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The sun'll come out

Nothing good ever comes easy

I know times are rough

But winners don't quit

So don't you give up

After the storm - Kali Uchis

4



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autónoma de México y la Facultad de Estudios Superiores

Cuautitlán por brindarme el espacio y los recursos para mi desarrollo personal y profesional.

A mis profesores de la Facultad por tantos conocimientos transmitidos y a mis compañeros

por hacernos entre todos el camino más llevadero en muchos aspectos, muchas gracias a

todos.

A la Dra. Alma Revilla por creer en mí, gracias por su apoyo a nivel profesional y personal,

por escucharme, aconsejarme y enseñarme. Es un gran ejemplo a seguir, una excelente

profesora con una gran vocación, la admiro y aprecio muchísimo.

A la Dra. Alma Villaseñor por la gran oportunidad de aprendizaje, por incorporarme a su

equipo de trabajo y llevar mi formación profesional a otro nivel. No tengo como pagarte el

que me hayas recibido con los brazos abiertos, gracias infinitas.

A la Dra. Coral Barbas y los colaboradores del CEMBIO por la oportunidad y el espacio

para mi desarrollo profesional, fue un placer conocerlos a todos y poder trabajar en un lugar

de excelencia. En especial agradezco a la Maestra Andrea Macías por todo el conocimiento y

paciencia, gracias por permitirme trabajar a tu lado y aprender tanto.

A Naomi y Denef por acompañarme en la vida, por estar para mi y ser mi apoyo, los amo

mucho.

A mis close friends por ser mi red de apoyo durante mi estancia en el extranjero, ¡gracias por

acompañarme en esta aventura!

Y, por último, pero más importante, a mi mamá, gracias por apoyarme y acompañarme

siempre, por dejarme ser y aceptarme tal y como soy, gracias por convertirme en lo que soy

hoy en día, nunca me va a alcanzar la vida para pagarte todo lo que has hecho y sacrificado

por mí.

5



Índice
Resumen………...…...……………………………………………………………………. 09

Capítulo 1…………………………...………………………………………..…………... 10

1. Antecedentes ..…….....………………………………...………………………………. 10

1.1. Alergia alimentaria .………...…………………………………………………….. 10

1.1.1. Alérgenos y reactividad cruzada ………………………………………………. 11

1.1.2. Respuesta inmunológica ………………………………………………………. 13

1.1.3. Factores asociados en el desarrollo de la alergia alimentaria ……………......... 14

1.1.4. Prevalencia de alergia alimentaria …………………………………………….. 16

1.1.5. Diagnóstico, tratamiento e impacto de la alergia alimentaria …………………. 17

1.2. Proteínas de transferencia lipídica………………………………………………. 18

1.3. Pectinas y su papel terapéutico en alergias alimentarias……………………… 21

1.4. Metabolómica…………………………………………………………………….. 23

1.5. Metabolitos de interés……………………………………………………………. 27

1.6. Técnicas analíticas aplicadas al análisis metabolómico………………………. 28

1.6.1. Espectrometría de masas ………………………………………………………. 29

1.6.1.1. Métodos de ionización ………….……………………………………..…. 29

1.6.1.2. Analizadores …………..………………………………………………….. 32

1.6.2. Cromatografía de líquidos (LC) ……………………………………………….. 33

1.6.3. Resonancia magnética nuclear ……………………………………………….... 35

Capítulo 2…………...……………………………………………………………………. 37

2.1. Justificación………...…...………………………………….……………………….. 37

2.2. Hipótesis………...…...….……………………………………………………………. 38

2.3. Objetivos…….....……………………………………………………………………. 38

6



2.3.1. Objetivo general ………...…...…………………...………………………………. 38

2.3.2. Objetivos particulares ………...…...…………………………………………...…. 38

2.4. Materiales y métodos…...…...…..…………………………………………………. 39

2.4.1. Diseño experimental …...…………………………………………………………. 39

2.4.1.1. Elección de pacientes alérgicos a nsLTP y controles ………..………………. 39

2.4.1.2. Tratamiento administrado y toma de muestra …….…………………………. 39

2.4.2. Método dirigido para ácidos grasos de cadena corta (SCFA) ……………………. 41

2.4.2.1. Patrones para la cuantificación de SCFA ……………………………………. 41

2.4.2.2. Fundamento del método …………………….….……………………………. 41

2.4.3. Método dirigido para ácidos biliares (BA) ………...……..………………………. 42

2.4.3.1. Estándares y solventes ………...…...………..………………………………. 42

2.4.3.2. Preparación de disoluciones estándares …….….……………………………. 43

2.4.3.3. Preparación de muestras ……...……..………………………………………. 43

2.4.3.4. Características y condiciones de trabajo .………...…………………………. 44

2.4.4. Método dirigido para metabolitos relacionados con inflamación alérgica ……….. 46

2.4.4.1. Estándares y solventes …………………………………………………….… 46

2.4.4.2. Preparación de disoluciones estándares ……………………………………... 48

2.4.4.3. Preparación de muestras …………………………………………………….. 48

2.4.4.4. Características y condiciones de trabajo …………………………………….. 48

2.4.4.4.1. Método HILIC ……………………..………………………………….... 49

2.4.4.4.2. LC fase inversa ………..………………………………………………... 49

2.4.5. Tratamiento de datos obtenidos …………………………………………………... 51

2.4.5.1. Creación del método e integración de las señales cromatográficas …………. 51

2.4.5.2. Cuantificación de muestras ………………………………………………….. 52

2.4.5.3. Análisis estadístico ………………….…………………...………………….. 52

2.4.5.3.1. Análisis estadístico univariante y su representación gráfica ..………….. 52

7



2.4.5.3.2. Análisis estadístico multivariante y su representación gráfica …….…... 53

Capítulo 3……………………………………………………………………………….... 55

3.1. Resultados ……………….………………………………………………………..… 55

3.1.1. Análisis univariante ……………………….……………………………………… 55

3.1.1.1. Comparativa de grupos alérgicos vs controles a t = 0 meses ….…………….. 55

3.1.1.2. Comparativa de la abundancia de los metabolitos a través del tiempo por

tratamiento …………………………………………………………………………… 58

3.1.1.3. Comparativa entre los tratamientos a t = 2 meses …….…………………….. 61

3.1.1.4. Respuesta clínica del tratamiento …….……………………………………... 62

3.1.2. Análisis multivariante ……………….……………………………………………. 66

3.2. Discusión…………………………………………………………………………..… 70

Capítulo 4……………………………………………………………………………...…. 77

4. Conclusiones…………………………………………………………………………... 77

Referencias……………………………………………………………………………….. 78

Anexos…………………………………………………………………………………..… 84

Anexo 1. Concentración obtenida de cada metabolito en suero ………………………… 84

Anexo 2. Resultados del análisis de comparación de dos muestras …………………….. 90

Anexo 3. Resultados del análisis ANOVA de medias repetidas de 1 factor ……………. 92

Anexo 4. Resultados del análisis de ANOVA de dos factores ……………...………..…. 96

8



RESUMEN
La hipótesis de este trabajo es que en pacientes con alergia alimentaria (AA), causada por proteínas de
transferencia lipídica (LTP) empleando un tratamiento complementario en la dieta a base de pectina
puede ayudar a combatir la AA y esto debería verse reflejado en un cambio en la tolerancia al
alérgeno y en los principales metabolitos de comunicación entre la microbiota y el hospedero. Para
esta hipótesis, el proyecto planteó el análisis de los siguientes metabolitos: 1) los ácidos grasos de
cadena corta (SCFA, del inglés “short chain fatty acids” (n= 6), 2) los ácidos biliares (n= 25), y 3)
metabolitos relacionados con la inflamación alérgica (n= 36). Estos metabolitos fueron cuantificados
en suero de pacientes con AA antes y después de 2 meses de ser sometidos a 3 tratamientos: 2
pectinas con diferentes propiedades químicas y placebo.

Por todo lo anterior, este trabajo de tesis, está centrado en el tratamiento estadístico de los datos
generados del proyecto, y para poder llevarlo adecuadamente, se exploraron 2 estrategias estadísticas.
La primera fue el análisis univariante, el cual se hizo comparando variable a variable en cada una de
las comparaciones propuestas. La segunda estrategia fue el análisis multivariante, el cual compara
todos los datos en su conjunto para disminuir la dimensionalidad de los datos y con este mirar
patrones y agrupaciones de las muestras. Ambas estrategias fueron probadas con el fin de observar
los cambios en el metaboloma producidos por cada uno de los tratamientos y así poder inferir cuál de
estos podría funcionar de forma más adecuada en un futuro como posible tratamiento para pacientes
con AA.

Se realizaron diversas comparaciones que permitieron identificar cambios significativos a lo largo del
tiempo desde distintas perspectivas, lo que permitió observar la influencia de cada una de las variables
implicadas en el ensayo clínico. En este sentido, las comparaciones fueron: 1) diferencias de los
pacientes con AA del estudio frente a un grupo control no alérgico antes de recibir el tratamiento; 2)
diferencias de los pacientes con AA antes y después de recibir el respectivo tratamiento (pectina 1,
pectina 2, placebo); 3) diferencias de los pacientes con AA tras 2 meses de tratamiento (pectina 1,
pectina 2, placebo); 4) diferencias de los pacientes con AA tratados con alguna de las 2 pectinas
tolerantes frente a no tolerantes para observar la respuesta clínica a cada tratamiento.

En el análisis univariante se identificaron cambios significativos en varios metabolitos en cada una de
las 4 comparaciones antes descritas. Los cambios de estos metabolitos según la evidencia en otras
publicaciones indicarían que su cambio resultaría positivo para la mejora de la AA. Además, de
acuerdo con los resultados se pudo identificar que la naturaleza de la pectina administrada provoca
cambios significativos en distintos tipos de metabolitos. De los metabolitos más importantes que están
relacionados con la eficacia clínica se encuentra el ácido biliar hiodesoxicólico (HDCA) que tiene
propiedades antiinflamatorias. En el caso del análisis multivariante, no se obtuvieron modelos que
mostraran cambios significativos en las distintas comparaciones realizadas, este hecho indica que los
cambios entre los grupos bajo estas condiciones no son muy grandes y que esto puede estar
relacionado a que sea necesario el aumento del tiempo de tratamiento, la concentración de la pectina,
analizar otros metabolitos o el aumento de la cantidad de pacientes en el estudio.

Los resultados obtenidos de este trabajo son muy alentadores, y marcan una posibilidad prometedora
para mejorar los síntomas de estos pacientes y ayudarlos a combatir la AA. Sin embargo, estudios
futuros son necesarios para establecer las mejores condiciones en las que se tiene que llevar a cabo el
tratamiento.
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Capítulo 1

1. ANTECEDENTES

1.1. Alergia alimentaria

El primer informe de hipersensibilidad alimentaria se remonta a hace más de 2,300 años y se

le atribuye a Hipócrates, quien observó que existía relación entre cuadros de urticaria y la

ingesta de leche de vaca [1-3]. La reacción más severa de la hipersensibilidad alimentaria es

la anafilaxia, el primer caso clínico por un shock anafiláctico tras el consumo consecuente de

leche de vaca fue reportado en 1905 por Finkelstein [3,4]. Más tarde, en 1921, dos médicos

austriacos: Prausnitz y Küstner, realizaron un experimento de la transferencia de un suero de

una persona a otra con alergia al pescado (transferencia local pasiva), lo cual proporcionó las

bases para explicar la anafilaxia. Los estudios alérgicos de esa época se referían a la sustancia

responsable de la reacción alérgica como “reagina” y fue hasta 1967 que dicha sustancia fue

identificada como el anticuerpo IgE [3].

La alergia alimentaria (AA) está definida como una reacción adversa tras la ingesta de un

determinado alimento [4,5]. La AA puede diferenciarse de la intolerancia alimentaria, dado

que la AA es una respuesta inmunitaria específica que se da de forma reproducible tras la

exposición de un alimento determinado [6]. En contraste, la intolerancia alimentaria es una

respuesta fisiológica tras la exposición de un alimento o aditivo que no involucra mecanismos

inmunológicos, esta puede ser causada por distintos factores, tales como contaminantes

tóxicos, propiedades farmacológicas del alimento, o bien, deficiencias del huésped para

procesar el alimento como lo son trastornos metabólicos, enzimáticos o bien, reacciones

idiosincráticas [5,7].

La respuesta inmunitaria de la AA puede dividirse en trastornos mediados por

inmunoglobulina E (IgE), trastornos no mediados por IgE y trastornos mixtos, siendo la

primera la forma más frecuente de hipersensibilidad alimentaria [7][6]. La respuesta inmune

está enfocada en un alérgeno específico presente en el alimento y comúnmente las afecciones

se focalizan en el tracto intestinal, respiratorio y/o piel [4]. Se trata de una reacción adversa a
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un alimento caracterizada por la aparición aguda de urticaria, hinchazón, dificultad

respiratoria y/o emesis tras el consumo de un alimento [8]. El conjunto de reacciones

alérgicas oscilan entre leves, tales como el enrojecimiento, hasta potencialmente mortales;

siendo la anafilaxia la reacción más grave [7]. Estas suelen clasificarse como reacciones de

respuesta inmediata, pues se presentan en las primeras dos horas tras la ingesta del alimento

(incluso pueden ser minutos) [4]. Los pacientes con un riesgo más elevado de sufrir choques

anafilácticos son los adolescentes y adultos jóvenes dado que se encuentran mayormente

expuestos a conductas de riesgo [3,7]. En este sentido, la anafilaxia alimentaria es la segunda

causa más común de anafilaxia, después de los medicamentos. El aumento en las incidencias

de anafilaxia va en aumento, debido a que la incidencia en la AA de una forma continúa

aumentando a través de los años, los reportes han demostrado que el porcentaje de casos de

anafilaxia en emergencias se ha duplicado en los últimos años; de estos casos, más del 80%

corresponden a anafilaxia inducida por AA [13].

1.1.1. Alérgenos y reactividad cruzada

La respuesta de hipersensibilidad a los alimentos se debe a los alérgenos específicos

presentes en el alimento. Es por ello, que sólo un pequeño número de alimentos es

responsable de la mayoría de las reacciones alérgicas [4,9]. Los alérgenos alimentarios están

conformados por un número limitado de familias de proteínas cuyas características generales

son: un bajo peso molecular (<70 kDa), hidrosolubles y resistentes a la desnaturalización y

degradación mediante proteasas o acidificación [4,7]. Tienen propiedades moleculares

distintas lo que hace que las rutas de sensibilización entre alérgenos varíen, es decir que la

alergenicidad está relacionada con ciertas características estructurales de la familia de

proteínas a las que pertenezca el alérgeno [10].

La gran estabilidad de los alérgenos los hace resistentes a la degradación, lo que les permite

interactuar con el sistema inmunitario intestinal, haciendo posible que estos puedan

transportarse a través del organismo de una forma inmunológicamente intacta [7]. En la tabla

1.1 se muestran los principales alimentos alérgenos, responsables de la mayoría de las

reacciones en adultos y niños.
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Tabla 1.1. Principales alimentos alérgenos en adultos y niños [4].

Los alérgenos a su vez pueden clasificarse en verdaderos y no verdaderos. Los primeros son

aquellos que desencadenan la producción de una IgE específica, mientras que los no

verdaderos no son capaces de inducir por sí solos reacciones alérgicas, sino que son

potenciales alérgenos mediante reacción cruzada [4,11].

En este sentido, resulta difícil medir la exposición a los alérgenos alimentarios cuando la

exposición es mediante vía oral ya que el contacto cruzado puede producirse durante el

procesamiento de los mismos alimentos, mediante la introducción de un alérgeno alimentario

no intencionado. Por ejemplo, la producción de alimentos, tales como mantequillas de frutos

secos, incluido el cacahuate, suele realizarse en una misma línea de producción, lo cual

permitiría la contaminación del siguiente producto fabricado [7].

De igual forma, gran parte de la reactividad cruzada existente entre alimentos del reino

vegetal se debe a proteínas comunes en su composición, donde la profilina y las proteínas de

transferencia lipídica (LTP, del inglés lipid transfer proteins) suelen ser las más comunes. En

este sentido, la profilina es causante de reacciones habitualmente moderadas mientras que las

LTP son causantes de reacciones más graves tales como anafilaxia dada su termoestabilidad y

resistencia a la digestión; las reacciones causadas por este tipo de proteínas son más

frecuentes en países mediterráneos [9].

En este sentido, la sensibilización a los alérgenos de los alimentos o a los aero-alérgenos, a

través de las vías respiratorias, puede ser causante de la AA mediante reactividad cruzada.

Por ejemplo, varios alérgenos del polen pueden tener reactividad cruzada con proteínas

alérgenas presentes en alimentos vegetales [7]. En 2006, Fernández-Rivas, et. al., realizaron

un estudio multicéntrico de la alergia a la manzana en toda Europa a partir del cual se

encontró que, en Países Bajos, Austria y el norte de Italia, la alergia a la manzana es el
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resultado de la reactividad cruzada entre el alérgeno del polen de abedul (Bet v 1) y el

alérgeno de la manzana (Mad d 1). Por otro lado, en España, la exposición al polen de abedul

es prácticamente nula y el alérgeno de la manzana responsable de las reacciones de

hipersensibilidad es el Mal d 3. Los autores consideraron que en España, la alergia a la

manzana se debe a una sensibilización primaria al durazno (melocotón), cuyo principal

alérgeno es el Pru p 3, que presenta reactividad cruzada con Mal d 3. Ambas proteínas

pertenecen a la familia de las LTP [12].

1.1.2. Respuesta inmunológica

Para que ocurra una reacción alérgica, el huésped pasa por dos etapas, la etapa de

sensibilización y una posterior etapa de exposición. Dentro del proceso de sensibilización, los

antígenos son captados por las células presentadoras de antígenos para posteriormente ser

expuestos a los receptores de los linfocitos T. En este sentido, cuando el cuerpo reconoce

estas sustancias como inofensivas por el sistema inmunitario, son toleradas y se forman

anticuerpos de tipo IgG. En contraparte, cuando son reconocidas como una amenaza (en

personas alérgicas) se producen anticuerpos de tipo IgE [14]. Una vez que se ha formado el

IgE específico del ahora denominado alérgeno alimentario, su posterior exposición dará paso

a la liberación de histamina y otras sustancias pro-inflamatorias (figura 1.1.1) [14]. Si la

exposición al alérgeno es de forma recurrente, se puede producir una respuesta inflamatoria

crónica, dada por la interacción compleja entre células inflamatorias que afecta, entre otras

cosas, a las células tisulares produciendo cambios estructurales crónicos en el tejido, tales

como hipertrofia del músculo liso de las vías respiratorias, fibrosis y disfunción de los

órganos. De igual forma, los nervios sensitivos se encuentran sensibilizados durante el

proceso inflamatorio, produciendo síntomas [7].
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Figura 1.1.1. Mecanismo inmunitario clásico de reacciones alérgicas mediadas por IgE.

Reproducción de [15].

El proceso de sensibilización que da paso a la síntesis de IgE específica de un alérgeno

alimentario toma lugar en el tubo digestivo si se trata de un alérgeno verdadero, mientras que

para aquellos de reacción cruzada toma lugar en la vía pulmonar. Dada la naturaleza

resistente a la degradación de los alérgenos, estos pueden atravesar la barrera de la mucosa y

así transportarse a través del organismo de una forma inmunológicamente intacta, de esta

forma es que se unen al IgE específico [7].

En contraste, la inmunomodulación no mediada por IgE incluye mecanismos celulares, los

trastornos como la colitis y celiaquía son ejemplos típicos. Las reacciones adversas de este

tipo involucran frecuentemente al aparato digestivo por lo que los síntomas suelen ser más

subagudos o crónicos y no desaparecen de manera inmediata tras la suspensión del alimento

como las afecciones inmuno mediadas por IgE. Las reacciones alérgicas de este tipo son de

respuesta retardada y ocurren entre varias horas y pocos días tras la ingesta del alimento

alergénico [4,7,9].

1.1.3. Factores asociados en el desarrollo de la alergia alimentaria
Las AA se pueden producir por diversos factores genéticos, ambientales y del desarrollo, de

igual forma, las características antigénicas de las proteínas de los alimentos influyen en el

desarrollo de este tipo de patologías [7,16].
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Factores ambientales, tales como la higiene, uso de antibióticos, cambios en el estilo de vida

y particularmente, cambios en la dieta dan paso a cambios epigenéticos en el huésped, lo cual

puede influir en las reacciones alérgicas dependientes de la IgE [16,17]. Si bien el o los

mecanismos implicados en los cambios epigenéticos inducidos por factores ambientales aún

no se han dilucidado en su totalidad, estudios demuestran que las exposiciones ambientales

tempranas desempeñan una función clave en la activación o silenciamiento de genes

mediante la alteración del ADN. Dicha alteración puede ocurrir a través de la

acetilación/metilación de las histonas y la estructura de la cromatina. Los cambios

estructurales generados determinan el grado de compactación del ADN y la accesibilidad

para la transcripción genética, alterando de esta forma la expresión de los genes, el fenotipo y

la susceptibilidad a la enfermedad [17,18].

De igual manera, se ha demostrado que la mejora de las condiciones sociales que conduce a

condiciones de vida más sanitarias puede aumentar el riesgo de desarrollar AA. En

contraparte, crecer en un medio rural manteniendo contacto con animales y gran variedad de

microorganismos otorga una protección contra el desarrollo de AA [19,20].

Otros factores del desarrollo tales como la inmadurez de la mucosa y del sistema inmune

intestinal en niños y lactantes puede contribuir al desarrollo de la AA [4,7,9]. En este sentido,

el funcionamiento óptimo del sistema inmune debe permitir, la tolerancia de alimentos

procesados para mantener las células en el organismo de forma íntegra pero, ser capaz de

reaccionar frente a patógenos, generalmente mediante la producción de anticuerpos [2].

Particularmente, la respuesta inmune a un antígeno alimentario es una tarea específica del

sistema inmunitario de la mucosa intestinal (considerado el órgano inmunológico más grande

del cuerpo). Este sistema se caracteriza por poblaciones únicas de células tales como

linfocitos intraepiteliales, linfocitos de lámina propia, células dendríticas, macrófagos

presentadores de antígeno, placas de Peyer y linfocitos T con receptores para la presentación

de antígenos que en conjunto forman el complejo de la barrera intestinal [2,7].

La barrera de la mucosa, junto con los sistemas innato y adaptativo, constituyen la defensa

primaria del huésped en el aparato digestivo. El sistema inmunitario innato proporciona

protección mediante mecanismos de barrera, mientras que el sistema inmunitario adaptativo

impide que se produzcan respuestas indiscriminadas frente a antígenos inocuos [7].
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El estado de la barrera intestinal, así como la madurez del sistema inmune de la mucosa están

asociados al desarrollo de la AA. Los seres humanos tienen un sistema inmunitario intestinal

bien desarrollado a las 19 semanas de gestación, aunque incluso en estado maduro, hasta el

2% de antígenos alimentarios son capaces de absorberse y transportarse de forma intacta en el

organismo [2,21]. Se ha comprobado que la permeabilidad de la barrera se ve afectada por la

exposición a virus, alcohol, fármacos antiinflamatorios no esteroideos, así mismo, cambios en

la dieta pueden ocasionar una disbiosis en la microbiota intestinal, pulmonar y cutánea

[16,21].

En los últimos años ha llamado la atención la función de la microbiota comensal en el

tratamiento de la AA. Además de contribuir a la digestión intestinal, estimula la inmunidad

de la mucosa del intestino interactuando con las partes innata y adaptativa del sistema

inmunitario de la mucosa intestinal y de esta forma impulsa la diferenciación celular

reguladora en el intestino, que es parte fundamental para el mantenimiento de la intolerancia

inmunitaria [7,22,23]. Así mismo, la microbiota intestinal, ha sido asociada en múltiples

estudios a la producción de células T reguladoras (Treg), linfocitos encargados de controlar las

respuestas inmunitarias de antígenos y ayudan a prevenir enfermedades autoinmunes [22].

1.1.4. Prevalencia de alergia alimentaria

Si bien la prevalencia de la AA es mayor en la infancia, teniendo un pico de prevalencia en el

primer año de edad del 6 a 8%, esta disminuye con la edad, mostrando una proporción de

prevalencia promedio del 3 a 4% [9,24].

En las últimas décadas, la prevalencia de la AA ha aumentado, especialmente aquellas que se

encuentran mediadas por IgE, dado que dicho aumento se ha desarrollado en un corto periodo

de tiempo, se contribuye una mayor influencia a los factores de tipo ambiental al propiciar

cambios epigenéticos. La prevalencia de las AA se encuentra en aumento especialmente en

países industrializados, en contraparte, es considerablemente menor en países en vías de

desarrollo y en zonas rurales, en comparación con las zonas urbanas de un mismo país

[18,25,26]. Así mismo, como se ha mencionado, factores en los cambios en la dieta, la

exposición temprana a alérgenos, la lactancia materna, el uso generalizado de antibióticos, la

higiene y una menor exposición a la luz solar (lo que ocasiona una reducción en el vitamina

D), son algunos de los factores que pueden influir en el aumento de la prevalencia de AA.

Estos podrían actuar por separado o de forma combinada para dicho desarrollo, de igual
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forma, estos factores tendrán efectos distintos según la genética de cada persona [25,26]. La

figura 1.1.2 ilustra un resumen de los factores potenciales en el desarrollo de AA en edad

temprana.

Figura 1.1.2. Factores potenciales ligados al incremento de la prevalencia de AA inmuno mediadas
por IgE en las primeras etapas de desarrollo. Adaptación de [18].

Poco se sabe de la prevalencia de AA en adultos, es decir, se tienen datos de que la

prevalencia es menor en la edad adulta pero pocos estudios se han focalizado en medir dicha

prevalencia. Existen reportes que indican que en Estados Unidos de América (EUA) al menos

el 10% de la población adulta parece sufrir una AA mediada por IgE; un reporte de la FDA

(por sus siglas en inglés, U.S. Food and Drug Administration) en 2010 estimó que la

prevalencia de AA en adultos en EUA era del 13% [27].

1.1.5. Diagnóstico, tratamiento e impacto de la alergia alimentaria

El diagnóstico de AA tiene cierto grado de complejidad, ya que deben realizarse una serie de

diversas pruebas para poder confirmar o negar la presencia de AA. El diagnóstico es

personalizado y varía con cada paciente, aunque de forma general, se realizan una serie de

entrevistas para conocer los hábitos y antecedentes del paciente, así como la realización de

diferentes pruebas, tales como la prueba de punción cutánea (comúnmente conocido en inglés

como skin prick test) y la provocación alimentaria oral (PAO). La provocación alimentaria
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oral doble ciega controlada con placebo (PAODCCP) se considera la prueba de referencia

para el diagnóstico de AA [5,7].

El tratamiento de una AA debe ser personalizado, se requiere que un equipo

multidisciplinario de profesionales en alergias y nutrición [5,7]. El horizonte terapéutico de la

alergia alimentaria está ciertamente limitado, siendo de primera instancia, la supresión del

alimento de la dieta, así como de todos los alimentos que puedan provocar reacciones

cruzadas [3,5].

Si bien la dieta de eliminación es la piedra angular en el tratamiento de AA, existen ciertos

inconvenientes del uso de esta de forma prolongada debido a las carencias nutricionales o la

pérdida del estado de tolerancia [7]. Por otro lado, las dietas de eliminación resultan ser

agobiantes para las actividades sociales, por lo que muchos pacientes optan finalmente por

alejarse del resto pues el riesgo de que el alimento alérgeno esté en pequeñas cantidades en

otro alimento está siempre presente, afectando de esta forma la calidad de vida del paciente e

incluso familiares. Estudios han confirmado que la AA deteriora gravemente la calidad de

vida sobre todo en niños [7,28,29].

Padecer una AA podría tener un impacto tal de desarrollar un trastorno psiquiátrico tal como

depresión, trastorno somatomorfo y trastorno de angustia, así como desencadenar cuadros de

ansiedad en el paciente y los padres, cuando el paciente es diagnosticado a edad temprana.

Un diagnóstico adecuado y un buen plan de tratamiento claro y concreto ayuda a reducir la

ansiedad en pacientes y padres [22,29].

Existen diversas alternativas terapéuticas para AA, tales como los alimentos hipoalergénicos

y la inmunoterapia con alérgenos. De igual forma, se ha demostrado que el uso de probióticos

tiene efectos benéficos ya que puede generar una mayor diversidad de la flora intestinal y

favorece la homeostasis del microbioma [3].

1.2. Proteínas de transferencia lipídica

Las proteínas de transferencia lipídica no específicas, mejor conocidas por sus siglas en

inglés como non-specific lipid transfer proteins (nsLTP) fueron descubiertas por primera vez

hace 40 años por Jean-Claude Kader [30]. Se trata de proteínas de defensa presentes en

vegetales y pólenes, encargadas de evitar situaciones de estrés tales como frío, salinidad o la
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acción bacteriana, por ello estas tienden a concentrarse en mayor medida en la cáscara, piel y

hojas de las frutas que las contienen. En este sentido, la concentración de nsLTP en la pulpa

de las frutas puede ser hasta 220 veces menor [31,32].

Las nsLTP son alérgenos sumamente estables que presentan una alta reactividad cruzada

entre ellos lo que puede causar un patrón clínico grave de alergias múltiples conocido como

síndrome LTP, el cual incluye reacciones leves tales como ronchas o urticaria o bien,

reacciones graves como anafilaxia [16,33]. En este sentido, son los alérgenos alimentarios de

origen vegetal más prevalentes en el sur de Europa, capaces de sensibilizar y producir

síntomas en un gran número de alimentos de origen vegetal, incluyendo a aquellos que se

encuentran en forma cruda, cocinada o procesada [30,32,34]. Se trata de una alergia típica de

los países mediterráneos (principalmente España e Italia) que al igual que otras AA, ha

aumentado su incidencia a lo largo de los años, en dicha región geográfica es la causa más

frecuente de AA y de reacciones anafilácticas [35].

Tabla 1.2. Miembros representativos de la familia nsLTP. Adaptación de [32].

Existen diversos tipos de nsLTP, siendo el alérgeno más importante el Pru p 3, una nsLTP

presente principalmente en el durazno y en todas las frutas de la Familia Rosáceas y en el

grupo de nueces y cereales, tales como trigo, maíz y arroz [16,32]. No obstante, debe de
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tomarse en cuenta que las nsLTP están presentes en todos los tejidos vegetales, aunque en

menor proporción; factores como la maduración, así como las condiciones de

almacenamiento pueden fluctuar la cantidad de nsLTP presente en la fruta [32,36].

La Prup p 3 fue la primer nsLTP es ser ampliamente identificada y caracterizada como un

alérgeno alimentario relevante, que juega un papel como precursor en la sensibilización de

otras nsLTP. Como se muestra en la tabla 1.2, la principal fuente de este alérgeno es el

durazno, la concentración de Pru p 3 presente en la piel del durazno es de aproximadamente 6

mg/g, una concentración considerablemente alta, (en la piel de manzana la concentración

aproximada es de 66 µg/g) [30,32].

La Prup p 3 es una proteína pequeña de 91 aminoácidos con un peso molecular de 9,178 Da

[30,32]. El dominio proteico consiste en hélices alfa que albergan ocho residuos de cisteína,

los cuales forman cuatro puentes intramoleculares de disulfuro. Estos, confieren a la proteína

una alta resistencia a la temperatura y cambios de pH, así mismo, son responsables del

comportamiento de la proteína [30,32]. La Prup p 3 (figura 1.2.1) puede ligarse a diversos

ligandos lipídicos, tales como ácidos grasos, Acyl-coenzyme A y fosfolípidos que confieren

cambios estructurales en la proteína los cuales alteran la superficie de la proteína lo cual

puede modificar a su vez las propiedades de unión a la IgE específica [30,32].

Figura 1.2.1. Estructura cristalina del alérgeno Pru p 3. Reproducción de [32].

Las reacciones alérgicas que pueden manifestarse en el síndrome de LTP son muy variadas,

estas pueden ir de urticaria hasta anafilaxia. La concentración de IgE específico Pru p 3 no

está relacionado con la gravedad de las reacciones alérgicas. La sensibilización a nsLTP

puede ocurrir en distintas vías [30,32]. Pruebas de sensibilización cutánea a través de extracto
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de durazno han sido ligadas a su vez a la sensibilización de nsLTP [37]. De igual forma, la

sensibilización vía gastrointestinal es posible para la Pru p 3. Se ha demostrado que esta tiene

una alta capacidad de cruzar la barrera intestinal, lo cual es un paso típico de la

sensibilización de alérgenos alimentarios [38].

La sensibilización a esta clase de alérgenos depende de factores individuales tales como la

dieta y ocupación de cada persona, así como de factores geográficos; las reacciones más

graves son frecuentemente asociadas a diversos cofactores tales como: ejercicio, ingesta de

alcohol, antiácidos y antiinflamatorios no esteroideos [30,32].

1.3. Pectinas y su papel terapéutico en alergias alimentarias

Hasta este punto, se ha clarificado que los cambios nutricionales y ambientales podrían

desencadenar la disbiosis de la microbiota intestinal, pulmonar y cutánea, generando

alteraciones en la producción de metabolitos de la microbiota correspondiente, lo cual

desencadenaría a su vez, modificaciones epigenéticas, relacionadas, entre otras cosas, con la

susceptibilidad a la inflamación alérgica [16,39,40].

Los componentes de la dieta y las comunidades microbianas influyen en la disponibilidad de

metabolitos existentes en la microbiota intestinal, que son pieza clave en la comunicación

huésped - hospedador, y por ende, de la salud del tracto intestinal [40]. Se tiene evidencia de

que la incorporación de suplementos en la dieta alimentaria puede ayudar a tratar alergias, tal

es el caso de los prebióticos que estimulan el crecimiento y actividad de ciertos

microorganismos, particularmente, aumentan indirectamente la secreción de metabolitos

derivados de bacterias intestinales que afectan de forma directa la respuesta inmunitaria de

ciertas células [39].

Las fibras dietéticas son polisacáridos de al menos tres unidades poliméricas cuya alta

resistencia a la digestión los clasifica a su vez como prebióticos de los cuales se tiene

evidencia que cuya fermentación selectiva, producida por bacterias intestinales, confiere

diversos efectos benéficos a la salud del huésped, principalmente el aumento de la

concentración de ácidos grasos de cadena corta (SCFA por sus siglas en inglés Short Chain

Fatty Acids) en la microbiota, los cuales, a su vez, tienen propiedades inmunomoduladoras

[39,40]. De igual forma, disminuye el riesgo de enfermedad coronaria, cáncer de colon y

diabetes tipo 2, en contraste, la deficiencia de fibra en la dieta incrementa el riesgo de padecer

cáncer de mama, colon e hígado [41].

21



En este contexto, las pectinas son fibras dietéticas que se encuentran de forma natural

acumuladas en paredes y tejidos intercelulares de las plantas, donde funcionan como un

agente hidratante y estructural. Se clasifican como ácidos complejos y heterogéneos cuyo

peso molecular va de los 50,000 a 150,000 g/mol. Se trata de prebióticos cuyo componente

dominante es una cadena lineal de ácido galacturónico (GalA) (al menos en un 65% están

constituidos por GalA), en la cual una proporción de los grupos ácido carboxílico (C6) están

presentes en forma de metil ésteres. La proporción de grupos GalA esterificados respecto al

total de grupos GalA se denomina grado de esterificación (DE, por sus siglas en inglés

Degree of Esterification). En este sentido, existen dos tipos de pectina: pectina de alta

metoxilación (HMP por sus siglas en inglés high methoxyl pectin) con DE >50% y pectina de

baja metoxilación (LMP por sus siglas en inglés low methoxyl pectin) con DE <50% (Figura

1.3.1). En la naturaleza la mayoría de las pectinas son de tipo HMP, mientras que las LMP

son más comunes en alimentos procesados [39].

Figura 1.3.1. Estructura de las pectinas y grado de esterificación. El esqueleto de la pectina se
constituye en al menos un 65% de ácido galacturónico (GalA) que puede o no estar esterificado en

el grupo carboxilo presente en C-6. Reproducción de [39].

El grado de esterificación determina las propiedades de la pectina en alimentos lo cual está

relacionado con su función inmunomoduladora. En este sentido, las pectinas de tipo HMP

son más resistentes a la degradación y la digestión, por lo que tienden a permanecer un mayor

tiempo en el intestino [39].

Al igual que otras fibras dietéticas, los niveles ingeridos de pectina son directamente

proporcionales con los niveles de SCFA en el sistema, así como a la abundancia relativa de
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bacterias y por ende, a la inmunomodulación de las AA. En la figura 1.3.2. se ilustra el efecto

de la suplementación dietética con pectinas.

Figura 1.3.2. Efecto de la suplementación dietética de pectinas en el organismo. Reproducción de
[39].

1.4. Metabolómica

El avance tecnológico ha permitido el análisis más detallado de genes, transcritos, proteínas,

metabolitos y diversas macromoléculas del organismo vivo mediante el desarrollo de ciencias

ómicas [42]. Las ciencias ómicas han hecho uso de técnicas analíticas de alto rendimiento

que generan grandes cantidades de datos lo que ha permitido el estudio y entendimiento de
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muchas enfermedades complejas, pues ayuda a descifrar mecanismos moleculares complejos

[42,43].

Las ciencias ómicas incluyen la genómica, transcriptómica, proteómica y metabolómica, cada

una de ellas se enfoca en el estudio de distintos componentes dentro de un organismo vivo

(Figura 1.4.1). La genómica se enfoca en la estructura, función, edición de genomas, y define

las posibles características genéticas de una persona asociadas a una enfermedad. Por su

parte, la transcriptómica estudia la suma de todos los transcritos de ARN en cualquiera de sus

formas (ARN mensajero, ARN ribosómico, ARN de transferencia, etc.). La proteómica es la

caracterización de la estructura, función, interacción y/o modificación de las proteínas en

cualquier fase [42].

Figura 1.4.1. Representación del enfoque de las ciencias ómicas. Reproducción de [42].

La metabolómica es la última de las ciencias ómicas en consolidarse y está enfocada en el

análisis del metaboloma, en este sentido, el metaboloma es el conjunto de moléculas

intermedias y finales del metabolismo (metabolitos). Por definición un metabolito tiene un

peso molecular menor a 1500 Da y su estudio puede permitir conocer de forma rápida el

estado biológico del huésped, ya que la abundancia de metabolitos cambiarían bajo una

condición fisiopatológica. Es por ello que, los metabolitos son el último paso en una sucesión

de eventos biológicos, por lo que cualquier alteración de genes, transcritos o enzimas tendría

un impacto directo en ellos; de esta manera permitiría conocer los procesos exactos asociado

a la progresión de una enfermedad. En este sentido, la identificación y cuantificación de

determinados metabolitos podría ser una importante herramienta para el diagnóstico precoz

de enfermedades y para conocer la respuesta a un determinado tratamiento [42,44].
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Es importante destacar que el metaboloma de un organismo vivo no está compuesto

únicamente por sus propios metabolitos, es decir, que también los metabolitos procedentes

del microbioma (especialmente del intestino), los metabolitos xenobióticos (por ejemplo,

procedentes de medicamentos) y los metabolitos de la dieta son parte del metaboloma. Los

niveles en los que se encuentre cada uno de estos dependerá de diferentes factores, tales como

ejercicio, edad, sexo y medio en el que se desarrolla el huésped [42].

Dentro del análisis metabolómico, existen dos enfoques complementarios de trabajo: el

análisis no dirigido y el dirigido [42,44]. El análisis no dirigido es la medición de una gama

más amplia de metabolitos extraídos de una muestra biológica, en donde no se cuenta con un

hipótesis previa respecto a los metabolitos que se espera encontrar o la proporción de estos

dentro del organismo, es decir, se analizan tantas señales sean posibles en un sólo análisis

ejecutado. Los metabolitos medidos conjuntamente a partir de una muestra se consideran la

huella metabólica del paciente [42,44]. El objetivo del enfoque no dirigido es estudiar las

diferencias significativas en las abundancias relativas de metabolitos entre grupos de la huella

metabolómica obtenida ya que se estima que en el estado de una enfermedad, habría

conjuntos de metabolitos que se ven alterados debido a la progresión de la patología y por

ende, caracterizan a la enfermedad. En este sentido, el enfoque no dirigido ayuda a obtener

nuevos biomarcadores potenciales de una condición clínica para mejorar el diagnóstico de

enfermedades o bien, para comprender sus mecanismos fisiopatológicos [42,44].

El análisis dirigido se enfoca en la identificación y cuantificación más precisa de un grupo

pequeño de metabolitos previamente seleccionados, implicados en rutas metabólicas

definidas. En este sentido, para el análisis dirigido se requiere de información inicial, es decir

una hipótesis previa para poder desarrollar y optimizar el método para que este sea más

sensible y selectivo. El análisis dirigido es utilizado, entre otras cosas, para la validación

analítica de biomarcadores potenciales que finalmente serán sometidos a la validación clínica

para su aplicación en diagnósticos y tratamientos [42,44]. De igual forma, se utiliza en

aplicaciones clínicas con el fin de confirmar biomarcadores que prueban una hipótesis; el

análisis se puede realizar de manera cuantitativa o semicuantitativa con el uso de estándares

internos isotópicamente marcados y técnicas analíticas desarrolladas ad hoc [42]. No

obstante, el uso de estándares resulta ser una limitación en este enfoque metabolómico ya que

algunos metabolitos carecen de estándares; este hecho reduce el número de metabolitos

posible a analizar y cuantificar mediante análisis dirigido [44].
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Si bien ambos enfoques pueden trabajarse de forma individual, en la búsqueda de nuevos

biomarcadores potenciales suelen utilizarse ambos enfoques, en primer instancia se utiliza el

enfoque no dirigido para la realización de una nueva hipótesis respecto a los metabolitos

potenciales, que posteriormente será corroborada a partir de un análisis metabolómico

dirigido y finalmente, si resultan favorables los resultados obtenidos, los metabolitos serán

sometidos a una validación clínica. Esta metodología, por ejemplo, es utilizada en la

búsqueda de biomarcadores en fenotipos alérgicos en los que aún no se ha realizado una

caracterización metabólica, en la figura 1.4.2 se ilustra el proceso general para la

identificación de potenciales biomarcadores utilizando metabolómica.

Figura 1.4.2. Representación del proceso metabolómico para la caracterización de potenciales
biomarcadores.

Para que un metabolito pueda ser considerado un potencial biomarcador debe de tener un

respaldo de evidencias que permitan dar una explicación biológica de su relación con una

determinada enfermedad, por ejemplo, el metabolito que actúa actualmente como

biomarcador para el diagnóstico de la diabetes es la glucosa [42].

La aplicación de las ciencias ómicas en enfermedades complejas es un gran avance en la

investigación ya que permite generar un panorama completo de lo que ocurre en un

26



organismo vivo y con ello entender el estado de una patología y su progresión, con ello,

resulta muy útil para encontrar nuevas estrategias de intervención y tratamiento [42].

1.5. Metabolitos de interés

El análisis metabolómico de este trabajo está enfocado en la aplicación de la metabolómica

dirigida en tres grupos de metabolitos: 1) ácidos grasos de cadena corta (SCFA, por sus siglas

en inglés short chain fatty acids), 2) ácidos biliares (BA, por sus siglas ne inglés bile acids) y

3) metabolitos relacionados con la inflamación alérgica (AIM, por sus siglas en inglés

allergic inflammation metabolites), dado que todos ellos guardan relación o bien con la

alergia, o bien con la relación huésped-microbiota.

Los SFCA, especialmente acético, propiónico y butírico promueven la generación de células

T reguladoras (Treg) y suprimen la función inflamatoria de las células dendríticas (DC) en las

vías respiratorias, así mismo, mantienen un pH bajo en el intestino lo que inhibe el

crecimiento de bacterias patógenas; en este sentido, la deficiencia de SCFA en el intestino

está relacionado con el desarrollo de AA [39,45]. Los SFCA son fuente de energía para

diversos grupos bacterianos y células epiteliales intestinales, el acético, propiónico y butírico

son los metabolitos más abundantes de su tipo, pueden encontrarse en la sangre y el tracto

intestinal [40].

Trompette et. al., encontraron mediante un estudio en modelo de ratón que la incorporación

de fibra en la dieta resulta en comunidades microbianas intestinales marcadamente diversas;

por el contrario, la falta de fibra dietética disminuye notablemente la riqueza y diversidad

bacteriana de la microbiota intestinal. De forma particular, las fibras fermentables promueven

el crecimiento de bacterias del filo bacteroidetes, lo que a su vez lleva a un aumento en la

concentración local y sistémica de SCFA. De forma particular, se encontró que el propiónico

provoca un efecto protector contra la inflamación alérgica en las vías respiratorias [40].

Por su parte, Tan, et. al., pudieron establecer que una dieta con un contenido alto en fibra da

paso a una reducción significativa en los síntomas clínicos tales como anafilaxia. De igual

manera, mediante la suplementación directa de SFCA a modelos de ratón pudieron establecer

que los ácidos acético y butírico brindan una protección contra la AA al observar una

reducción en los síntomas clínicos y una reducción en los niveles séricos de IgE. Dado que la

suplementación directa con SCFA no provocó cambios en la composición de la microbiota de

los ratones se pudo comprobar que el efecto de estos metabolitos sobre la AA es directo [45].
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Por otro lado, los BA son moléculas derivadas del colesterol y sintetizadas en el hígado

envueltas en procesos fisiológicos esenciales, por ejemplo, dadas sus propiedades

detergentes, facilitan la absorción y/o eliminación de lípidos y vitaminas liposolubles en el

lumen intestinal, así mismo, contribuyen a la homeostasis de la microbiota intestinal y a la

regulación del gasto energético del huésped [46,47]. Los BA primarios son sintetizados en el

hígado y posteriormente metabolizados en la microbiota intestinal para dar paso a la

formación de BA secundarios. En este contexto, los BA pueden causar efectos benéficos o

dañinos para el huésped según sea el ácido en cuestión. En el plano de las alergias, se ha

demostrado que el ácido ursodesoxicólico (UDCA) tiene efectos inmunomoduladores tales

como la supresión de la producción de inmunoglobulinas [47-50]. Así mismo, se ha

encontrado que los BA modulan la diferenciación y función de las células T, ayudando a la

protección contra patógenos [51].

Finalmente, estudios previos de nuestro grupo de investigación utilizando la metabolómica no

dirigida en combinación con la transcriptómica y la proteómica en diferentes modelos de

gravedad de la enfermedad alérgica, permitió identificar metabolitos relacionados con el

metabolismo energético, los esfingolípidos, las vías de los fosfolípidos y la función

plaquetaria asociados al fenotipo grave de alergia y anafilaxia [52-54]. Así que en función de

la existencia de los patrones comerciales, se desarrolló y validó una metodología para medir

hasta 36 metabolitos relacionados con la inflamación alérgica [52]. Entre ellos, por ejemplo,

la esfingosina-1-fosfato (S1P, por sus siglas en inglés sphingosine 1- phosphate), es una

molécula con propiedades pro-inflamatorias en las vías respiratorias [55-58]. Por su parte, la

oleamida tiene efectos antiinflamatorios a nivel neurológico e interviene en la regulación de

la respuesta inmune a través del sistema endocannabinoide [59-61]. De igual manera las

lisofosfatidilcolinas (LPC) son metabolitos con propiedades pro-inflamatorias, inductoras de

vasoconstricción [62].

1.6. Técnicas analíticas aplicada en análisis metabolómico

El análisis metabolómico completo requiere la integración de diversas técnicas analíticas,

dado que resulta difícil detectar todos los metabolitos presentes en un metaboloma utilizando

una única técnica de análisis. Actualmente, se utilizan dos técnicas analíticas principales en

metabolómica: la espectroscopía de resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en

inglés Nuclear Magnetic Resonance) y la espectrometría de masas de alta resolución (HRMS,

por sus siglas en inglés High Resolution Mass Spectrometry). Esta última se utiliza
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generalmente siendo acoplada a técnicas analíticas de separación como son la cromatografía

de líquidos (LC-MS), cromatografía de gases (GC-MS) y la electroforesis capilar (CE-MS), y

son las más utilizadas debido a su alta sensibilidad y potencial de elucidación estructural

[42,63,64]. Entre todas las técnicas, la LC-MS es la más utilizada [42,64].

1.6.1. Espectrometría de masas

La MS es una técnica analítica enfocada en la separación y detección de múltiples

compuestos. El avance tecnológico y la modernización de esta técnica ha hecho que los

equipos de MS sean más fáciles de manejar, llevando a la MS a ser una técnica fundamental

en el estudio de proteínas, lípidos y metabolitos [65]. El análisis de analitos mediante MS se

fundamenta en el estudio de iones cargados en fase gaseosa los cuales son separados en

función de su masa carga (m/z) y su abundancia [44,65].

Los componentes principales de un equipo de MS son: la fuente de ionización, el analizador

de masas y el detector. En este sentido, el analizador y el detector se encuentran en

condiciones de alto vacío, de esta forma se evita su influencia en el patrón de fragmentación

de las moléculas, reduciendo de esta manera el ruido instrumental en el análisis [65,66]. Los

espectrómetros de masas en tándem (MS/MS) poseen la capacidad adicional de seleccionar

iones e inducir su fragmentación para obtener información estructural detallada de las

especies seleccionadas [65,66].

1.6.1.1. Métodos de ionización

Existen diversas fuentes de ionización, la técnica tradicional es el impacto electrónico (EI),

esta técnica está enfocada en la análisis de moléculas pequeñas, volátiles y termoestables,

generalmente, utilizada en el acoplamiento de la técnica GC-MS. En EI las moléculas

colisionan con un haz de electrones acelerados y energéticos (70 eV), el choque de las

moléculas con el haz electrónico provoca la retirada de un electrón dentro de la molécula que

genera un ión molecular (catión radical [M+*]), cuya relación m/z corresponde a la masa

nominal del compuesto. A partir de este la molécula se fragmenta, teniendo la ventaja de que

el patrón de fragmentación es característico de cada molécula por lo que resulta ser

reproducible (figura 1.6.1) [65].
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Este tipo de ionización se considera agresiva con el analito, además, para la ionización es

necesario que el analito se encuentre en estado gaseoso, por lo que los compuestos no

volátiles, polares y termolábiles no pueden ser ionizados mediante EI [65,66].

Figura 1.6.1. Representación del proceso de ionización y subsecuente ionización por impacto
electrónico (EI). Reproducción de [65].

A partir de la necesidad de analizar compuestos termolábiles y no volátiles, se han

desarrollado nuevos sistemas de ionización. A finales de la década de los ochenta, se

desarrollaron entre otras, la ionización por electrospray (ESI) y la ionización por desorción

láser asistida por matriz (MALDI), ambas son técnicas de ionización suaves, utilizadas

comúnmente para los análisis LC-MS de moléculas biológicas como péptidos, proteínas o

lípidos [65].

En la ionización mediante ESI, el analito (que se encuentra en disolución), fluye a través de

un capilar metálico al que se le aplica un alto voltaje con el fin de producir iones, trabajando

a presión atmosférica. El extremo del capilar por el que la disolución que contiene al analito

sale, está en forma de cono (cono de Taylor), esto hace que a su salida, se formen gotas

pequeñas que contienen a los analitos cargados que posteriormente son desolvatados

normalmente, a través de una corriente alta de nitrógeno (N2), las gotas posteriormente se

volverán más pequeñas produciendo un fenómeno denominado explosión de Coulomb

cuando la tensión superficial del líquido se vea superada por la repulsión entre cargas

presentes en la superficie de la gota hasta formarse finalmente los iones del analito en estado

gas (figura 1.6.2) [65].

En este sentido, dado que la ionización en ESI es a partir de una solución, los compuestos

termolábiles pueden ionizarse y volatilizarse mediante esta técnica idealmente sin que sufran

una fragmentación [65].
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Figura 1.6.2. Representación del proceso de ionización por electrospray (ESI).
Reproducción de [67].

Por su parte, en MALDI la muestra que contiene el analito (en baja concentración) es

embebida en un material matriz (sólida o líquida) que está depositada en el extremo de una

sonda de acero inoxidable o colocada en una placa metálica dentro de una cámara de vacío.

Durante el proceso de ionización, del analito junto con la matriz son irradiados con un láser

de pulso corto, en este sentido, la matriz es capaz de absorber cantidades grandes de energía

por lo la energía proveniente de la irradiación láser es absorbida por la matriz y transferida a

las moléculas de la muestra, el analito y la matriz son posteriormente desorbidos, formando

iones en fase gaseosa (figura 1.6.3) [65,66]. Este tipo de ionización es utilizada para el

análisis de ciertos biopolímeros tales como proteínas, péptidos, oligonucleótidos,

polisacáridos y polímeros sintéticos [65,66].

Figura 1.6.3. Representación del proceso de ionización por desorción láser asistida por matriz
(MALDI). Reproducción de [65].
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1.6.1.2. Analizadores

En MS, los analizadores de masas son aquellos componentes encargados de la separación de

iones en base a su m/z, en este sentido, para el análisis de moléculas biológicas los

analizadores utilizados con mayor frecuencia son: los cuadrupolos (Q) y tiempo de vuelo

(TOF, por sus siglas en inglés Time of flight) [65].

El analizador de Q consta de 4 varillas metálicas paralelas dispuestas en un cuadrado a las

que se les aplica un potencial de corriente continua (CD) y radiofrecuencia (RF) siendo de

esta forma separados los iones en función de sus valores m/z. Aplicando valores específicos

de DC y RF iones de determinado valor de m/z pueden seleccionarse, pues tendrán una

trayectoria estable y serán capaces de pasar a través del analizador al detector [44,65]. El

inconveniente del analizador Q es que tiene una resolución baja de la masa del ión (un

decimal), para compensar esto, se utilizan 3 cuadrupolos dispuestos uno detrás de otro. Este

tipo de configuración se denomina triple cuadrupolo (QqQ). Cada cuadrupolo tiene una

función distinta: el primer cuadrupolo (Q1) funge como un filtro de masas ordinario, el

segundo cuadrupolo (q2) actúa como celda de colisión donde se fragmenta la masa cargada

del ión seleccionado en el Q1, y el tercer cuadrupolo (Q3) aísla un fragmento específico. El

q2 aplica las condiciones más favorables para la producción de fragmentos específicos. La

selección de una masa inicial que da un fragmento específico se denomina transición y se

considera única del compuesto o metabolito (figura 1.6.4) [44,65,66]. Esta configuración

proporciona mayores capacidades de especificidad, sensibilidad y selectividad [44].

Figura 1.6.4. Esquema de un QqQ-MS. Reproducción de [66].
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En el analizador TOF mide el tiempo requerido para que los iones cargados viajen dentro del

analizador hasta llegar al detector. El fundamento de este analizador consiste en que los iones

al ser acelerados estos reciben la misma energía cinética por unidad de carga (Ek) y pasarán a

través de un tubo de deriva libre de campo de 1-2 m de longitud (en condiciones de alto

vacío). Debido a esto, la velocidad que adquiera cada ión estará relacionada con su m/z. En

este sentido, la velocidad será inversamente proporcional a su masa, por lo que los iones más

ligeros llegarán al detector primero que aquellos de un mayor peso (figura 1.6.5) [65,66]. En

comparación con el analizador Q, el TOF tiene una mayor resolución y exactitud de las

relaciones m/z (hasta 4 decimales), que a su vez se ve aumentada al incrementar la longitud

del tubo de deriva [65].

Figura 1.6.5. Mecanismo de separación del analizador TOF. Reproducción de [65].

1.6.2. Cromatografía de líquidos (LC)

Las técnica cromatográficas son métodos físicos de separación en los que los componentes a

separar se distribuyen en dos fases, una fase que permanece inmovil (fase estacionaria) y otra

fase que se mueve a través de la fase estacionaria (fase móvil) en una dirección definida. En

este sentido, la cromatografía de líquidos (LC, por sus siglas en inglés Liquid

Chromatography) tal y como su nombre lo indica, hace uso de una fase móvil en forma

líquida para la separación de compuestos. Dentro de la cromatografía de líquidos, la

cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC, por sus siglas en inglés High

Performance Liquid Chromatography) es la más utilizada actualmente por su gran

versatilidad, cuya principal diferencia con la cromatografía de líquidos convencional es que

la fase móvil en LC se mueve por la fuerza de gravedad, mientras que en HPLC, la fase móvil
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fluye en altas presiones creadas por una bomba, lo que reduce el tiempo análisis y optimiza la

separación de los analitos en una determinada muestra [66]. En este sentido, en la actualidad,

se refiere comúnmente a LC a todos los sistemas que generalmente hacen uso de un equipo

HPLC.

Tomando en cuenta lo anterior, existen diversos tipos de LC, que son clasificados ya sea por

el principio de separación en el que se basan o bien, por el tipo de interacción con la fase

estacionaria que utilizan; entre ellos se encuentran la cromatografía de partición o

líquido-líquido, cromatografía de adsorción o líquido-sólido, cromatografía de intercambio

iónico, cromatografía de exclusión por tamaño, cromatografía por afinidad, cromatografía

quiral y cromatografía de interacción hidrofílica (HILIC, por sus siglas en inglés Hydrophilic

Interaction Liquid Chromatography) [66]. Para cualquier tipo de LC, se cuentan con los

mismos componentes principales: inyector de muestras, fases móviles, fase estacionaria

(columna) y detector; en este sentido, la diferencia entre cada uno de ellos está en función a la

fase estacionaria que se utiliza [66].

Las condiciones cromatográficas se pueden ajustar según la muestra a separar, aunque de

forma general, la separación de los analitos en la muestra se basa según el grado de afinidad o

el tipo de interacción con la fase estacionaria o la fase móvil. En este sentido, no siempre es

posible conseguir una buena separación de compuestos utilizando una fase móvil que

contenga un solo disolvente. Generalmente se utilizan mezclas de disolventes, que a su vez

pueden eluir de manera isocrática (composición de la fase móvil constante a lo largo del

análisis) o bien, en gradiente (la proporción de disolventes de la fase móvil se altera a lo largo

del análisis), en esta última se va aumentando a lo largo del análisis la proporción de un

disolvente que se sabe que es más eficaz para eluir los compuestos más retenidos [65].

Históricamente, dentro de la LC, la cromatografía en fase normal fue la primera de

desarrollarse, en ella se utiliza una fase estacionaria polar, generalmente, las columnas son

empacadas con sílice o compuestos con grupos amino, ciano o diol, mientras que la fase

móvil se trata de disolventes orgánicos no polares, tales como diclorometano o acetato de

etilo [65,66]. La separación en la fase normal es posible por la diferencia en las interacciones

polares de cada compuesto con la fase estacionaria, es decir, dentro de esta técnica, los

compuestos polares se retienen un mayor tiempo en la columna, al aumentar la polaridad de

la fase móvil a lo largo del análisis es posible disminuir su retención, es decir, cuanto más

polar sea la fase móvil, la retención será menor [65,66]. Esta técnica actualmente es poco

utilizada dada la gran toxicidad de los disolventes utilizados como fase móvil.
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En contraparte, la LC en fase inversa tiene una fase estacionaria no polar o de baja polaridad,

donde se utilizan columnas empacadas con hidrocarburos de cadena larga enlazados

covalentemente a la superficie de la sílice (C8 o C18) y una fase móvil orgánica polar (como

metanol o acetonitrilo) en mezcla con soluciones acuosas. Este tipo de cromatografía es la

más habitual dada su gran versatilidad y baja peligrosidad de los disolventes utilizados como

fase móvil [65,66]. En este tipo de separación, los componentes no polares tendrán una

mayor retención en la columna, siendo los compuestos polares aquellos que se retengan un

menor tiempo en la fase estacionaria. El principio de esta separación es la diferencia en la

hidrofobicidad de cada compuesto presente en la muestra [65].

En la HPLC los compuestos son identificados por su tiempo de retención (tR), sin embargo,

cuando los compuestos tienen un tR similar, no es posible separarlos por este método [65].

Entonces, se hacen uso técnicas acopladas para una mejor detección de los componentes. En

este sentido, la LC-MS (cromatografía de líquidos acoplada a cromatografía de masas, por

sus siglas en inglés Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) permite diferenciar

numerosos compuestos con tR similar pero diferente m/z, se trata de una técnica analítica que

puede utilizarse para el análisis cualitativo y/o cuantitativo, cuya principal ventaja es es el

alto número de especies detectables al utilizar dicha técnica [65].

1.6.3. Resonancia magnética nuclear

La RMN se basa en medir la absorción de un núcleo atómico al someterlo a un campo

magnético intenso que es irradiado con ondas de radiofrecuencia (RF, 4 a 900 MHz) [66].

El fundamento teórico de esta técnica analítica se remonta a 1924, cuando W. Pauli sugirió

que algunos núcleos atómicos tienen las propiedades de giro o spin (en inglés), así como un

momento magnético, por ello, al exponerlos a un campo magnético se produciría el

desdoblamiento de sus niveles energéticos. Posteriormente, en 1946 F. Bloch y E. Purcell

realizaron trabajos independientes en donde demostraron de forma experimental lo dicho por

Pauli, razón que les hizo merecedores del Premio Nobel en 1952 [66].

Avances posteriores revelaron que la absorción de RF por parte del núcleo se veía

influenciada por el entorno molecular, aspecto que podría relacionarse con la estructura

molecular. A partir de 1953, cuando Varian Associates comercializa el primer RMN es que el

crecimiento y aprovechamiento de esta técnica crece a nivel exponencial y con ello la

investigación y avances en diversas áreas de la química [66].
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Dentro del análisis metabolómico, la RMN es una técnica rápida, no invasiva y no destructiva

que cuya ventaja adicional es que puede aplicarse para muestras sólidas, líquidas y gaseosas,

así mismo, requiere de una preparación mínima para la muestra. La RMN genera información

sobre la identidad y cantidad de un elevado número de metabolitos en un solo experimento,

sin embargo, en comparación con MS, tiene una menor sensibilidad y, aunado a eso, el

análisis de los espectros es altamente complejo comparado con cualquier técnica de MS

[44,65].
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Capítulo 2

2.1 JUSTIFICACIÓN

Este trabajo forma parte del proyecto de investigación llamado DIFAMEM (abreviación del

inglés para Dietary Intervention in Food Allergy: Microbiome, Epigenetic and Metabolomic

interactions), el cual es un estudio Europeo novedoso que pretende aprovechar el potencial de

una dieta enriquecida en pectina para tratar la AA abordando de forma exhaustiva sus efectos

sobre el epigenoma y el microbioma, las modificaciones metabolómicas y la modulación

inmunitaria. Se trata de un proyecto internacional y multidisciplinario en donde

colaboradores de distintas instituciones trabajarán en conjunto para identificar qué tipo de

pectina (HMP o LMP) ejerce los efectos benéficos más fuertes en las AA en términos de

cambios inmunológicos, así como investigar los mecanismos inmunomoduladores

subyacentes de las AAs analizando entre otros aspectos la metabolómica e identificando

potencialmente biomarcadores y dianas terapéuticas [16].

Dentro del conjunto de colaboradores, se encuentra el Centro de Excelencia en Metabolómica

y Bioanálisis (CEMBIO), perteneciente a la Facultad de Farmacia de la Universidad San

Pablo CEU (Madrid, España). En este proyecto, el CEMBIO será encargado del análisis

metabolómico dirigido de los metabolitos de interés (SCFA, BA, y AIM) en suero de

pacientes con AA a LTP con el fin de dilucidar el impacto de ambos tratamientos en el

metaboloma de los pacientes y así, evaluar la posibilidad de ser usados posteriormente como

tratamiento clínico.

En este sentido, esta tesis se centra en el análisis estadístico de los metabolitos: SCFA, BA, y

AIM cuantificados en muestras de suero obtenidas de pacientes con AA mediada por LTP

antes y después de una intervención de 2 meses con pectinas de tipo HMP, LMP y placebo,

así como el análisis de un grupo control de sujetos no alérgicos.
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2.2. HIPÓTESIS

La hipótesis del presente trabajo es que tras recibir el tratamiento con pectinas, los pacientes

alérgicos deberían mostrar cambios en la composición de los metabolitos de estudio (SCFA,

BA y AIM) que resulten positivos para la salud del hospedero. Se espera que dichos cambios

sean distintos para cada grupo de pacientes alérgicos y que guarden relación con el tipo de

pectina administrada (LMP o HMP).

2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivo General

Realizar el tratamiento estadístico de los metabolitos cuantificados (SCFA, BA y AIM) a

partir de tres análisis dirigidos, basados en el uso de la cromatografía de líquidos acoplada a

espectrometría de masas con analizador de triple cuadrupolo (LC-QqQ-MS) en muestras

séricas de pacientes con AA a LTP que recibieron diferentes tratamientos con pectinas y

placebo y determinar si existe mejoría en su condición alérgica.

2.3.2. Objetivos Particulares

- Aplicar estadística diferencial univariante y multivariante para encontrar aquellas

diferencias significativas en los metabolitos cuantificados que se correlacionen con el

efecto del tratamiento en el tiempo y con la eficacia clínica del tratamiento.

- Comparar e interpretar los resultados obtenidos con la literatura existente respecto a

los efectos observados en estudios previos.

- Determinar si el grado de esterificación de la pectina guarda relación con los cambios

positivos observados en la salud del paciente.
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2.4. MATERIALES Y MÉTODOS

2.4.1. Diseño experimental

2.4.1.1. Elección de pacientes alérgicos a nsLTP y controles
Para el estudio se reclutaron pacientes alérgicos a nsLTP así como sujetos no alérgicos

utilizados como controles, cuyas edades se encontraban de los 14 a 60 años por el Hospital

Regional Universitario de Málaga, España.

Para confirmar la alergia a nsLTP, se utilizaron protocolos validados y estandarizados que

consistieron en:

1. Presentar una respuesta positiva a la prueba de punción cutánea frente a extractos de

distintos pólenes así como al extracto de nsLTP proveniente de durazno (Pru p 3), el

criterio de respuesta positiva fue presentar una roncha de al menos 3 mm de diámetro.

2. Presentar una respuesta positiva de IgE específica a Pru p 3 con una concentración

mayor a 0.35 kUA/L.

3. Presentar una respuesta positiva a una prueba de provocación alimentaria oral de

doble ciego controlada con placebo (PAODCCP) con durazno. En este sentido, la

PAODCCP no fue efectuada a aquellos pacientes que hayan presentado más de dos

episodios de anafilaxia tras la ingesta de durazno en los dos años anteriores al estudio.

De 137 pacientes a los que se realizaron las pruebas, 34 fueron los pacientes seleccionados

que culminaron con éxito el tratamiento. Así mismo, los individuos del grupo control no

alérgico está compuesto de aquellos individuos que dieron negativo a todas las pruebas

realizadas.

2.4.1.2. Tratamiento administrado y toma de muestra
De los 34 pacientes, 12 fueron tratados con la pectina LMP (CU901, proveniente de cáscara

de frutos cítricos), 13 pacientes con la pectina HMP (Herbapekt, proveniente de la cáscara de

manzana) y 9 fueron tratados con placebo (preparado con almidón de maíz y saborizante a

durazno). La asignación del tratamiento se hizo de manera aleatoria y ciega para el paciente y

el médico. Para este estudio, ambas pectinas (HMP y LMP) contaron con un bajo peso

molecular y tenían un grado de esterificación del 57% y 7.3%, respectivamente [16].
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Durante el tratamiento, a los pacientes alérgicos se les administró 10 g de la pectina

correspondiente junto con 5 g de almidón de maíz o bien sólo 5 g de almidón de maíz para el

caso de los placebos, disueltos en agua o jugo de limón de forma oral dos veces al día durante

dos meses.

Se tomaron muestras de suero de los pacientes alérgicos y del grupo control antes de recibir

el tratamiento (semana 0) y tras culminar el tratamiento (semana 8, 2 meses), se tomaron

muestras de suero únicamente de los pacientes alérgicos. Para ello se obtuvieron muestras de

sangre por venopunción, transcurridos 12 minutos después de la extracción de sangre y trás la

coagulación de la misma, esta fue centrifugada durante 10 minutos a temperatura ambiente y

se recolectó el suero en tubos de 5 mL que finalmente fueron congelados a -80°C para su

posterior análisis [16].

Así mismo, una vez terminado el tratamiento (2 meses, T2), se realizó una prueba de

provocación oral con durazno en los pacientes alérgicos para diferenciar aquellos pacientes

Tolerantes de los No Tolerantes, ya que este es un criterio sobre la eficacia clínica del

tratamiento. La figura 2.4.1 resume el diseño experimental que se realizó para este proyecto.

Figura 2.4.1. Diseño experimental de los análisis metabolómicos del proyecto DIFAMEM.
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2.4.2 Método analítico para ácidos grasos de cadena corta (SCFA)

2.4.2.1. Patrones para la cuantificación de SCFA
Se utilizaron los siguientes estándares: 13C-AcéticoDnsHz, 13C-ButíricoDnsHz,
13C-PropionicoDnsHz, 12C-AceticoDnsHZ, 12C-ButíricoDnsHz, 12C-IsobutiricoDnsHz,
12C-IsovaléricoDnsHz, 12C-PropiónicoDnsHz, 12C-ValéricoDnsHz.

Para la cuantificación de estos, se llevó a cabo una curva externa de calibración, así mismo,

para la detección de cada especie se utilizaron las transiciones correspondientes de m/z los

valores de cada uno se enlistan en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Tabla de transiciones dMRM del método analítico LC-QqQ-MS para SCFA&.

&: Voltaje de aceleración: 4 V; Tiempo de retención: 15min; Ventana de tiempo de retención:30min; Polaridad: positiva.

2.4.2.2. Fundamento del método
El método para la determinación de SCFA es un método optimizado por colaboradores del

CEMBIO que aún no está publicado, pero que está basado en un método publicado por Zhao

y Li en 2018 [68].

En este sentido, se trata de un método analítico para ácidos carboxílicos, entre los que se

incluyen los SCFA: ácido acético, ácido propiónico, ácido butírico, ácido isobutírico, ácido

valérico y ácido isovalérico, mediante una previa derivatización y marcaje isotópico (13C) con

dansyl hidrazina (12C-DnsHz y 13C-DnsHz) para dar paso a la formación de los

correspondientes hidrazidas (Figura 2.4.2). El marcaje isotópico se lleva a cabo a temperatura

ambiente en una solución acuosa en 2 horas y tiene como principal objetivo cambiar las

propiedades de los SCFA que dificultan su análisis. Así, al estar unidos a una molécula
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grande tal como DnsHz, se aumenta su peso molecular, reduciendo su volatilidad y

facilitando su capacidad de fragmentación lo que permite una mejor identificación en el

análisis QqQ [68]. Debido a la confidencialidad, las características del tratamiento de muestra

y preparación de patrones para la cuantificación de los SCFA en el método optimizado por el

grupo de investigación, no se describe.

Figura 2.4.2. Representación gráfica del método desarrollado por Zhao y Li, 2018.
Reproducción de [68].

2.4.3. Método analítico para ácidos biliares (BA)

2.4.3.1. Estándares y solventes
El método consiste en analizar BA primarios y secundarios, para el estudio se utilizaron un

total de 44 BA: 36 de ellos descritos en la literatura como posibles de encontrar en muestras

de humanos, 3 sintéticos y 5 deuterados.

Los estándares internos de BA sintéticos: ácido glicodehidrocólico (3,7,12-GDHCA), ácido

taurodehidrocólico (3,7,12-TDHCA) y ácido hidrocólico (3,7,12-DHCA), todos a 1000 ppm.

Los estándares de BA deuterados: ácido glicocólico deuterado (GCA_d4), ácido desoxicólico

deuterado (DCA_d4), ácido quenodesoxicólico deuterado (CDCA_d4), ácido cólico

deuterado (CA_d4) y ácido ursodesoxicólico deuterado (UDCA_d4), todos a una

concentración de 100 ppm.

En este sentido, los BA fueron comprados en Steraloids (Rhode Island, Estados Unidos),

Sigma-Aldrich (Missouri,Estados Unidos) y Cayman Chemicals (Michigan, Estados Unidos).

Los solventes utilizados fueron: agua grado Milli-Q (H2O), acetonitrilo, alcohol isopropílico

y ácido acético. Por su parte, los reactivos químicos adicionales utilizados fueron el acetato
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amónico (Panreac, USA). Dentro de este estudio fue posible detectar 25 BA, enlistados en la

tabla 2.2.

Tabla 2.2. Ácidos biliares detectados en el análisis dirigido.

2.4.3.2. Preparación de disoluciones estándares
Cada uno de los estándares se preparó de forma individual. Para favorecer la asignación y

validación de los 25 BA, estos se dividieron en dos grupos: “alto” o grupo de BA con mayor

señal analítica y “bajo” con señales analíticas bajas. Con esta aproximación todos los BA

podían separarse en tiempo de retención unos de otros.

Las disoluciones stock fueron mezcladas en una única disolución por grupo (alto y bajo) a

una concentración 8 veces mayor que la concentración estimada de BA en las muestras de

suero (800%). Las curvas de calibración correspondientes fueron preparadas a partir de estas

disoluciones stock, teniendo 5 puntos a concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400%, y el

blanco.

2.4.3.3. Preparación de muestras
La preparación de las muestras se realizó siguiendo el protocolo publicado por Sarafian et.

al., 2015 [69] y adaptado por el grupo investigador del CEMBIO (publicación en proceso).

Para la preparación de las muestras se prepararon dos mezclas:

● La mezcla de estándares sintéticos (MeOH-SIS), en donde cada uno se encontraba a

una concentración de 500 ppb disueltos en metanol (MeOH).
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● La mezcla de estándares deuterados (MeOH-D4-IS), en donde cada uno de los

estándares se encontraba a una concentración de 500 ppb disueltos en MeOH.

De las muestras almacenadas, de cada una se midieron 100 µL de suero, se mezclaron con

300 µL de la mezcla fría de MeOH-SIS, se vorteó e incubó la muestra a -20 °C durante 20

min para posteriormente centrifugar a rpm máxima por 15 min a 4 °C.

Posteriormente, 245 µL del sobrenadante fueron evaporados en un SpeedVac por 2 h a 47 °C

a una presión de 10 mbar. Finalmente, al producto evaporado se le añadieron 50 µL de la

mezcla MeOH-D4-IS que fue agitado por vortex y finalmente centrifugado por 10 min a 2000

rcf, 4 °C (Megafuga) para su posterior análisis.

En este sentido, los estándares internos (IS del inglés internal standards) sintéticos

(MeOH-SIS) y deuterados (MeOH-D4-IS) fueron añadidos a todas las muestras y a la mezcla

de los estándares (disoluciones stock) en una concentración final de 1,875 ppb (antes de

evaporar) y 500 ppb (añadido después de evaporar), respectivamente.

2.4.3.4. Características y condiciones de trabajo
Los análisis de las muestras se realizaron en un equipo de LC-QqQ-MS modelo 6470B de

Agilent Technologies. Las muestras fueron separadas en una columna cromatográfica

ACQUITY BEH C8 (Waters) con un tamaño de poro de 130Å, tamaño de partícula 1.7 µm,

diámetro interno de 2.1mm y longitud de 100 mm. Se utilizó una pre-columna VanGuard

(Waters) de 2.1 mm de diámetro y 5 mm de longitud para la protección y mantenimiento de la

eficacia de la columna cromatográfica, que estaba a una temperatura constante de 60ºC.

Las fases móviles consistieron en solvente A: una mezcla de acetonitrilo y agua (ACN/H2O)

en proporción 1:10 añadiendo 1 mM de acetato amónico y ajustando el pH a 4.15 con ácido

acético; solvente B: una mezcla de acetonitrilo y alcohol isopropílico (ACN/IPA) en

proporción 1:1. Por otra parte, la solución de lava sellos fue una mezcla de H2O/IPA en una

proporción 1:1. El volumen de inyección fue de 5 µL y el tiempo de análisis total fue de 15

min. La temperatura del auto-muestreador fue 4ºC. Previo al análisis, se realizaron 3 ciclos

de lavado de columna suaves (H2O/IPA, 90:10) y un lavado fuerte con IPA.

El sistema de QqQ-MS fue operado en modo dMRM (por sus siglas en inglés, dynamic

multiple reaction monitoring) a una velocidad de 1 ciclo por 500 milisegundos en modo de

ionización por electrospray negativo (ESI-). Los parámetros del MS fueron los siguientes:
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temperatura de la fuente ionización 150 ºC, temperatura de desolvatación 600 ºC, voltaje del

cono 60 V, voltaje del capilar 1500 V, flujo de gas de desolvatación 1000 L/h y flujo de gas

del cono 150 L/h.

Para la cuantificación de estos, se utilizó una curva externa de calibración, así mismo, para la

detección de cada especie se utilizaron las transiciones correspondientes de m/z los valores de

cada uno se enlistan en la tabla 2.3.

Tabla 2.3. Tabla de transiciones dMRM del método analítico LC-QqQ-MS para BA&.

&: Voltaje de aceleración: 7 V; Ventana de tiempo de retención: 1.5 min; Polaridad: negativa.
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2.4.4. Método analítico para metabolitos relacionados con inflamación

alérgica (AIM)
El método dirigido para el análisis de 36 metabolitos relacionados con inflamación alérgica

fue desarrollado a partir de varios análisis no dirigidos de distintos modelos de alergia dentro

del grupo CEMBIO. Dada la gran variedad de especies involucradas, los metabolitos se

separaron en dos grupos según sus propiedades fisicoquímicas para ser analizados por dos

métodos analíticos diferentes. En este sentido, se emplearon dos técnicas cromatográficas

complementarias: cromatografía de líquidos de interacción hidrofílica (HILIC), para el

análisis de metabolitos polares pequeños (especialmente aminoácidos y ácidos orgánicos) y

cromatografía de líquidos en fase inversa, para el análisis de metabolitos de mediana

polaridad (principalmente fosfolípidos y esfingolípidos), ambas técnicas cromatográficas se

realizaron en un equipo de LC-QqQ-MS [52].

2.4.4.1. Estándares y solventes
El método consiste en el análisis de 36 AIM que incluyen esfingolípidos, lisofosfolípidos,

aminoácidos, ácidos grasos, carnitinas, entre otros, la lista de metabolitos completa se

muestra en la tabla 2.4.
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Tabla 2.4. Metabolitos relacionados con inflamación alérgica analizados en el método

dirigido.

Los estándares de ácido araquidónico, LPC 14:0, LPC 16:0, LPC 17:0, LPC 17:1, LPC 18:0,

LPC 18:1, LPE 18:0, LPI 16:0, LPI 20:4, ácido palmitoleico, oleamida, esfinganina-1P,

esfingosina-1P, esfingosina, esfingosina d7 y LPC 18:1 d7 se adquirieron en Avanti lipids

(Birmingham, AL, USA). Por otro lado, los estándares de bilirrubina, ácido láctico, ácido

láurico, ácido oleico, adenosina, arginina, betaína, carnitina, cortisol, creatina, creatinina,

hexanoyl carnitina, ácido hipúrico, hipoxantina, leucina/isoleucina, fenilalanina, prolina,

propionilcarnitina, urea, carnitina d3, isoleucina d7 y ácido palmítico d31 se adquirieron en

Sigma- Aldrich (Darmstadt. Germany). La fenilalanina d5 y valina d8 son de Cambridge

Isotope Laboratories Inc. (Andover, MA, USA).

Los solventes utilizados fueron: agua ultrapura obtenida a través de osmosis inversa obtenida

a partir de un sistema Milli-Q Plus 185 (Millipore, Billerica, MS, USA). MeOH grado MS y

ACN, estos obtenidos de Fischer Scientific (Hampton, NH, USA). Solución de amonio grado
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analítico (28%, GPR RECTAPURⓇ) y ácido acético glacial (AnalaRⓇ NORMAPURⓇ), que

fueron obtenidos de VWR Chemicals (Radnor, PA, USA).

2.4.4.2. Preparación de disoluciones estándares
Para cada uno de los métodos cromatográficos se construyeron las correspondientes curvas de

calibración y disoluciones de IS. En este sentido, con el fin de optimizar tiempo, las curvas de

calibración, los IS y las muestras fueron preparadas de la misma forma, es decir, utilizando

como disolvente una mezcla de metanol:etanol (MeOH:EtOH) en una proporción 1:1.

En este sentido, dada la existencia de efecto matriz, para cada metabolito se preparó una

curva de calibración externa con adición de un pool de muestra, para estas curvas se usaron

volúmenes iguales 1:1 del pool de suero diluido (1:8) y de cada una de las disoluciones de la

curva (0%, 25%, 50%, 100%, 200%, 400% y 800%). En cada una de las curvas de

calibración el eje de las ordenadas (Y) corresponde al área relativa (Ametabolito”x” /AIS”x”) y el eje

de las abscisas (X) a la concentración del patrón añadido + la concentración estimada en el

pool de muestra utilizado (µg/mL).

2.4.4.3. Preparación de muestras
Para cada muestra, se usaron 50 µL de suero que fueron mezclados con 150 µL de

MeOH:EtOH 1:1, diluyendo de esta forma 4 veces el suero. Posteriormente la mezcla fue

agitada en vortex por 1 min y puesta en un baño de hielo por 15 minutos. Una vez

transcurrido el tiempo se centrifugó a 16000 x g, 20 min a 4 °C. Se tomaron 70 µL de

sobrenadante y fueron mezclados en un vial para LC con 50 µL de la mezcla de IS

correspondiente (la concentración final de los IS fue de 0.2 µg/mL para HILIC y 0.3 µg/mL

para fase inversa) y 440 µL de una mezcla: ACN: H2O (95:5) + ácido acético 0.1% + acetato

de amonio 7.5 mM (mezcla utilizada como fase móvil inicial en el método HILIC). Lo

anterior dió como resultado una dilución final de la muestra 1:8, para su separación

cromatográfica. En el caso del blanco, se siguió el mismo procedimiento sustituyendo los 50

µL de suero con agua.

2.4.4.4. Características y condiciones de trabajo
Ambos análisis fueron medidos utilizando el modo dMRM en una sistema de LC 1260

Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), acoplado a un QqQ-MS con
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ionización ESI Agilent Jet Stream (ESI(AJS)/QqQ-MS), 6470 Agilent Technologies (Santa

Clara, CA, USA).

2.4.4.4.1. Método HILIC

En el método HILIC se utilizó una columna Kinetex HILIC (150 mm x 2.1 mm x 100 Å) que

se mantuvo a una temperatura de 25 °C. La separación se realizó mediante la elución en

gradiente, en este sentido, las fases móviles consistieron en A: agua y B: ACN, ambas

adicionadas con acetato de amonio 7.5 mM y ácido acético 0.1%, obteniendo un pH final en

la fase acuosa (A) de 4.0. La velocidad de flujo fue de 0.5 mL/min. El gradiente comenzó

con 5% de A durante 2 min que después incrementó a 50% hasta 12 min y finalmente volvió

a las condiciones iniciales hasta los 22 min.

Las parámetros del MS fueron los siguientes: modo de ionización por electrospray positivo

(ESI+), temperatura de la fuente de ionización a 250 ºC, voltaje del capilar 5500 V, flujo de

gas del nebulizador de 11 L/min y una presión de la fuente de 60 psi.

2.4.4.4.2. LC en fase inversa

En fase inversa se utilizó una columna Supelco Ascentis Express fase inversa (150 mm x 2.1

mm x 2.7 µm) que se mantuvo a una temperatura de 60 °C. La separación se realizó mediante

la elución en gradiente, donde de igual manera las fases móviles consistieron en A: agua y B:

ACN, ambas adicionadas con únicamente ácido acético 0.1%, obteniendo un pH final en la

fase acuosa de 3.3. La velocidad de flujo fue de 0.6 mL/min. Para este caso, el gradiente

comenzó con 20% de B durante 2 min que después incrementó al 100% hasta transcurridos

10 min y se mantuvo así durante 5 min para finalmente volver a las condiciones iniciales

hasta los 20 min.

Las parámetros del MS fueron los siguientes: voltaje del capilar 3500 V en ionización ESI+ y

3000 V en ESI-, flujo de gas del nebulizador de 10 L/min, temperatura de la fuente de

ionización de 250 ºC y una presión de la fuente de 45 psi.

Para ambos métodos cromatográficos, durante el análisis los viales se mantuvieron a 4°C en

un automuestreador termostatizado, con un volumen de inyección de 5 µL.

Respecto a la detección de los 36 AIM, se utilizaron las transiciones correspondientes de m/z

los valores de cada uno se enlistan en las tablas 2.5 (método HILIC) y 2.6 (método fase

inversa).
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Tabla 2.5. Tabla de transiciones dMRM de los métodos analíticos LC-QqQ-MS para AIM

por método HILIC&.

&: Voltaje de aceleración: 7 V; Ventana de tiempo de retención: 5 min; Polaridad: positiva.
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Tabla 2.6. Tabla de transiciones dMRM de los métodos analíticos LC-QqQ-MS para AIM

por método Fase Inversa&.

&: Voltaje de aceleración: 7 V; Ventana de tiempo de retención: 6 min.

2.4.5. Tratamiento de datos obtenidos

2.4.5.1. Creación del método e integración de las señales

cromatográficas
Para ambos tiempos (t= 0 meses y t = 2 meses), en los tres métodos dirigidos los datos fueron

obtenidos en dMRM, base desarrollada por Agilent Technologies, en donde cada uno de los

archivos generados contenía la señal analítica de cada una de las transiciones en los intervalos

de tiempo establecidos en el método analítico. Las áreas de las curvas de cada compuesto

51



fueron integradas utilizando el programa QQQ Software B.08.00 (Agilent Technologies). Los

valores de las áreas fueron exportados a un archivo excel para la posterior cuantificación.

2.4.5.2. Cuantificación de las muestras
La cuantificación de cada compuesto se realizó a partir de la interpolación del valor de área

relativa (Ametabolito X /AIS X) obtenida en cada muestra en su respectiva curva de calibración

realizando los cálculos correspondientes, considerando las diluciones realizadas en cada caso

para obtener la concentración final de cada uno de los compuestos en el suero de cada

paciente. En el ANEXO 1 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificación de cada

compuesto en ambos tiempos para cada paciente.

2.4.5.3. Análisis estadístico
Este trabajo se encuentra centrado en el análisis estadístico y la interpretación de resultados.

El análisis de las muestras y su cuantificación (partes anteriormente descritas) fueron

realizadas por el personal del CEMBIO.

2.4.5.3.1. Análisis estadístico univariante y su representación gráfica

Se realizaron 3 diferentes análisis estadísticos univariantes con los datos obtenidos para poder

explicar el efecto del tratamiento a lo largo del tiempo, cada uno de ellos fue realizado en

MATLAB R 2018b, utilizando los “scripts” (códigos) desarrollados por el estadístico del

CEMBIO, el Profesor Santiago Angulo.

1. Comparación de dos muestras en donde se aplicó una prueba de t-test o prueba U de

Mann-Whitney dependiendo de la normalidad de los datos para comparar el grupo de

alérgicos a t = 0 meses versus no alérgicos (controles) para ver la abundancia de los

metabolitos presentes en su suero según su estado alérgico. Así mismo, utilizando esta

prueba estadística, se comparó con los datos del Δ de todos los Tolerantes vs No

Tolerantes. Los valores significativos son aquellos con un p < 0.05. Los resultados

con todos los valores se muestran en el anexo 2.

2. ANOVA de media repetidas de 1 factor, donde el factor a evaluar es el tipo de

tratamiento que recibieron los pacientes (Placebo, CU901, Herbapekt), y dónde se

tienen 2 tiempos t= 0 meses y t = 2 meses. La intención de esta prueba estadística es

responder a la pregunta ¿cómo responden los pacientes a cada tratamiento?. Para esta

prueba, se analizan 2 rutas: el efecto del tiempo en cada grupo y la diferencia entre los

3 grupos en alguno de los tiempos. Es por ello, que se enfocó en las diferencias entre
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los 3 grupos tras 2 meses de tratamiento y en las diferencias en el tiempo para cada

grupo. Se seleccionaron como significativos aquellos valores con un p < 0.05. Los

resultados con todos los valores se muestran en el anexo 3.

3. ANOVA de dos factores, en donde el factor 1 fue el tipo de tratamiento (CU901 o

Herbapekt) y el factor 2 fue si había efecto clínico debido al tratamiento es decir si

había la tolerancia al alérgeno(Tolerantes o No Tolerantes). Este análisis estadístico se

realiza para dar una respuesta clínica del tratamiento, es decir, ¿con el tratamiento

administrado mejora la tolerancia del paciente al alérgeno?. Para ello se utilizó el

delta (Δ) de la concentración de cada metabolito ([C]t2 - [C]t0). De igual forma, el

criterio de significancia en los valores fue un p < 0.05. Para esta prueba, se analizan 2

rutas: la tolerancia dentro de cada tratamiento (Tolerante vs No Tolerante) y el efecto

del tratamiento en la tolerancia (CU901 vs Herbapekt). Los resultados con todos los

valores se muestran en el anexo 4.

Todos los análisis estadísticos univariantes fueron representados con sus gráficos

correspondientes utilizando GraphPad Prism versión 9.0.0 para Windows, GraphPad

Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com. Así mismo, la representación de

las variaciones observadas a lo largo del tiempo fueron representadas de forma más visual

con ayuda de mapas de calor o heatmaps realizado en Metaboanalyst 5.0

(https://www.metaboanalyst.ca/).

2.4.5.3.2. Análisis estadístico multivariante y su representación gráfica

El análisis multivariante fue realizado con la finalidad de relacionar la causa-efecto de las

múltiples variables que se tiene: tipo de tratamiento, tiempo, tolerancia, estado alérgico, pues

la variación de los metabolitos en conjunto puede dar una idea de los cambios entre los

grupos de forma global. Para el análisis multivariante y respectiva representación gráfica se

utilizó el programa SIMCA (v.17.0.2, Sartorius Stedim Data Analytics AB). Se realizaron

distintas comparativas utilizando un modelo de análisis de componentes principales (PCA,

por sus siglas en inglés Principal Component Analysis) y un modelo de análisis

discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA, por sus siglas en inglés Partial

Least Square Discriminant Analysis). Para todos los modelos realizados, se obtuvo un gráfico

de barras el cual representa dos parámetros de calidad de los modelos. Las barras de color

verde (R2), representan la capacidad de clasificación de modelo; es decir, si el modelo es

capaz de separar correctamente las muestras por grupos. En este sentido, el valor de R2 es

proporcional a la capacidad de separación. Por su parte, las barras azules (Q2), miden la
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capacidad de predicción del modelo; es decir, qué tan bien predice el modelo al introducir

una muestra nueva en el grupo correcto [70]. En este contexto, se observará una barra R2 y

una barra Q2 por componente que encuentre el modelo correspondiente, de forma general,

ambos parámetros siempre seguirán un orden ascendente.
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Capítulo 3

3.1. RESULTADOS
Para este trabajo se realizaron tres análisis metabolómicos dirigidos de un total de 43

muestras de suero, de las cuales, 9 pertenecían al grupo control y 34 pacientes con AA. De

estos últimos se tomó suero antes de recibir en tratamiento (t = 0 meses) y después de recibir

el tratamiento (t = 2 meses), mientras que del grupo control únicamente se tomaron muestras

a t= 0 meses.

En resumen se midieron la siguiente cantidad de metabolitos: 6 SCFA, 25 BA y 36 AIM

(para más detalles consultar Capítulo 2 y anexos) y se realizaron los análisis estadísticos:

análisis univariante y análisis multivariante, cuyos resultados se muestran a continuación.

3.1.1. Análisis univariante

3.1.1.1. Comparativa de grupos alérgico vs controles a t= 0 meses
Se estudió la variación de los distintos metabolitos analizados entre el grupo control (no

alérgicos) vs el grupo alérgico antes de recibir el respectivo tratamiento a T0. En este sentido,

se encontró que 4 de los 6 SCFA medidos presentaban diferencias significativas entre ellos

(ácido propiónico, ácido butírico, ácido isobutírico y ácido isovalérico), con niveles

aumentados en el grupo alérgico (p < 0.05). Por su parte, en el análisis de BA se encontró una

diferencia significativa en el ácido ursodesoxicólico (UDCA), observándose en mayor

concentración en el grupo alérgico. En el caso de los AIM, existieron diferencias

significativas en 3 metabolitos: ácido palmitoleico, ácido araquidónico y ácido pirúvico, en

este caso, el ácido pirúvico se encontró en disminuido en el grupo alérgico. Mientras que el

ácido palmitoleico y el ácido araquidónico se encuentran en mayor concentración en el grupo

alérgico. Todos estos cambios fueron recogidos en la Tabla 3.1, donde además del valor de la

prueba estadística, se recoge la media y la desviación estándar de cada uno de los grupos

comparados y la tasa de cambio (aumento o disminución) con respecto al grupo de pacientes

con AA. Además para lograr la visualización de estos cambios se realizaron las

correspondientes gráficas entre los grupos, donde en color negro se encuentran representados

los controles y en amarillo los pacientes alérgcos (Figura 3.1.1).
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Tabla 3.1. Metabolitos significativos en la comparativa de grupo control vs grupo alérgico

a t = 0 meses&.

Metabolito p valor
𝑋(± 𝑆𝐷)
(mg/mL)
Alérgicos

𝑋(± 𝑆𝐷)
(mg/mL)
Controles

Tasa de cambio

( )
𝑋 

𝐴𝑙é𝑟𝑔𝑖𝑐𝑜𝑠

𝑋 
𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑠

Ác. Propiónico 0.0103 17.02 ( 4.56)± 12.18 ( 5.66)± 1.40

Ác. Butírico 0.0293 34.73 ( 12.8)± 19.93 ( 18.04)± 1.74

Ác. Isobutírico 0.0107 22.14 ( 14.09)± 9.38 ( 8.12)± 2.36

Ác. Isovalérico 0.0409 20.36 ( 15.11)± 9.40 ( 5.50)± 2.17

UDCA 0.0454 0.06 ( 0.055)± 0.044 ( 0.72)± 1.11

Ác. Palmitoleico 0.0207 4.64 ( 2.7)± 2.70 ( 3.05)± 1.72

Ác. Araquidónico 0.0057 1.61 ( 0.50)± 0.998 ( 0.56)± 1.61

Ác. Pirúvico 0.0409 9.68 ( 09.79)± 21.453 ( 21.97)± 0.45

&: UDCA: Ácido Ursodesoxicólico.

Figura 3.1.1. Representación gráfica de los metabolitos significativos por estado alérgico antes de
recibir tratamiento. (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001). La representación gráfica
consiste en la mediana observada para cada metabolito, las correspondientes barras de error
denotan el rango intercuartílico pues el análisis estadístico se realizó mediante método no
paramétrico con excepción del Ácido Propiónico, en donde el modelo ajustado fue una t de student y
la representación gráfica es la media y las barras de error denotan el intervalo de confianza
(IC=95%).
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Figura 3.1.2. Representación gráfica de los metabolitos significativos por estado alérgico antes de
recibir tratamiento: mapa de calor o heatmap. UDA: Ácido Ursodesoxicólico.

Como se puede observar en la tabla 3.1 a menor valor p mayor será la significancia que existe

entre ambos grupos, tomando en cuenta esto se puede observar que el ácido araquidónico con

un p valor de 0.005 es el metabolito con mayor diferencia significativa para la comparación

entre el grupo alérgico vs control a 0 meses.

Finalmente, estos metabolitos significativos fueron representados de forma visual usando un

gráfico de calor, también llamado heatmap por su nombre en inglés. Este gráfico permite

visualizar la relación de los metabolitos entre los grupos. Los resultados de la figura 3.1.2

muestra a cada paciente alérgico en color amarillo y a cada control en color negro. Además,

la escala de colores de las celdas, que va de rojo a azul, indica el nivel de aumento o

disminución de cada metabolito en cada muestra, respectivamente. En la figura 3.1.2 se

puede observar que las concentraciones de la mayoría de los metabolitos significativos son

mayores en el grupo alérgico, dada la tendencia del mapa a tener de un color más rojizo las

zonas correspondientes del grupo alérgico.

Como resumen, los resultados demuestran que antes del tratamiento los pacientes alérgicos

presentaban diferencias en sus metabolitos con respecto a los pacientes controles no

alérgicos.

57



3.1.1.2. Comparativa de la abundancia de los metabolitos a través del

tiempo por tratamiento
Se compararon los niveles de los metabolitos analizados en los pacientes alérgicos tras recibir

su respectivo tratamiento durante 2 meses (CU 901 y Herbapekt). La tabla 3.2 sintetiza la

información de aquellos metabolitos que mostraron cambios significativos en un determinado

tratamiento tras 2 meses de su administración, así mismo, la interpretación gráfica

corresponde a la figura 3.1.3. En este sentido, en la figura 3.1.3 cada metabolito con

diferencias significativas es representado de diversas formas. El primer gráfico corresponde

al comportamiento que tuvo la media del grupo alérgico en el que se encontró la diferencia

significativa antes y después del tratamiento (T0 y T2, respectivamente). Por su parte, el

segundo gráfico corresponde a las trayectorias individuales que tuvo cada paciente a través

del tiempo. Adicionalmente, el tercer gráfico muestra la dispersión de los resultados

obtenidos del grupo antes y después del tratamiento. Finalmente, el cuarto gráfico

corresponde a la comparativa de la trayectoria media que siguió cada grupo de pacientes para

compararlos entre sí.

Tabla 3.2. Cambios en la concentración de los metabolitos a causa del tratamiento

recibido&.

Tratamiento Metabolito p valor 𝑋(± 𝑆𝐷)
(mg/mL) T0

𝑋(± 𝑆𝐷)
(mg/mL) T2

Tasa de

cambio ( )
𝑋 

𝑇2

𝑋 
𝑇0

CU 901 iLCA 0.0333 0.008
( 3.3x10-3)±

0.01
( 4.8x10-3)±

1.27

CU 901 Oleamida 0.0285 0.0013
( 4.5x10-4)±

0.0015
( 3.1x10-4)±

1.16

Herbapekt Ác. Acético 0.0468 445.98
( 118.33)±

418.05
( 91.52)±

0.94

Herbapekt Ác. Propiónico 0.0468 17.81
( 5.06)±

14.40
( 6.94)±

0.81

Herbapekt Ác. Isovalérico 0.0339 21.79
( 18.12)±

12.30
( 13.97)±

0.57

Herbapekt L- Arginina 0.0475 16.43
( 3.32)±

13.40
( 5.85)±

0.82

Herbapekt Esfingosina-1P 0.0234 2.13
( 0.64)±

1.55
( 0.56)±

0.73

&: iLCA: Ácido iso litocólico, TDCA: Ácido taurodesoxicólico. GDCA: Ácido glicodesoxicólico, T0: antes del tratamiento,
T2: 2 meses después del tratamiento.
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Figura 3.1.3. Representación gráfica de los cambios significativos a través del tiempo en la
concentración de los metabolitos con respecto al tratamiento recibido. (* = p < 0.05, ** = p < 0.01,
*** = p < 0.001) Las barras de error denotan el intervalo de confianza (IC=95%). iLCA: Ácido iso
litocólico, TDCA: Ácido taurodesoxicólico. GDCA: Ácido glicodesoxicólico.
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Figura 3.1.3. Continuación.

Figura 3.1.4. Representación gráfica de los cambios significativos a través del tiempo en la
concentración de los metabolitos con respecto al tratamiento recibido: mapa de calor o heatmap.
iLCA: Ácido iso litocólico, TDCA: Ácido taurodesoxicólico. GDCA: Ácido glicodesoxicólico.
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Los resultados obtenidos muestran que de forma general, el activo Herbapekt fue aquel que

presentó mayor número de cambios significativos en los metabolitos analizados (5 vs 2 de

CU-901). Se observó que la concentración de los SCFA: acético, propiónico e isovalérico

disminuyó de forma significativa tras el tratamiento de dos meses con Herbapekt. De forma

particular, respecto al ácido acético y propiónico, en la figura 3.1.2 se puede observar que

también existe un aumento en los niveles de estos SCFA con el tratamiento CU 901, aunque

no de forma significativa (p valor de 0.6657 y 0.6658, respectivamente).

Los gráficos correspondientes a esfingosina-1P y L-Arginina permiten observar que los

niveles de ambos metabolitos tienden a disminuir en los pacientes tratados con Herbapekt de

forma significativa y, aunque de forma no significativa, esta tendencia se observa de igual

forma en los pacientes tratados con CU 901 y Placebo.

El grupo de pacientes tratados con CU 901 mostró un aumento significativo en los niveles de

oleamida y ácido iso litocólico (iLCA) tras culminar el tratamiento. El aumento en los niveles

de oleamida también se observan en los grupos alérgicos tratados con Herbapekt y Placebo

aunque de forma no significativa. Para el caso de iLCA se observa una disminución no

significativa en el grupo Placebo y un aumento casi nulo en el grupo tratado con Herbapekt.

Para visualizar estos datos de forma conjunta, se observó a partir del mapa de calor que los

cambios en los metabolitos significativos entre los 3 grupos tras 2 meses de tratamiento no es

muy clara (Figura 3.1.4.), por lo que resulta conveniente explorar el análisis multivariante que

permita su evaluación en conjunto.

Como resumen de esta parte, se logró identificar los cambios con respecto al tiempo en cada

uno de los tratamientos con pectinas (HMP, LMP), estos cambios que se encontraron no se

observaron en el grupo tratado con placebo.

3.1.1.3. Comparativa entre los tratamientos a t= 2 meses
A partir de la misma prueba estadística que se aplicó anteriormente, se obtuvieron las

diferencias existentes entre los tres grupos de pacientes alérgicos una vez que el tratamiento

culminó. La tabla 3.3 muestra que la única diferencia significativa corresponde a los niveles

de Ácido iso litocólico (iLCA) entre el grupo que tomó CU 901 frente al Placebo, existiendo

en mayor cantidad en el grupo CU 901 (Figura 3.1.5). De igual manera, aunque no de forma

significativa (p = 0.051), los niveles de iLCA en pacientes tratados con CU 901 se encuentran

aumentados frente a los pacientes tratados con Herbapekt.
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Este resultado indica que hay pocas diferencias en suero tras 2 meses de tratamiento con

pectina, sin embargo el cambio en el ácido biliar iLCA indica que este puede estar

directamente asociado a la ingesta de pectina.

Tabla 3.3. Comparativa de los niveles de metabolitos entre grupos alérgicos a T = 2 meses&.

Comparación que
presenta la diferencia
(Trat. 1vs Trat. 2)

Metabolito p valor 𝑋(± 𝑆𝐷)
(mg/mL) T1

𝑋(± 𝑆𝐷)
(mg/mL) T2

Tasa de
cambio

( )
𝑋 

𝑇1

𝑋 
𝑇2

CU 901 vs Placebo iLCA 0.0127 0.010
( 4.8x10-3)±

0.006
( 2.4x10-3)±

1.67

CU 901 vs Herbapekt iLCA 0.0509 0.010
( 4.8x10-3)±

0.007
( 1.7x10-3)±

1.43

&: iLCA: Ácido iso litocólico.

Figura 3.1.5. Representación gráfica de los cambios significativos entre grupos de pacientes una
vez terminado el tratamiento. (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001). Las barras de error
denotan el intervalo de confianza (IC=95%). iLCA: Ácido iso litocólico.

3.1.1.4. Respuesta clínica del tratamiento
Es necesario evaluar además del efecto de cada tratamiento en los metabolitos, cuál es su

relación con el efecto clínico, es decir, si los metabolitos están asociados a la tolerancia al

alérgeno. Para evaluar esto, se realizaron dos análisis estadísticos, donde cabe resaltar, se

utilizaron los datos del delta (Δ) de la concentración de cada metabolito ([C]t2 - [C]t0) para

cada paciente.
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El primer análisis consistió en la comparación de los pacientes Tolerantes y No Tolerantes de

forma general uniendo los pacientes de ambos tratamientos (Tabla 3.3, Figura 3.1.6).

Tabla 3.4. Comparación de dos muestras: comparación de dos muestras: alérgicos
tolerantes vs alérgicos no tolerantes&.

Metabolito p valor (mg/mL)𝑋(± 𝑆𝐷)
Tolerantes

(mg/mL)No𝑋(± 𝑆𝐷)
tolerantes

Tasa de cambio

( )
𝑋 

𝑇𝑜𝑙

𝑋 
𝑁𝑜 𝑡𝑜𝑙

LPC 19:0 0.0332 -0.051
( 0.4064)±

0.0068
( 0.071)±

-1.57

&: LPC: Lisofosfocolina.

Figura 3.1.6. Representación gráfica de los cambios significativos entre pacientes alérgicos
tolerantes y no tolerantes. (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001). LPC: Lisofosfatidilcolina.
Para LPC 19:0 la representación gráfica consiste en la media observada y las barras de error
corresponden al intervalo de confianza (IC=95%), pues el modelo ajustado fue una prueba t test.
Para el cortisol la representación gráfica es la mediana y la barra de error denota el intervalo
intercuartílico pues el método ajustado fue no paramétrico.

Para este primer análisis, se observaron cambios significativos en la lisofosfatidilcolina 19:0

(LPC 19:0). En este sentido, las barras con tendencia negativa indican una disminución en los

niveles del metabolito correspondiente tras tomar cualquiera de las 2 pectinas durante 2

meses. Por lo tanto, se puede observar que los pacientes alérgicos tolerantes a LTPs tuvieron

una reducción significativa en los niveles de LPC 19:0 frente a los alérgicos No Tolerantes.

Adicionalmente, se hizo una comparación de ANOVA de dos factores tomando en cuenta el

tratamiento y la tolerancia de cada paciente con respecto a los cambios que presentaron.

En este sentido, se buscaron las diferencias en cuatro comparaciones:

1. Pacientes alérgicos tratados con CU 901: “Tolerantes-CU 901 vs No Tolerantes-CU

901”.
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2. Pacientes alérgicos tratados con Herbapekt: “Tolerantes-Herbapekt vs No

Tolerantes-Herbapekt.

3. Pacientes alérgicos Tolerantes: “Tolerantes-CU 901 vs Tolerantes-Herbapekt”.

4. Pacientes alérgicos No Tolerantes: “No Tolerantes-CU 901 vs No

Tolerantes-Herbapekt”.

Los resultados significativos resultantes de este segundo análisis se muestran en la tabla 3.5 y

la figura 3.1.7.

Tabla 3.5. ANOVA de dos factores para la comparación entre pacientes tolerantes y no
tolerantes según el tratamiento administrado&.

Metabolito p valor Comparación
𝑋(± 𝑆𝐷)
(mg/mL)
Gpo. 1

𝑋(± 𝑆𝐷)
(mg/mL)
Gpo. 2

Tasa de
cambio

( )
𝑋 

𝐺𝑝𝑜. 1

𝑋 
𝐺𝑝𝑜. 2

Ácido
propiónico

0.0229 No tolerantes CU 901 vs
No tolerantes Herbapekt

1.985
( 6.155)±

-4.649
( 4.963)±

-0.427

Ácido
valérico

0.0420 No tolerantes CU 901 vs
No tolerantes Herbapekt

0.1214
( 0.5115)±

-0.414
( 0.5874)±

-0.2933

3b-DCA 0.0498 Tolerantes CU 901 vs No
tolerantes CU 901

0.046
( 0.065)±

0.003
( 0.035)±

15.33

HDCA 0.0464 Tolerantes CU 901 vs No
tolerantes CU 901

0.101
( 0.15)±

0.008
( 0.043)±

12.63

HDCA 0.0231 Tolerantes CU 901 vs
Tolerantes Herbapekt

0.101
( 0.15)±

-0.019
( 0.079)±

-5.32

&: 3b-DCA: 3β-Ácido 5β-colánico-12α-diol; HDCA:Ácido hiodesoxicólico, Gpo.1: primer grupo mencionado en la

columna de la comparación, Gpo. 2: segundo grupo mencionado en la comparación.

Dentro de todas las diferencias significativas encontradas en este análisis se ven involucrados

tanto pacientes Tolerantes como pacientes No Tolerantes que fueron tratados con la pectina

CU 901. Para esta comparación en el grupo tratado con CU 901, se encontró que los

pacientes Tolerantes tuvieron un aumento significativo en los ácidos 3β-ácido

5β-colánico-12α-diol (3b-DCA) y el ácido hiodesoxicólico (HDCA) frente a los pacientes

tratados con No Tolerantes.
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Figura 3.1.5. Representación gráfica del análisis ANOVA de dos factores para la comparación
entre pacientes tolerantes y no tolerantes según el tratamiento administrado. (* = p < 0.05, ** = p
< 0.01, *** = p < 0.001). Las barras de error denotan el intervalo de confianza (IC=95%).
3b-DCA:3β-Ácido 5β-colánico-12α-diol, HDCA:Ácido hiodesoxicólico.

En otra comparación, los pacientes No Tolerantes tratados con CU 901 tuvieron un aumento

significativo en la concentración de ácido valérico y propiónico en comparación con los

pacientes No Tolerantes tratados con Herbapekt. Además en la comparación entre los

Tolerantes entre CU 901 y Herbapekt, se observó el aumento en los niveles de HDCA en

pacientes Tolerantes tratados con CU 901 con respecto a Herbapekt. Finalmente, no se

encontraron diferencias en los tratados con Herbapekt entre los Tolerantes y los No

Tolerantes.
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Como conclusión, se puede observar que se han encontrado diferencias según el tratamiento

de pectina administrado y el efecto clínico en los pacientes, estos cambios son de gran

importancia pues estarían asociados a una respuesta clínica efectiva tras solo 2 meses de

tratamiento.

3.1.2. Análisis multivariante
El análisis metabolómico, sobre todo la aproximación no dirigida, suele tener un número

bastante grande de variables muy relacionadas entre sí, arrojando resultados sumamente

complejos (problema de multicolinealidad). No obstante, la suma complejidad de los datos

crea una gran variabilidad e inestabilidad en las predicciones de un determinado experimento.

Aplicar técnicas de análisis multivariante permite tratar con datos complejos tomando en

cuenta variables sumamente correlacionadas [71]. En este sentido, en este trabajo se midieron

67 metabolitos, por lo que el análisis multivariante podría ser una herramienta que ayude a la

interpretación correcta de los resultados, que es primordial para la posterior toma de

decisiones.

El modelo de PCA descompone una matriz compleja en un gráfico separado por

componentes principales que son líneas gráficas que separan a las muestras, las cuales

recogen las variables que separarían esas muestras según sus similitudes o diferencias. Se

trata de un modelo que separa o une a las muestras de forma “ciega”, por lo que permite ver

tendencias y agrupaciones. Por su parte, el modelo de PLS-DA es considerado una versión

supervisada del PCA en donde se realiza un análisis discriminante entre los grupos lo que

consigue encontrar las diferencias significativas entre ellos. Ambos modelos consiguen

disminuir la dimensionalidad de los resultados lo que permite resolver el problema de

multicolinealidad, reduciendo así el error en las predicciones del comportamiento de un

determinado experimento [71].

En este sentido, siempre se realiza un modelo no supervisado de PCA. La figura 3.2.1

muestra un modelo de PCA de la comparativa del grupo alérgico vs control a t = 0 meses. En

esta se muestra que no hay una tendencia a separar los grupos antes de recibir el tratamiento,

lo que indicaría que no existen diferencias significativas grandes entre ambos grupos en los

metabolitos medidos. Esto podría ser debido a la alta heterogeneidad entre las muestras de los

pacientes y los controles.
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Figura 3.2.1. Modelo PCA para la diferenciación entre estado alérgico: pacientes alérgicos
(amarillo) y grupo control (gris). A) Datos de pacientes alérgicos y controles a t = 0 meses.
Presentados junto a sus parámetros de calidad: Q2 (azul) y R2( verde).

Debido a que no se encontraron diferencias en la primera comparación y que estas podrían

estar asociadas a la heterogeneidad de las muestras se procedió a realizar los demás modelos

de PCA en las otras comparaciones realizadas en el análisis univariante.

La figura 3.2.2 muestra los modelos PCA para cada grupo de pacientes antes y después de

recibir su respectivo tratamiento. En dicha figura se observa que para ninguno de los tres

grupos: Placebo (en azul), CU 901 (en verde) y Herbapekt (en rojo) había una separación o

tendencia de los pacientes según el tiempo en el que se recogió la muestra.

Respecto a la comparativa entre los distintos tratamientos a t= 2 meses tanto al comparar tres

grupos, como en la comparativa dos a dos (Placebo vs CU 901, Placebo vs Herbapekt y CU

901 vs Herbapekt), la figura 3.2.3 nos muestra que no hay agrupaciones entre los grupos o

tendencias que permitan separar a los tres grupos alérgicos entre sí.

Finalmente, se exploró el modelo PCA para analizar si existen diferencias entre los pacientes

con respecto a la tolerancia. En la figura 3.2.4 no se observó algún tipo de agrupación debida

al tratamiento y a la tolerancia entre los grupos.

Tras estas pruebas con los modelos ciegos, y con la intención de buscar si había alguna

diferencia significativa entre los grupos se realizó el análisis de todas estas comparaciones

utilizando los modelos discriminantes de tipo PLS-DA. Sin embargo no se obtuvo ningún

modelo significativo para ninguna de las comparaciones realizadas por lo que las diferencias

no fueron apreciables bajo este tipo de análisis.
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Figura 3.2.2. Modelo PCA para la diferenciación entre un mismo grupo antes y después de recibir
el tratamiento. A) Datos de pacientes alérgicos tratados con placebo. B) Datos de pacientes alérgicos
tratados con CU 901.C) Datos de pacientes alérgicos tratados con Herbapekt. Los colores más
oscuros representan t = 2 meses para cada caso. Presentados junto a sus parámetros de calidad: Q2

(azul) y R2( verde).

68



Figura 3.2.3. Modelo PCA para la diferenciación entre los distintos grupos alérgicos después de
recibir su respectivo tratamiento (T=2 meses). A) Comparativa de los tres grupos alérgicos: Placebo
vs CU 901 vs Herbapekt. B) Comparativa de los grupos alérgicos: Placebo vs CU 901.C)
Comparativa de los grupos alérgicos: Placebo vs Herbapekt. D) Comparativa de los grupos
alérgicos: CU 901 vs Herbapekt. Presentados junto a sus parámetros de calidad: Q2 (azul) y R2(
verde).

Figura 3.2.4. Modelo PCA para la diferenciación entre pacientes alérgicos tolerantes (círculos) y
no tolerantes (cuadrados) para observar el efecto clínico. Presentados junto a sus parámetros de
calidad: Q2 (azul) y R2( verde).
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3.2 DISCUSIÓN
La AA es un problema primordial en países como España, donde los pacientes que la sufren

pueden llegar a tener reacciones anafilácticas que ponen en riesgo su vida y que además

representan un elevado coste para el sistema sanitario. Es por ello, que la búsqueda de nuevos

tratamientos que intentan curar la patología son necesarios. Este proyecto es único en su

naturaleza ya que es el primer trabajo innovador que propone la intervención con pectinas

para poder combatir la AA. El ensayo clínico del que se ha dispuesto y las muestras

biológicas que se han medido demuestran ya de partida que el tratamiento sí que tiene un

efecto clínico en una parte de la población, ya que se observa una tolerancia clara en un

porcentaje de los pacientes con AA. Es importante además resaltar que aquellos pacientes con

AA No Tolerantes, aumentaron su nivel de tolerancia al alérgeno tras el tratamiento, es decir,

que fueron necesarias cantidades más altas del alérgeno para presentar una reacción alérgica.

Estos resultados son prometedores para estos pacientes y marcan una posible vía de

tratamiento a futuro que aún necesita ser explorada en los siguientes años, para lograr

concretar factores como cuál es la mejor pectina para tratar la AA a LTP y cual es el tiempo

de duración del tratamiento.

Dicho esto, además de estos factores clínicos prometedores que se observaron en el ensayo

clínico, es necesario entender entre otros, los cambios metabólicos en suero entre los

pacientes debido a los tratamientos con pectina.

Dado que dentro de la literatura existe un interés en los cambios observados en los niveles de

los tres tipos de metabolitos estudiados (SCFA, BA y AIM) relacionado a la mejora o

deteriora en el estado alérgico, se realizó el análisis estadístico univariante y multivariante de

los resultados obtenidos en su respectivo análisis metabolómico dirigido con el fin de

observar los cambios importantes en cada uno de los tratamientos observados y con ayuda de

la literatura ya existente poder explicar dichas variaciones y su relación con la mejora en el

estado alérgico.

Comenzando con el análisis entre los pacientes alérgicos antes del tratamiento frente a un

grupo control no alérgico, se observó que el ácido araquidónico fue el metabolito con el p

valor más significativo (figura 3.1.1). Este metabolito puede seguir diversas vías metabólicas,

siendo el precursor de múltiples procesos, por ejemplo, dentro de los procesos inflamatorios

la acumulación de ácido araquidónico libre se ve implicado, así mismo, al ser metabolizado

por múltiples vías enzimáticas, da paso, entre otras cosas, a la formación de potentes

inductores o moduladores en procesos inflamatorios. Los metabolitos derivados del ácido
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araquidónico más representativos en los procesos de inflamación alérgica son los cisteinil

leucotrienos (CysLTs) [72]. Los CysLTs son metabolitos conocidos como sustancias de lenta

reacción en la anafilaxia, causantes de broncoconstricción, hipersecreción de moco,

hiperreactividad bronquial e infiltración de eosinófilos [72]. Esta razón podría explicar que el

ácido araquidónico se encuentre aumentado en concentración en el grupo alérgico respecto al

grupo control antes del tratamiento.

Siguiendo con los resultados de la figura 3.1.1, tanto los SCFA como el ácido

ursodesoxicólico (UDCA) muestran una tendencia de presentar mayores concentraciones en

el grupo alérgico antes de recibir el tratamiento. Respecto al UDCA, tiene propiedades

inmunomoduladoras tales como la supresión de la producción de inmunoglobulinas, es decir,

que la existencia aumentada de este podría indicar un beneficio para el hospedero [47-50].

Dicha evidencia podría relacionar que el grupo alérgico intenta regular de forma metabólica

la producción de inmunoglobulinas a través del aumento de UDCA en suero con respecto a

los controles.

Adicionalmente, otra de las diferencias fueron las concentraciones elevadas de SCFA en

suero en pacientes alérgicos frente a grupo control, especialmente de ácido butírico, acético y

propiónico. Tal como se ha comentado en la introducción, los SCFA tienen propiedades

inmunomoduladoras y antiinflamatorias, siendo metabolitos que ayudan a prevenir y/o

disminuir las afecciones relacionadas con la AA [39,40,45]. Se ha descrito que estos SCFA

suelen encontrarse disminuidos en el suero de pacientes alérgicos [73], sin embargo esta

posible contradicción puede deberse a otros factores como son la matriz biológica que en

nuestro caso ha sido suero, ya que la mayoría de estudios son en heces. Sin embargo, más

adelante se explican otras razones.

Adicionalmente, estudios recientes revelan que bajos niveles de ácido pirúvico en suero,

metabolito que igualmente se encuentra disminuido en el grupo alérgico de forma

significativa, en paralelo con el aumento en los niveles de ácido acético, pueden desempeñar

un papel crucial en la producción de IgE en respuesta a alérgenos a través del metabolismo

del piruvato a energía a través del acetil-CoA [74]. Dicho comportamiento se asocia al asma

atópico y podría asociarse a otras enfermedades alérgicas, razón que podría explicar los

niveles disminuidos pirúvico en el grupo alérgico, así como niveles mayores de algunos

SCFA en pacientes alérgicos. De igual manera, se ha determinado que la activación de la

piruvato cinasa M2, enzima implicada en el proceso de glucólisis y la producción de ácido

pirúvico, ayuda a disminuir la condición alérgica en vías respiratorias en modelos de ratón
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[75]. Es decir, que el aumento de ácido pirúvico en el hospedero guardaría una relación

proporcional a la disminución de la condición alérgica, razón que explicaría que antes de

recibir algún tratamiento, los pacientes alérgicos presentan niveles disminuidos de este

metabolito.

Retomando el aumento observado en los SCFA: ácido propiónico, butírico, isobutírico e

isovalérico, en pacientes alérgicos antes de recibir el tratamiento frente a grupo control y

tomando en cuenta que estos tienen propiedades antiinflamatorias [40,45], los niveles

elevados de estos SCFA en pacientes alérgicos frente a grupo control podrían asociarse a que

al tener una condición alérgica, se requiere una mayor cantidad de estos por el mayor número

de procesos inflamatorios que se llevan a cabo en el hospedero. De forma específica, el ácido

propiónico provoca un efecto protector contra la inflamación alérgica en las vías respiratorias

al potenciar la hematopoyesis de los precursores de las células dendríticas (DC) de la médula

ósea provocando así una disminución en la capacidad de activar las células efectoras TH2 en

el pulmón, disminuyendo así la respuesta inflamatoria de las vías respiratorias [40]. Así

mismo, se ha encontrado que el ácido propiónico estimula el crecimiento de bifidobacterias

[76] que son consideradas probióticos con múltiples efectos beneficiosos, principalmente en

el intestino del hospedero [76,77]. En este sentido, se podría decir que de forma general, los

niveles altos de SCFA son benéficos para la salud del hospedero por lo que respecta a AA.

En los resultados de la comparativa de los niveles de metabolitos en pacientes alérgicos tras

recibir su respectivo tratamiento (Tabla 3.2 y Figura 3.1.3), en donde la disminución de los

SCFA: ácido acético, propiónico e isovalérico se observa de manera constante en los

pacientes que recibieron el tratamiento de Herbapekt, esto podría significar no precisamente

un cambio negativo en la salud del hospedero, sino que los niveles de SCFA se acercan a los

niveles observados en el grupo control antes de recibir el tratamiento (Figura 3.1.1), es decir,

se acercan a los niveles de SCFA observados en personas que no padecen AA.

Respecto a otros metabolitos de esta comparación se observa que la oleamida muestra un

aumento significativo en los pacientes que recibieron el tratamiento con la pectina CU 901.

En este sentido, se ha demostrado que la oleamida tiene efectos antiinflamatorios a nivel

neurológico, ayudando a la prevención de enfermedades neurodegenerativas tales como el

Alzheimer [59,60]. Al igual que otros endocannabinoides, ejerce la mayor parte de sus

efectos uniéndose a proteínas G-acopladas del sistema endocannabinoide: los receptores tipo

1 (CB1) y tipo 2 (CB2). El receptor CB1 se expresa a través del sistema nervioso central y
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está relacionado con la acción psicoactiva de dicho sistema, mientras que el receptor CB2 se

expresa principalmente en células inmunes [61], por lo que su relación con la regulación de la

respuesta inmune y sus propiedades antiinflamatorias, podrían no estar sólamente

concentradas en el sistema nervioso sino también guardar relación con patologías alérgicas,

razón que podría relacionar el aumento de los niveles de oleamida en el suero de los pacientes

que recibieron ambos tratamientos (CU 901 y Herbapekt), siendo CU 901 aquel activo con

cambios significativos (figura 3.1.3).

Siguiendo con las diferencias significativas encontradas, se observó una tendencia a

disminuir los niveles de esfingosina-1-fosfato (S1P, por sus siglas en inglés “sphingosine

1phosphate”) en ambos grupos de pacientes tratados (CU 901 y Herbapekt), donde sólo para

Herbapekt, dicha disminución fue significativa (Figura 3.1.2). En este contexto, la S1P es un

esfingolípido que ha demostrado tener un rol importante en procesos inflamatorios [55-58].

Se ha demostrado que niveles elevados de S1P son comunes en pacientes con asma [55]. Así

mismo, estudios donde se ha suministrado S1P de forma exógena han resultado en el

desarrollo progresivo de la inflamación de las vías respiratorias [56,57]. En contraparte, la

inhibición de la esfingosina quinasa 1, enzima crucial en la síntesis de S1P resulta en la

disminución de los niveles de inflamación en las vías respiratorias [58]. De forma más

específica, en el caso de AA a LTP, se ha encontrado evidencia de que, dado que el ligando

natural de este tipo de alérgenos es un derivado de esfingolípido, este podría imitar a la S1P

en las respuestas inflamatorias [78]. Es decir, la disminución en los niveles de S1P

transcurrido el tiempo de tratamiento, tiene un efecto positivo en la salud del hospedero,

disminuyendo así los niveles de inflamación en los pacientes alérgicos.

Otro metabolito del que se pudo observar una disminución en ambos tratamientos, siendo

Herbapekt el que cumplio con el criterio de significancia (p < 0.05) es la L-Arginina, la cual

puede ser metabolizada para la producción de óxido nítrico (NO) vía NOS (por sus siglas en

inglés “Nitric Oxide Synthase”) [79,80], en este sentido, el aumento en los niveles de

L-Arginina resultará a su vez en el aumento de NO en el hospedero. Altas concentraciones de

NO pueden ser perjudiciales promoviendo la inflamación de la mucosa y daño epitelial. De

hecho, niveles elevados de NO exhalado en pacientes con asma suelen estar relacionados con

asma severo. Es decir, la disminución en los niveles de L-Arginina resulta en la mejora de los

síntomas inflamatorios en las vías respiratorias [79].
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En la comparación de las diferencias entre tratamientos tras 2 meses de tratamiento, se pudo

observar un aumento significativo en los niveles de iLCA en los pacientes tratados con la

pectina CU 901 con respecto a Herbapekt y al grupo placebo. En este sentido, los BA

modulan la diferenciación y función de las células T. De forma específica, los ácidos biliares

secundarios, entre ellos iLCA, modulan la diferenciación de las células Treg, que mantienen la

inmunotolerancia del hospedero e inhiben la diferenciación de las células TH17, células

inflamatorias que ayudan a la protección contra patógenos. Así mismo, la producción

bacteriana de iLCA podría contribuir a la homeostasis inmunitaria intestinal en humanos

[51]. Tomando en cuenta esto, el aumento en las concentraciones de iLCA resultaría

beneficioso para la salud del hospedero. Esto se ve demostrado en el aumento en el grupo

CU-901 y aunque no significativo en el aumento en el grupo de Herbapekt ambos frente al

control.

Esta diferencia en este ácido biliar ha llamado nuestra atención ya que las diferencias entre

ambos activos radican tanto en la fuente de origen, como en el grado de esterificación. Como

se ha mencionado con anterioridad, CU 901 es una pectina de tipo LMP, con un DE del 7.3%,

proveniente de cítricos, mientras que Herbapekt es una pectina de tipo HMP DE del 57%,

obtenida a partir de manzanas. En este sentido, las paredes celulares de las plantas y vegetales

están conformadas principalmente por agua y una matriz compleja de polisacáridos tales

como celulosa, hemicelulosa y pectinas. Muchas de las propiedades de las plantas, tales como

textura, características reológicas y la facilidad para la extracción de sus componentes están

directamente relacionadas con los cambios estructurales en los polímeros presentes en la

pared celular, particularmente, los cambios en la pectina [81].

Usualmente, las pectinas son utilizadas como ingrediente en la elaboración de muchos

alimentos dadas sus propiedades gelificantes [82,83]. El grado de esterificación de las

pectinas conferirá distintas propiedades a los alimentos aunque ambos tipos (HMP y LMP)

tienen efectos benéficos para la salud [39,82]. Si bien en la naturaleza la mayoría de pectinas

(alrededor del 80%) son de tipo HMP, dependerá de la fuente y de la forma de extracción, la

naturaleza de la pectina. Las pieles de cítricos y la pulpa de manzana son las principales

fuentes de pectinas, siendo en la actualidad la principal fuente de extracción para su uso

comercial [84.85].

La cantidad de pectina presente en cada fuente natural resulta relevante en este estudio pues

podría ser que los cambios significativos en cada tratamiento se encuentren relacionados con

la fuente natural de la que fue obtenida la pectina, en este sentido, la pulpa de la manzana
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contiene 10-15% de pectina (materia seca), mientras que la cáscara de cítricos contiene un

porcentaje relativamente mayor que el de manzanas, siendo del 20 - 30%. No obstante, desde

el punto de vista aplicativo, las pectinas de cítricos y de manzana son en gran medida

equivalentes [85].

Así mismo, el DE de cada pectina a nivel químico le confiere distintas propiedades. Las

pectinas LMP contienen más grupos libres de ácido carboxílico, dando un mayor carácter

hidrofílico a la pectina que entre otras cosas permite una mayor capacidad de absorción de

líquidos y, de forma particular, se ha observado que las pectinas de tipo LMP refuerzan la red

de proteínas del gluten dado que promueven la reticulación de las cadenas proteicas,

mejorando sus propiedades reológicas [86]. A nivel químico, un grupo éster resulta ser menos

reactivo que el ácido carboxílico dado que el carácter electrofílico del carbono del grupo

carbonilo se reduce por efecto de resonancia, mediante la donación de electrones de un grupo

libre del heteroátomo, en este caso, del oxígeno. Al existir efecto de resonancia en una

molécula, hay una mayor estabilidad que se traduce en una menor reactividad. Todas estas

características podrían estar relacionadas con el aumento en el ácido biliar iLCA en los

pacientes tratados con CU 901.

Finalmente, en la comparación respecto al efecto clínico con ambos tratamientos, se demostró

que los pacientes tolerantes tienden a disminuir los niveles de LPC 19:0 (Tabla 3.4 y Figura

3.1.6). Las LPCs son metabolitos con propiedades detergentes considerados potenciales

pro-inflamatorios. Estudios han observado que el incremento de los niveles de LPC en

plasma está involucrado en el desarrollo de algunas enfermedades inflamatorias a través de la

vasoconstricción [62]. Esto podría explicar por qué los pacientes que presentan tolerancia a

las LTP presentan una tendencia general a disminuir los niveles de LPC 19:0. Es decir

muestran un cambio positivo en la respuesta inflamatoria a diferencia de los pacientes no

tolerantes, cuya tendencia es a no disminuir

Además, a partir de los resultados ilustrados en la figura 3.1.7, utilizando los 4 sub-grupos

que incluyen la tolerancia al alérgeno y el tratamiento con cada pectina, podemos destacar

que los pacientes tolerantes que tomaron CU 901, presentaron un aumento significativo en los

niveles de ácido hiodesoxicólico (HDCA) frente a los pacientes no tolerantes este mismo

tratamiento y frente a los pacientes tolerantes tratados con Herbapekt. En este contexto, el

ácido HDCA es un ácido biliar secundario obtenido a partir de AB primarios en la microbiota

intestinal [87]. Recientes estudios han revelado que el HDCA tiene fuertes propiedades
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antiinflamatorias; en pacientes con sepsis, los niveles de HDCA en plasma son

considerablemente bajos y la subsecuente administración de este metabolito resultó disminuir

las respuestas inflamatorias de estos pacientes al ser un antagonista del receptor TLR4,

suprimiendo así la activación de excesiva de macrófagos pro-inflamatorios [88]. Es decir, el

aumento en los niveles de HDCA resulta beneficioso en los pacientes tolerantes tratados con

CU 901, pues se relaciona en una disminución en la respuesta inflamatoria.

Dado la cantidad de metabolitos cuantificados en este proyecto, se decidió explorar otra

estrategía estadística que utilizará la información de todos los metabolitos en un solo análisis,

por lo que se realizó un análisis multivariante. En este caso, se utilizaron modelos

multivariantes ciegos de tipo PCA para determinar las tendencias o agrupaciones de las

muestras. Según los resultados para todas las comparativas realizadas con este modelo: grupo

alérgico vs grupo control antes del tratamiento, t= 0 meses (figura 3.2.1), efecto de cada

tratamiento a través del tiempo (figura 3.2.2), comparación entre los distintos grupos

alérgicos una vez transcurrido el tratamiento, t= 2 meses (Figura 3.2.3) y pacientes tolerantes

vs pacientes no tolerantes trás cada uno de los tratamientos con pectina (figura 3.2.4), no se

encontraron ningún tipo de tendencias o agrupaciones que nos indicarán algún tipo de

separación según la variable de estudio en los modelos de PCA. Esto indicó que no había

muchas diferencias de partida entre los grupos a comparar y sugiere que es necesario es

necesario probar otros factores como realizar un tratamiento más prolongado, con una mayor

concentración de pectinas, analizar otro tipo de metabolitos, realizar la prueba a un grupo de

pacientes más homogéneo, etc. Es decir, cambiar las variables implicadas en futuros ensayos

podría reflejar cambios más significativos, sobre todo en el análisis multivariante.

Ante este panorama, se intentó buscar diferencias entre los grupos utilizando el análisis

discriminante, utilizando los modelos de tipo PLS-DA. Sin embargo, no se encontraron

modelos discriminantes significativos para ninguna de las comparaciones. Esto refuerza que

es necesario explorar otros factores en el diseño experimental antes mencionados.

Todos estos resultados y los cambios observados demuestran que este proyecto tiene un gran

potencial para seguir explorando una posibilidad de tratamiento en pacientes con AA. Sin

embargo, estudios futuros son necesarios para demostrar los cambios observados y su función

en el organismo.
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Capítulo 4
4. CONCLUSIONES

● Se realizó el análisis estadístico univariante de los datos obtenidos de tres grupos de

metabolitos (SCFA, BA, AIM), enfocando en las 4 comparaciones del estudio.

● En la comparación entre pacientes alérgicos y controles se encontraron diferencias en

metabolitos de los 3 grupos: SCFA, BA y AIM, siendo el más relevante el aumento de ácido

araquidónico en pacientes alérgicos por su implicación en los procesos inflamatorios.

● En la comparación de los cambios en el tiempo en cada uno de los tratamientos, se encontró

que el número de cambios son mayores en los pacientes que tomaron el tratamiento CU 901

con respecto a Herbapekt.Además, Herbapekt reflejó una disminución de los SCFA, lo que

indicaría que sus niveles se acercan a los niveles de los controles.

● En la comparación entre los grupos tras 2 meses de tratamiento, se encontró un aumento

significativo del ácido biliar iLCA en los pacientes con AA tratados con CU 901 con

respecto a Herbapekt y al placebo. Este aumento está asociado al aumento de la respuesta

inmunológica de las células T reguladoras. La diferencia entre tratamientos (CU 901 y

Herbapekt) fue explicada en función a las propiedades físico-químicas de las pectinas.

● En cuanto a la comparación de la eficacia clínica, se determinó que una disminución de LPC

19:0 en los pacientes Tolerantes en comparación de los No Tolerantes de los pacientes

tratados con pectinas demuestra que esté podría estar asociado a un cambio en la

inflamación de estos pacientes.

● En la comparación complementaria de la eficacia clínica y el tipo de pectina administrada,

se encontró principalmente que los ácidos biliares 3b-DCA y HDCA estaban aumentados en

el grupo de pacientes tratados con CU 901 en Tolerantes en comparación con los No

Tolerantes. De estos, el HDCA se ha visto involucrado en procesos antiinflamatorios.

● El análisis multivariante no supervisado de tipo PCA y el análisis multivariante

discriminante de tipo PLSDA mostraron que no se encontró ningún tipo de agrupación o

discriminación entre grupos, lo que sugiere que las diferencias en los metabolitos medidos y

las condiciones no son muy grandes, con lo cual es necesario utilizar otras aproximaciones

estadísticas como la estadística univariante, o hacer estudios posteriores transformando

alguna de las variables implicadas en este estudio.
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Anexos

ANEXO 1. Concentración obtenida de cada compuesto en suero.

- Ácidos grasos de cadena corta (SCFA)
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- Ácidos Biliares (BA)

CA: Ácido cólico; GCA: Ácido glicólico; 5-cholenic: Ácido 5-colánico-3β-ol; DCA: Ácido desoxicólico;

GDCA: Ácido glicodesoxicólico; CDCA: Ácido quenodesoxicólico; GUDCA: Ácido glicoursodesoxicólico;

TCA: Ácido taurocólico; TDCA: Ácido taurodesoxicólico; TCDCA: Ácido tauroquenodesoxicólico; TUDCA:

Ácido tauroursodesoxicólico; LCA: Ácido litocólico; 3-DHCA: Ácido-3-dehidrocólico; GLCA: Ácido

glicolitocólico; TLCA: Ácido taurolitocólico; iLCA: Ácido isolitocólico; KLCA: Ácido 7-cetolitocólico;

GHCA: Ácido glicohiocólico; HDCA: Ácido hiodesoxicólico; 3b-DCA: 3β-Ácido 5β-colánico-12α-diol;

TwMCA: Ácido tauro-ω-muricólico; HCA: Ácido hiocólico; THCA: Ácido taurohiocólico; UDCA: Ácido

ursodesoxicólico; GCDCA: Ácido glicoquenodesoxicólico.
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- Metabolitos relacionados con inflamación alérgica (AIM)
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ANEXO 2. Resultados del análisis de comparación de dos

muestras.
- Ácidos grasos de cadena corta (SCFA)

- Ácidos biliares (BA)

CA: Ácido cólico; GCA: Ácido glicólico; 5-cholenic: Ácido 5-colánico-3β-ol; DCA: Ácido desoxicólico;

GDCA: Ácido glicodesoxicólico; CDCA: Ácido quenodesoxicólico; GUDCA: Ácido glicoursodesoxicólico;

TCA: Ácido taurocólico; TDCA: Ácido taurodesoxicólico; TCDCA: Ácido tauroquenodesoxicólico; TUDCA:

Ácido tauroursodesoxicólico; LCA: Ácido litocólico; 3-DHCA: Ácido-3-dehidrocólico; GLCA: Ácido

glicolitocólico; TLCA: Ácido taurolitocólico; iLCA: Ácido isolitocólico; KLCA: Ácido 7-cetolitocólico;

GHCA: Ácido glicohiocólico; HDCA: Ácido hiodesoxicólico; 3b-DCA: 3β-Ácido 5β-colánico-12α-diol;

TwMCA: Ácido tauro-ω-muricólico; HCA: Ácido hiocólico; THCA: Ácido taurohiocólico; UDCA: Ácido

ursodesoxicólico; GCDCA: Ácido glicoquenodesoxicólico.
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- Metabolitos relacionados con inflamación alérgica (AIM)
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ANEXO 3. Resultados del análisis ANOVA de medias repetidas de

1 factor.
- Ácidos grasos de cadena corta (SCFA)

a) Variaciones existentes entre los tratamientos a t = 0 meses y t = 2 meses

b) Cambios en el tiempo (0 y 2 meses) para un mismo tratamiento

- Ácidos biliares (BA)

a) Variaciones existentes entre los grupos a t = 0 meses y t = 2 meses
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b) Cambios en el tiempo (0 y 2 meses) para un mismo tratamiento

CA: Ácido cólico; GCA: Ácido glicólico; 5-cholenic: Ácido 5-colánico-3β-ol; DCA: Ácido desoxicólico;

GDCA: Ácido glicodesoxicólico; CDCA: Ácido quenodesoxicólico; GUDCA: Ácido glicoursodesoxicólico;

TCA: Ácido taurocólico; TDCA: Ácido taurodesoxicólico; TCDCA: Ácido tauroquenodesoxicólico; TUDCA:

Ácido tauroursodesoxicólico; LCA: Ácido litocólico; 3-DHCA: Ácido-3-dehidrocólico; GLCA: Ácido

glicolitocólico; TLCA: Ácido taurolitocólico; iLCA: Ácido isolitocólico; KLCA: Ácido 7-cetolitocólico;

GHCA: Ácido glicohiocólico; HDCA: Ácido hiodesoxicólico; 3b-DCA: 3β-Ácido 5β-colánico-12α-diol;

TwMCA: Ácido tauro-ω-muricólico; HCA: Ácido hiocólico; THCA: Ácido taurohiocólico; UDCA: Ácido

ursodesoxicólico; GCDCA: Ácido glicoquenodesoxicólico.
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- Metabolitos relacionados con inflamación alérgica (AIM)

a) Variaciones existentes entre los grupos a t = 0 meses y t = 2 meses
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b) Cambios en el tiempo (0 y 2 meses) para un mismo tratamiento
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ANEXO 4. Resultados del análisis de ANOVA de dos factores.
- Ácidos grasos de cadena corta (SCFA)

- Ácido biliares (BA)

CA: Ácido cólico; GCA: Ácido glicólico; 5-cholenic: Ácido 5-colánico-3β-ol; DCA: Ácido desoxicólico;

GDCA: Ácido glicodesoxicólico; CDCA: Ácido quenodesoxicólico; GUDCA: Ácido glicoursodesoxicólico;

TCA: Ácido taurocólico; TDCA: Ácido taurodesoxicólico; TCDCA: Ácido tauroquenodesoxicólico; TUDCA:

Ácido tauroursodesoxicólico; LCA: Ácido litocólico; 3-DHCA: Ácido-3-dehidrocólico; GLCA: Ácido

glicolitocólico; TLCA: Ácido taurolitocólico; iLCA: Ácido isolitocólico; KLCA: Ácido 7-cetolitocólico;

GHCA: Ácido glicohiocólico; HDCA: Ácido hiodesoxicólico; 3b-DCA: 3β-Ácido 5β-colánico-12α-diol;

TwMCA: Ácido tauro-ω-muricólico; HCA: Ácido hiocólico; THCA: Ácido taurohiocólico; UDCA: Ácido

ursodesoxicólico; GCDCA: Ácido glicoquenodesoxicólico.
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- Metabolitos relacionados con inflamación alérgica (AIM)
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