplicó un procedimiento de filtrado de 

calidad o Quality Assurance (QA) adaptado de Godzien et al.102,112. De esta 

manera, los datos se filtraron manteniendo aquellos compuestos 

detectados en más del 70% de los QCs y con una Desviación Estándar 

Relativa (RSD) menor al 30%. Además, para tener en cuenta aquellos 

compuestos que podrían estar presentes solo en un grupo experimental, se 

mantuvieron aquellos con menos del 20% de presencia en QCs y más del 

50% de presencia en al menos un grupo experimental. 

Los compuestos significativos (p < 0.05) fueron identificados tentativamente 

utilizando la herramienta de búsqueda “CEU Mass Mediator” (CMM, 

http://ceumass.eps.uspceu.es) que presenta una interfaz, en línea, 

unificando la consulta en diferentes bases de datos de metabolómicas, esto 

es Human Metabolome Data Base (HMDB), Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes (KEGG), Lipidmaps y Metlin (CMM 1.0)99,228. La 

identificación se realizó teniendo en cuenta el RT, el patrón isotópico y los 

posibles aductos. La identificación final se confirmó mediante LC-MS/MS, 

comparando los espectros de fragmentación resultantes de cada 

metabolito con los de cada estructura propuesta mediante la base de datos 

http://ceumass.eps.uspceu.es/
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METLIN (https://metlin.scripps.edu/), complementada con una base de 

datos interna del CEMBIO.  

CE-ESI-TOF-MS. Los datos adquiridos se procesaron de la misma manera 

que para LC-MS utilizando MassHunter Profinder (B.06.00, Agilent 

Technologies).  Después de una cuidadosa comprobación de los datos, se 

aplicaron los mismos filtros de QA que en LC-MS. En este caso, como todos 

los compuestos tenían una presencia del 100% en los QCs, solo se 

descartaron aquellos con RSD mayor al 30%. La identificación se realizó 

utilizando una biblioteca interna de estándares223. 

GC-EI-Q-MS. Los datos de GC-MS se procesaron utilizando el software 

Agilent Mass Hunter (Agilent). El rendimiento analítico general se examinó 

cuidadosamente mediante la inspección de Total Ion Chromatogram de 

muestras experimentales, QCs, blancos y estándar interno; descartándose 

las muestras no conformes (ver en resultados). Posteriormente, se realizó 

la deconvolución de los datos de las muestras conformes para identificar 

compuestos coeluidos de acuerdo con sus índices de retención, incluyendo 

el tiempo de retención (RT), utilizando el software de “Unknown analysis” 

versión B.07.00 de Agilent. Antes de la deconvolución, se utilizaron los RTs 

del análisis de la solución estándar FAME C8-C30 para crear un archivo de 

datos de corrección que permitió un ajuste adicional de RTs en las 

muestras, mejorando así su exactitud y por extensión su comparabilidad 

con los de las bases de datos. Esta mejora de la exactitud de RT se basó 

en la determinación del índice de retención de Kovats que permite convertir 

los RTs en constantes independientes del sistema. Además del espectro 

de fragmentación de cada compuesto, en su deconvolución/identificación, 

se comparó el valor de RT contenido en la biblioteca FiehnLib de tiempos 

de retención bloqueados con el valor de RT experimental. Los compuestos 

que no se lograron asignar, se identificaron comparando sus patrones de 

fragmentación de masa con la biblioteca NIST v.14 (G1676AA, Agilent) 

utilizando el software “MassHunter Qualitative” (Agilent). La integración y la 

alineación de los datos obtenidos se realizó mediante el programa 

informático “MassHunter Quantitative” (Agilent). El filtrado de datos 

https://metlin.scripps.edu/
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deconvolucionados se realizó eliminando aquellas señales detectadas en 

menos del 50% de todas las muestras de QC. La matriz de datos fue 

normalizada por el estándar interno para corregir la variabilidad analítica 

del equipo. 

La abundancia media de cada metabolito en los blancos se calculó y se 

restó de la abundancia en el resto de las muestras. Como último paso, los 

datos se normalizaron utilizando el algoritmo QC-SVRC229, para minimizar 

la varianza dentro del grupo para maximizar la potencia de las pruebas 

estadísticas posteriores. Posteriormente, se aplicaron los filtros QA 

descritos con anterioridad y se descartaron los compuestos con valores de 

RSD superiores al 30% en los QCs. 

4.5. Identificación de la clase biológica 

Para la identificación de la clase biológica de cada metabolito, se 

consultaron las siguientes bases de datos: HMDB, http://www.hmdb.ca/230 

y KEGG, www.genome.jp/kegg/. La categoría “clase” se asignó de manera 

manual para cada uno de ellos. En compuestos frontera entre dos clases, 

se anotó según la función biológica a la clase más similar. 

4.6. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos, se realizó previamente una 

sustitución de los valores perdidos (missing values) generados tras la 

deconvolución con el algoritmo MFE. Para reemplazarlos se utilizó la 

función matemática kNN (del inglés, k-nearest neighbors, desarrollado por 

Fix y Hodges en 1951). Este algoritmo permite estimar el valor perdido 

mediante la similitud del perfil con las muestras cercanas o vecinos del 

grupo al que pertenecen231. 

Tras este pretratamiento, los datos de todas las técnicas fueron analizados 

utilizando estadística multivariante y univariante. Para el análisis 

multivariante se utilizó el software SIMCA (v.14.1, Umetrics®, Umeå, 

Suecia). Se obtuvieron modelos de análisis de componentes principales 

(PCA-X) y análisis discriminante parcial-mínimo cuadrado (PLS-DA)232. 

http://www.hmdb.ca/
http://www.genome.jp/kegg/
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Después del análisis PCA-X, y considerando como criterio el agrupamiento 

de los QC y de las muestras de los grupos biológicos, se identificaron las 

muestras outliers y fueron excluidas para su posterior análisis. Los modelos 

supervisados PLS-DA fueron validados con la prueba de permutación, 

también en SIMCA. Se obtuvieron valores de importancia de la variable 

independiente en proyección (VIP) para cada metabolito en cada modelo 

PLS-DA como medida de su relevancia en la capacidad de separación del 

modelo. Los compuestos se consideraron significativos si VIP>1. 

Paralelamente, se realizó un análisis univariante en MATLAB (v.R2018b, 

MathWorks®, Natick, Massachusetts, EE.UU.) para obtener el p valor para 

cada compuesto del estudio. En primer lugar, se realizó un análisis de 

normalidad, decidiéndose aplicar dos pruebas no paramétricas (n < 30), por 

un lado, (i) una U-de Mann-Whitney (UMW) para comparaciones entre dos 

grupos con una corrección post-hoc de Bonferroni para las comparaciones 

por pares; y (ii) un ANOVA-no paramétrico para tres o más grupos de 

Kruskal-Wallis (KW). Para este propósito, se utilizaron scripts MATLAB 

internos. La significación estadística fue fijada en el nivel del 95% (p < 0,05), 

y los compuestos fueron considerados significativos si p < 0,05 para ambas 

pruebas no paramétricas (KW y UMW).  

El porcentaje de cambio (%Δ) para cada metabolito significativo de las dos 

comparaciones del estudio se calculó en Excel con la fórmula que se 

muestra a continuación. Qué grupos son A y B se explica en cada 

comparación, siendo B el considerado basal o control.  

%Δ =
Media A − Media B

Media B
 𝑥 100 

 

La herramienta en línea MetaboAnalyst (v. 4.0) se utilizó para producir 

Heatmaps con agrupaciones jerárquicas233 . Los diagramas de Venn se 

generaron con la herramienta web Venny (v. 2.1.0; 

https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). Para el análisis de las rutas 

metabólicas, se seleccionaron las rutas significativas (p < 0,05) con 

https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
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MetaboAnalyst 5,0234 (https://www.metaboanalyst.ca) e IMPaLA 

(http://impala.molgen.mpg.de). Los datos se representaron utilizando la 

base de datos KEGG y la herramienta Metscape 

(http://metscape.ncibi.org/) del software Cytoscape (https://cytoscape.org/). 

La fiabilidad de los metabolitos obtenidos como significativos se aseguró 

mediante la comparación de sus respectivas identificaciones en todas las 

técnicas analíticas, así como su porcentaje de cambio, asegurándose la 

coincidencia para los metabolitos que se detectaron respectivamente en 

más de una plataforma analítica. Esta prueba permitió asegurar la calidad 

de los resultados. 

 

5. Resultados 

5.1. La IgE promueve el desarrollo de síntomas clínicos e 

inflamación intestinal en un modelo murino de EA 

Para evaluar el impacto de la IgE en el desarrollo de EA, los ratones WT e 

IgEki fueron sensibilizados con OVA y provocados con una dieta a base de 

clara de huevo. Los ratones IgEki_OVA desarrollaron síntomas clínicos 

significativamente más fuertes, es decir, reducción del peso y la 

temperatura corporales durante 7 días, en comparación con los ratones 

WT_OVA. Por el contrario, sus controles, WT_ns y IgEki_ns, no 

desarrollaron signos de síntomas clínicos (Figura 3).  

Figura 3. Fluctuaciones en el peso y temperatura corporales en los cuatro grupos 
experimentales. 

https://www.metaboanalyst.ca/
http://impala.molgen.mpg.de/
http://metscape.ncibi.org/
https://cytoscape.org/
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Por otro lado, investigadores del Instituto Paul-Ehrlich midieron los niveles 

de anticuerpos IgG1 e IgE específicos de OVA234. Tal y como se muestra 

en la Figura 4, los ratones IgEki_OVA produjeron niveles significativamente 

más altos de anticuerpos IgE específicos de OVA que los ratones WT_OVA 

en lugar de IgG1 como consecuencia de la modificación en cadena. 

Asimismo, los ratones IgEki_ns, pero no los ratones WT_ns, produjeron 

niveles detectables, pero marginales, de anticuerpos IgE específicos de 

OVA.  

Figura 4. Niveles de IgG1 e IgE específicos a OVA en los cuatro grupos 
experimentales. 

 

En relación con el estudio histológico realizado en el Instituto Paul-Ehrlich, 

se obtuvieron los siguientes resultados. Los ratones WT_OVA 

desarrollaron características inflamatorias moderadas de EA, como criptas 

alargadas, abundantes células caliciformes hipertróficas y atrofia de 

vellosidades con edema en la lámina propia, mientras que los ratones 

IgEki_OVA agravaron la EA. Tales características inflamatorias no pudieron 

detectarse en ratones WT_ns, mientras que sí se observó inflamación 

marginal en ratones IgEki_ns (Tabla 1). 



90 
 

Tabla 1. Evaluación de los niveles de inflamación en el tejido intestinal en ratones 
WT e IgEki. La puntuación histológica total representa la suma del nivel de 
inflamación, la puntuación de las vellosidades y el edema. La puntuación va de 0 
a 6 (puntuación total = I + V + E). * p<0,05, ** p<0,01. (1) vs WT (NC/EW); (2) vs 
IgEki (OVA/EW); (3) vs IgEki (NC/EW) 234. 

Los resultados indican que la IgE agrava la EA en un modelo murino. La 

sensibilización a OVA y/o la alimentación con huevo en ratones WT e IgEki 

inducen cuatro grupos con diferentes grados de gravedad: ratones 

alérgicos con EA agravado (IgEki_OVA), ratones alérgicos con EA 

moderado (WT_OVA), ratones alérgicos con etapa marginal o leve de 

sensibilización (IgEki_ns) y ratones no alérgicos (WT_ns). 

5.2. Perfil metabolómico global 

Para obtener información sobre el metaboloma en los distintos casos de 

estudio de EA, se analizaron las muestras de heces y suero de ratones de 

cuatro grupos experimentales: WT_ns, WT_OVA, IgEki_ns y IgEki_OVA. 

La multiplataforma analítica permitió detectar un total de 5155 señales 

metabólicas tras el QA, 3059 en las heces y 2096 en las muestras de suero, 

incluyendo las señales comunes para ambas matrices. Respecto a las 

muestras de heces, se detectaron 194 señales en GC-MS, 1835 señales 

en LC-MS (±) y 1030 señales en CE-MS (+). Por otro lado, en las muestras 

de suero, se detectaron 71 señales en GC-MS, 1645 señales en LC-MS (±) 

y 380 señales en CE-MS (+). En GC-MS se obtuvieron menos señales 

metabólicas debido a su diferente flujo de trabajo que incluye la 

identificación de la señal. 

El análisis multivariante PCA-X, permitió identificar los outliers en cada 

grupo experimental, quedando excluidas del análisis estadístico diferencial 

las muestras: WT_ns 2 y WT_OVA 6 (para heces en GC-MS); WT_ns 6 
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(para suero en GC-MS); y IgEki_OVA 7 (para heces en CE-MS). En la 

Figura 5, se presentan los modelos PCA-X no supervisados, que muestran 

una visión general del agrupamiento de las muestras para ambas matrices 

(suero y heces). En el caso de los modelos de heces, se observó en todas 

las técnicas, una separación entre los grupos IgEki y WT. Además, en LC-

MS (±) se pudo apreciar la separación de los cuatro grupos experimentales. 

Este hecho demuestra que el perfil metabolómico de las heces presenta 

claras diferencias que permiten separar a los ratones por un factor, 

principalmente por la mutación IgEki. Asimismo, en todos los modelos, la 

estrecha agrupación de las muestras QC indica la alta calidad del análisis 

analítico (en todos los modelos con un R2 superior a 0,6). 
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Figura 5. Modelos PCA-X no supervisados para A-D) heces y E-H) suero, 
utilizando LC-MS (+), LC-MS (-), CE-MS y GC-MS. En todos los modelos se utilizó 
la escala UV. QC: Control de calidad.  

QC 

WT_ns 

WT_OVA 

IgEki_ns 

IgEki_OVA 
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La identificación final de los metabolitos significativos en todas las 

comparaciones dio, como resultado, un total de 215 metabolitos en suero y 

heces. El número de metabolitos tras el pretratamiento y el análisis 

estadístico se presentan en la Tabla 2.  

 

Tabla 2. Número de metabolitos tras: A) el tratamiento de los datos, B) el análisis 
estadístico univariante y C) la anotación de metabolitos para el suero y las heces 
utilizando, LC-MS+, LC-MS-, CE-MS y GC-MS. *Los datos de GC-MS mostrados 
son en todos los casos señales identificadas. VIP: valores de importancia de la 
proyección variable; QA: Quality Assurance; KW: Kruskall-Wallis; UMW: U de 
Mann-Whitney; CMM: CEU Mass Mediator; WT_ns: ratones de WT con dieta de 
clara de huevo; WT_OVA: ratones de WT sensibilizados a la ovoalbúmina con 
dieta de clara de huevo; IgEki_ns: ratones IgEki con dieta de clara de huevo, 
IgEki_OVA: ratones IgEki sensibilizados a la ovoalbúmina con dieta de clara de 
huevo. 
 

  LC-MS (+) LC-MS (-) CE-MS GC-MS*  

  Suero Heces Suero Heces Suero Heces Suero Heces  

A) Tratamiento de datos  

Señales iniciales 1814 1674 515 1431 176 437  

Señales tras un filtrado visual 1478 1473 384 1045 91 233  

QA y análisis multivariante (VIP) 697 912 948 923 380 1030 71 194  

B) Análisis estadístico univariante  

Compuestos significativos con KW 107 633 202 734 46 835 15 129  

 Comparaciones   

Compuestos 
significativos 

con UMW 

WT_OVA vs WT_ns 6 135 12 103 1 227 0 6  

IgEki_ns vs WT_ns 34 238 38 382 3 469 2 28  

IgEki_OVA vs IgEki_ns 37 214 69 206 26 83 9 48  

IgEki_OVA vs WT_OVA 20 214 26 282 9 426 2 31  

C) Identificación de metabolitos  

Basado en 
masa exacta 
y búsqueda 
web (CMM, 

NIST y 
Fienh) 

WT_OVA vs WT_ns 1 32 3 15 0 24    

IgEki_ns vs WT_ns 22 81 20 107 1 40    

IgEki_OVA vs IgEki_ns 12 35 6 32 13 6    

IgEki_OVA vs WT_OVA 7 73 6 106 4 57   Total 

Basado en 
MS/MS y 
biblioteca 

interna 
CEMBIO 

WT_OVA vs WT_ns 0 6 0 3 0 15 0 4 28 

IgEki_ns vs WT_ns 3 9 3 10 1 25 1 12 64 

IgEki_OVA vs IgEki_ns 3 1 1 2 8 4 9 18 46 

IgEki_OVA vs WT_OVA 1 10 0 7 3 34 2 20 77 
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Con el fin de obtener una imagen global del tipo de compuestos detectados 

se identificaron las clases bioquímicas de los metabolitos significativos para 

las heces y el suero, representándose en un gráfico de barras (Figura 6). 

Estos resultados indican que los ratones IgEki presentan mayor diversidad 

de clases afectadas en comparación con los WT, lo que indica que el grupo 

IgEki desarrolla una patología más grave. Además, se puede apreciar un 

aumento considerable de metabolitos séricos en los ratones IgEki_OVA 

cuando se les compara con su estado basal IgEki_ns. Por último, en la 

comparación IgEki_OVA vs WT_OVA, se observa un aumento muy 

significativo, tanto en número de metabolitos como de clases bioquímicas 

en IgEki_OVA.  

Figura 6. Gráfico de barras de las clases bioquímicas de los metabolitos finales y 
número de metabolitos en las cuatro comparaciones para heces y suero. Las 
categorías se obtuvieron de la web HMDB (http://www.hmdb.ca/). 

 

 

http://www.hmdb.ca/
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5.3. El efecto de la sensibilización con OVA en ratones WT sugiere 

una alteración metabólica de la microbiota intestinal 

La primera comparación analizada fue entre los grupos WT_OVA y WT_ns, 

con el fin de estudiar el efecto de la sensibilización con OVA en ratones 

WT. En esta comparación, solo se observaron diferencias claras en heces 

utilizando modelos de PLS-DA validados con un porcentaje de predicción 

(Q2) de hasta el 89% (Figura 7).  

Figura 7. Modelos de análisis discriminante PLS-DA de las heces para la 
comparación WT_OVA vs WT_ns en A) LC-MS(+) B) LC-MS(-) C) CE-MS y D) 
GC-MS. En todos los modelos se utilizó el escalado UV. Los caracteres en negrita 
señalan parámetros de calidad adecuados para el modelo (Q2>0,5)232. R2 explica 
la capacidad del modelo para clasificar las muestras y Q2 explica la capacidad del 
modelo para predecir una nueva muestra. Para ambos, el valor teórico más alto 
es 1. 
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Se identificaron con exactitud un total de 28 metabolitos en heces y se 

representaron utilizando un heatmap con representación de agrupamiento 

jerárquico que permite la visualización de los datos de manera global 

(Figura 8). 

 

Figura 8. Heatmap utilizando la agrupación jerárquica de las muestras fecales 
(representadas en columnas) y los metabolitos (en filas) para los metabolitos 
significativos identificados considerando todas las técnicas entre los grupos 
WT_OVA y WT_ns. El color rojo representa un aumento del metabolito específico 
en esa muestra, mientras que el color azul representa una disminución de los 
metabolitos. Las muestras y los metabolitos se agrupan según su similitud. Nótese 
que se representan metabolitos estadísticamente significativos, para detectar la 
significación estadística se utilizó la prueba U de Mann-Whitney con corrección de 
Bonferroni (p < 0,05) y los valores VIP (> 1). 
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A continuación, se seleccionaron los metabolitos con mayor relevancia biológica para su discusión. Las características 

bioquímicas, estadísticas y analíticas de los metabolitos significativos se muestran en la Tabla 3.  

 

Tabla 3. Metabolitos significativos con mayor relevancia biológica entre los grupos WT_OVA y WT_ns. BI-CEMBIO: biblioteca interna del 
CEMBIO223.  

 

 

Información del compuesto Información estadística Información analítica 

Matriz Nombre Fórmula 
Código del 
heatmap  

p valor 
(KW) 

VIP 
%Δ en 

WT_OVA 
%RSD 
(QC) 

Técnica Aducto Masa 
RT 

(min) 
Nivel de 

identificación 

Heces LysoPC (16:0) C24H50NO7P 
Lys1-

C24H50NO7P 
6.62E-04 1.63 -43% 7% LC-MS (-) 

[M+FA-
H]- 

495.3325 5.7 MS/MS 

Heces LysoPC (16:0) C24H50NO7P 
Lys2-

C24H50NO7P 
6.45E-04 1.59 -41% 5% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 495.3327 5.7 MS/MS 

Heces Prolina C5H9NO2 Pro1-C5H9NO2 2.11E-04 1.67 73% 3% CE-MS [M+H]+ 115.0634 11.1 BI-CEMBIO 

Heces 3-Ketosfinganina C18H37NO2 3-K-C18H37NO2 3.69E-03 1.47 115% 5% 
LC-MS 

(+) 
[M+H]+ 299.2825 5.7 MS/MS 

Heces LysoPE (14:0) C19H40NO7P 
Lys1-

C19H40NO7P 
1.04E-03 1.93 122% 3% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 425.2549 4.9 MS/MS 

Heces Prolina C5H9NO2 Pro2-C5H9NO2 5.09E-04 1.94 126% 7% 
LC-MS 

(+) 
[M+H]+ 115.0643 0.3 MS/MS 

Heces LysoPE (14:0) C19H40NO7P 
Lys2-

C19H40NO7P 
8.69E-04 1.72 127% 6% LC-MS (-) 

[M+FA-
H]- 

379.2488 4.9 MS/MS 

Heces Espermidina C7H19N3 Spe1-C7H19N3 1.97E-02 1.38 146% 3% CE-MS [M+H]+ 145.1579 5.2 BI-CEMBIO 

Heces Espermidina C7H19N3 Spe2-C7H19N3 1.32E-02 1.87 214% 5% 
LC-MS 

(+) 
[M+H]+ 145.1574 0.3 MS/MS 

Heces Putrescina C4H12N2 Put-C4H12N2 5.06E-04 1.43 526% 4% CE-MS [M+H]+ 88.1004 5.4 BI-CEMBIO 
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Se observó que la mayoría de los cambios que afectaban al metabolismo de los lisofosfolípidos (e.g. LysoPE (14:0) y LysoPC 

(16:0)), las aminas (e.g. espermidina y putrescina), los esfingolípidos (e.g. 3-ketosfinganina) y los aminoácidos (prolina) 

aumentaban en WT_OVA respecto a WT_ns (Figura 9).  

Figura 9. Figuras de abundancias relativas de los metabolitos anotados significativos con mayor relevancia biológica en las heces entre 
WT_OVA y WT_ns. Los p valores < 0,05, < 0,01 y < 0.001 fueron designados con *, ** y *** respectivamente y considerados significativos. 
Para detectar la significación estadística se utilizaron también los valores VIP (> 1). 
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En esta comparación las rutas metabólicas, de los metabolitos detectados, que 

se alteraron significativamente fueron el ciclo de la urea y el metabolismo de los 

glicoesfingolípidos (Figura 10). Por otro lado, No se obtuvo ningún modelo 

multivariante ni metabolitos significativos en suero, sugiriendo una alteración 

metabólica exclusivamente local. 

Figura 10. Rutas metabólicas significativas (p<0,05) en heces en la comparación entre 
WT_OVA y WT_ns. Los hexágonos amarillos son los metabolitos significativamente 
alterados. El borde azul significa que disminuyen en esa comparación y el rojo que 
aumentan. Los hexágonos anaranjados son los metabolitos que participan en la ruta. 
Los diamantes grises son las reacciones que tienen lugar (detalladas en el Anexo II). 
Los triángulos azules son las enzimas que participan en cada una de las reacciones. 
Las elipses agrupan las diferentes rutas. Figura generada con Cytoscape. 
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5.4. La EA moderada altera el metaboloma local en mayor medida que el 

metaboloma sistémico 

Para investigar el perfil metabólico del efecto de la IgE en ratones no 

sensibilizados, se compararon los niveles de metabolitos entre los grupos 

IgEki_ns y WT_ns. En esta comparación, se observaron claras diferencias en 

heces en todas las plataformas analíticas mediante modelos de PLS-DA 

validados con un Q2 de hasta el 96% (Figura 11). En cuanto a las muestras de 

suero, no se pudieron obtener modelos significativos en estadísticas 

multivariantes entre los dos grupos no sensibilizados. Los metabolitos en 

muestras de suero y heces reflejan el metaboloma sistémico y local, 

respectivamente.  

Figura 11. Modelos de análisis discriminante PLS-DA de las heces para la comparación 
IgEki_ns vs WT_ns en A) LC-MS(+) B) LC-MS(-) C) CE-MS y D) GC-MS. En todos los 
modelos se utilizó el escalado UV. Los caracteres en negrita señalan parámetros de 
calidad adecuados para el modelo (Q2>0,5)232. R2 explica la capacidad del modelo para 
clasificar las muestras y Q2 explica la capacidad del modelo para predecir una nueva 
muestra. Para ambos, el valor más alto es el que se acerca a 1. 
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En esta comparación se identificaron un total de 56 metabolitos en heces y 8 

metabolitos en suero. Los metabolitos de las heces se representaron utilizando 

un heatmap con representación de agrupamiento jerárquico que mostró patrones 

metabólicos claros tanto en IgEki_ns como en WT_ns (Figura 12).  

 

Figura 12. Heatmap utilizano la agrupación jerárquica de las muestras fecales 
(representadas en columnas) y los metabolitos (en filas) para los metabolitos 
significativos identificados considerando todas las técnicas entre los grupos IgEki_ns y 
WT_ns. El color rojo representa un aumento del metabolito específico en esa muestra, 
mientras que el color azul representa una disminución de los metabolitos. Las muestras 
y los metabolitos se agrupan según su similitud. Para detectar la significación estadística 
se utilizó la prueba U de Mann-Whitney con corrección de Bonferroni (p < 0,05) y los 
valores VIP (> 1). 
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A continuación, se seleccionaron los metabolitos con mayor relevancia biológica. Las características bioquímicas, estadísticas 

y analíticas de los metabolitos significativos se muestran en la Tabla 4. 

 

Tabla 4. Metabolitos significativos con mayor relevancia biológica entre los grupos IgEki_ns y WT_ns. BI-CEMBIO: biblioteca interna del 
CEMBIO223.  

Información del compuesto Información estadística Información analítica 

Matriz Nombre Fórmula 
Código del 
heatmap  

p valor 
(KW) 

VIP 
%Δ en 

IgEki_ns 
%RSD 
(QC) 

Técnica Aducto Masa 
RT 

(min) 
Nivel de 

identificación 

Heces Ácido Aspártico  C4H7NO4 Asp-C4H7NO4 2.60E-04 1.07 -94% 4% CE-MS [M+H]+ 133.0378 11.7 BI-CEMBIO 

Heces Acetilcarnitina C9H17NO4 Ace-C9H17NO4 1.49E-04 1.24 -77% 6% CE-MS [M+H]+ 203.1146 9.4 BI-CEMBIO 

Heces Ácido Succínico C4H6O4 Suc1-C4H6O4 6.82E-04 1.48 -77% 9% GC-MS     10.5 
Fiehn + 
NIST 

Heces Glicerol 3-Fosfato C3H9O6P Gly-C3H9O6P 2.13E-04 1.48 -77% 6% GC-MS     15.9 BI-CEMBIO 

Heces Ácido Glutámico C5H9NO4 Glu1-C5H9NO4 1.00E-03 1.41 -74% 3% CE-MS [M+H]+ 147.0546 11.1 BI-CEMBIO 

Heces Agmatina C5H14N4 Agm-C5H14N4 2.74E-03 - -73% 26% CE-MS [M+H]+ 130.1218 5.8 BI-CEMBIO 

Heces Ácido Piroglutámico C5H7NO3 Pyr-C5H7NO3 4.64E-04 1.17 -72% 8% CE-MS [M+H]+ 129.0424 20.1 BI-CEMBIO 

Heces Ácido Succínico  C4H6O4 Suc2-C4H6O4 8.96E-04 1.12 -55% 11% LC-MS (-) [M-H]- 118.0266 0.2 MS/MS 

Heces Ácido Glutámico  C5H9NO4 Glu2-C5H9NO4 8.26E-04 1.28 -41% 5% LC-MS (-) [M-H]- 147.0532 0.2 MS/MS 

Heces Esfingosina C18H37NO2 
Sph-

C18H37NO2 
8.25E-04 1.29 61% 2% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 299.2824 5.3 MS/MS 

Heces LysoPC (16:0) C24H50NO7P 
Lys1-

C24H50NO7P 
6.62E-04 1.25 103% 7% LC-MS (-) 

[M+FA-
H]- 

495.3325 5.7 MS/MS 

Heces LysoPC (18:2) C26H50NO7P 
Lys-

C26H50NO7P 
1.00E-03 1.47 127% 10% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 519.3322 5.5 MS/MS 

Heces Esfinganina C18H39NO2 
Sph-

C18H39NO2 
2.12E-03 1.29 133% 4% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 301.2982 5.5 MS/MS 

Heces LysoPC (16:0) C24H50NO7P 
Lys2-

C24H50NO7P 
6.45E-04 1.32 158% 5% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 495.3327 5.7 MS/MS 
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Heces LysoPC (14:0) C22H46NO7P 
Lys2-

C22H46NO7P 
1.78E-03 1.34 188% 25% LC-MS (-) 

[M+FA-
H]- 

467.3012 5.0 MS/MS 

Heces LysoPG (16:0) C22H45O9P 
Lys1-

C22H45O9P 
2.99E-03 1.22 192% 8% 

LC-MS 
(+) 

[M+H-
H20]+ 

484.2816 5.7 MS/MS 

Heces LysoPG (16:0) C22H45O9P 
Lys2-

C22H45O9P 
9.70E-04 1.06 231% 17% LC-MS (-) [M-H]- 484.2801 5.7 MS/MS 

Heces Ácido Shikímico  C7H10O5 Shi-C7H10O5 1.95E-03 1.80 252% 6% GC-MS     16.5 
Fiehn + 
NIST 

Heces Ácido Valérico  C5H10O2 Val-C5H10O2 8.13E-05 1.82 1395% 10% GC-MS     10.7 
Fiehn + 
NIST 

Suero LysoPC (18:2) C26H50NO7P - 1.18E-02 - 89% 2% 
LC-MS 

(+) 
[M+H]+ 519.3322 5.5 MS/MS 

Suero LysoPC (14:0) C22H46NO7P - 9.73E-03 - 97% 2% LC-MS (-) 
[M+FA-

H]- 
467.3014 5.0 MS/MS 

Suero LysoPC (14:0) C22H46NO7P - 1.35E-03 - 101% 3% 
LC-MS 

(+) 
[M+H]+ 467.3014 5.1 MS/MS 

Suero LysoPE (18:1) C23H46NO7P - 2.98E-03 - 111% 3% 
LC-MS 

(+) 
[M+H]+ 479.3017 5.8 MS/MS 

Suero LysoPG (16:0) C22H45O9P - 1.04E-02 - 133% 2% LC-MS (-) [M-H]- 484.2801 5.7 MS/MS 

 

En las muestras de heces en los ratones IgEki_ns, se detectaron niveles más altos de esfingolípidos (esfingosina y esfinganina) 

y lisofosfolípidos (LysoPC (14:0), LysoPC (16:0) y LysoPG (16:0)), y niveles más bajos de acetilcarnitina, carnitina y 

aminoácidos (ácido aspártico y glutámico). Los metabolitos derivados de la microbiota intestinal, como los ácidos valérico y 

shikímico, también aumentaron en muestras de heces de ratones IgEki_ns. En cuanto a las muestras de suero, se detectaron 

niveles más altos de lisofosfolípidos (LysoPC (14:0), LysoPC (18:2), LysoPE (18:1) y LysoPG (16:0)) en ratones IgEki_ns, en 

comparación con ratones WT_ns.  
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En la Figura 13 se muestran las figuras de abundancias relativas de los metabolitos significativos alterados implicados en la 

respuesta inflamatoria. El aumento en los niveles de esfingolípidos y lisofosfolípidos muestra una tendencia similar entre los 

grupos WT_OVA y IgEki_ns. 

 

Figura 13. Figuras de abundancias relativas de los metabolitos anotados significativos con mayor relevancia biológica en inflamación entre 
IgEki_ns y WT_ns. Los p valores < 0,05, < 0,01 y < 0.001 fueron designados con *, ** y *** respectivamente y considerados significativos. 
Para detectar la significación estadística se utilizaron también los valores VIP (> 1).
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En el análisis de rutas metabólicas se observaron alteraciones en las heces de 

los ratones IgEki_ns en el metabolismo de los glicerofosfolípidos, 

glicoesfingolípidos, la lisina y el ciclo de la urea (p<0,05) (Figura 14). 

Figura 14. Rutas metabólicas significativas (p<0,05) en heces en la comparación entre 
IgEki_ns y WT_ns. Los hexágonos amarillos son los metabolitos significativamente 
alterados. El borde azul significa que se disminuyen en esa comparación y el rojo que 
se aumentan. Los hexágonos anaranjados son los metabolitos que participan en la ruta. 
Los diamantes grises son las reacciones que tienen lugar (detalladas en el Anexo III). 
Los triángulos azules son las enzimas que participan en cada una de las reacciones. 
Las elipses agrupan las diferentes rutas. Figura generada con Cytoscape.  
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5.5. El efecto de la sensibilización con OVA en ratones IgEki apunta a 

una importante alteración metabólica a nivel sistémico  

La tercera comparación, IgEki_OVA vs IgEki_ns, permite estudiar el efecto de la 

sensibilización con OVA en ratones IgEki. En esta comparación, se observaron 

claras diferencias en los modelos de PLS-DA validados de heces y suero para 

todas las técnicas con un Q2 de hasta 79% y 81%, respectivamente (Figura 15).  

Figura 15. Modelos de análisis discriminante PLS-DA de A-D) heces E-H) suero para la 
comparación IgEki_OVA vs IgEki_ns en LC-MS(+), LC-MS(-), CE-MS y GC-MS. En 
todos los modelos se utilizó el escalado UV. Los caracteres en negrita señalan 
parámetros de calidad adecuados para el modelo (Q2>0,5)232. R2 explica la capacidad 
del modelo para clasificar las muestras y Q2 explica la capacidad del modelo para 
predecir una nueva muestra. Para ambos, el valor más alto es el que se acerca a 1. 
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Se identificaron un total de 25 metabolitos en heces y 21 en suero que se representaron en heatmaps con representación de 

agrupamiento jerárquico facilitando la visualización de los datos (Figura 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

Figura 16. Heatmaps utilizando la agrupación jerárquica de las muestras de A) suero y B) heces (columnas) y los metabolitos (en filas) 
para los metabolitos significativos identificados considerando todas las técnicas entre los grupos IgEki_OVA y IgEki_ns. El color rojo 
representa un aumento del metabolito específico en esa muestra, mientras que el color azul representa una disminución de los metabolitos. 
Las muestras y los metabolitos se agrupan según su similitud. Para detectar la significación estadística se utilizó la prueba U de Mann-
Whitney con corrección de Bonferroni (p < 0,05) y los valores VIP (> 1). 
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A continuación, se seleccionaron los metabolitos con mayor relevancia biológica. Las características bioquímicas, estadísticas, 

y analíticas de los metabolitos significativos se muestran en la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Metabolitos significativos con mayor relevancia biológica entre los grupos IgEki_OVA y IgEki_ns. BI-CEMBIO: biblioteca interna 

del CEMBIO223. 

Información del compuesto Información estadística Información analítica 

Matriz Nombre Fórmula 
Código del 
heatmap 

p valor 
(KW) 

VIP 
%Δ en 

IgEki_OVA 
%RSD 
(QC) 

Técnica Aducto Masa 
RT 

(min) 
Nivel de 

identificación 

Heces Uridina C9H12N2O6 Uri-C9H12N2O6 3.02E-03 1.33 -84% 4% GC-MS   22.4 
Fiehn + 
NIST 

Heces 2-Deoxiuridina C9H12N2O5 2-D-C9H12N2O5 2.90E-03 - -83% 29% GC-MS   21.6 
Fiehn + 
NIST 

Heces Ácido Butírico C4H8O2 But-C4H8O2 4.27E-04 1.61 -62% 10% GC-MS   12.0 
Fiehn + 
NIST 

Heces Ácido Valérico C5H10O2 Val-C5H10O2 8.13E-05 1.30 -59% 10% GC-MS   10.7 
Fiehn + 
NIST 

Heces Glicerol 3-Fosfato C3H9O6P Gly-C3H9O6P 2.13E-04 1.25 -53% 6% GC-MS   15.9 
Fiehn + 
NIST 

Heces LysoPC (16:0) C24H50NO7P 
Lys-

C24H50NO7P 
6.62E-04 1.39 -51% 7% LC-MS (-) 

[M+FA-
H]- 

495.3325 5.7 MS/MS 

Heces 
Ácido 2-

Hydroxiisocapróico 
C6H12O3 2-H2-C6H12O3 6.31E-03 1.17 -49% 8% GC-MS   9.3 

Fiehn + 
NIST 

Heces Timina C5H6N2O2 Thy-C5H6N2O2 4.99E-03 1.60 -37% 5% CE-MS [M+H]+ 126.0427 19.0 BI-CEMBIO 

Suero Ácido Málico C4H6O5 Mal-C4H6O5 3.49E-03 1.42 -68% 17% GC-MS   12.7 
Fiehn + 
NIST 

Suero LysoPC (14:0) C22H46NO7P 
Lys1-

C22H46NO7P 
1.35E-03 1.82 -61% 3% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 467.3014 5.1 MS/MS 

Suero Ornitina C5H12N2O2 Orn-C5H12N2O2 2.26E-02 1.44 -58% 8% CE-MS [M+H]+ 132.0890 7.974 BI-CEMBIO 
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Suero Ácido Succínico C4H6O4 Suc-C4H6O4 2.90E-02 1.24 -51% 17% GC-MS   10.4 
Fiehn + 
NIST 

Suero Ácido Fumárico C4H4O4 Fum-C4H4O4 2.75E-02 - -46% 3% GC-MS   10.9 
Fiehn + 
NIST 

Suero LysoPC (18:2) C26H50NO7P 
Lys-

C26H50NO7P 
1.18E-02 1.63 -44% 2% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 519.3322 5.5 MS/MS 

Suero LysoPC (14:0) C22H46NO7P 
Lys2-

C22H46NO7P 
9.73E-03 1.47 -44% 2% LC-MS (-) 

[M+FA-
H]- 

467.3014 5.0 MS/MS 

Suero LysoPE (18:1) C23H46NO7P 
Lys-

C23H46NO7P 
2.98E-03 - -39% 3% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 479.3017 5.8 MS/MS 

Suero 
Ácido 2-

Hidroxibutírico 
C4H8O3 2-H-C4H8O3 1.96E-02 1.71 132% 12% GC-MS   7.8 

Fiehn + 
NIST 

Suero 
N-Tau-

Metilhistamina 
C6H11N3 N-M-C6H11N3 7.60E-04 2.00 250% 3% CE-MS [M+H]+ 125.0951 5.8 BI-CEMBIO 

 

En las muestras de heces en los ratones IgEki_OVA, se detectaron niveles más bajos de todos los metabolitos significativos 

en comparación con los ratones IgEki_ns. Entre ellos, lisofosfolípidos (LysoPC (16:0)), metabolitos derivados de la microbiota 

intestinal (ácidos valérico y butírico), bases nitrogenadas (timina) y nucleósidos (uridina). En cuanto a las muestras de suero, 

se detectaron niveles más bajos de lisofosfolípidos (LysoPC (14:0), LysoPC (18:2), y LysoPE (18:1)) y de metabolitos del ciclo 

de Krebs (ácido succínico y ácido fumárico) en ratones IgEki_OVA. Cabe destacar los niveles aumentados de N-tau-

metilhistamina en el suero de ratones IgEki_OVA. 
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En la Figura 17 se muestran las abundancias relativas de los metabolitos significativos implicados en la alteración intestinal y 

la respuesta inflamatoria.  

 

Figura 17. Figuras de abundancias relativas de los metabolitos anotados significativos con mayor relevancia biológica en alteración 
intestinal e inflamación entre IgEki_OVA y IgEki_ns. Los p valores < 0,05, < 0,01 y < 0.001 fueron designados con *, ** y *** respectivamente 
y considerados significativos. Para detectar la significación estadística se utilizaron también los valores VIP (> 1).
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En esta comparación, se detectaron niveles más bajos de lisofosfolípidos, 

esfingolípidos y ácido butírico en muestras fecales, lo que podría ser indicativo 

de alteración intestinal. Asimismo, en esta comparación fueron significativas 

varias rutas metabólicas relacionadas con la microbiota intestinal: metabolismo 

del ácido butírico, metabolismo de los glicerofosfolípidos y metabolismo de la 

pirimidina (p<0,05) (Figura 18). 

Figura 18. Rutas metabólicas significativas (p<0,05) en heces en la comparación entre 
IgEki_OVA y IgEki_ns. Los hexágonos amarillos son los metabolitos significativamente 
alterados. El borde azul significa que se disminuyen en esa comparación y el rojo que 
se aumentan. Los hexágonos anaranjados son los metabolitos que participan en la ruta. 
Los diamantes grises son las reacciones que tienen lugar (detalladas en el Anexo IV). 
Los triángulos azules son las enzimas que participan en cada una de las reacciones. 
Las elipses agrupan las diferentes rutas. Figura generada con Cytoscape.  
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El número de compuestos encontrados en suero fue mayor que las 

comparaciones anteriores. En IgEki_OVA se observaron niveles disminuidos de 

lisofosfolípidos (LysoPC (14:0), LysoPC (18:2), y LysoPE (18:1)), aminoácidos 

(ornitina) y metabolitos del ciclo de Krebs (ácidos málico, succínico y fumárico) 

en comparación con IgEki_ns. Por otro lado, la N-tau-metilhistamina apareció 

significativamente aumentada en IgEki_OVA. Las rutas metabólicas alteradas 

fueron las del butanoato, el ciclo de Krebs, el ciclo de la urea y la glucólisis y 

gluconeogénesis (Figura 19). 

Figura 19. Rutas metabólicas significativas (p<0,05) en suero en la comparación entre 
IgEki_OVA y IgEki_ns. Los hexágonos amarillos son los metabolitos significativamente 
alterados. El borde azul significa que disminuyen en esa comparación y el rojo que 
aumentan. Los hexágonos anaranjados son los metabolitos que participan en la ruta. 
Los diamantes grises son las reacciones que tienen lugar (detalladas en el Anexo V). 
Los triángulos azules son las enzimas que participan en cada una de las reacciones. 
Las elipses agrupan las diferentes rutas. Figura generada con Cytoscape.  

 



113 
 

5.6. La EA grave altera los metabolomas sistémicos y locales 

Por último, se analizó la influencia de la IgE en ratones sensibilizados en los 

metabolomas intestinal y sérico comparando los grupos de ratones IgEki_OVA y 

WT_OVA. En esta comparación se observaron claras diferencias entre los 

grupos sensibilizados a OVA, tanto en muestras de heces como de suero, en 

todas las plataformas analíticas mediante modelos de PLS-DA validados con un 

Q2 de hasta el 95% y el 89%, respectivamente (Figura 20).    

 

Figura 20. Modelos de análisis discriminante PLS-DA para la comparación IgEki_OVA 
vs WT_OVA de las muestras de A-D) heces en LC-MS(+), LC-MS(-), CE-MS and GC-
MS y E-F) suero en CE-MS y GC-MS. En todos los modelos se utilizó el escalado UV. 
Los caracteres en negrita señalan parámetros de calidad adecuados para el modelo 
(Q2>0,5)232. R2 explica la capacidad del modelo para clasificar las muestras y Q2 explica 
la capacidad del modelo para predecir una nueva muestra. Para ambos, el valor más 
alto es el que se acerca a 1. 
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En esta comparación se obtuvieron 77 metabolitos, tal y como se muestra en la 

Tabla 2. Entre estos, se encontraron 71 metabolitos en heces y 6 metabolitos en 

suero. Los metabolitos de las heces se representaron utilizando un heatmap con 

representación de agrupamiento jerárquico (Figura 21).  

 

Figura 21. Heatmap utilizando la agrupación jerárquica de las muestras fecales 
(representadas en columnas) y los metabolitos (en filas) para los metabolitos 
significativos identificados considerando todas las técnicas entre los grupos IgEki_OVA 
y WT_OVA. El color rojo representa un aumento del metabolito específico en esa 
muestra, mientras que el color azul representa una disminución de los metabolitos. Las 
muestras y los metabolitos se agrupan según su similitud. Para detectar la significación 
estadística se utilizó la prueba U de Mann-Whitney con corrección de Bonferroni (p < 
0,05) y los valores VIP (> 1).
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A continuación, se seleccionaron los metabolitos con mayor relevancia biológica para su discusión. Las características 

bioquímicas, estadísticas y analíticas de los metabolitos significativos se muestran en la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Metabolitos significativos con mayor relevancia biológica entre los grupos IgEki_OVA y WT_OVA. BI-CEMBIO: biblioteca interna 

del CEMBIO223. 

Información del compuesto Información estadística Información analítica 

Matriz Nombre Fórmula 
Código del 
heatmap  

p valor 
(KW) 

VIP 
%Δ en 

IgEki_OVA 
%RSD 
(QC) 

Técnica Aducto Masa 
RT 

(min) 
Nivel de 

identificación 

Heces Putrescina C4H12N2 Put-C4H12N2 5.06E-04 1.23 -90% 4% CE-MS [M+H]+ 88.1004 5.4 BI-CEMBIO 

Heces Agmatina C5H14N4 Agm-C5H14N4 2.74E-03 1.03 -86% 26% CE-MS [M+H]+ 130.1218 5.8 BI-CEMBIO 

Heces Guanosina C10H13N5O5 
Gua-

C10H13N5O5 
2.85E-04 1.05 -86% 4% CE-MS [M+H]+ 283.0933 13.0 BI-CEMBIO 

Heces Uridina C9H12N2O6 
Uri1-

C9H12N2O6 
3.02E-03 1.48 -86% 4% GC-MS   22.4 Fiehn + NIST 

Heces Ácido Aspártico  C4H7NO4 Asp-C4H7NO4 2.60E-04 1.10 -84% 4% CE-MS [M+H]+ 133.0378 11.7 BI-CEMBIO 

Heces LysoPE (17:0) C22H46NO7P 
Lys1-

C22H46NO7P 
1.97E-04 1.63 -83% 3% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 467.3016 5.8 MS/MS 

Heces Inosina C10H12N4O5 
Ino-

C10H12N4O5 
6.80E-04 1.36 -82% 5% CE-MS [M+H]+ 268.0807 17.8 BI-CEMBIO 

Heces Adenosina C10H13N5O4 
Ade-

C10H13N5O4 
4.06E-05 1.38 -81% 5% CE-MS [M+H]+ 267.0990 10.3 BI-CEMBIO 

Heces 2-Deoxyuridine C9H12N2O5 
2-D-

C9H12N2O5 
2.90E-03 1.82 -81% 29% GC-MS   21.6 Fiehn + NIST 

Heces Ácido Butírico C4H8O2 But-C4H8O2 4.27E-04 1.96 -68% 10% GC-MS   12.0 Fiehn + NIST 

Heces Acetilcarnitina C9H17NO4 
Ace-

C9H17NO4 
1.49E-04 1.29 -67% 6% CE-MS [M+H]+ 203.1146 9.4 BI-CEMBIO 

Heces Prolina C5H9NO2 Pro1-C5H9NO2 5.09E-04 1.81 -66% 7% 
LC-MS 

(+) 
[M+H]+ 115.0643 0.3 MS/MS 
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Heces Prolina C5H9NO2 Pro2-C5H9NO2 2.11E-04 1.48 -60% 3% CE-MS [M+H]+ 115.0634 11.1 BI-CEMBIO 

Heces LysoPE (17:1) C22H44NO7P 
Lys2-

C22H44NO7P 
2.85E-03 1.55 -59% 3% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 465.2855 5.5 MS/MS 

Heces Citrulina C6H13N3O3 
Cit-

C6H13N3O3 
1.15E-03 1.26 -55% 4% CE-MS [M+H]+ 175.0966 11.3 BI-CEMBIO 

Heces Adenina C5H5N5 Ade-C5H5N5 1.40E-02 1.04 -55% 3% CE-MS [M+H]+ 135.0548 8.3 BI-CEMBIO 

Heces 
3-

Ketosphinganina 
C18H37NO2 

3-K-
C18H37NO2 

3.69E-03 1.36 -55% 5% 
LC-MS 

(+) 
[M+H]+ 299.2825 5.7 MS/MS 

Heces Hipoxantina C5H4N4O Hyp-C5H4N4O 4.17E-03 1.27 -53% 4% CE-MS [M+H]+ 136.0395 12.1 BI-CEMBIO 

Heces Lisina C6H14N2O2 
Lys1-

C6H14N2O2 
4.01E-03 1.13 -53% 3% CE-MS [M+H]+ 146.1057 7.6 BI-CEMBIO 

Heces 
Ácido 

Piroglutámico  
C5H7NO3 Pyr-C5H7NO3 4.64E-04 1.09 -49% 8% CE-MS [M+H]+ 129.0424 20.1 BI-CEMBIO 

Heces Timina C5H6N2O2 Thy-C5H6N2O2 4.99E-03 1.29 -44% 5% CE-MS [M+H]+ 126.0427 19.0 BI-CEMBIO 

Heces LysoPE (14:0) C19H40NO7P 
Lys1-

C19H40NO7P 
8.69E-04 1.30 -44% 6% 

LC-MS 
(-) 

[M+FA-
H]- 

379.2488 4.9 MS/MS 

Heces LysoPE (14:0) C19H40NO7P 
Lys2-

C19H40NO7P 
1.04E-03 1.42 -40% 3% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 425.2549 4.9 MS/MS 

Heces LysoPE (15:0) C20H42NO7P 
Lys-

C20H42NO7P 
4.82E-03 1.44 -39% 2% 

LC-MS 
(+) 

[M+H]+ 439.2700 5.3 MS/MS 

Heces Xantina C5H4N4O2 
Xan-

C5H4N4O2 
4.02E-02 1.20 -39% 4% CE-MS [M+H]+ 152.0339 17.8 BI-CEMBIO 

Heces Ácido Glutámico  C5H9NO4 Glu-C5H9NO4 8.26E-04 1.25 -36% 5% 
LC-MS 

(-) 
[M-H]- 147.0532 0.2 MS/MS 

Heces Uridina C9H12N2O6 
Uri2-

C9H12N2O6 
6.26E-03 1.30 -33% 4% 

LC-MS 
(-) 

[M-H]- 244.0695 0.2 MS/MS 

Heces 
Ácido 2-

Hidroxibutírico  
C4H8O3 2-H-C4H8O3 1.22E-02 1.49 250% 9% GC-MS   7.8 Fiehn + NIST 

Heces Guanina C5H5N5O Gua-C5H5N5O 1.63E-04 1.04 462% 4% CE-MS [M+H]+ 151.0512 8.9 BI-CEMBIO 

Heces 2,3-Butanodiol C4H10O2 2/3-B-C4H10O2 7.70E-04 1.23 3424% 6% GC-MS   6.6 Fiehn + NIST 

Heces 
Ácido 

Eicosadienoico  
C20H36O2 Eic-C20H36O2 2.69E-05 1.36 120598% 4% 

LC-MS 
(-) 

[M-H]- 308.2715 7.5 MS/MS 
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Suero 
N-Tau-

Metilhistamina 
C6H11N3 - 7.60E-04 2.01 146% 3% CE-MS [M+H]+ 125.0951 5.8 BI-CEMBIO 

Suero 
Ácido 3- 

Hidroxibutírico 
C4H8O3 - 5.17E-03 1.59 766% 13% GC-MS   8.3 Fiehn + NIST 

 

 

En las muestras de heces en los ratones IgEki_OVA, se detectaron niveles más bajos de las lisofosfatidiletanolaminas (LysoPE 

(17:0), LysoPE (17:1), LysoPE (14:0), LysoPE (15:0)), de ácido butírico y de nucleósidos (uridina y guanosina). Sin embargo, 

otros metabolitos derivados de la microbiota intestinal, como el 2,3-Butanodiol y el ácido 2-Hidroxibutírico, y bases nitrogenadas 

(Guanina), aumentaron. En cuanto a las muestras de suero, se detectaron niveles aumentados de N-tau-metilhistamina en los 

ratones IgEki_OVA. 
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En la Figura 22 se muestran las abundancias relativas de los metabolitos significativos alterados seleccionados. 

Figura 22. Figuras de abundancias relativas de los metabolitos anotados significativos con mayor relevancia biológica en alteración 
intestinal e inflamación entre IgEki_OVA y WT_OVA. Los p valores < 0,05, < 0,01 y < 0.001 fueron designados con *, ** y *** respectivamente 
y considerados significativos. Para detectar la significación estadística se utilizaron también los valores VIP (> 1).



En esta comparación, se observaron alteraciones en las heces de ratones 

IgEki_OVA en los metabolismos del butanoato, el ciclo de la urea, la purina 

y la pirimidina (p<0,05) (Figura 22). Pudiéndose observar un mayor número 

de rutas y metabolitos implicados respecto a las otras comparaciones.  

Figura 22. Rutas metabólicas significativas (p<0,05) en heces en la comparación 
entre IgEki_OVA y WT_OVA. Los hexágonos amarillos son los metabolitos 
significativamente alterados. El borde azul significa que se disminuyen en esa 
comparación y el rojo que se aumentan. Los hexágonos anaranjados son los 
metabolitos que participan en la ruta. Los diamantes grises son las reacciones que 
tienen lugar (detalladas en el Anexo VI). Los triángulos azules son las enzimas 
que participan en cada una de las reacciones. Las elipses agrupan las diferentes 
rutas. Figura generada con Cytoscape.  
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En el análisis de rutas metabólicas en suero de ratones IgEki_OVA se 

observaron alteraciones en el metabolismo del butanoato y de la histidina 

(p<0,05) (Figura 23). En las muestras de suero de este grupo, se encontró 

un aumento de los niveles de N-tau-metilhistamina y de 3-hidroxbutanoato. 

Estos resultados sugieren que los altos niveles de IgE en AE alteran 

significativamente los niveles tanto de algunos metabolitos endógenos 

como de otros derivados de la microbiota intestinal. 

Figura 23. Rutas metabólicas significativas (p<0,05) en suero en la comparación 
entre IgEki_OVA y WT_OVA. Los hexágonos amarillos son los metabolitos 
significativamente alterados. El borde azul significa que se disminuyen en esa 
comparación y el rojo que se aumentan. Los hexágonos anaranjados son los 
metabolitos que participan en la ruta. Los diamantes grises son las reacciones que 
tienen lugar (detalladas en el Anexo VII). Los triángulos azules son las enzimas 
que participan en cada una de las reacciones. Las elipses agrupan las diferentes 
rutas. Figura generada con Cytoscape.  
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6. Discusión 

La investigación en alergia alimentaria no mediada por IgE es escasa a 

pesar de que su diagnóstico ha aumentado considerablemente en las 

últimas décadas211. Se postula que la presencia de IgE no específica 

empeora el pronóstico de estas enfermedades212. Sin embargo, los 

mecanismos subyacentes implicados en estas patologías no se conocen 

con exactitud. En este trabajo, se ha utilizado un modelo único de ratón 

IgEki que ha permitido profundizar en la patogenia de estas enfermedades, 

así como en el conocimiento sobre el desarrollo de la EA y la alteración que 

ésta produce en el metabolismo.  

El modelo murino IgEki es de utilidad en el estudio de estas enfermedades 

alérgicas alimentarias. En este capítulo, se han creado cuatro grupos 

experimentales (Figura 2). En el perfil inflamatorio de los ratones 

IgEki_OVA, se observó una acumulación de granulocitos y una pérdida de 

peso similares a las de pacientes con enfermedades alérgicas intestinales, 

asemejándose a la EA grave. Mientras que los ratones IgEki_ns, sin 

síntomas clínicos detectables, podrían ser un modelo de la etapa inicial o 

leve de la enfermedad219. 

El análisis metabolómico no dirigido permitió identificar firmas metabólicas 

distintivas en ratones WT e IgEki en las diferentes etapas de la enfermedad. 

En este análisis, se pudieron identificar metabolitos y rutas metabólicas en 

suero y/o heces que se han clasificado por su función biológica en tres 

grupos: inflamación, microbiota intestinal y metabolismo energético.  

Dentro de los metabolitos relacionados con la inflamación, uno de los 

grupos más alterados fue el de los lípidos, incluyendo esfingolípidos, 

glicerofosfolípidos y ácidos grasos. En la comparación entre los grupos 

WT_OVA y WT_ns, se observó que los niveles de 3-ketosfinganina (un 

precursor de la esfinganina) y LysoPE (14:0) fueron más altos en muestras 

de heces en ratones WT_OVA, un modelo de EA moderado, en 

comparación con los de los ratones WT_ns, un control no alérgico. Lee-

Sarwar K et al.235 demostraron que la 3-ketosfinganina aumenta 
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significativamente en muestras de heces de sujetos con sensibilización 

alimentaria. Además, pudieron detectar una asociación de respuestas 

respiratorias deterioradas con niveles plasmáticos de esfingolípidos (e.g. 

esfinganina y ceramidas) en pacientes con asma alérgico. Por otro lado, se 

observó que la esfingosina y la esfinganina estaban aumentadas en 

muestras de heces de ratones IgEki_ns, mientras que los lisofosfolípidos 

(e.g. LysoPC (14:0), LysoPC (18:2) y LysoPG (16:0)) estaban elevados 

tanto en muestras de heces como en suero de estos ratones, en 

comparación al grupo control WT_ns. Algunos estudios han descrito un 

aumento de lisofosfolípidos en fluidos de lavado bronco alveolar de 

pacientes con asma y en modelos animales con lesión pulmonar aguda, así 

como en muestras de suero de pacientes con cáncer colorrectal118,236–238. 

Otros estudios han demostrado que los lisofosfolípidos exhiben 

propiedades proinflamatorias, por ejemplo, por inducción de la expresión 

inflamatoria de citocinas en monocitos humanos62. Los esfingolípidos y los 

glicerofosfolípidos son los componentes principales de las membranas 

celulares, y pueden ser liberados por las células dañadas en el lugar de 

inflamación, mejorando su desarrollo52,239. Estos resultados sugieren que el 

aumento de esfingolípidos y lisofosfolípidos podría ser indicativo de 

inflamación alérgica o intestinal. El análisis de rutas metabólicas apoyó los 

resultados metabolómicos al ser significativo el metabolismo de los 

glicoesfingolípidos a nivel intestinal en WT_OVA y IgEki_ns en 

comparación con WT_ns. El metabolismo de glicerofosfolípidos, por su 

parte, resultó significativamente alterado en las muestras de heces de las 

comparaciones de los ratones WT_ns e IgEki_OVA contra los ratones 

IgEki_ns. En conjunto, en este trabajo se observa una correlación entre los 

niveles de estos lípidos y la gravedad de la EA, siendo más bajos en los 

ratones WT_ns, y más elevados en los ratones IgEki_ns y WT_OVA. Sin 

embargo, los niveles de 3-ketosfinganina y lisofosfolípidos disminuyeron en 

ratones IgEki_OVA. Este resultado sugiere que la disrupción del epitelio 

intestinal por una inflamación severa podría saturar el metabolismo de los 

lípidos, reduciéndose así los niveles de esfingolípidos y lisofosfolípidos en 
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los casos más graves de EA. Asimismo, en el modelo WT_OVA se 

observaron síntomas locales (heces), mientras que el análisis en modelos 

IgEki mostró afectación tanto local como sistémica (suero), pudiéndose 

apreciar un aumento considerable de metabolitos séricos en los ratones 

IgEki_OVA. 

Por otro lado, el ácido eicosadienoico, un ácido graso poliinsaturado n-6 del 

ácido linoleico, aumentó considerablemente en muestras de heces de 

ratones IgEki_OVA en comparación al grupo WT_OVA. El ácido 

eicosadienoico se encuentra en los tejidos animales principalmente cuando 

se inhibe la actividad de la desaturasa de ácido graso Δ6, la enzima clave 

en la biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados. El ácido eicosadienoico 

es un precursor de la biosíntesis de eicosanoides que proporcionan señales 

proinflamatorias240, y podría estar involucrado en el desarrollo y 

empeoramiento de la EA. Está muy aumentado en los ratones IgEki_OVA, 

lo que puede sugerir que la inflamación influye en la expresión de la 

desaturasa y, por lo tanto, altera el metabolismo de los lípidos. 

Cabe destacar, en relación con la inflamación alérgica, el aumento 

significativo de los niveles séricos de N-tau-metilhistamina en ratones 

IgEki_OVA en comparación con los ratones IgEki_ns y WT_OVA. Así como 

la alteración significativa del metabolismo de la histidina en la comparación 

entre IgEki_OVA y WT_OVA. La N-tau-metilhistamina es un metabolito 

derivado directamente de la histamina por la acción de la enzima histamina 

N-metiltransferasa, y Steiner et al.241 demostraron que es un buen 

parámetro sérico de la liberación de histamina. Además, se ha descrito que 

la N-tau-metilhistamina aumenta en muestras de suero y orina en personas 

con mastocitosis242. De esta manera, se puede deducir que debido a los 

altos niveles de IgE de los ratones IgEki, la activación de los mastocitos 

aumenta, induciendo un aumento en los niveles de N-tau-metilhistamina en 

ratones IgEki_OVA. Por lo tanto, la N-tau-metilhistamina podría servir como 

un marcador de la activación de los mastocitos y de gravedad de la 

enfermedad en la EA. 
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Dentro del grupo de metabolitos relacionados con la microbiota intestinal, 

se detectaron niveles reducidos de butirato y niveles aumentados de 2,3-

butanodiol en muestras de heces del grupo de ratones IgEki_OVA al 

compararlos con los grupos IgEki_ns y WT_OVA. Resultando también 

significativa en estas comparaciones la alteración del metabolismo del 

butanoato tanto a nivel intestinal como a nivel sérico. El ácido butírico es 

un AGCC producido por la microbiota intestinal, entre las que destacan 

Faecalibacterium prausnitzii y Eubacterium rectal, pertenecientes al filo 

Firmicutes72,243–245. Los AGCC son la principal fuente de energía para los 

colonocitos (células epiteliales del colon) e influyen epigenéticamente en 

funciones no inmunitarias (e.g. mantenimiento del ambiente anaerobio, 

proteínas de unión estrecha y producción de moco) e inmunitarias (e.g. 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas y linfocitos T y B)246–249. Entre 

los AGCC, el butirato desempeña un papel fundamental en la inducción de 

la tolerancia inmunitaria250,251. Se ha descrito que los AGCC son capaces 

de favorecer la diferenciación de las Tregs del colon. Asimismo, en el 

tratamiento in vitro de las Tregs colónicas, procedentes de ratones libres 

de gérmenes, se observó que con propionato aumentó significativamente 

la expresión del factor de transcripción FoxP3, que participa directamente 

en la función de las células reguladoras T CD4+, y de IL-10, una citocina 

clave que regula las funciones de las Tregs252. En la misma línea, estudios 

realizados en modelos murinos han demostrado que el butirato facilita la 

generación de Tregs253. Además, estudios previos describen una reducción 

en las bacterias intestinales productoras de butirato en pacientes 

alérgicos254,255. Por otro lado, el 2,3-butanediol es producido por bacterias 

intestinales de los géneros Klebsiella, Enterobacter y Serratia, que se han 

relacionado con un mayor riesgo de alergia256. En este trabajo, también se 

detectaron en las muestras de heces de ratones IgEki_OVA, niveles 

reducidos de ácido valérico, otro AGCC, y de ácido 2-hidroxiisocaproico, un 

metabolito de la especie Lactobacillus. En conjunto, estos resultados 

sugieren que existe una correlación entre la disrupción de barrera intestinal 
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(Tabla 1), con la consecuente alteración en la microbiota y el metaboloma, 

y el gradiente de gravedad de la EA.  

Por último, el análisis de rutas metabólicas indicó una clara afectación del 

metabolismo energético en varias comparaciones. En primer lugar, en la 

comparación entre IgEki_ns y WT_ns, el ciclo de la urea resultó ser muy 

significativo en las muestras de heces. Asimismo, en el grupo IgEki_OVA, 

se observó una desregulación tanto local como sistémica en el ciclo de la 

urea y el ciclo de Krebs en comparación con los grupos IgEki_ns y 

WT_OVA, indicando un impacto importante en el metabolismo energético. 

Además, en estas dos comparaciones, se observó un aumento en el 

catabolismo de bases púricas y pirimidínicas sugiriendo un posible desvío 

hacía rutas energéticas al liberar energía para la síntesis del ATP257. Estos 

resultados van en concordancia con la pérdida de peso y la inflamación 

intestinal de los ratones en el grupo más grave (IgEki_OVA), ya que son 

procesos metabólicamente exigentes que suelen aparecer durante el 

desarrollo de las alergias producidas por alimentos. 

 

7. Conclusiones  

Este trabajo describe cambios notables en el metabolismo de la EA 

experimental. Mediante la sensibilización a OVA y/o la alimentación con 

huevo en ratones WT e IgEki se han inducido cuatro grupos experimentales 

siguiendo un gradiente de gravedad de EA: ratones alérgicos con EA 

agravado (IgEki_OVA), ratones alérgicos con EA moderado (WT_OVA), 

ratones alérgicos con etapa marginal o leve de sensibilización (IgEki_ns) y 

ratones no alérgicos (WT_ns). 

Este estudio metabolómico de las heces ha permitido confirmar que la IgE 

promueve alteraciones del metabolismo lipídico y genera productos 

lipídicos proinflamatorios en las etapas de inflamación leve y moderada, 

mientras que la presencia de IgE altera metabolismos más amplios en la 

etapa de inflamación severa, incluidos los relacionados con el microbioma 
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intestinal y las rutas energéticas. Nuestros resultados sugieren que la 

disrupción del epitelio intestinal por una inflamación severa podría saturar 

el metabolismo de los lípidos, reduciéndose así los niveles de esfingolípidos 

y lisofosfolípidos en los casos más graves de EA. Además, cabe destacar 

el aumento de la N-tau-metilhistamina, que  podría servir como un marcador 

de la activación de los mastocitos y de gravedad de la enfermedad en la 

EA. Por último, dentro del grupo de metabolitos relacionados con la 

microbiota intestinal, se detectaron niveles reducidos de butirato y niveles 

aumentados de 2,3-butanodiol en los ratones más graves. Estos resultados 

son de gran utilidad para el planteamiento de futuros estudios de cara a 

poder diseñar un panel de biomarcadores de diagnóstico precoz de la EA. 

Nuestros resultados también sugieren que la IgE está involucrada en la EA, 

no solo por la disrupción de barrera y el empeoramiento de la inflamación, 

sino también por la alteración de metabolitos intestinales, que podrían 

alterar la inducción de respuestas inmunes reguladoras.  

Este capítulo ofrece una visión del impacto de la IgE en el metaboloma en 

la alergia alimentaria no mediada por IgE. Se ha demostrado una notable 

alteración del metaboloma intestinal en las fases leve y moderada de 

sensibilización e inflamación en un modelo de EA experimental. Así como 

una alteración intestinal (local) y sérica (sistémica) en fases más avanzadas 

de la enfermedad. Los hallazgos de este estudio reiteran la complejidad de 

la EA y guían los enfoques para la prevención, el tratamiento y el control de 

dicha enfermedad. 

 

8. Anexos 

I. Lista de reactivos y estándares utilizados en metabolómica. 

Acetonitrilo (ACN) (grado LC-MS, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), 

ácido fórmico (FA) (grado MS, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), agua 

MilliQ® (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.), heptano (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Alemania), metanol (MeOH) (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Alemania), metil tert-butil éter (MTBE) (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
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Alemania), hidróxido de sodio (NaOH) (Panreac, Montcada I Reixac, 

España), piridina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), clorhidrato de O-

metoxiamina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y N,O-

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) con 1 % de trimetilclorosilano 

(TMCS) (Pierce Chemical Co, Rockford, IL, EE. UU.). La L-metionina 

sulfona (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y éster metílico del ácido 

esteárico (C18:0 éster metílico) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) 

fueron utilizados como estándar interno para CE-MS y GC-MS, 

respectivamente. Para las masas de referencia tanto en LC-MS como en 

CE-MS, se utilizaron purina (m/z [C5H4N4+H]+), hexakis(1H,1H,3H-

tetrafluoropropoxi)fosfazina (HP, m/z [C18H18O6N3P3F24+H]+) y 

trifluoroacetato de amonio (TFA(NH4)) de Agilent (kit de solución de masa 

de referencia API-TOF). En GC-MS se compró a Supelco (Bellefonte, PA, 

USA) una mezcla FAME (ésteres metílicos de ácidos grasos, incluyendo 

ácido caprílico, ácido cáprico, ácido láurico, ácido tridecanoico, ácido 

miristoléico, ácido pentadecanoico, ácido palmítico, ácido palmitoleico, 

ácido heptadecanoide, ácido esteárico, ácido elídico, ácido oleico, ácido 

linoleico, ácido araquidico, ácido cis-11-eicosenoico, ácido linolénico, ácido 

behenico y ácido erúcico). 

 

II. Reacciones de las rutas metabólicas significativas de la Figura 10 

entre WT_OVA y WT_ns en heces 

Reacción Descripción Ruta  

R02978 Esfinganina+NADP+=3-Deshidroesfinganina+NADPH+H+ 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R01281 Palmitoil-CoA+L-Serina=3-Deshidroesfinganina+CoA+CO2 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R00135 Péptido+H2O=L-Prolina+Péptido Ciclo de la urea 

RE1899 L-lisina+espermidina = 1,3-diaminopropano+desoxihipusina Ciclo de la urea 

RE1897 
NAD('+)+espermidina = NADH+2 

H('+)+deshidroespermidina 
Ciclo de la urea 

RE1539 
H(,2)O+O(,2)+`N`('1)-acetilespermina = 

H(,2)O(,2)+espermidina+acetamidopropanal 
Ciclo de la urea 

RE1537 
"H(,2)O+O(,2)+`N`('1)-acetilespermidina = 

H(,2)O(,2)+putrescina+acetamidopropanal" 
Ciclo de la urea 
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III. Reacciones de las rutas metabólicas significativas de la Figura 14 

entre IgEki_ns y WT_ns en heces 

Reacción Descripción Ruta metabólica 

R01157 Agmatina+H2O=Putrescina+Urea Ciclo de la urea 

R00894 
ATP+L-Glutamato+L-Cisteína=ADP+Ortofosfato +gamma-L-

Glutamil-L-cisteína 
Ciclo de la urea 

R00713 Succinato semialdehído+NAD++H2O=Succinato+NADH+H+ Ciclo de la urea 

R00708 
(S)-1-pirrolina-5-carboxilato+NADP++2 H2O=L-glutamato 

+NADPH+H+ 
Ciclo de la urea 

R00707 
(S)-1-pirrolina-5-carboxilato+NAD++2 H2O=L-

glutamato+NADH+ H+ 
Ciclo de la urea 

R00578 
ATP+L-Aspartato+L-Glutamina+H2O=AMP+Pirofosfato +L-

Asparagina+L-Glutamato 
Ciclo de la urea 

R00566 L-Arginina=Agmatina+CO2 Ciclo de la urea 

R00526 N-Formil-L-aspartato+H2O=Formiato+L-Aspartato Ciclo de la urea 

R00494 Glutatión+H2O=Cys-Gly+L-Glutamato Ciclo de la urea 

R00489 L-aspartato=beta-alanina+CO2 Ciclo de la urea 

R00488 N-acetil-L-aspartato+H2O=acetato+L-aspartato Ciclo de la urea 

R00357 L-Aspartato+H2O+Oxígeno=Oxaloacetato+NH3+H2O2 Ciclo de la urea 

R00355 L-aspartato+2-oxoglutarato=oxalacetato+L-glutamato Ciclo de la urea 

R00261 L-Glutamato=4-Aminobutanoato+CO2 Ciclo de la urea 

R00259 Acetil-CoA+L-Glutamato=CoA+N-Acetilo-L-glutamato Ciclo de la urea 

R00258 L-alanina+2-oxoglutarato=piruvato+L-glutamato Ciclo de la urea 

R00256 L-Glutamina+H2O=L-Glutamato+NH3 Ciclo de la urea 

RE1234 
acetil-CoA+espermidina = CoA+H('+)+`N`('1)-

acetilespermidina 
Ciclo de la urea 

RE0828 
H(,2)O+O(,2)+espermidina = 

H(,2)O(,2)+NH(,4)('+)+espermidina monoaldehído 1 
Ciclo de la urea 

RE0689 
H(,2)O+O(,2)+espermidina = 

H(,2)O(,2)+NH(,4)('+)+H('+)+espermidina monoaldehído 2 
Ciclo de la urea 

R03661 
ATP+L-Prolina+tRNA(Pro)=AMP+Pirofosfato +L-Prolil-

tRNA(Pro) 
Ciclo de la urea 

R02869 
S-adenosilmetioninamina+espermidina=5'-

metiltioadenosina +espermina 
Ciclo de la urea 

R01920 
S-adenosilmetioninamina+putrescina=5'-metiltioadenosina 

+espermidina 
Ciclo de la urea 

R01252 
L-prolina+2-oxoglutarato+oxígeno=trans-4-hidroxi-L-prolina 

+succinato+CO2 
Ciclo de la urea 

R01251 L-prolina+NADP+=(S)-1-pirrolina-5-carboxilato+NADPH+H+ Ciclo de la urea 

R01248 L-prolina+NAD+=(S)-1-pirrolina-5-carboxilato+NADH+H+ Ciclo de la urea 

R01157 Agmatina+H2O=Putrescina+Urea Ciclo de la urea 

R01154 Acetil-CoA+Putrescina=CoA+N-Acetilputrescina Ciclo de la urea 

R01151 Putrescina+Oxígeno+H2O=4-Aminobutanal+NH3+H2O2 Ciclo de la urea 

R00670 L-Ornitina=Putrescina+CO2 Ciclo de la urea 
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R00253 ATP+L-Glutamato+NH3=ADP+Ortofosfato+L-Glutamina Ciclo de la urea 

R00251 ATP+5-Oxoprolina+2 H2O=ADP+Ortofosfato+L-Glutamato Ciclo de la urea 

R00248 
L-Glutamato+NADP++H2O=2-

Oxoglutarato+NH3+NADPH+H+ 
Ciclo de la urea 

R00245 
L-Glutamato 5-semialdehído+NAD++H2O=L-

Glutamato+NADH+H+ 
Ciclo de la urea 

R00243 L-Glutamato+NAD++H2O=2-Oxoglutarato+NH3+NADH+H+ Ciclo de la urea 

R00239 ATP+L-Glutamato=ADP+L-Glutamil 5-fosfato Ciclo de la urea 

RE1899 L-lisina+espermidina = 1,3-diaminopropano+desoxihipusina Ciclo de la urea 

R05578 
ARNt(Glu)+L-Glutamato+ATP=L-Glutamil-ARNt(Glu) 

+Pirofosfato+AMP 
Ciclo de la urea 

R05577 
ARNt(Asp)+L-aspartato+ATP=L-aspartil-ARNt(Asp) 

+pirofosfato+AMP 
Ciclo de la urea 

R03916 RS-Glutatión+H2O=RS-Alanilglicina+L-Glutamato Ciclo de la urea 

R03749 (5-L-Glutamil)-L-aminoácido=5-Oxoprolina+L-Aminoácido Ciclo de la urea 

R03651 
ATP+L-Glutamato+tRNA(Gln)=AMP+Pirofosfato +L-Glutamil-

tRNA(Gln) 
Ciclo de la urea 

R03647 
ATP+L-Aspartato+tRNA(Asn)=AMP+Pirofosfato +L-Aspartil-

tRNA(Asn) 
Ciclo de la urea 

R03421 
N4-(Acetil-beta-D-glucosaminil)asparagina+H2O <=>N-

Acetil-beta-D-glucosaminilamina+L-Aspartato 
Ciclo de la urea 

R02743 gamma-L-glutamil-L-cisteína=5-oxoprolina+L-cisteína Ciclo de la urea 

R02396 Acetil-CoA+Carnitina=CoA+O-Acetilcarnitina Ciclo de la urea 

R01954 
ATP+L-Citrulina+L-Aspartato=AMP+Pirofosfato +N-(L-

Arginino)succinato 
Ciclo de la urea 

R01493 N-acilesfingosina+H2O=carboxilato+esfingosina 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

RE2717 H(,2)O+galactosilesfingosina = D-galactosa+D-esfingosina 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R06521 Esfingosina 1-fosfato+H2O=Esfingosina+Ortofosfato 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R06520 Esfinganina 1-fosfato+H2O=Esfinganina+Ortofosfato 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R06518 Dihidroceramida+H2O=Ácido graso+Esfinganina 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R02978 Esfinganina+NADP+=3-Deshidroesfinganina+NADPH+H+ 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R02976 ATP+Esfinganina=ADP+Esfinganina 1-fosfato 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R01926 Esfingosina+ATP=Esfingosina 1-fosfato+ADP 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R01494 N-acilesfingosina+H2O=ácido graso+esfingosina 
Metabolismo de 

glicoesfingolípidos 

R01315 
Fosfatidilcolina+H2O=1-Acil-sn-glicero-3-fosfocolina +Ácido 

graso 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R00851 
sn-glicerol 3-fosfato+acil-CoA=1-acil-sn-glicerol3-

fosfato+CoA 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R00849 
sn-glicerol 3-fosfato+aceptor=fosfato de glicerona+aceptor 

reducido 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 
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R00848 sn-glicerol 3-fosfato+FAD=glicerona fosfato+FADH2 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R00847 ATP+Glicerol=ADP+sn-Glicerol 3-fosfato 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R00842 sn-Glicerol 3-fosfato+NAD+=Glicerona fosfato+NADH+H+ 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R02746 
1-acil-sn-glicero-3-fosfocolina+H2O <=>sn-glicero-3-

fosfocolina+ácido graso 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R02617 
3-fosfato de 2,3-deshidroacil-CoA+sn-glicerol=CoA + 3-

fosfato de 1-acil-sn-glicerol 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R02114 
Fosfatidilcolina+esterol=1-acil-sn-glicero-3-fosfocolina+ éster 

esterílico 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

 

 

IV. Reacciones de las rutas metabólicas significativas de la Figura 18 

entre IgEki_OVA y IgEki_ns en heces 

Reacción Descripción Ruta metabólica 

R00963 UMP+H2O=Uridina+Ortofosfato 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00964 ATP+Uridina=ADP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00967 UTP+Uridina=UDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00968 GTP+Uridina=PIB+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00970 ITP+Uridina=IDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01415 5,6-Dihidrotimina+NADP+=Timina+NADPH+H+ 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01549 dATP+Uridina=dADP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01570 Timidina+Ortofosfato=Timina+2-Desoxi-D-ribosa1-fosfato 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01876 Uridina+Ortofosfato=Uracilo+alfa-D-Ribosa 1-fosfato 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01878 Citidina+H2O=Uridina+NH3 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01880 dGTP+Uridina=dPIB+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02097 dTTP+Uridina=dTDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02099 ATP+Desoxiuridina=ADP+dUMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02327 dCTP+Uridina=dCDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02332 dUTP+Uridina=dUDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 
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R02483 
Desoxiuridina+Ortofosfato=Uracilo+2-Desoxi-D-ribosa1-

fosfato 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02485 Desoxicitidina+H2O=Desoxiuridina+NH3 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

RE1530 dGTP+2'-desoxiuridina = dPIB+dUMP+H('+) 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00842 sn-Glicerol 3-fosfato+NAD+=Glicerona fosfato+NADH+H+ 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R00847 ATP+Glicerol=ADP+sn-Glicerol 3-fosfato 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R00848 sn-glicerol 3-fosfato+FAD=glicerona fosfato+FADH2 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R00849 
sn-glicerol 3-fosfato+aceptor=fosfato de glicerona+aceptor 

reducido 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R00851 
sn-glicerol 3-fosfato+acil-CoA=1-acil-sn-glicerol3-

fosfato+CoA 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R01315 
Fosfatidilcolina+H2O=1-Acil-sn-glicero-3-fosfocolina +Ácido 

graso 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R02114 
Fosfatidilcolina+esterol=1-acil-sn-glicero-3-fosfocolina+ 

éster esterílico 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R02617 
3-fosfato de 2,3-deshidroacil-CoA+sn-glicerol=CoA + 3-

fosfato de 1-acil-sn-glicerol 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R02746 
1-acil-sn-glicero-3-fosfocolina+H2O <=>sn-glicero-3-

fosfocolina+ácido graso 
Metabolismo de 

glicerofosfolípidos 

R01176 ATP+ácido butanoico+CoA=AMP+pirofosfato+butanoil-CoA 
Metabolismo del 

butanoato 

 

 

V. Reacciones de las rutas metabólicas significativas de la Figura 19 

entre IgEki_OVA y IgEki_ns en suero 

Reacción Descripción Ruta metabólica 

R00551 L-Arginina+H2O=L-Ornitina+Urea Ciclo de la urea 

R00667 L-ornitina+2-oxoglutarato=L-glutamato 5-semialdehído +L-
glutamato 

Ciclo de la urea 

R00669 N-acetilornitina+H2O=acetato+L-ornitina Ciclo de la urea 

R00670 L-Ornitina=Putrescina+CO2 Ciclo de la urea 

R00713 Succinato 
semialdehído+NAD++H2O=Succinato+NADH+H+ 

Ciclo de la urea 

R01086 N-(L-Arginino)succinato=Fumarato+L-Arginina Ciclo de la urea 

R01398 Carbamoil fosfato+L-Ornitina=Ortofosfato+L-Citrulina Ciclo de la urea 

R00342 (S)-Malato+NAD+=Oxaloacetato+NADH+H+ Ciclo de Krebs 

R00405 ATP+succinato+CoA=ADP+ortofosfato+succinil-CoA Ciclo de Krebs 

R00432 GTP+succinato+CoA=PIB+ortofosfato+succinil-CoA Ciclo de Krebs 

R00727 ITP+Succinato+CoA=IDP+Ortofosfato+Succinil-CoA Ciclo de Krebs 

R01082 (S)-malato=fumarato+H2O Ciclo de Krebs 

R02164 Ubiquinona+succinato=ubiquinol+fumarato Ciclo de Krebs 
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R00214 (S)-Malato+NAD+=Piruvato+CO2+NADH Glucólisis y 
Gluconeogénesis 

R00216 (S)-Malato+NADP+=Piruvato+CO2+NADPH Glucólisis y 
Gluconeogénesis 

R00410 Succinil-CoA+Acetoacetato=Succinato+Acetoacetil-CoA Metabolismo del 
butanoato 

R01000 Ácido 2-hidroxibutanoico+NAD+=2-
oxobutanoato+NADH+H+ 

Metabolismo del 
butanoato 

 

 

VI. Reacciones de las rutas metabólicas significativas de la Figura 22 

entre IgEki_OVA y WT_OVA en heces 

Reacción Descripción Ruta metabólica 

RE1899 L-lisina+espermidina = 1,3-diaminopropano+desoxihipusina Ciclo de la urea 

RE1537 
H(,2)O+O(,2)+`N`('1)-acetilespermidina = 

H(,2)O(,2)+putrescina+acetamidopropanal 
Ciclo de la urea 

R05578 
ARNt(Glu)+L-Glutamato+ATP=L-Glutamil-ARNt(Glu) 

+Pirofosfato+AMP 
Ciclo de la urea 

R05577 
ARNt(Asp)+L-aspartato+ATP=L-aspartil-ARNt(Asp) 

+pirofosfato+AMP 
Ciclo de la urea 

R03916 RS-Glutatión+H2O=RS-Alanilglicina+L-Glutamato Ciclo de la urea 

R03749 (5-L-Glutamil)-L-aminoácido=5-Oxoprolina+L-Aminoácido Ciclo de la urea 

R03661 
ATP+L-Prolina+tRNA(Pro)=AMP+Pirofosfato +L-Prolil-

tRNA(Pro) 
Ciclo de la urea 

R03651 
ATP+L-Glutamato+tRNA(Gln)=AMP+Pirofosfato +L-

Glutamil-tRNA(Gln) 
Ciclo de la urea 

R03647 
ATP+L-Aspartato+tRNA(Asn)=AMP+Pirofosfato +L-

Aspartil-tRNA(Asn) 
Ciclo de la urea 

R03421 
N4-(Acetil-beta-D-glucosaminil)asparagina+H2O <=>N-

Acetil-beta-D-glucosaminilamina+L-Aspartato 
Ciclo de la urea 

R02743 gamma-L-glutamil-L-cisteína=5-oxoprolina+L-cisteína Ciclo de la urea 

R02396 Acetil-CoA+Carnitina=CoA+O-Acetilcarnitina Ciclo de la urea 

R01954 
ATP+L-Citrulina+L-Aspartato=AMP+Pirofosfato +N-(L-

Arginino)succinato 
Ciclo de la urea 

R01920 
S-adenosilmetioninamina+putrescina=5'-metiltioadenosina 

+espermidina 
Ciclo de la urea 

R01398 Carbamoil fosfato+L-Ornitina=Ortofosfato+L-Citrulina Ciclo de la urea 

R01252 
L-prolina+2-oxoglutarato+oxígeno=trans-4-hidroxi-L-prolina 

+succinato+CO2 
Ciclo de la urea 

R01251 
L-prolina+NADP+=(S)-1-pirrolina-5-

carboxilato+NADPH+H+ 
Ciclo de la urea 

R01248 L-prolina+NAD+=(S)-1-pirrolina-5-carboxilato+NADH+H+ Ciclo de la urea 

R01157 Agmatina+H2O=Putrescina+Urea Ciclo de la urea 

R01154 Acetil-CoA+Putrescina=CoA+N-Acetilputrescina Ciclo de la urea 

R01151 Putrescina+Oxígeno+H2O=4-Aminobutanal+NH3+H2O2 Ciclo de la urea 
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R00894 
ATP+L-Glutamato+L-Cisteína=ADP+Ortofosfato +gamma-

L-Glutamil-L-cisteína 
Ciclo de la urea 

R00708 
(S)-1-pirrolina-5-carboxilato+NADP++2 H2O=L-glutamato 

+NADPH+H+ 
Ciclo de la urea 

R00707 
(S)-1-pirrolina-5-carboxilato+NAD++2 H2O=L-

glutamato+NADH+ H+ 
Ciclo de la urea 

R00670 L-Ornitina=Putrescina+CO2 Ciclo de la urea 

R00578 
ATP+L-Aspartato+L-Glutamina+H2O=AMP+Pirofosfato +L-

Asparagina+L-Glutamato 
Ciclo de la urea 

R00566 L-Arginina=Agmatina+CO2 Ciclo de la urea 

R00557 
L-Arginina+Oxígeno+NADPH=Óxido nítrico+L-

Citrulina+NADP+ 
Ciclo de la urea 

R00526 N-Formil-L-aspartato+H2O=Formiato+L-Aspartato Ciclo de la urea 

R00494 Glutatión+H2O=Cys-Gly+L-Glutamato Ciclo de la urea 

R00489 L-aspartato=beta-alanina+CO2 Ciclo de la urea 

R00488 N-acetil-L-aspartato+H2O=acetato+L-aspartato Ciclo de la urea 

R00357 L-Aspartato+H2O+Oxígeno=Oxaloacetato+NH3+H2O2 Ciclo de la urea 

R00355 L-aspartato+2-oxoglutarato=oxalacetato+L-glutamato Ciclo de la urea 

R00261 L-Glutamato=4-Aminobutanoato+CO2 Ciclo de la urea 

R00259 Acetil-CoA+L-Glutamato=CoA+N-Acetilo-L-glutamato Ciclo de la urea 

R00258 L-alanina+2-oxoglutarato=piruvato+L-glutamato Ciclo de la urea 

R00256 L-Glutamina+H2O=L-Glutamato+NH3 Ciclo de la urea 

R00253 ATP+L-Glutamato+NH3=ADP+Ortofosfato+L-Glutamina Ciclo de la urea 

R00251 ATP+5-Oxoprolina+2 H2O=ADP+Ortofosfato+L-Glutamato Ciclo de la urea 

R00248 
L-Glutamato+NADP++H2O=2-

Oxoglutarato+NH3+NADPH+H+ 
Ciclo de la urea 

R00245 
L-Glutamato 5-semialdehído+NAD++H2O=L-

Glutamato+NADH+H+ 
Ciclo de la urea 

R00243 
L-Glutamato+NAD++H2O=2-

Oxoglutarato+NH3+NADH+H+ 
Ciclo de la urea 

R00239 ATP+L-Glutamato=ADP+L-Glutamil 5-fosfato Ciclo de la urea 

R00135 Péptido+H2O=L-Prolina+Péptido Ciclo de la urea 

RE1530 dGTP+2'-desoxiuridina = dPIB+dUMP+H('+) 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02485 Desoxicitidina+H2O=Desoxiuridina+NH3 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02483 
Desoxiuridina+Ortofosfato=Uracilo+2-Desoxi-D-ribosa1-

fosfato 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02332 dUTP+Uridina=dUDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02327 dCTP+Uridina=dCDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02099 ATP+Desoxiuridina=ADP+dUMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02097 dTTP+Uridina=dTDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01880 dGTP+Uridina=dPIB+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 
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R01878 Citidina+H2O=Uridina+NH3 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01876 Uridina+Ortofosfato=Uracilo+alfa-D-Ribosa 1-fosfato 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01570 Timidina+Ortofosfato=Timina+2-Desoxi-D-ribosa1-fosfato 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01549 dATP+Uridina=dADP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01415 5,6-Dihidrotimina+NADP+=Timina+NADPH+H+ 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R01397 
Carbamoil fosfato+L-Aspartato=Ortofosfato +N-Carbamoil-

L-aspartato 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00970 ITP+Uridina=IDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00968 GTP+Uridina=PIB+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00967 UTP+Uridina=UDP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00964 ATP+Uridina=ADP+UMP 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R00963 UMP+H2O=Uridina+Ortofosfato 
Metabolismo de las 

pirimidinas 

R02748 
Desoxiinosina+Ortofosfato=Hipoxantina+2-Desoxi-D-

ribosa1-fosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R02557 
Desoxiadenosina+Ortofosfato=Adenina+2-Desoxi-D-

ribosa1-fosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R02297 Xantosina+Ortofosfato=Xantina+alfa-D-Ribosa1-fosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R02147 Guanosina+Ortofosfato=Guanina+alfa-D-Ribosa 1-fosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R02142 
Xantosina 5'-fosfato+pirofosfato=xantina +5-fosfo-alfa-D-

ribosa 1-difosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R02107 Xantina+H2O+Oxígeno=Urato+H2O2 
Metabolismo de las 

purinas 

R02103 Xantina+NAD++H2O=Urato+NADH 
Metabolismo de las 

purinas 

R01969 
Desoxiguanosina+Ortofosfato=Guanina+2-Desoxi-D-

ribosa1-fosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R01863 Inosina+Ortofosfato=Hipoxantina+alfa-D-Ribosa1-fosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R01769 Hipoxantina+Oxígeno+H2O=Xantina+H2O2 
Metabolismo de las 

purinas 

R01768 Hipoxantina+NAD++H2O=Xantina+NADH 
Metabolismo de las 

purinas 

R01676 Guanina+H2O=Xantina+NH3 
Metabolismo de las 

purinas 

R01561 Adenosina+Ortofosfato=Adenina+alfa-D-Ribosa 1-fosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R01560 Adenosina+H2O=Inosina+NH3 
Metabolismo de las 

purinas 

R01229 GMP+pirofosfato=guanina+5-fosfo-alfa-D-ribosa1-difosfato 
Metabolismo de las 

purinas 
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R01227 GMP+H2O=Guanosina+Ortofosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R01135 
GTP+IMP+L-aspartato=PIB+ortofosfato +N6-(1,2-

dicarboxietil)-AMP 
Metabolismo de las 

purinas 

R01132 
IMP+pirofosfato=hipoxantina+5-fosfo-alfa-D-ribosa1-

difosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R01126 IMP+H2O=Inosina+Ortofosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R00190 AMP+pirofosfato=adenina+5-fosfo-alfa-D-ribosa1-difosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R00185 ATP+Adenosina=ADP+AMP 
Metabolismo de las 

purinas 

R00183 AMP+H2O=Adenosina+Ortofosfato 
Metabolismo de las 

purinas 

R01176 ATP+ácido butanoico+CoA=AMP+pirofosfato+butanoil-CoA 
Metabolismo del 

butanoato 

R01000 
Ácido 2-hidroxibutanoico+NAD+=2-

oxobutanoato+NADH+H+ 
Metabolismo del 

butanoato 

 

VII. Reacciones de las rutas metabólicas significativas de la Figura 23 

entre IgEki_OVA y WT_OVA en suero 

Reacción Descripción Ruta metabólica 

R04674 N-metilhistamina+H2O+oxígeno=metilimidazol 
acetaldehído +NH3+H2O2 

Metabolismo de la 
histidina 

R02155 S-adenosil-L-metionina+1H-imidazol-4-etanamina <=>     
S-adenosil-L-homocisteína+N-metilhistamina 

Metabolismo de la 
histidina 

R01361 (R)-3-Hidroxibutanoato+NAD+=Acetoacetato+NADH+H+ Metabolismo del 
butanoato 
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CAPÍTULO 3. ESTUDIO DE FUNCIONALIDAD DE LA 

MICROBIOTA INTESTINAL Y SU CORRELACIÓN 

CON PROTEÍNAS FECALES EN LACTANTES CON 

ALERGIA A LECHE DE VACA 
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1. Introducción 

Las enfermedades alérgicas a los alimentos afectan al 6.8% de la población 

infantil en países industrializados. Entre los alimentos más prevalentes 

motivo de consulta en los servicios de Alergología están la leche y el 

huevo2. 

Los mecanismos moleculares subyacentes a la alergia a las proteínas de 

la leche de vaca, así como la adquisición de tolerancia oral, son procesos 

muy complejos que no se conocen todavía con exactitud. No obstante, se 

cree que la microbiota intestinal puede estar jugando un papel muy 

importante en este sentido65. Se sabe que la microbiota es necesaria para 

la inducción de tolerancia a los antígenos alimentarios y cada vez son más 

los estudios que sugieren que una composición alterada de la microbiota 

intestinal o disbiosis, pudiera resultar en una alteración local y sistémica de 

la respuesta inmunológica a determinados alérgenos alimentarios49,258. Sin 

embargo, no se conoce con exactitud si es causa o consecuencia. La 

interacción bidireccional de la microbiota con el sistema inmunitario del 

huésped comienza en el nacimiento, a partir del cual, la microbiota intestinal 

modula el desarrollo del sistema inmune y viceversa, al influir directamente 

el sistema inmune en la composición de esta microbiota9,32,258.   

Por otro lado, tal y como se explica en detalle en el Capítulo 1 de esta Tesis 

Doctoral, la composición de la microbiota intestinal cambia a lo largo de la 

vida. Se postula que el 70% de la colonización primaria de la microbiota 

intestinal es de origen materno32, y que los primeros 1.000 días de vida, 

cuando el cuerpo se enfrenta por primera vez a factores externos, son muy 

importantes para el desarrollo de la microbiota intestinal33. Además, el 

desarrollo de la microbiota intestinal en los primeros años de vida se 

correlaciona temporalmente con el desarrollo y la maduración del intestino 

y el sistema inmunológico259. Desde el nacimiento, se establece una 

relación, idealmente simbiótica y no patológica, entre la microbiota y 

nuestras células, que evoluciona con el tiempo, adaptándose a los 

cambios260,261. Después de los primeros 2-3 años de vida, la microbiota 
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intestinal se asemeja a la adulta262,263. Sin embargo, la composición de la 

microbiota intestinal es dinámica y depende de multitud de factores 

asociados al huésped, como la edad, la dieta, el uso de antibióticos, el estilo 

de vida y las condiciones ambientales34,74. 

Los primeros 6 meses de vida son críticos para el inicio de los cambios 

inmunológicos que pueden dar lugar a una sensibilización a los alérgenos, 

y es en este periodo de tiempo donde las perturbaciones en la microbiota 

intestinal podrían tener efecto en la etiología de la alergia9,259. La 

adquisición de la microbiota intestinal hasta los 2-3 años, en la que ya el 

perfil bacteriano es muy similar al de la microbiota de adultos, consta de 4 

fases que van asociadas a los cambios en la alimentación de los niños264. 

Una primera fase de adquisición inicial que comprende las 2 primeras 

semanas de vida en las que la microbiota fluctúa incluso de un día a otro. 

Después del nacimiento, diversos géneros de bacterias aerobias o 

anaerobias facultativas, como enterobacterias (Escherichia coli), 

estreptococos y estafilococos, consumen el oxígeno del ambiente intestinal 

y progresivamente se establecen las bacterias anaerobias, como 

Bacteroides, Clostridium, Ruminococcus, Bifidobacterium, a partir de los 10 

días, son detectables los Lactobacillus. La segunda fase comprende desde 

el final de la segunda semana hasta la introducción de cualquier tipo de 

alimentación suplementaria265.  En esta fase es diferente la microbiota de 

los niños alimentados con lactancia materna que aquellos alimentados con 

fórmulas infantiles, y no hay muchos cambios a excepción de cuando se 

pasa de la lactancia materna exclusiva a una alimentación combinada con 

fórmula. Estudios recientes muestran a la leche materna como el principal 

factor en la iniciación, desarrollo y composición de la microflora del lactante, 

ya que es una fuente continua de bacterias comensales y mutualistas para 

el intestino del lactante, llegando a contener más de 104 bacterias/mL, entre 

los que se encuentran: estreptococos, enterococos, estafilococos y 

bacterias lácticas (Lactobacillus: L. acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. 

rhamnosus, L. salivarius, etc.). Asimismo, se ha demostrado que, en 

lactantes amamantados, predominan las bifidobacterias (B. longum, B. 
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breve e B. infanctis), y en menor concentración las bacterias lácticas (L. 

acidophilus, L. gasseri, L. johnsonii), con pocos bacteroides, coliformes y 

clostridios.  Mientras que en los lactantes alimentados con leche de fórmula 

predominan bacteroides, enterococos, coliformes y clostridios, y en menor 

proporción bifidobacterias, con una flora más diversa y similar a la de los 

adultos265. La tercera fase comprende la introducción de la alimentación 

sólida. En esta fase se pierden las diferencias entre la microbiota de niños 

alimentados mediante lactancia materna y los alimentados con fórmula. La 

cuarta fase comienza cuando se produce el destete 264. Teniendo todo esto 

en cuenta, la fase óptima para analizar los cambios en la microbiota 

intestinal asociados a la lactancia materna, es la fase 2.  

Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, la prevalencia de las 

alergias se ha visto muy incrementada en las últimas décadas, siendo la 

alergia a la leche de vaca una de las más frecuentes en niños. En general, 

en torno al 80% de los pacientes que la sufren suelen adquirir tolerancia a 

los 4 años, pero la etiología y los mecanismos de esta enfermedad son hoy 

en día aun desconocidos266,267. Además, no está claro si la alteración de la 

microbiota intestinal es el desencadenante de la alergia o, por el contrario, 

es una consecuencia de la enfermedad que altera la composición 

bacteriana y su funcionalidad. En este sentido, la secuenciación 

metagenómica shotgun ofrece un enfoque alternativo para el estudio de la 

microbiota. La metagenómica shotgun permite determinar las funciones 

biológicas asociadas a la taxonomía de la microbiota intestinal a través del 

análisis del ADN90. Esta técnica ómica proporciona una visión de las 

funciones biológicas codificadas en el genoma. Como resultado, los datos 

metagenómicos ofrecen la oportunidad de explorar qué rutas metabólicas 

están codificadas en la comunidad microbiana268.  

Por otro lado, recientemente se ha revisado el uso de biomarcadores 

fecales para el diagnóstico de alergias a proteínas de leche de vaca124. Un 

biomarcador se define como una entidad biológica que puede utilizarse 

para predecir e identificar el estado de las células, los tejidos y los 

individuos117. En la actualidad, la mayoría de los biomarcadores disponibles 
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son marcadores moleculares (genes, proteínas y metabolitos) que pueden 

utilizarse para el diagnóstico, el pronóstico y la predicción de la respuesta 

a un determinado tratamiento80,116. En relación con el diagnóstico de 

alergias a proteínas de leche de vaca, las proteínas más estudiadas como 

potenciales biomarcadores fecales de esta patología, son la calprotectina 

fecal, la α-1 antitripsina y la lactoferrina269–273. De ellas, la calprotectina ha 

sido la más discutida, y ha sido objeto de una reciente revisión sistemática 

por su uso como biomarcador en alergias a proteínas de leche de vaca, 

incluyendo las formas mediadas por IgE y las no mediadas125. 

Por todo lo expuesto anteriormente, este trabajo evalúa los cambios a nivel 

de funcionalidad en la microbiota intestinal, durante la fase 2, en lactantes 

alérgicos a leche de vaca en comparación con lactantes controles, 

mediante el análisis por metagenómica shotgun, así como la correlación de 

estos resultados con las concentraciones de los biomarcadores α-1 

antitripsina, lactoferrina y calprotectina en heces.  

 

2. Hipótesis  

Existen alteraciones, que se correlacionan entre sí, en la funcionalidad de 

la microbiota intestinal y las concentraciones de proteínas fecales –

calprotectina fecal, α-1 antitripsina y lactoferrina– en las heces de lactantes 

con alergia a leche de vaca en comparación a los lactantes control.  

 

3. Objetivos  

1. Analizar la funcionalidad de la microbiota intestinal obtenida por 

metagenómica shotgun en casos y controles.  

2. Obtener y analizar las concentraciones de calprotectina fecal, α-1 

antitripsina y lactoferrina en las muestras de heces de lactantes. 

3. Realizar una correlación de los resultados obtenidos en los puntos 1 y 

2.  
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4. Materiales y métodos 

4.1. Diseño del estudio 

Se realizó un estudio de casos y controles longitudinal y observacional 

aprobado por el Comité Regional de Ética en Investigación Clínica del 

Hospital Universitario Niño Jesús de Madrid de acuerdo con las directrices 

éticas esbozadas en la Declaración de Helsinki y sus modificaciones274.  

Los lactantes fueron reclutados en el Servicio de Alergia del Hospital 

Universitario Infantil Niño Jesús, el Hospital General Universitario Gregorio 

Marañón y cinco centros de salud de Madrid (España). Todos los 

participantes proporcionaron su consentimiento informado. 

4.2. Población de estudio 

Para este estudio se reclutaron un total de 50 participantes hasta 8 meses 

de edad: 34 lactantes con alergia a las proteínas de la leche de vaca (LA) 

y 16 lactantes sanos como control (LC). Los datos epidemiológicos de los 

lactantes incluidos se encuentran en el Anexo I. La secuenciación shotgun 

se realizó en muestras de lactantes entre 4 y 6 meses, incluyendo de esta 

manera: 26 lactantes (19 LA y 7 LC). Esta selección permitió estandarizar 

aún más los grupos LA y LC y evitar sesgos debido a la edad de los 

lactantes y la introducción de alimentos sólidos. Por otro lado, para el 

análisis de proteínas fecales, se analizaron un total de 20 muestras de 

heces de lactantes, 10 LA y 10 LC. Por último, el análisis de correlación se 

realizó con datos pareados de 10 lactantes, 6 LA y 4 LC. 

4.3. Criterios de inclusión 

Los LA fueron reclutados en el Servicio de Alergia del Hospital Universitario 

Infantil Niño Jesús y en el del Hospital General Universitario Gregorio 

Marañón de Madrid (España). Se incluyeron lactantes con antecedentes 

clínicos de alergia alimentaria mediada por IgE y prueba de alergia cutánea 

(SPT, del inglés Skin Prick Test) positiva a las proteínas de leche de vaca: 

α-lactoalbúmina, β-lactoglobulina y/o caseína (Diater®, Madrid, España). 

Se incluyeron también lactantes con una historia compatible con alergia a 
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las proteínas de la leche de vaca y un SPT negativo en su primera visita si 

la prueba positivizaba después de tres meses. Todas las SPT se realizaron 

utilizando técnicas estandarizadas de acuerdo con las directrices 

internacionales275.    

Los LC incluidos no presentaban síntomas relacionados con la alergia a 

proteínas de leche de vaca o con cualquier patología grave concomitante 

con la alergia, y fueron reclutados en cinco centros de salud de Madrid. Los 

criterios de exclusión fueron la ingesta de fórmula hidrolizada durante más 

de 2 semanas en el momento del diagnóstico de la alergia a las proteínas 

de leche de vaca y la ingesta de antibióticos en los 3 meses anteriores al 

reclutamiento del estudio (también aplicable a sus madres). 

Todos los centros participantes aplicaron los mismos protocolos de 

reclutamiento y cuestionarios. Se recopiló información sobre los datos 

personales y los posibles factores de riesgo de alergia en lactantes, como 

la edad, el sexo, el régimen de alimentación, el modo de parto y el uso de 

antibióticos al nacer para los lactantes; y la edad, la dieta y el estado de 

tabaquismo y alergia de las madres y las abuelas a través del cuestionario 

del Anexo II.   

4.4. Recolección y procesamiento de muestras 

Cada participante recibió un kit de recolección de muestras diseñado y 

confeccionado por nuestro grupo, que incluía: papel de recolección, un 

recipiente estéril de recogida de heces, guantes, una bolsa de frío, una 

bolsa hermética, etiquetas para la codificación y el seguimiento de las 

muestras y una guía fácil de leer, desarrollada por nuestro grupo, para 

facilitar la recogida de muestra en el domicilio particular (Capítulo 1. Figura 

3). Los participantes registraron la fecha de recolección de cada muestra, 

y las almacenaron en el congelador doméstico a -20°C un máximo de tres 

días antes de llevarlas al hospital. Un total de 50 muestras fecales (una por 

lactante) fueron recogidas y almacenadas a -80°C antes de ser procesadas 

para la extracción de ADN y proteínas. 
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4.5. Metagenómica 

La secuenciación shotgun se realizó en 26 muestras de lactantes entre 4 y 

6 meses, incluyendo de esta manera 19 LA y 7 LC.  

4.5.1. Preparación de la muestra 

Se realizó en el centro de investigación FISABIO (Valencia, España). El 

ADN se extrajo de 200 mg de heces utilizando el kit “QIAamp DNA Stool 

Mini Kit” (QIAGEN, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. A este protocolo se le añadió un paso adicional de disrupción de 

la membrana utilizando perlas metálicas276. Se lisaron las muestras con 1 

mL de InhibitEX buffer, resuspendiendo con un palillo y realizando un vórtex 

de 5 minutos con 500 μL de perlas magnéticas. El sobrenadante se 

transfirió a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL que se calentó a 95ºC 

durante 7 minutos y se centrifugó 1 minuto a velocidad máxima. Se 

separaron 200 μL del sobrenadante resultante de la centrifugación a los 

cuales se añadió 15 μL de proteinasa K y un volumen de buffer AL, 

centrifugando el lisado 1 minuto a velocidad máxima. Finalmente, se añadió 

etanol 100% para precipitar el ADN y se pasaron 600 μL del lisado por las 

columnas incluidas en el Kit para purificar el ADN, que fue eluido en 100 μL 

de agua libre de nucleasas. Se incluyeron controles negativos en cada 

tanda de extracción. El ADN extraído se cuantificó mediante el fluorómetro 

Qubit® 2.0 siguiendo el protocolo del kit “dsDNA HS Assay”. Aquellas 

muestras con una concentración superior a 0,2 μg/μL fueron seleccionadas 

para la secuenciación.  

4.5.2. Secuenciación shotgun 

La secuenciación metagenómica se realizó utilizando una plataforma 

NextSeq (Illumina, USA) de acuerdo con las recomendaciones del 

fabricante para obtener secuencias (paired-end) de 150 pares de bases.  

4.5.3. Bioinformática y análisis estadístico 

Las secuencias fueron recortadas y filtradas por calidad desde su extremo 

3' usando PrinSeq v.0.20.4 con los siguientes parámetros: ns_max_p=1; 
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min_len=50; trim_qual_right=30; trim_qual_type=media; 

trim_qual_window=10; trim_qual_step=5; min_qual_mean=30; 

lc_method=entropy; lc_threshold=6023. Las secuencias se unieron 

mediante el programa FLASH v.1.2.11277 aplicando los parámetros: min-

overlap=12; max-mismatch-density=0.1. Se mantuvieron todas las 

secuencias para los siguientes pasos del análisis. A continuación, se 

eliminó la contaminación del ADN humano alineando las lecturas con el 

genoma humano GRCh38.p13 con el programa bowtie2 v2.3.5.1278. 

Posteriormente, las secuencias se ensamblaron en cóntigos utilizando 

MEGAHIT v.1.2.7279 y los marcos de lectura abiertos (ORF, del inglés open 

reading frames) se predijeron utilizando Prodigal v.2.6.3280 (modo 

metagenómico) y se anotaron con HMMER v.3.2.1281 hmmsearch e-

value=1e-3 utilizando la base de datos KEGG282. Posteriormente, las 

secuencias se compararon con la base de datos generada de cóntigos 

utilizando blastn v2.9.0283 y los siguientes parámetros: task=megablast; 

qcov_hsp_perc=90; perc_identity=97; max_target_seqs=1. El número de 

secuencias en superposición con un ORF se dividió por la longitud del 

ORF284,285. Los recuentos normalizados de longitud de todos los ORF 

dentro de una muestra que se anotaron como el mismo KEGG se sumaron 

para obtener el número de recuentos de un ortólogo KEGG (OK) particular 

por muestra. Cada recuento de OK se dividió posteriormente por la suma 

de todos los recuentos de OK para obtener la abundancia relativa de un OK 

particular dentro de una muestra. Además, la taxonomía de las bacterias 

que codifican los ORF identificados se determinó comparando las lecturas 

utilizando Kaiju v1.7.2286 (desajustes máximos = 5; longitud de coincidencia 

mínima = 20; valor máximo e = 1e-10) con la base de datos de proteínas 

no redundantes de NCBI (nr_euk 2019-06-26). 

Para identificar diferencias significativas en la abundancia entre módulos 

KEGG, las rutas metabólicas y los OKs entre los grupos LA y LC, se utilizó 

el algoritmo DESeq2 v.1.24.0287 con parámetros por defecto en el programa 

R. El paquete DESeq2 está diseñado para la normalización, visualización 

y análisis diferencial de datos de alta dimensión. Utiliza el método empírico 
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de Bayes para estimar los valores del logaritmo del Fold Change y la 

dispersión, y para calcular las estimaciones posteriores de estas 

cantidades. Se aplicó el enfoque de False Discovery Rate (FDR) para 

ajustar las pruebas de hipótesis múltiples utilizando el test “doTestDESeq2” 

proporcionado por el FISABIO. Este test incluye el análisis de 

correspondencia canónica (CCA, utilizado para determinar los modos 

lineales dominantes de covariabilidad entre dos conjuntos de datos) y el 

análisis de varianza multivariado permutacional usando matrices de 

distancia (ADONIS, realiza comparaciones de medias entre dos o más 

grupos, es decir prueba la hipótesis de igualdad de medias multivariada 

entre grupos288 y su significancia es evaluada con permutaciones. Análisis 

multivariante no paramétrico).  Las rutas metabólicas con un p valor < 0.05 

y un p valor ajustado < 0.05 por FDR, fueron consideradas significativas. 

4.6. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 

Un total de 20 muestras de heces de lactantes de las que había cantidad 

suficiente, 10 LA y 10 LC, se analizaron por la técnica ELISA para obtener 

las concentraciones de tres proteínas: α1-antitripsina, lactoferrina, y 

calprotectina. 

4.6.1. Preparación de la muestra 

Las 20 muestras de heces seleccionadas se homogeneizaron y se realizó 

una alícuota de 180 mg. A continuación, se realizó la extracción de 

proteínas mediante una dilución 1:9 (muestra:PBS) en tres diluciones 

seriadas. En primer lugar, se añadieron 540 μL de PBS a los tubos 

Eppendorf con 180 mg de muestra de heces y se realizó una sonicación de 

5 minutos. Después, las muestras se centrifugaron (10.000 rpm, 10 min, 

4oC) y se transfirieron los sobrenadantes a otro tubo Eppendorf. Sobre el 

pellet restante, se repitió dos veces el proceso de extracción. El pool de 

sobrenadantes obtenido se alicuotó en 3 alícuotas de 400 μL para los 

diferentes análisis de proteínas. 
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4.6.2. Protocolo ELISA 

Se calcularon y prepararon las diluciones apropiadas para cada proteína, 

considerando las concentraciones esperadas obtenidas en la búsqueda 

bibliográfica. Las diluciones finales fueron 1:250, 1:500 y 1:100 para α1-

antitripsina, lactoferrina, y calprotectina, respectivamente. Una vez 

realizadas las correspondientes diluciones en todas las muestras, se siguió 

el protocolo del kit comercial para ELISA de Fine Test® (Wuhan, China) 

para cada una de las proteínas de estudio.  

La densidad óptica de los resultados fue analizada por un lector de placas 

Varioskan a 450 nm y a 620 nm en dos mediciones. Con los datos obtenidos 

de los 7 patrones estándar se obtuvo una curva patrón de 5 parámetros que 

fue empleada para interpolar los datos de las muestras.  

4.6.3. Tratamiento de datos y análisis estadístico 

Para el tratamiento de datos se restaron las absorbancias medidas a 

450nm menos las medidas a 620nm en cada muestra y se promediaron los 

duplicados de la primera medición. A continuación, se realizó el mismo 

proceso con la segunda medición y se realizó un promedio de las medidas 

obtenidas en cada muestra.  

El análisis estadístico se realizó con el sofware Graphpad Prism v8.0.1. 

(GraphPad Software). Este programa se utilizó para calcular las 

concentraciones con la curva de calibrado, la significancia con análisis 

paramétricos y no paramétricos y la gráfica de barras de cada proteína de 

estudio. Las comparaciones entre grupos experimentales se llevaron a 

cabo en 3 pasos. En primer lugar, se realizó un análisis de ajuste no lineal 

y una posterior interpolación de concentraciones. Después, se comprobó si 

dentro de cada grupo los datos se comportaban siguiendo una distribución 

normal. Para ello se empleó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. 

Finalmente, se realizaron análisis paramétricos para muestras no pareadas 

(T-Student). En caso de que alguno de los grupos no se comportara 

siguiendo una distribución normal se aplicó la prueba no paramétrica U de 
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Mann-Whitney, que compara las medias de los grupos experimentales. En 

todos los análisis se estableció un nivel de significación p inferior a 0,05 

como significativo. 

4.7. Análisis de correlación 

El estudio de correlación, entre los resultados obtenidos por metagenómica 

y la técnica ELISA, se realizó con una población total de 10 lactantes, 6 LA 

(LA_16, LA_22, LA_29, LA_31, LA_32, y LA_35) y 4 LC (LC_04, LC_05, 

LC_06 y LC_11). El tamaño muestral se redujo considerablemente debido 

a dos factores: la cantidad de muestra recogida en muchos casos no fue 

suficiente para llevar a cabo la correlación y no todos los lactantes fueron 

incluidos en el estudio antes de realizar la secuenciación, por lo que se 

obtuvieron datos de los ELISAs pero no de la metagenómica en algunos de 

ellos. La información demográfica y clínica de estos lactantes se muestra 

en el Anexo I.  

En primer lugar, se realizó un curado manual de las rutas biológicas 

significativas por sentido biológico, y, a continuación, los datos de cada una 

de las proteínas se unificaron, según los requisitos de la plataforma 

Metaboanalyst, con los datos de las rutas metabólicas seleccionadas en un 

archivo csv. Se utilizó la plataforma web Metaboanalyst 5.0 

(https://www.metaboanalyst.ca/) para realizar el análisis estadístico de 

correlación introduciendo los datos sin normalización ni transformación y 

con auto escalado. Se obtuvo el heatmap de las proteínas de estudio 

mostrando la correlación de rutas metabólicas por pares y el agrupamiento 

de las mismas utilizando el coeficiente de correlación de Pearson. Por 

último, se realizó un estudio de patrones para cada proteína y se obtuvieron 

los p valores de la correlación con cada una de las rutas metabólicas. 

 

5. Resultados 

5.1. Perfil de la funcionalidad de la microbiota intestinal asociado a 

la alergia a leche de vaca 

https://www.metaboanalyst.ca/
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Con el fin de obtener una visión general de la relación entre la funcionalidad 

de la microbiota intestinal y el desarrollo de la alergia alimentaria a leche 

de vaca, se realizó el análisis multivariante de correspondencia canónica 

entre los grupos LA y LC (Figura 1). Cuyo objetivo es buscar las relaciones 

que pueda haber entre dos grupos de variables y la validez de estas.  

Figura 2. Para investigar la correlación entre la funcionalidad de la microbiota 

intestinal y el desarrollo de la alergia alimentaria a leche de vaca se utilizó el 

Análisis de Correspondencias (CCA). Las elipses representan los grupos 

experimentales (LA y LC) y la agrupación de las muestras (valor de Adonis p= 

0,46). LA= -0.564; LC= 1.773.  

 

Se obtuvieron un total de 313 rutas metabólicas asociadas a un número 

ortólogo KEGG (OK). Del total, 15 rutas metabólicas fueron significativas (p 
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valor < 0.05) entre LA y LC. Todas las rutas metabólicas significativas con 

sus correspondientes valores estadísticos se muestran en la Tabla 1.  

 

Tabla 1. Rutas metabólicas significativas (p valor < 0.05) entre lactantes alérgicos 

y controles. OK: ortólogo KEGG; FC: Fold Change. En verde: rutas con un p valor 

ajustado < 0.05. 

Ruta metabólica OK p valor 
p valor 

ajustado 
log2FC 

Metabolismo de los 
glicerofosfolípidos 

564 0.000008 0.002419 0.243 

Metabolismo del nicotinato y la 
nicotinamida 

760 0.001577 0.246808 0.233 

Inmunodeficiencia primaria 5340 0.005161 0.538457 0.328 

Metabolismo del fosfatidilinositol 562 0.008359 0.654097 0.451 

Metabolismo de los glicerolípidos 561 0.016640 0.892611 0.183 

Sistema de señalización de 
fosfatidilinositol 

4070 0.017552 0.892611 0.203 

Metabolismo del ácido lipóico 785 0.022028 0.892611 0.328 

Degradación de la atrazina 791 0.028442 0.892611 0.983 

Metabolismo de glicina, serina y 
treonina 

260 0.028572 0.892611 0.139 

Degradación del clorociclohexano 
y el clorobenceno 

361 0.030698 0.892611 0.404 

Biosíntesis de ácidos grasos 
insaturados 

1040 0.035266 0.892611 0.337 

Vías de fijación de carbono en 
procariotas 

720 0.035961 0.892611 -0.175 

Metabolismo de los nucleótidos 99984 0.043704 0.892611 0.610 

Sistema de ubiquitina 4121 0.046358 0.892611 0.461 

Degradación de limoneno y 
pineno 

903 0.047001 0.892611 0.438 

 

Entre las 15 rutas significativas se observaron 4 con una posible relación 

con la alergia a proteínas de leche de vaca: los metabolismos de los 

glicerofosfolípidos, el fosfatidilinositol, los glicerolípidos y el sistema de 

señalización de fosfatidilinositol. Es interesante destacar que la única ruta 

metabólica con un p valor ajustado significativo (< 0.05) fue la del 

metabolismo de los glicerofosfolípidos. Además, se observó que este 

metabolismo estaba aumentado en los LA tal y como se observa en el 

diagrama de cajas de la Figura 3.  
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Figura 3. Diagrama de cajas de los dos grupos de lactantes en relación a la 

abundancia de genes del metabolismo de los glicerofosfolípidos. LA: lactantes 

alérgicos; LC: Lactantes control. Las medias de los grupos fueron: LA= 0.521 y 

LC= 0.439. 

 

5.2. Inmunodetección de proteínas fecales 

El análisis por ELISA mostró claras diferencias en las concentraciones de 

todas proteínas fecales entre LA y LC.  

En el análisis de la α1-antitripsina, las concentraciones de la proteína fueron 

mayores en los lactantes control en relación con los lactantes alérgicos. En 

la Figura 4 se muestra el gráfico de barras entre ambos grupos. En el 

análisis estadístico univariante por U de Mann Whitney se obtuvo un p valor 

significativo de 0,0068. 
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Figura 4. Gráfico de barras de la α1-Antitripsina. **p valor<0.01 por U de Mann 

Whitney. LA: lactante alérgico; LC: lactante control. 

 

En cuanto a la lactoferrina, las concentraciones aumentaron en los 

lactantes alérgicos en comparación con los controles (Figura 5). El análisis 

estadístico aplicado fue el T-Student y se obtuvo un p valor de 0,0296. 

Figura 5. Gráfico de barras de la Lactoferrina. *p valor<0.05 por T-Student. LA: 

lactante alérgico; LC: lactante control. 
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Por último, se realizó el análisis de calprotectina fecal. Las concentraciones 

de calprotectina siguieron una línea similar a la lactoferrina, siendo mayores 

en los LA en comparación con los LC, tal y como se observa en la Figura 

6. En el análisis estadístico univariante por U de Mann Whitney se obtuvo 

un p valor significativo de 0,0132. 

Figura 6. Gráfico de barras de la Calprotectina. *p valor<0.05 por U de Mann 

Whitney. LA: lactante alérgico; LC: lactante control. 

 

 

5.3. Análisis de correlación 

En el análisis de correlación exploratorio entre las tres proteínas fecales y 

todas las rutas metabólicas obtenidas en el análisis metagenómico, se 

obtuvieron un total de 39 rutas con un coeficiente de correlación mayor de 

cero en al menos dos de las tres proteínas. En la Figura 7 se muestra el 

heatmap del análisis de correlación de las rutas metabólicas entre ellas y 

con las tres proteínas fecales. 
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Figura 7. Heatmap del análisis de correlación de las proteínas de estudio y las 
rutas metabólicas en un agrupamiento por pares utilizando el coeficiente de 
correlación de Pearson.  

 

Cabe destacar que las rutas obtenidas que carecían de sentido biológico 

en este estudio fueron descartadas en el análisis posterior, como, por 

ejemplo: la interacción planta-patógeno, la enfermedad de Chagas y la 

tripanosomiasis africana, entre otras.  

Tras el filtrado por sentido biológico un total de 22 rutas metabólicas fueron 

seleccionadas para realizar el análisis de correlación. Cabe destacar que 

entre las 22 rutas metabólicas estaba presente el metabolismo de los 
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glicerofosfolípidos, la ruta más significativa del análisis metagenómico 

(Tabla 1).  

A continuación, en una segunda fase de exploración, se realizó el análisis 

de correlación entre las 22 rutas seleccionadas y cada una de las proteínas 

de manera individual y se obtuvieron los p valores correspondientes.  

Se observó que para la α1-antitripsina no hubo ningún valor significativo en 

la correlación (Figura 9).  

Figura 9. Diagrama de correlación para la α1-antitripsina. NRGS: no ribosomales 
del grupo sideróforo. AMPK: proteína cinasa activada por Adenosín Monofosfato 
cíclico. 
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Por otro lado, en el análisis de correlación entre las concentraciones de 

lactoferrina y las 22 rutas metabólicas se obtuvieron 6 rutas significativas, 

tal y como se observa en la Figura 10.  

 

Figura 10. Diagrama de correlación para la lactoferrina. NRGS: no ribosomales 

del grupo sideróforo.  En oscuro los p valores significativos (p<0,05). *p valor<0,01. 
**p valor<0,005. AMPK: proteína cinasa activada por Adenosín Monofosfato 
cíclico. 
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Por último, se realizó el análisis de correlación de la calprotectina fecal en 

el que se obtuvieron 6 rutas metabólicas significativas, teniendo 3 de ellas 

un p valor inferior a 0,005 (Figura 11). 

Figura 11. Diagrama de correlación para la calprotectina fecal. NRGS: no 
ribosomales del grupo sideróforo.  En oscuro los p valores significativos (p<0,05). 

*p valor<0,01. **p valor<0,005. AMPK: proteína cinasa activada por Adenosín 
Monofosfato cíclico. 
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6. Discusión 

La microbiota intestinal constituye un ecosistema muy complejo en el que 

las bacterias juegan un papel esencial. Alrededor del 70% de la 

colonización de la microbiota intestinal en la descendencia procede de la 

vía materna32. Sin embargo, a pesar de su formación temprana, la 

composición de la microbiota intestinal es muy dinámica y depende de 

factores asociados al huésped como pueden ser la dieta, el consumo de 

antibióticos o el tipo de parto, entre otros74. Durante los últimos años, el 

estudio de la relación de la microbiota y la alergia ha cobrado mucha 

importancia, ya que se ha descrito que esta juega un papel crucial en el 

desarrollo y la regulación del sistema inmune, existiendo una relación 

simbiótica entre el huésped sano y los microorganismos que conforman la 

microbiota52,258. Por otro lado, existe la hipótesis de que alteraciones en los 

niveles o la diversidad bacteriana del intestino (disbiosis) pueden alterar la 

tolerancia inmunológica de la mucosa, lo que da lugar a enfermedades 

alérgicas. Sin embargo, actualmente existe mucha controversia sobre si es 

la disbiosis la que causa la alergia o es la alergia la que termina 

produciendo una alteración en la microbiota43,289. Diversos estudios han 

demostrado que existe una relación entre la microbiota pulmonar y la 

alergia respiratoria, así como la microbiota cutánea y el desarrollo de 

dermatitis atópica y la microbiota intestinal y la alergia alimentaria66,289–291.  

En este estudio, se reclutaron lactantes para investigar el efecto de la 

microbiota en el desarrollo de la alergia desde un punto de vista novedoso, 

implicando la inmunodetección de proteínas fecales y la metagenómica 

shotgun. Las fortalezas de este estudio son la determinación rigurosa de la 

alergia a proteínas de leche de vaca en los hospitales y centros de salud 

implicados y el uso de técnicas de alto rendimiento independientes del 

cultivo para la identificación de la microbiota y las rutas implicadas. Como 

limitaciones encontramos la relación entre la dieta y el estado alérgico de 

los lactantes, ya que en el momento de diagnosticarse la alergia a proteínas 

de leche de vaca en lactantes alimentados con fórmula a base de leche de 
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vaca (exclusivamente o como complemento de la lactancia materna), su 

alimentación era cambiada a otras alternativas como la fórmula 

parcialmente hidrolizada, la fórmula extensamente hidrolizada o la fórmula 

hidrolizada de soja292,293. Por otro lado, las muestras fecales se 

recolectaron solo una vez por lo que los cambios en la microbiota a lo largo 

del tiempo (por ejemplo, antes y después del desarrollo de la alergia) no 

fueron estudiados. Asimismo, la microbiota en lactantes de corta edad varía 

rápidamente y la heterogeneidad de sus edades (Anexo I) pudo dificultar 

la identificación de diferencias entre los grupos experimentales.  

En cuanto a los resultados de este estudio, el análisis metagenómico 

permitió obtener 15 rutas metabólicas significativas, entre las que destacan 

por su posible relación con la alergia a proteínas de leche de vaca, los 

metabolismos de los glicerofosfolípidos, el fosfatidilinositol, los 

glicerolípidos y el sistema de señalización de fosfatidilinositol. Cambios en 

el metabolismo de los lípidos a nivel de las mucosas pueden conducir a la 

pérdida de integridad de la barrera epitelial y disbiosis239. Estos cambios y 

las respuestas inmunitarias que tienen lugar en las membranas mucosas 

están relacionados con una liberación específica y sistémica de 

metabolitos, con la correspondiente alteración de sus rutas metabólicas. En 

este estudio, 4 rutas metabólicas relacionadas con el metabolismo lipídico 

aparecen aumentadas en el grupo LA en comparación con LC. Este dato 

podría indicar que existe una inflamación y disrupción de barrera intestinal 

producida por la alergia alimentaria.  

Por otro lado, se observaron claras diferencias entre los grupos LA y LC en 

la inmunodetección de proteínas fecales. En primer lugar, la α1-antitripsina 

resultó estar disminuida significativamente en LA. La α1-antitripsina es una 

proteína sérica no dietética sintetizada en el hígado294. Es resistente a la 

degradación digestiva y, en consecuencia, puede utilizarse de forma fiable 

para evaluar las excesivas pérdidas de proteínas gastrointestinales273,295. 

Kalsheker et al.296 observaron que el alérgeno de los ácaros del polvo 

doméstico Der p1 inactiva catalíticamente la α1-antitripsina mediante un 

mecanismo dependiente del tiol, que puede promover la inflamación de las 
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vías respiratorias y el asma. Sin embargo, en relación con la alergia a 

proteínas de leche de vaca hay muy pocos datos y los resultados no son 

concluyentes. Majamaa et al.297 observaron que el aumento de la 

concentración de α1-antitripsina fecal se asocia a la alergia a la leche de 

vaca en lactantes con eczema atópico. Por otro lado, otros autores 

analizaron los niveles de α1-antitripsina, junto con un panel de otros 

marcadores, y no encontraron diferencias significativas para esta 

proteína273,298. 

En este estudio se encontraron elevadas significativamente la lactoferrina 

y la calprotectina en el grupo LA. La lactoferrina es una proteína globular 

perteneciente a la familia de las transferrinas, glicoproteínas de unión de 

hierro no hemo299. La lactoferrina se encuentra en la superficie de la 

mucosa, donde funciona como un componente destacado de la primera 

línea de defensa del huésped contra la infección y la inflamación300–302. Esta 

proteína también es un componente abundante de los gránulos específicos 

de los neutrófilos y puede liberarse en el suero tras la desgranulación de 

estos301. Niveles aumentados de lactoferrina fecal, se han relacionado con 

enfermedades caracterizadas por la inflamación crónica del tracto 

gastrointestinal301,303. Borkowska et al.303 describieron que niños 

diagnosticados de enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa moderada 

presentaban concentraciones fecales de lactoferrina significativamente 

más altas que aquellos con la enfermedad leve o inactiva. Por otro lado, la 

calprotectina es una proteína inmunomoduladora, antimicrobiana y 

antiproliferativa que está presente en el citoplasma de los neutrófilos, en 

las membranas de los macrófagos, en los monocitos activados y en las 

células epiteliales de la mucosa81,304. La medición de calprotectina ha sido 

evaluada como un marcador no invasivo de inflamación gastrointestinal, ya 

que se sabe que sus concentraciones están correlacionadas con el nivel de 

inflamación de la mucosa intestinal305,306. Sobre la base de este hecho, se 

ha utilizado para el seguimiento de afecciones intestinales como la 

enfermedad inflamatoria intestinal124,307. En relación con la alergia a 

proteínas de leche de vaca, un ejemplo notable es el estudio de Qiu et al.271, 
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en el que vieron que el nivel de calprotectina fecal en lactantes con alergia 

a las proteínas de la leche disminuyó tras la intervención dietética, por lo 

que parece ser un indicador biológico prometedor para controlar las 

alergias que afectan al intestino. Asimismo, Beşer et al.308 observaron 

niveles de calprotectina elevados en niños alérgicos a proteínas de leche 

de vaca, a partir de lo cual sugieren su uso como biomarcador. Sin 

embargo, la evidencia es contradictoria, ya que otros autores no 

encontraron diferencias significativas272,309. Tanto la lactoferrina como la 

calprotectina, son liberadas por el tracto gastrointestinal en respuesta a la 

infección y la inflamación de la mucosa y numerosos estudios han 

analizado ambas269,270,310–312. En general, se ha comprobado que los 

marcadores fecales son más precisos que los séricos. De esta manera, la 

calprotectina y la lactoferrina pueden diferenciar la enfermedad inflamatoria 

de los trastornos funcionales del intestino. Un ejemplo de esto es un estudio 

realizado con pacientes con infección por Clostridium difficile, donde se 

observó que tanto la calprotectina fecal como la lactoferrina eran más altas 

en los infectados, especialmente en aquellos con toxina detectable en las 

heces312. Por lo tanto, el aumento de ambas proteínas en las heces de LA 

en comparación a los LC confirma el daño en la mucosa y la inflamación 

intestinal producidas por la alergia alimentaria.  

En el análisis de correlación, no se identificó ninguna ruta metabólica 

significativa que correlacionase con la α1-antitripsina, pero si se 

identificaron varias rutas para la lactoferrina y la calprotectina. En primer 

lugar, la lactoferrina se correlacionó inversamente con la vía de 

señalización proteína cinasa activada por adenosín monofosfato cíclico 

(AMPK). Se ha descrito en la bibliografía, que la lactoferrina puede activar 

la AMPK y, de esta forma, la fosforilación mediada por esta cinasa cambia 

de consumir adenosín trifosfato (ATP) en forma activa (para la biosíntesis 

de ácidos grasos y colesterol) a la producción activa de ATP (para la 

oxidación de ácidos grasos y glucosa)313. Asimismo, la lactoferrina se 

correlacionó de manera inversa con la biosíntesis de la unidad de azúcar 

policétido. Los policétidos son metabolitos secundarios de bacterias, y se 
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ha descrito que los ácidos grasos saturados se pueden considerar el 

producto final más reducido de la vía de los policétidos314. Los resultados 

sugieren que la lactoferrina juega un papel en la biosíntesis de ácidos 

grasos durante el desarrollo de la alergia. Estos hallazgos proporcionan una 

nueva visión del papel fisiológico de la lactoferrina para el mantenimiento 

de la homeostasis celular y tisular. Por otro lado, metabolismo mediado por 

el citocromo P450 resultó estar correlacionado positivamente con la 

lactoferrina. Este dato es relevante, al haberse descrito la formación de 

radicales de oxígeno mediada por la lactoferrina mediante el sistema 

NADPH-citocromo P-450 reductasa315. Por último, en relación con la 

inmunidad, se observó una correlación directa con la síntesis de hormona 

tiroidea. Se ha descrito que la hormona tiroidea desempeña un papel 

importante en la capacidad de eliminación de bacterias de los neutrófilos316. 

A su vez, estas importantes células efectoras del sistema inmunitario innato 

poseen gránulos específicos que contienen lactoferrina. Sin embargo, 

mientras que la correlación sérica se ha descrito, no existen datos de dicha 

correlación con lactoferrina fecal317.  

La calprotectina fecal tuvo una correlación significativa positiva con varias 

rutas metabólicas. La primera correlación observada fue con la ruta de la 

degradación de ácidos grasos. Se ha descrito que la calprotectina tiene un 

papel esencial en el proceso de inflamación, al tener la capacidad de unirse 

a los ácidos grasos insaturados, incluyendo el ácido araquidónico, el ácido 

oleico, etc318. Esta unión conduce a cambios estructurales que podrían ser 

beneficiosos para su participación en el proceso inflamatorio. Por otro lado, 

los ácidos grasos, en particular los AGCC, son metabolitos relacionados 

con la microbiota intestinal al ser la principal fuente de energía para los 

colonocitos319. Además, se ha descrito que los AGCC son capaces de 

favorecer la diferenciación de las Tregs del colon252. Estudios previos han 

reportado que la microbiota intestinal, la permeabilidad, los AGCC y la 

inflamación están alterados en las enfermedades alérgicas252. La 

correlación entre la calprotectina fecal y la degradación de los ácidos 

grasos se ha estudiado también en otras enfermedades como el estrés 
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crónico320 y el Parkinson321. Todos los resultados describen asociaciones 

positivas entre la calprotectina fecal y la degradación de ácidos grasos. Otra 

ruta metabólica con correlación positiva fue la del metabolismo del 

glutatión. La alergia alimentaria se asocia a la disfunción de la barrera 

epitelial intestinal, que puede verse afectada por el estrés oxidativo. 

Algunos estudios sugieren que las concentraciones de catalasa y glutatión 

peroxidasa se correlacionan significativamente con el nivel de calprotectina 

fecal en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal322,323. Esta 

correlación significativa observada, puede deberse al potencial prooxidante 

de la calprotectina o a su función antioxidante. Por otro lado, destaca la 

correlación de la calprotectina con el metabolismo de los glicerofosfolípidos, 

siendo de especial importancia al ser la ruta con un p valor ajustado 

significativo en el análisis metagenómico. Recientemente Schwarz et al.324 

han observado niveles de calprotectina fecal significativamente mayores en 

pacientes con enfermedad de Crohn que en sujetos sanos. La mayoría de 

los cambios se observaron en los fosfolípidos plasmáticos, como un mayor 

contenido de n-3 y cambios en los ácidos grasos poliinsaturados de cadena 

larga n-6. Asimismo, se ha asociado el aumento de la calprotectina con la 

obesidad en niños y se ha sugerido la utilidad potencial de este 

biomarcador en el seguimiento de sus complicaciones metabólicas325. Por 

último, se han correlacionado positivamente los niveles de calprotectina con 

la agregación y activación de las plaquetas326. Este dato es de gran interés 

ya que se ha descrito que los pacientes con un fenotipo alérgico respiratorio 

grave, con o sin alergia alimentaria, presentan una alteración de las 

funciones plaquetarias tales como la agregación, adhesión, activación y la 

liberación de gránulos en comparación con fenotipos alérgicos moderados 

y sujetos no alérgicos78.  

 

7. Conclusiones  

En este trabajo hemos confirmado que hay diferencias, tanto en el análisis 

metagenómico como en los niveles de proteínas fecales, entre los grupos 
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LA y LC. Además, nuestros resultados muestran una alteración en los 

metabolismos de los lípidos y los ácidos grasos, así como un aumento de 

lactoferrina y calprotectina en el grupo LA. Lo que podría indicar que existe 

una inflamación y disrupción de barrera intestinal producida por la alergia 

alimentaria. Trabajos anteriores de nuestro grupo han demostrado que la 

integridad de la barrera epitelial está comprometida en los fenotipos 

alérgicos graves, independientemente del alérgeno desencadenante, y que 

esto tiene consecuencias sistémicas327,328. En nuestro estudio, la integridad 

de la barrera epitelial de los lactantes alérgicos podría estar comprometida 

de antemano debido a las alteraciones metabólicas que ayudan a 

establecer el fenotipo alérgico. La disbiosis podría ser, por tanto, una 

consecuencia de la enfermedad. Sin embargo, serían necesarios estudios 

prospectivos en este sentido para confirmar esta hipótesis.  

Por otro lado, puesto que los factores alergia y dieta estaban relacionados 

en LA y LC, son necesarios estudios prospectivos que incluyan distintos 

intervalos de tiempo durante los primeros meses de vida de los lactantes 

para entender el papel de las diferencias a nivel de microbiota intestinal 

entre LA y LC en el desarrollo de la alergia. Por último, la identificación 

mediante técnicas ómicas de las vías metabólicas alteradas y de los 

metabolitos implicados, como los mediadores lipídicos, complementaría 

nuestros hallazgos y ayudaría a descubrir mecanismos adicionales por los 

que el microambiente intestinal de los primeros años de vida influye en el 

riesgo de alergia alimentaria. 

 

8. Anexos 

I. Características demográficas y clínicas de los lactantes incluidos en el 

estudio. H: Hombre; M: Mujer; LM: Leche Materna; F: Fórmula; H: 

Hidrolizado. 

Muestra 
Edad 

(meses) 
Sexo Clasificación 

Tipo de 
parto 

Antibióticos 
en el parto 

Alimentación 

LA_001 4 H Alérgico Cesárea Sí LM+H 

LA_002 5 M Alérgico Cesárea No LM 

LA_003 5 H Alérgico Vaginal No LM+H 
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LA_004 4 H Alérgico Cesárea No LM+H 

LA_005 5 M Alérgico Vaginal Sí LM+H 

LA_006 3 M Alérgico Vaginal No LM+H 

LA_007 2 H Alérgico Vaginal No H 

LA_008 6 M Alérgico Vaginal No H 

LA_009 6 H Alérgico Vaginal No H 

LA_010 3 M Alérgico Cesárea Sí LM+F 

LA_011 5 H Alérgico Vaginal No H 

LA_012 6 M Alérgico Vaginal No LM 

LA_013 5 H Alérgico Vaginal No H 

LA_014 5 M Alérgico Vaginal No LM+F 

LA_015 3 H Alérgico Vaginal No LM+H 

LA_016 4 M Alérgico Vaginal Sí LM 

LA_017 5 M Alérgico Vaginal No H 

LA_019 5 M Alérgico Vaginal No LM+H 

LA_020 7 H Alérgico Vaginal No LM 

LA_021 6 M Alérgico Vaginal No LM+F 

LA_022 6 M Alérgico Cesárea No LM 

LA_023 6 M Alérgico Vaginal No H 

LA_024 6 M Alérgico Vaginal No LM+H 

LA_026 8 M Alérgico Vaginal No LM+H 

LA_027 5 H Alérgico Vaginal No LM+H 

LA_028 7 H Alérgico Vaginal Sí LM 

LA_029 5 M Alérgico Vaginal Sí LM+H 

LA_030 6 H Alérgico Vaginal No H 

LA_031 4 M Alérgico Vaginal No H 

LA_032 6 H Alérgico Cesárea No H 

LA_033 4 M Alérgico Vaginal No LM+H 

LA_034 3 H Alérgico Vaginal No LM+H 

LA_035 6 H Alérgico Vaginal No H 

LA_036 1 M Alérgico Vaginal No H 

LC_001 6 H No alérgico Vaginal No LM 

LC_002 7 H No alérgico Vaginal No LM+F 

LC_003 6 M No alérgico Vaginal No LM+F 

LC_004 6 M No alérgico Vaginal Sí LM+F 

LC_005 6 H No alérgico Vaginal No F 

LC_006 6 H No alérgico Vaginal No F 

LC_007 8 H No alérgico Vaginal No LM+F 

LC_008 5 M No alérgico Vaginal No F 

LC_009 5 M No alérgico Cesárea No F 

LC_010 5 M No alérgico Cesárea No F 

LC_011 5 M No alérgico Vaginal No LM 

LC_012 4 H No alérgico Vaginal No F 

LC_013 3 M No alérgico Vaginal No F 

LC_014 4 M No alérgico Vaginal No LM+F 

LC_015 1 M No alérgico Vaginal No LM+F 

LC_016 3 M No alérgico Cesárea Sí LM+F 
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II. Cuestionario de antecedentes. Información sobre los datos personales 

y los posibles factores de riesgo de alergia en lactantes. 
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Conclusiones generales 

1. Es necesaria la estandarización en el manejo de pacientes y 

condiciones previas al análisis de heces mediante técnicas ómicas, 

ya que proporcionaría precisión y reproducibilidad y mejoraría la 

calidad general de los resultados de este tipo de estudios. Se ha 

realizado una propuesta de protocolo estandarizado, que incluye el 

diseño de un kit de recogida de heces que facilita al paciente la 

recogida de la muestra y su transporte al hospital. 

2. La recopilación de información de los pacientes mediante 

cuestionarios detallados incluyendo preguntas sobre dieta y 

alimentos funcionales, así como sobre otros factores intrínsecos, es 

de gran ayuda para conocer y potencialmente eliminar los sesgos 

interindividuales en el tratamiento de datos. 

3. El perfil metabolómico de los grupos murinos experimentales 

estudiados ha permitido establecer un nuevo modelo experimental 

de referencia,  en el que se ha demostrado la correlación entre la 

enteritis alérgica y los niveles de IgE. 

4. El incremento de IgE promueve alteraciones del metabolismo 

lipídico y genera productos lipídicos proinflamatorios en las etapas 

de inflamación leve y moderada, mientras que la presencia de IgE 

en la etapa de inflamación grave altera un mayor número de 

procesos fisiológicos, incluidos los relacionados con el microbioma 

intestinal (e.g. metabolismo del butanoato) y las rutas energéticas 

(e.g. ciclo de Krebs). 

5. La N-tau-metilhistamina se confirma como metabolito biomarcador 

de la activación de los mastocitos en la enteritis alérgica, así como 

potencial marcador de la gravedad de la enfermedad. 

6. La IgE está involucrada en la enteritis alérgica, no solo por causar la 

disrupción de barrera y el empeoramiento de la inflamación, sino 

también porque se produce la alteración de metabolitos intestinales, 
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que a su vez podrían modificar la inducción de respuestas inmunes 

reguladoras.  

7. Existen diferencias en la microbiota intestinal, tanto en el análisis 

metagenómico como en los niveles de proteínas fecales, entre los 

lactantes alérgicos a proteínas de leche de vaca y los lactantes 

control. 

8. En los lactantes alérgicos a proteínas de la leche de la vaca se 

observa el aumento de lactoferrina, calprotectina y la alteración del  

metabolismo de los lípidos y los ácidos grasos. Lo que sugiere la 

presencia de inflamación y de la disrupción de barrera intestinal 

producida por la alergia alimentaria. 

9. Existe una correlación significativa de la calprotectina fecal con el 

metabolismo de los glicerofosfolípidos, que se relaciona a su vez con 

la alergia alimentaria. 

10. Los estudios multiómicos permiten mejorar la comprensión de un 

sistema biológico en su conjunto. Esta Tesis Doctoral en particular, 

ha permitido avanzar en la compresión de la interacción de la 

microbiota con la alergia alimentaria y en la integración de datos 

procedentes de diferentes ómicas.  
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General conclusions 

1. Standardization in the management of patients and conditions prior 

to faecal analysis using omic techniques is necessary, as it would 

provide accuracy and reproducibility and improve the overall quality 

of the results of these studies. A standardized protocol proposal has 

been made, which includes the design of a stool collection kit that 

facilitates the patient to collect the sample and transport it to the 

hospital. 

2. The collection of information from patients through detailed 

questionnaires including questions about diet and functional foods, 

as well as other intrinsic factors, is of great help to know and 

potentially eliminate interindividual biases in data processing. 

3. The metabolomic profile of the experimental murine groups studied 

has allowed the establishment of a new experimental reference 

model, in which the correlation between allergic enteritis and IgE 

levels has been demonstrated. 

4. The increase in IgE promotes alterations of lipid metabolism and 

generates pro-inflammatory lipid products in the stages of mild and 

moderate inflammation, while the presence of IgE in the stage of 

severe inflammation alters a greater number of physiological 

processes, including those related to the intestinal microbiome (e.g. 

butanoate metabolism) and energy pathways (e.g. Krebs cycle).  

5. N-tau-methylhistamine is confirmed as a biomarker metabolite of 

mast cell activation in allergic enteritis, as well as a potential marker 

of disease severity. 

6. IgE is involved in allergic enteritis, not only because it causes barrier 

disruption and worsening of inflammation, but also because the 

alteration of intestinal metabolites occurs, which in turn could modify 

the induction of regulatory immune responses.   
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7. There are differences in gut microbiota, both in metagenomic 

analysis and in fecal protein levels, between infants allergic to cow's 

milk proteins and control infants. 

8. In infants allergic to cow's milk proteins, increased lactoferrin, 

calprotectin and impaired metabolism of lipids and fatty acids are 

observed. This suggests the presence of inflammation and disruption 

of the intestinal barrier caused by food allergy.  

9. There is a significant correlation of fecal calprotectin with 

glycerophospholipid metabolism, which is in turn related to food 

allergy. 

10. Multiomic studies allow to improve the understanding of a biological 

system as a whole. This Doctoral Thesis in particular, has allowed to 

advance in the understanding of the interaction of the microbiota with 

food allergy and in the integration of data from different omics. 
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