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RESUMEN

Los (poli)fenoles son compuestos bioactivos presentes en los alimentos vegetales.
Aunque diversos estudios clinicos y de intervencidn han evidenciado efectos preventivos
de dietas ricas en (poli)fenoles, como la dieta mediterranea, frente a enfermedades
cardiometabdlicas, inflamatorias y neurodegenerativas, estos efectos no se producen
en todos los individuos por igual, fundamentalmente por la variabilidad interindividual

en su metabolizacidn.

Uno de los principales causantes de dicha variabilidad en el metabolismo vy
bioactividad de los (poli)fenoles es la composicidon y funcionalidad de la microbiota
intestinal (MI), distinta en cada individuo. Los individuos pueden agruparse segun
“metabotipos”, es decir, por la capacidad diferencial de su M| para metabolizar algunos
(poli)fenoles como las isoflavonas (soja) hasta equol (“productores o no de equol”) y los
elagitaninos (ETs) (granada, bayas y nueces) hasta urolitinas (UROs) (“metabotipos de
UROs: UMA, UMB (segun UROs producidas) o UMO (no productores)”. También se han
identificado algunas bacterias metabolizadoras de estos (poli)fenoles como ciertas
especies de Adlercreutzia y Slackia, productoras de equol, y de Gordonibacter y

Ellagibacter, productoras de algunas UROs.

La bioactividad de los (poli)fenoles también estd condicionada por su baja
biodisponibilidad, pues ademas del metabolismo bacteriano, también son
metabolizados en el organismo hasta conjugados de fase-ll como sulfatos vy

glucurdnidos, mucho menos bioactivos que sus precursores.



En esta Tesis Doctoral, los objetivos incluyeron investigar la existencia de nuevos
metabotipos y metabolitos de (poli)fenoles relacionados con el metabolismo
microbiano, nuevas bacterias implicadas en las transformaciones de las UROs y su uso
para la replicacion in vivo de los metabotipos de UROs. También, se exploré la presencia
de diferentes combinaciones de metabotipos en un mismo individuo, su prevalencia, la
Ml asociada, su funcionalidad y sus distintivas redes microbianas. Ademas, se investigd
el uso de exosomas de leche (EXOs-L) para encapsular y vehiculizar resveratrol (RSV) y
curcumina (CUR) hasta tejidos sistémicos y evaluar el efecto anticancerigeno con las
concentraciones detectadas. Por ultimo, se explord la posible encapsulacion vy
transporte de (poli)fenoles y/o sus metabolitos en vesiculas extracelulares con

exosomas (E-EVs) humanos.

Se realizaron 2 estudios de intervencion humana, uno de estratificacion de
metabotipos y efecto en la Ml (7 dias), y otro farmacocinético (transporte en E-EVs). En
ambos, los participantes consumieron capsulas con extractos ricos en (poli)fenoles.
También, 2 estudios en animales: en uno, las ratas consumieron dos fuentes de
(poli)fenoles y bacterias productoras de UROs y en el otro, RSV y CUR encapsulados en
EXOs-L. También se realizé 1 estudio in vitro con cultivos bacterianos y otro en modelos
celulares de cancer de mama. Se analizaron muestras de sangre, exosomas, orina, heces,
e incubaciones in vitro mediante metaboldmica (HPLC-DAD-ESI-Q-MS, UPLC-ESI-QTOF-
MS y GC-MS), andlisis de la Ml por secuenciacién (16S ARNr) y reaccién en cadena de la
polimerasa a tiempo real (qPCR), y analisis bioinformaticos y estadisticos, entre otras

técnicas y enfoques.



Los principales resultados obtenidos han sido: identificacion de un nuevo metabolito
(4-hidroxidibencilo) derivado del metabolismo microbiano de RSV; nuevos metabotipos
de la MI asociados al metabolismo de RSV (“productores o no de lunularina”);
identificacidn de 10 agrupaciones diferentes de los metabotipos, y caracterizacion de su
MI asociada; identificacién de la nueva Uro-G, y aislamiento e identificacién de nuevas
bacterias implicadas en el metabolismo de UROs (varias especies de Enterocloster), y
caracterizacion de consorcios bacterianos responsables de los UMs; replicacion in vivo
del perfil de produccién de UROs, administrando dichos consorcios y evaluando su
seguridad; uso de EXOs-L cargados con RSV y CUR, aumentando su biodisponibilidad y
actividad anticancerigena; y finalmente, identificacion de E-EVs humanos como

transportadores de RSV y sus metabolitos en sangre.

Estos resultados contribuyen de forma pionera a identificar estrategias

personalizadas, dirigidas a mejorar los efectos saludables de los (poli)fenoles.






ABSTRACT

(Poly)phenols are bioactive compounds present in plant-foods. Clinical and
intervention studies have shown the preventive effects of (poly)phenol-rich diets, such
as the Mediterranean diet, against cardiometabolic, inflammatory, and
neurodegenerative diseases. However, these effects do not occur equally in all
individuals, mainly due to the interindividual variability in the metabolism of

(poly)phenols.

One of the primary factors contributing to the variability in the metabolism and
bioactivity of (poly)phenols is the composition and functionality of the gut microbiota
(GM), which varies among individuals. Individuals can be grouped according to
“metabotypes”, based on their GM's differential capacity to metabolize certain
(poly)phenols, such as isoflavones (soy) to equol (“equol-producers or non-producers”)
and ellagitannins (pomegranate, berries, and nuts) to urolithins (UROs) (“URO
metabotypes”: UMA, UMB (according to UROs produced) or UMO (UROs non-
producers). Some bacteria that metabolize these (poly)phenols have also been
identified, such as certain species of Adlercreutzia and Slackia, which produce equol,

and Gordonibacter and Ellagibacter, which produce some UROs.

The bioactivity of (poly)phenols is also conditioned by their low bioavailability since,
in addition to bacterial metabolism, they are also metabolized by the body’s cells into
phase-Il conjugates such as sulfates and glucuronides, which exhibit much lower activity

than their precursors.



In this Doctoral Thesis, our objectives included to investigating the existence of new
metabotypes and metabolites of (poly)phenols related to microbial metabolism, new
bacteria involved in UROs metabolism, and their use for in vivo replication of UROs
metabotypes. Also, the presence of different combinations of metabotypes within the
same individual, their prevalence in the population, their associated GM composition,
functionality, and distinctive microbial networks were explored. In addition, we
investigated the use of milk exosomes (EXOs-L) to encapsulate and transport resveratrol
(RSV) and curcumin (CUR) to systemic tissues, and evaluated their anticancer effects at
detected concentrations. Finally, the possible encapsulation and transport of
(poly)phenols and(or) their metabolites in human exosome-containing EVs (E-EVs) were

also explored.

Human, animal, and in vitro studies were carried out to achieve these goals. Two
human intervention studies were performed: stratification of metabotypes and GM
modulation (7 days), as well as a pharmacokinetic study (transport in E-EVs). The
participants consumed capsules containing (poly)phenol-rich plant extracts in both
trials. Two animal studies: one where rats consumed two sources of (poly)phenols and
URO-producing bacteria, and another, where they were administered with RSV and CUR,
encapsulated in EXOs-L. Finally, one in vitro study with bacterial cultures and another
with breast cancer cell models were also performed. Blood samples, exosomes, urine,
feces, and in vitro incubations were analyzed using metabolomics (HPLC-DAD-ESI-Q-MS,
UPLC-ESI-QTOF-MS, and GC-MS), GM analysis by genomic sequencing (16S rRNA) and
real-time polymerase chain reaction (qPCR), as well as bioinformatics and statistical

analysis were applied, among other techniques and approaches.



The main findings were: identification of a new metabolite (4-hydroxydibenzyl)
derived from the gut microbial metabolism of RSV; new GM metabotypes associated
with RSV metabolism (“lunularin-producers or non-producers”); identification of 10
different clusters of existing metabotypes, as well as their distinctive associated GM;
identification of the new Uro-G, and the isolation and identification of new bacteria
(several Enterocloster species) involved in the metabolism of UROs and characterization
of bacterial consortia responsible for UMs; in vivo replication of the metabolic profile of
UROs production using said consortia and evaluation of their safety; use of EXOs-L
loaded with RSV and CUR, increasing their bioavailability and anticancer activity; and
finally, identification of human E-EVs as new carriers of RSV and its metabolites through

the bloodstream.

The research outcomes of this Thesis contribute in a pioneering way to identify

personalized strategies aimed at improving the health effects of (poly)phenols.
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DHPPA: icido dihidroxifenilpropionico, del inglés “dihydroxyphenylpropionic acid”
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LPS: lipopolisacaridos

LUNU: lunularina
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MC: cluster de metabotipos, del inglés “metabotype cluster”
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MCH: hemoglobina corpuscular media, del inglés "mean corpuscular hemoglobin"

MCHC: concentracion de hemoglobina corpuscular media, del inglés "mean corpuscular

hemoglobin concentration"
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analysis"
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MPV: volumen medio de plaquetas, del inglés "mean platelet volume"
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NaCl: cloruro de sodio
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ND: no detectado

NF-kB: factor nuclear kB, del inglés “nuclear factor kB”

NGS: secuenciacién de nueva generacion, del inglés “next-generation sequencing”

NIH: Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de América, del inglés “National Institute

of Health”

NLRP3: proteina 3 similar al receptor de tipo NLR, del inglés "NLR family pyrin domain containing
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NO: éxido nitrico, del inglés "nitric oxide"

NOD: receptores nucleotidicos de oligomerizacién, del inglés "nucleotide-binding

oligomerization domain"
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Nrf2: factor nuclear eritroide similar al factor 2, del inglés “nuclear factor erythroid 2-related

factor”

NTA: analisis de seguimiento de nanoparticulas

ODMA: O-desmetilangolensina

OR: razdén de probabilidades, del inglés “odd ratio”

OTU: unidad taxonémica operativa, del inglés “operational taxonomic unit”
P: fosforo

PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1, del inglés "plasminogen activator

inhibitor type-1"

PBLE: efecto tipo prebidtico, del inglés "prebiotic-like effect"

PBS: tampdn fosfato salino, del inglés “phosphate-buffered saline”

PCA: andlisis de componentes principales, del inglés “principal component analysis”
PCoA: analisis de coordenadas principales, del inglés "principal coordinate analysis"
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa, del inglés “polymerase chain reaction”
PCT: volumen plaquetario total, del inglés "plateletcrit"

PDW: ancho de distribucidn de plaquetas, del inglés "platelet distribution width"
PE: extracto de granada, del inglés "pomegranate extract"

PERMANOVA: analisis multivariado permutacional, del inglés "permutational multivariate

analysis"

PGCla: coactivador 1-alfa del receptor activado por proliferadores de peroxisomas, del inglés

"peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha"
PG: prostaglandina

Pgp: glicoproteina de permeabilidad, del inglés “permeability glycoprotein”
pH: potencial de hidrégeno.

Phe: fenilarsina

Pi: conectividad entre mddulos, del inglés "among-module connectivity"
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PICRUSt: investigacidn filogenética de comunidades mediante la reconstruccién de estados no
observados, del inglés "phylogenetic investigation of communities by reconstruction of

unobserved states"

PINO: pinosilvina

PJ: jugo de granada, del inglés "pomegranate juice"
PLT: recuento de plaquetas, del inglés "platelet count"

PPAR: receptor activado por proliferadores de peroxisomas, del inglés “peroxisome proliferator-

activated receptor”

ppm: partes por millén

P-PST: sulfotransferasas fendlicas, del inglés "phenolic sulfotransferases".
PROT: proteina total

PTA: acido fosfotungstico hidratado, del inglés "phosphotungstic acid hydrate"
PTGES: prostaglandina E sintetasa

PVA: acido fenilvalérico, del inglés “phenylvaleric acid”

PVDF: fluoruro de polivinilo, del inglés “polyvinylidene fluoride”

PWV: velocidad de onda de pulso, del inglés "pulse-wave velocity"

gPCR: reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real a tiempo real, del inglés

“quantitative PCR”

QPS: presuncién cualitativa de seguridad, del inglés "qualitative presumption of safety"
QQQ: espectrémetro de masas con triple cuadrupolo

QTOF: cuadrupolo de tiempo de vuelo, del inglés “quadrupole time of flight”

RAVLT: test de aprendizaje verbal de Rey, del inglés "rey auditory verbal learning test".
RBP4: proteina de unidn al retinol-4, del inglés "retinol-binding protein-4"
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RCT: ensayo aleatorio controlado, del inglés “randomized controlled tria

RDW: ancho de distribucidn de eritrocitos, del inglés "erythrocyte distribution width"
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ROS: especies reactivas de oxigeno, del inglés “reactive oxygen species”
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SAM: S-adenosil metionina

SBP: presidn arterial sistdlica, del inglés "systolic blood pressure".

SD: desviacién estandar, del inglés "standard deviation"
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SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio, del inglés

"sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis"

SEC: cromatografia de exclusion por tamafio molecular, del inglés "size exclusion

chromatography".

SGLT-1: transportador de glucosa dependiente de sodio, del inglés “sodium-glucose linked

transporter”
siARN: ARN interferente pequefio, del inglés "small interfering RNA"

sICAM-1: molécula de adhesidn intercelular soluble-1, del inglés “soluble intercellular adhesion

molecule-1”

SIM: seguimiento de ion Unico, del inglés "selected lon monitoring"

SIRT1: sirtuina 1

SNARE: proteina de fijacién NSF soluble, del inglés "soluble NSF attachment protein"
SNPs: polimorfismos de un sélo nucledtido, del inglés “single-nucleotide polymorphisms”
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SULTSs: sulfotransferasas

sVCAM-1: molécula de adhesion vascular soluble-1, del inglés "soluble vascular cell adhesion

molecule-1"
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T4: tiroxina

TAP: potencial antioxidante total, del inglés "total antioxidant potential"
Tchol: colesterol total, del inglés “total colesterol”

TEAC: actividad equivalente de trolox, del inglés "trolox equivalent antioxidant capacity"
TEM: microscopia electrdnica de transmisién, del inglés "transmission electron microscopy"
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TLR: receptores tipo Toll, del inglés "Toll-like receptors".

TMAO: N-6xido de trimetilamina, del inglés "trimethylamine N-oxide".

Tmax: tiempo de concentracion maxima
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TMT-B: test del trazo-B, del inglés "trail making test”

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa, del inglés “tumor necrosis factor alpha”

TSG101: gen de susceptibilidad tumoral 101, del inglés "tumor susceptibility gene 101"

TWIN-SHIME: Simulador del Ecosistema Microbiano Intestinal Humano, del inglés "The

Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem"

UC: ultracentrifugacion

UDP: uridina difosfato, del inglés "uridine diphosphate"

UGTs: uridina-5’-difosfato glucuronosiltransferasas

UM: metabotipo de urolitinas, del inglés “urolithin metabotype”

UPLC: cromatografia liquida de ultra eficiencia, del inglés “ultra performance liquid

chromatography”
UROs: urolitinas

UV-Vis: ultravioleta-visible
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WAM: medio anaerdébico Wilkins-Chalgren, del inglés "Wilkins-Chalgren anaerobe medium"
WC: circunferencia de la cintura, del inglés "waist circumference"
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1. Alimentacidn y Salud

La alimentacidn es uno de los factores medio ambientales que mas impactan sobre
el estatus de salud de los seres humanos. Los patrones dietéticos asociados a un peor
estado de salud se caracterizan por un alto consumo de alimentos ricos en carbohidratos
refinados, grasas saturadas y sal, junto con un bajo consumo de vegetales. Los alimentos
de origen vegetal abarcan una extensa y diversa variedad de frutas, hortalizas, cereales
y derivados (vino, café, té, aceite de oliva, etc.) que varian en su aporte energético,
contenido de nutrientes y otros compuestos no nutricionales, pero con efectos
saludables. Este tipo de alimentos, mas alld de satisfacer las necesidades nutricionales
basicas de la poblacién, pueden promover la salud debido a un abanico de actividades
preventivas frente a estrés oxidativo, inflamacién, neurodegeneracién, cancer, etc.,
asociandose su consumo con una menor incidencia de enfermedades crénico-
degenerativas. Estas enfermedades son responsables de un aumento en la mortalidad y
morbilidad a edades mas tempranas, lo que reduce la esperanza de vida y aumenta la
prevalencia de discapacidad y de diversas condiciones clinicas desfavorables (Wallace et

al., 2020).

Para lograr una ingesta de alimentos dptima para el crecimiento, desarrollo, salud y
longevidad, es necesaria una dieta variada y equilibrada. Por ello, en los paises
desarrollados, se recomiendan las dietas ricas en alimentos vegetales. De hecho, un
mayor consumo de frutas y hortalizas es la base de las pautas dietéticas desarrolladas

en mas de un centenar de paises de todo el mundo, adaptadas a la cultura culinaria,
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habitos alimentarios, situacidon nutricional o disponibilidad de alimentos. Esta medida se
debe a que el 88% de los paises en el mundo sufren una seria malnutricién presente en
diferentes formas, entre las que se encuentran: a) la obesidad y las enfermedades
relacionadas como diabetes mellitus tipo I, enfermedades cardiovasculares y algunos
tipos de cancer; b) las deficiencias de micronutrientes y; c) la desnutricidon crénica o
aguda (FAO, 2023). Segun la evidencia actual, el mayor efecto para la prevencién de las
enfermedades cardiovasculares se consigue con un consumo de frutas y hortalizas de
alrededor de 800 g por dia, es decir, aproximadamente 5 porciones diarias de estos

alimentos (Zhan et al., 2017; Wallace et al., 2020).

Como se ha comentado, numerosos estudios epidemioldgicos han observado una
relacion inversa entre el consumo de alimentos vegetales y enfermedades crénico-
degenerativas, como el cdncer, las enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y una
disminucion en la mortalidad por todas las causas (Hertog, 1996; Sahyoun et al., 1996;
Whiteman et al., 1999; Sauvaget et al., 2003; Boffetta et al., 2010; Wang et al., 2014;
Aune et al., 2017). Diversos estudios han identificado el potencial cardioprotector de
una variedad de alimentos vegetales, como patata, soja, sésamo, tomate, cebolla, apio,
brécoli, y esparrago, entre otros. Se ha demostrado que los alimentos vegetales poseen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiplaquetarias, ademas de ser capaces
de regular la presidn arterial, los niveles de glucosa en plasma, el perfil lipidico y modular
actividades enzimaticas y vias de senalizacidon implicadas en diversas patologias (Tang et
al., 2017). Estudios recientes han demostrado de manera robusta y con un numero alto
de participantes que el consumo suficiente de alimentos vegetales reduce y previene el

riesgo de desarrollar multitud de enfermedades. En conjunto, estos estudios respaldan



CAPITULO 1

las recomendaciones de salud publica sobre la importancia de incrementar el consumo
de frutas y hortalizas, fuentes abundantes de compuestos bioactivos en la dieta, para
promover la salud cardiovascular, prevenir ciertos tipos de cancer y reducir el riesgo de

disfunciones metabdlicas (Turati et al., 2015, Zhan et al., 2017, Wallace et al., 2020).

Los alimentos vegetales, ademas de proporcionar suficiente fibra y micronutrientes
esenciales, son una fuente importante de compuestos bioactivos de escaso o nulo valor
nutricional pero que actian como sustancias protectoras en la prevencién de multiples
condiciones patoldgicas. Ademds, estos compuestos pueden contribuir a las
caracteristicas organolépticas de los alimentos vegetales, como color, sabor, aroma y
textura. El instituto nacional de salud de los Estados Unidos de América (NIH) define a
los compuestos bioactivos de los alimentos como “constituyentes de alimentos o
suplementos dietéticos, distintos de los necesarios para satisfacer las necesidades
nutricionales humanas bdsicas, pero que tienen un impacto en el estado de salud” (NIH,
2004). Estos “fitoquimicos” son importantes por su actividad biolégica frente a
enfermedades crénico-degenerativas (Zhan et al., 2017). Por ello, organizaciones como
la Alianza Nacional de Frutas y Hortalizas de Estados Unidos y el informe cientifico del
Comité Asesor de Guias Alimentarias 2015-2020, enfatizan la contribucién de estos
compuestos bioactivos para la promocion de la salud (DGAC, 2015; USDHHS & USDA,
2015; Wallace et al., 2015). Estos compuestos se agrupan en las siguientes categorias en
funcién de su estructura quimica: acidos organicos vy lipidos, compuestos
organosulfurados, terpenoides, carotenoides, cumarinas, compuestos nitrogenados,
alcaloides y compuestos fendlicos (Tabla 1) (Liu, 2004; Scalbert et al., 2011). Los

compuestos fendlicos son, probablemente, el grupo mas relevante cuali-cuantitativo de
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la dieta dentro del contexto de la salud humana. En la presente Tesis Doctoral, nos

centraremos en este grupo de compuestos.

Tabla 1. Clasificacién de compuestos bioactivos presentes en alimentos vegetales.

CLASE

COMPUESTOS

ESTRUCTURA (ejemplo)

Acidos orgénicos y
lipidos

Carotenoides

Alcaloides

Compuestos
nitrogenados

Cumarinas

Compuestos
organosulfurados

Terpenoides

Acidos orgénicos de cadena corta,
acidos grasos, alcanos

a-caroteno, B-caroteno, B-
criptoxantina, luteina, zeaxantina,
licopeno

Metilxantinas, protoalcaloides,
alcaloides de poliamina, peptidicos y
pseudoalcaloides

Aminoacidos no protéicos, aminas,
glucdsidos cianogénicos, indoles,
lectinas, péptidos y polipéptidos

Escopoletina, umbeliferona,
herniarina, furanocumarinas

Isotiocianatos, glucosinolatos,
compuestos de sulfuro de alilo

Mono-,di-,tri-, sesqui-terpenoides,
fitoesteroles
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Compuestos
fendlicos

Acidos fendlicos

Flavonoides

Estilbenos

Acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicindmicos

Flavonoles, flavonas, flavan-3-oles,
flavanonas, antocianinas, Isoflavonas

trans-Resveratrol, trans-piceido, trans-
piceatanol, trans-oxiresveratrol, etc.
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Secoisilariciresinol, pinoresinol,
Lignanos lariciresinol, matairesinol,
isolariciresinol

Taninos hidrolizables y condensados,
florotaninos

Taninos

Adaptada de Liu, 2004 y Scalbert et al., 2011.

2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son constituyentes no-nutrientes, abundantes en la dieta
cuando hay un consumo suficiente de alimentos vegetales. Cada vez hay mas estudios
que resaltan su papel en la prevencion de diversas enfermedades crénico-degenerativas
como el cancer y las enfermedades cardiovasculares. Los compuestos fendlicos son
abundantes en frutas, hortalizas, té, café, semillas, cacao, frutos secos y legumbres,
habiéndose identificado alrededor de 10.000 compuestos con estructuras quimicas
diferentes. Estos compuestos se caracterizan por una estructura molecular particular,
que tiene como elemento comun al menos un benceno con un grupo hidroxilo (que seria
el fenol, el compuesto fendlico mas simple). Ademds, su diversidad aumenta debido a
gue es posible su union a otras moléculas como azucares o dcidos organicos (Manach et

al, 2004).

El efecto de los compuestos fendlicos en la salud depende en gran medida de su
biodisponibilidad, que varia significativamente entre los distintos tipos de compuestos.
Por este motivo, es importante comprender en profundidad las particularidades vy

diferencias en la biodisponibilidad de los diversos compuestos fendlicos dietéticos para
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identificar aquellos que tienen mayor probabilidad de ejercer efectos protectores para
la salud puesto que, ademas, los mas abundantes en nuestra dieta no siempre presentan

una alta biodisponibilidad (Bravo, 1998).

Los polifenoles son compuestos fendlicos con mdas de un grupo fendlico en su
estructura quimica y muchos son producidos por las plantas como respuesta defensiva
contra el ataque de fitopatédgenos y la radiacion ultravioleta (Beckman, 2000). En
general, de aqui en adelante, nombramos “(poli)fenoles” a todos los compuestos
fendlicos con uno o mas grupos fendlicos. Desde hace décadas se ha hablado sobre los
beneficios potenciales de los (poli)fenoles de los vegetales en la salud humana (Shahidi
& Naczk, 1995; Pandey y Rizvi, 2009). Se han identificado mas de 8.000 (poli)fenoles en
diversas especies de plantas, encontrandose conjugados principalmente con residuos
de azucares unidos al grupo hidroxilo, y también a un carbono aromatico. Ademds,
pueden asociarse con lipidos, aminas, acidos carboxilicos y organicos (Kondratyuk &

Pezzuto, 2004).

Los (poli)fenoles estan presentes en nuestra alimentacién a través de la ingesta de
frutas, hortalizas, cereales, semillas y bebidas de origen vegetal. Por ejemplo, podemos
obtener alrededor de 200-300 mg de (poli)fenoles por cada 100 g de alimentos como
bayas, cerezas, uvas, manzanas y peras, y unos 100 mg en una copa de vino tinto o una
taza de café o té (Scalbert et al., 2005; Spencer et al., 2008). Los (poli)fenoles son los
antioxidantes mas abundantes en nuestra dieta, lo que ha despertado un gran interés
sobre su presencia en los alimentos y efecto preventivo frente al desarrollo de
enfermedades (Scalbert & Williamson, 2000; Rajha et al., 2022). Las propiedades

bioldgicas de los (poli)fenoles, como la actividad antioxidante, biodisponibilidad e
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interacciones especificas con enzimas y receptores celulares estan influenciadas por su
estructura quimica. Por lo tanto, para comprender cdmo impactan los principales
(poli)fenoles en la salud humana es indispensable conocer su origen dietético, su
biodisponibilidad, los factores que le afectan, asi como su naturaleza y las cantidades
consumidas segun los distintos habitos alimenticios de la poblacion (Scalbert &

Williamson, 2000).

2.1 Clasificacion

La clasificacion de los (poli)fenoles se puede realizar segun dos criterios principales:
el nimero de anillos fendlicos que contienen y los elementos estructurales que conectan
estos anillos entre si. En cuanto a los elementos estructurales, existen diferentes tipos
de enlaces que unen los anillos fendlicos, como los enlaces carbono—oxigeno,
carbono—carbono y enlaces dobles carbono=carbono. Estos enlaces desempefian un
papel importante en la diversidad de estructuras encontradas en estos compuestos, lo
cual tiene un efecto directo en la variabilidad de sus actividades bioldgicas y beneficios
para la salud. Los (poli)fenoles se pueden clasificar principalmente en tres clases
mayoritarias: flavonoides, no flavonoides y acidos fendlicos (Bravo, 1998; Manach et al.,
2004; Pandey y Rizvi, 2009) (Figura 1). Estas clases se subdividen en diferentes subclases

como se describe a continuacion.
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Isoflavonas

Flavan-3-oles

Estilbenos

No flavonoides &
Acidos fenolicos

Taninos condensados

Figura 1. Clasificacion de los compuestos fenélicos.
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2.1.1 Flavonoides

Se caracterizan por una estructura basica que consiste en dos anillos aromaticos
unidos junto con un tercer anillo heterociclo oxigenado por tres &tomos de carbono. Los
flavonoides son la clase mas extensa y mads estudiada de (poli)fenoles, muchos de ellos
responsables de los colores llamativos de hojas, frutas y flores (Arts et al., 2005). El anillo
A generalmente se sintetiza por la ruta del acetato y deriva de una molécula de
floroglucinol o resorcinol, mientras que el anillo B proviene de la ruta del shikimato
(Harborne & Mabry, 1982). Los flavonoides se dividen en seis subclases segun el tipo de
heterociclo que presenten: antocianinas, isoflavonas, flavonoles, flavonas, flavanonas y

flavan-3-oles (Shen et al., 2022).

e Antocianinas: Son glicdsidos de antocianidinas (pelargonidina, malvidina,
cianidina, peonidina, delfinidina y petunidina). Las antocianidinas tienen una
estructura de 2-fenilbenzopirilio con grupos metoxilo e hidroxilo en diferentes
posiciones (Jackman & Smith, 1996; Pascual-Teresa & Sanchez-Ballesta, 2008). Se
han identificado mas de 300 antocianinas diferentes (Krga & Milenkovic, 2019).
Son responsables de los colores purpura, violeta, azul, y rojo de frutas y hortalizas.
Su ingesta diaria puede llegar a ser superior a 200 mg cuando se consumen bayas
y otras frutas con regularidad (Gross, 1987; Prior & Wu, 2006), y los principales
alimentos que las contienen proceden de alimentos vegetales de las familias
Vitaceae, como la uva, y Rosaceae, como fresa, mora, manzana, melocotén,
cereza, ciruela, frambuesa, etc. Otros alimentos que contienen antocianinas son

las grosellas, berenjena, col roja y arandanos.
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Isoflavonas: En las isoflavonas, el anillo B de benceno se une a la posicion 3 del
anillo C a diferencia del resto de flavonoides que se unen a la posicion 2 del anillo
C. Las isoflavonas son abundantes en la soja, especialmente en forma de tempeh
o como fruto seco, asi como en el trébol rojo (Sarkar & Li, 2002; Yuan et al., 2007).
Debido a su estructura quimica, con cierta similitud a algunos estrégenos, estos
compuestos se consideran moduladores selectivos naturales de los receptores
estrogénicos, ya que pueden unirse a los receptores ERa y ERB (Messina et al.,
2000; Cornwell et al., 2004; Setchell et al., 2002a; Linford & Dorsa, 2002; Krizova
et al., 2019). Las isoflavonas mds conocidas se encuentran en la soja, como
genisteina, daidzeina y gliciteina, junto con sus glucdsidos (genistina, daidzina y
glicitina, respectivamente), ademas de otros derivados conjugados con acidos
organicos (Kfizova et al., 2019).

Flavonoles: Los flavonoles tienen estructura de 3-hidroxiflavona (3-hidroxi-2-
fenilcromen-4-ona), y su diversidad proviene de las diferentes posiciones de los
grupos hidroxilo (-OH). Las principales fuentes alimentarias de los flavonoles,
como quercetina, miricetina y kaempferol, incluyen el brdcoli, manzanas,
cebollas, vino tinto y té (Hollman & Katan, 1999). El consumo diario en
poblaciones occidentales se estima entre 20 y 50 mg/dia (Hollman & Katan, 1999;
Chagas et al., 2022).

Flavonas: En comparacion con los flavonoles, estos compuestos se encuentran en
menor cantidad en frutas y verduras. Entre las principales flavonas se encuentran
la apigenina y glicésidos de luteolina, siendo el trigo, mijo, apio y perejil,

alimentos donde se han identificado en cantidades relevantes (King, 1962; Feng
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et al.,, 1988). La nobiletina, tangeretina y sinensetina son un tipo de flavonas
polimetoxiladas, y son los flavonoides mas hidrofébicos que se encuentran en la
piel de los citricos (Vajdi & Farhangi, 2023).

¢ Flavanonas: Las flavanonas tienen una estructura 2,3-dihidro-2-fenilcromen-4-
ona. Las frutas citricas, como naranjas y limones, son las principales fuentes de
estos compuestos, que incluyen la naringenina y hesperidina. Las flavanonas
suelen presentarse en forma de los glicdsidos rutindsido y neohesperidésido. Los
glucdsidos se encuentran en algunas especies de menta y citricos, como el
pomelo y la naranja dulce, aunque son pocos comunes (Tomas-Barberan &
Clifford, 2000a; Avila-Galvez et al., 2021a).

¢ Flavan-3-oles: Forman un grupo muy complejo de (poli)fenoles que comprende
compuestos mds simples como catequina, epicatequina, galocatequina y
epigalocatequina, que pueden unirse y formar taninos condensados (polimeros
de procianidinas), incluyendo todos los diferentes intermediarios oligoméricos.
Las principales fuentes de estos (poli)fenoles en la dieta son el cacao, vino, téy
diversas frutas (Déprez et al., 2000; Rios et al., 2003; Rechner et al., 2004; Di Pede

et al.,, 2023).

2.1.2 Compuestos no flavonoides

Incluyen compuestos con varios anillos fendlicos, pero sin la estructura caracteristica
de los flavonoides. Dentro de estos compuestos se encuentran los lignanos, estilbenos

y taninos.
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Lignanos: Contienen dos grupos fenoles formados por la dimerizacion de dos
residuos de acido cindmico. Son compuestos que tienen actividad estrogénica
débil, por lo que se les considera fitoestrégenos. El mas abundante y comun es el
secoisolariciresinol, presente principalmente en forma de diglucdsido, en semillas
de lino, que también contienen cantidades pequenas de matairesinol. Otros
lighanos dietéticos son lariciresinol, pinoresinol, siringaresinol, arctigenina y
sesamina (Lampe et al., 2006; Senizza et al., 2020).

Estilbenos: Son fitoalexinas con propiedades antifungicas que producen ciertas
plantas como respuesta a un estrés bidtico o abidtico. Los estilbenos se
caracterizan por la presencia de un nucleo trans- o cis- 1,2-difeniletileno y pueden
ser divididos en dos categorias: monoméricos y poliméricos. Los estilbenos se
encuentran en un grupo limitado y heterogéneo de plantas debido a que la
enzima estilbeno sintasa no se expresa cominmente. Sin embargo, hay mas de
400 estilbenos identificados (Shen et al., 2009), si bien los mas abundantes en la
dieta son el resveratrol (RSV) (y su glucdsido piceido), piceatanol (y su glucésido
astringina), pteroestilbeno, oxiresveratrol, dimeros como pallidol, e-viniferina y
6-viniferin, y dos tetrdmeros (hopeafenol e isohopeafenol) (El Khawand et al.,
2018). RSV es uno de los estilbenos mas frecuentes en la dieta y mas estudiado,
encontrandose en el vino tinto, uvas, arandanos, cacahuates y los productos
derivados de estos alimentos, especialmente si la planta ha sufrido algun tipo de
dano o infeccidn, pero en general, la cantidad de los estilbenos en la dieta es

escaso (Tomé-Carneiro et al., 2013a; Teka et al., 2022).
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Taninos: Son compuestos que se caracterizan por tener un peso molecular

relativamente alto, existiendo taninos con una masa molecular de hasta 30.000

daltons. Pueden formar complejos insolubles con proteinas y carbohidratos, y son

moléculas altamente hidroxiladas, responsables de la astringencia de ciertos

alimentos debido a su capacidad para precipitar las proteinas salivales. Los

taninos pueden ser subagrupados en dos grupos mayoritarios: taninos

hidrolizables y taninos condensados (Wirsch et al., 1984; Bravo, 1998; Sallam et

al., 2021). También podemos encontrar un tercer grupo mds pequefio presente

solamente en las algas marinas marrones llamados florotaninos (Ragan &

Glombitza, 1986; Kumar et al., 2022).

o

o

Taninos hidrolizables: Los taninos hidrolizables consisten en la
condensacién de dimeros de 4cido gdlico, llamados 4&cido
hexahidroxidifénico, esterificado principalmente con glucosa (Porter,
1989), y como lo indica su nombre, se pueden hidrolizar con acidos, bases
y por accion enzimatica. Pueden subdividirse en elagitaninos, derivados
del acido hexahidroxidifénico y nombrados a partir de la lactona de acido
eldgico, y galotaninos, derivados del acido gélico (Bravo, 1998; Sallam et
al., 2021). La ingesta de elagitaninos, segun regiones, se debe
principalmente al consumo de nueces, fresas, frambuesas, granadas,
moras y té. Una fraccion de los elagitaninos ingeridos se hidroliza en el
intestino, liberando 4acido eldgico (Garcia-Villalba et al., 2022).

Taninos condensados: También conocidos como proantocianidinas, son

polimeros de alto peso molecular formados por unidades monoméricas
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de flavan-3-oles (catequina y epicatequina). Se encuentran en alimentos
como arandanos rojos, uva, te y cacao. Son moléculas dificiles de analizar
por su naturaleza altamente polimerizada. Las proantocianidinas pueden
llegar a presentarse como polimeros de hasta mas de cincuenta
mondmeros (Wiirsch et al., 1984). Los métodos cromatograficos usados
para el analisis de proantocianidinas se pueden dividir en aquellos que se
usan para analizar proantocianidinas intactas y los que se usan tras
hidrélisis acida, especialmente en presencia de floroglucinol
(floroglucinolisis) que proporciona informacion sobre la composicién de
las subunidades, asi como de la ubicacion del enlace interflavonoide

(Kennedy & Jones, 2001; Arapitsas et al., 2021).

2.1.3 Acidos fendlicos

Se dividen en dos grupos: derivados del acido cindmico y del acido benzoico. Se
encuentran en diversos alimentos, siendo los acidos hidroxicindmicos, como los acidos
cafeico, ferdlico, p-cumarico, y sinapico, mas comunes que los hidroxibenzoicos. Los
acidos hidroxibenzoicos pueden formar parte de estructuras mas complejas, como los
elagitaninos y galotaninos, dentro del grupo de los taninos hidrolizables (Clifford &
Scalbert, 2000). El acido hidroxibenzoico es abundante en alimentos como la cebolla,
meldn, mango, frutos rojos y rdbano negro, mientras que el té es rico en acido gélico

(Shahidi & Naczk, 1995; Kumar & Goel, 2019; Tomas-Barberan & Clifford, 2000b).

Los principales acidos hidroxicindmicos son los acidos ferulico, cafeico, sinapico y p-

cumarico, principalmente esterificados y glicosilados con acido quinico, tartdrico y
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shikimiko. Un acido fendlico que se encuentra en altas concentraciones en el café es el
acido clorogénico, que resulta de la unién de acido quinico y cafeico. Las frutas con
concentraciones mas altas de acidos hidroxicindmicos son las manzanas, cerezas, pifia,
kiwis y ardndanos, siendo el acido cafeico, libre y esterificado, el mas abundante
(Macheix et al., 1990). Otro acido fendlico abundante en la dieta es el acido ferulico que
se encuentra en los cereales, principalmente en su parte externa (Sosulski et al., 1982;

Hatcher & Kruger, 1997; Kumar & Goel, 2019).

2.2 Metabolismo, biodisponibilidad y transporte humano

Es fundamental tener en cuenta que no necesariamente los (poli)fenoles mas activos
dentro del organismo son los que se encuentran mas comunmente en la dieta humana.
Esto puede deberse a varios factores como son: bajo consumo de estos (poli)fenoles en
la dieta, su poca absorcion, y/o alto metabolismo hasta metabolitos menos activos, y/o
rapida eliminacidn y/o baja actividad bioldgica. Hay varios factores que pueden influir
en la absorcién y biodisponibilidad de los (poli)fenoles (Manach et al., 2004; D’Archivio
et al., 2010; Cortés-Martin et al., 2020a; Eseberri et al., 2022). Estos factores estan

relacionados con:

a) Elalimento: la matriz alimentaria, presencia de otros compuestos o ingredientes,
nivel de madurez del vegetal, exposicién solar, procesado post-recoleccion,
tiempo y tipo de almacenamiento y cocinado.

b) El compuesto fendlico: estructura quimica, unién con otras moléculas, cantidad

ingerida y concentracion.
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c) Elindividuo: transito intestinal, sexo, edad, genética, estado de salud, estilo de

vida, actividad enzimatica, excrecion y microbiota intestinal.

El efecto de la matriz alimentaria, que incluye las interacciones entre componentes
de los alimentos como la unidn a proteinas y polisacaridos, afectan en gran medida el
metabolismo de estos compuestos. Por ejemplo, la administracién de (poli)fenoles sin
esta matriz en forma de suplemento, puede tener un marcado efecto en su
biodisponibilidad y metabolismo, aumentando su concentracién plasmatica (Olthof et
al., 2000; Adam et al., 2002; Tomas-Barberan & Espin 2019). Ademas, la presencia en el
alimento de otros compuestos, como ciertos xenobidticos o nutrientes, puede tener un
efecto inhibitorio o inductor sobre los trasportadores o enzimas involucradas en el
metabolismo de los (poli)fenoles. También, el contenido en fibra dietética en alimentos
vegetales podria tener un efecto estimulante sobre la fermentacion intestinal,
influyendo en la produccién de metabolitos microbianos especificos a partir de los
(poli)fenoles (Manach et al., 2004; Di Lorenzo et al., 2021). La mayoria de (poli)fenoles
no pueden absorberse en la forma original en la que se encuentran en los alimentos
debido a presentarse en estructuras poliméricas, estar esterificados y/o glicosilados. Los
pasos generales de su metabolismo en el organismo son: |) la acciéon de las enzimas
digestivas y/o la microbiota intestinal, hidrolizando estos compuestos complejos para
gue puedan absorberse; y IlI) su conjugacion, en el tracto gastrointestinal e higado,
donde se unen a moléculas (acido glucurdnico, glicina, acido sulfénico, etc.) que

aumentaran su hidrofilicidad para que puedan excretarse (Figura 2).
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La conjugacién es un proceso comun a muchos xenobidticos, ya que reduce los
posibles efectos tdxicos que pueden ocasionar estas sustancias sintéticas en el
organismo mediante su detoxificacién metabdlica. Ademas, los (poli)fenoles y sus
derivados también pueden entrar en re-circulacién enterohepdtica, al ser secretados en
el duodeno a través de la bilis y reabsorberse en los segmentos mas distales del intestino
delgado, prolongando su presencia en el organismo (Scalbert & Williamson, 2000; Marin
etal., 2015). Dentro del organismo, los (poli)fenoles y los metabolitos derivados también
difieren en su sitio de absorcion. Mientras algunos son absorbidos en diferentes partes
del intestino delgado, otros se absorben en el colon (Figura 2). Varios estudios en
roedores han observado que algunos flavonoides pueden incluso absorberse en el
estdmago, pero la mayoria de los glicésidos son resistentes a la hidrdlisis estomacal y
llegan intactos al intestino delgado. Mayoritariamente, pasan al colon, donde la
eficiencia de absorcion es sélo aproximadamente del 15% al 20% del contenido total de
(poli)fenoles (Manach et al., 2004; Passamonti et al., 2005; D'Archivio et al., 2007; Di

Lorenzo et al., 2021).

El término biodisponibilidad se refiere a la proporcion de los compuestos que pueden
alcanzar la circulacién sanguinea en la misma forma molecular ingerida, sin
transformaciones metabdlicas. En el caso de los (poli)fenoles, la biodisponibilidad puede
variar dependiendo el tipo de compuesto, pero en general es muy baja. Como
mencionamos anteriormente, la mayoria de los (poli)fenoles se encuentran en los
alimentos en forma conjugada con diversos tipos de azlcares, ésteres, o polimerizados,
lo que dificulta su absorcidn. Los microorganismos y enzimas intestinales hidrolizan los

(poli)fenoles, lo que provoca una serie de transformaciones que cambian ampliamente
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su estructura para poder ser asimilados por el organismo. Estos (poli)fenoles
hidrolizados (es decir, ya en su forma libre o aglicona) son luego conjugados, primero en
los enterocitos y después en los hepatocitos, mediante procesos como la
glucuronidacién, sulfatacion y metilacién (Figura 2) (Day & Williamson, 2001; D'Archivio
et al., 2007; Di Lorenzo et al., 2021). Como resultado de estas transformaciones, las
moléculas transportadas en la circulacidn y que llegan a los distintos drganos y tejidos
del organismo son diferentes a sus precursores fendlicos presentes en los alimentos.
Esto plantea un desafio cientifico que requiere la caracterizacién de estas nuevas
moléculas e identificacién de sus efectos bioldgicos. Es importante destacar que la
naturaleza de los metabolitos circulantes en la sangre y el grado de su absorcién, no sélo
vienen determinados por su concentracion, sino también por la estructura quimica del
(poli)fenol, lo que conlleva a una gran variabilidad en el efecto biolégico de cada

compuesto (Setchell et al., 2003; Marin et al., 2015; Di Lorenzo et al., 2021).

Las transformaciones de los (poli)fenoles por enzimas intestinales comienzan con la
accién de la lactasa-floricina hidrolasa, una enzima que se encuentra en la membrana
del epitelio intestinal y se encarga de catalizar la hidrdlisis de un amplio rango de
(poli)fenoles glicosilados a sus respectivas agliconas (Day et al., 2000; Marin et al., 2015).
Sin embargo, su accidn presenta una alta variabilidad interindividual en la edad adulta,
ya que por ejemplo hasta el 90% de las personas que residen en Asia y Africa presentan
deficiencia de esta enzima, a diferencia de sélo el 5% de los europeos. Otras enzimas
intestinales involucradas son las B-glucosidasas las cuales ejercen su efecto en el citosol.
El trasportador de glucosa dependiente de sodio (SGLT1) es el responsable de

transportar al interior de los enterocitos los glucésidos sin hidrolizar para que sean
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hidrolizados por estas enzimas. Sin embargo, no todos los poli(fenoles) son sometidos a
la accidn de estas enzimas. Mientras que algunos compuestos fendlicos se absorben de
manera rapida en el intestino delgado, la mayoria llegan al colon sin ser transformados
por las enzimas intestinales y son los microorganismos de la microbiota los que
transforman los glicdsidos en agliconas, que a su vez pueden ser metabolizadas hasta
metabolitos mas simples de estructura y actividad muy diversas (D'Archivio et al., 2007;

Marin et al., 2015; Di Lorenzo et al., 2021).

Una vez absorbidos sufren distintas reacciones de conjugacién en el tracto
gastrointestinal e higado, para poder ser eliminados a través de la orina o la bilis. La
posicién de la glucuronidacién y sulfatacién (estrictamente, una sulfonacion) depende
del tipo de compuesto, pero suele presentarse en los hidroxilos, por ejemplo, en el caso
de flavonoides, cuando se encuentran en las posiciones 3, 7, 3’ y 4’ de la molécula. En
cuanto a la metilacién, suele ocurrir preferentemente en las posiciones 3’ o 4’ de
flavonoides (anillo B) y 3 0 4 en los grupos hidroxilo de no-flavonoides. Las posiciones
de los grupos conjugados en la estructura quimica del (poli)fenol pueden afectar las
propiedades y efectos bioldgicos de los metabolitos circulantes. La adicién y
transferencia de estos grupos es catalizada por la accidon de enzimas especificas como
glucuronosiltransferasas (UGTs), sulfotransferasas (SULTs) y metiltransferasas (MTs).
Como deciamos anteriormente, la eficiencia de la accién de estas enzimas y los
mecanismos de conjugacion, es otra de las causas de la baja biodisponibilidad de los
(poli)fenoles, apenas encontrandose en circulacién la forma ingerida o la
correspondiente aglicona (Lee et al., 2002; Miksits et al., 2005; D’Archivio et al., 2010;

Di Lorenzo et al., 2021).
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Estas enzimas de fase-l y Il, asi como los transportadores de eflujo, juegan un papel
importante en la eliminacién y/o detoxificacion de xenobidticos en general, y
(poli)fenoles en particular, y se expresan ampliamente en diferentes érganos y tejidos
del organismo. Las enzimas y transportadores pueden encontrarse abundantemente a
nivel basal o incrementar su expresién después de la exposicidon a estos compuestos
(Murota et al. 2018; Wang & LeCluyse, 2003). Las enzimas de fase-l incluyen
principalmente a la superfamilia de enzimas del citocromo P450 (CYP), mientras que las
enzimas de fase-ll consisten en diversas superfamilias de enzimas conjugadoras que
incluyen principalmente UGTs, SULTSs, y transferasas de glutation (D’Archivio et al., 2010;

Di Lorenzo et al., 2021).

Glucuronidacién: Las UGTs se encuentran en el reticulo endopldsmico de muchos
tejidos y son enzimas de membrana que catalizan la unién del acido glucurénico (UDP-
glucurénico) a otra molécula. Se sabe que una proporcidén significativa de los
glucurdnidos que se forman en la mucosa intestinal son secretados de nuevo hacia la luz
intestinal, disminuyendo la absorcion de los flavonoides. Se ha observado en estudios
animales y humanos que la glucuronidacién de (poli)fenoles sucede primero en los
enterocitos y después hay una mayor conjugacién en el higado (Boersma et al., 2002;
Marin et al., 2015; Di Lorenzo et al., 2021). En los seres humanos, se han identificado
alrededor de 22 isoformas de UGTs distribuidas por diferentes tejidos y teniendo
amplias especificidades segun el sustrato, siendo principalmente la subfamilia UGT1A
un grupo relacionado con el metabolismo de los compuestos fendlicos (Wu et al., 20113;
Meech et al., 2019). Ademds, algunas isoenzimas parecen diferir en su accién segun sea

el (poli)fenol en cuestién, y existe una amplia variabilidad interindividual en la
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conjugacién de (poli)fenoles debido al alto numero de polimorfismos expresados de
estas isoenzimas. La glucuronidacidon puede ser modificada por esos polimorfismos
genéticos, la dieta y el ambiente, lo que podria explicar las diferencias observadas en la
glucuronidacién de algunos (poli)fenoles (Boersma et al., 2002; Yang et al., 1998; Marin

et al., 2015).

Sulfatacion: La transferencia de un grupo sulfonato de 3’-fosfoadenosina-5’-
fosfosulfato a un grupo hidroxilo en los (poli)fenoles es catalizada por las enzimas SULTSs,
principalmente en el higado. Las SULTs fendlicas (P-PST) son un grupo reducido de
enzimas ampliamente distribuidas en los tejidos y que se encuentran en el citosol.
Generalmente, las SULTs no suelen estar influidas por el medio ambiente, la dieta o los
xenobidticos, sin embargo, los (poli)fenoles pueden inhibir algunas de estas enzimas

(Burchell et al., 1995; Walle et al., 1995; Coughtrie et al., 1998; Marto et al., 2017).

Metilacion: La catecol-O-metil transferasa (COMT) es una enzima presente en varios
tejidos, con una actividad especialmente alta en los rifiones y el higado. Esta enzima
cataliza la transferencia de un grupo metilo de la S-adenosil metionina (SAM) a un grupo
hidroxilo en diversos sustratos, incluidos los (poli)fenoles. La determinacién de qué
grupos hidroxilo en el anillo del (poli)fenol serdn metilados dependerd de su
especificidad para los (poli)fenoles, y esto a su vez podrd influir en su posterior
metabolismo, ya que el citocromo P450 tiene la capacidad de desmetilar algunos
flavonoides en la posicién 4’ pero no en la posicién 3’ (Nielsen et al., 1998; Tsao et al.,

2011; Bastos et al., 2017).

La regulacién de la produccién y también la liberacién de los diversos metabolitos de

(poli)fenoles por parte de las células hepaticas esta regulada por este complejo conjunto
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de sistemas enzimaticos y transportadores. La importancia relativa de estos tres tipos
de conjugacién puede variar dependiendo de la dosis y la naturaleza del compuesto
ingerido. Por ejemplo, hay un cambio de sulfatacion hacia glucuronidacion al aumentar
la dosis ingerida del compuesto, ya que la sulfatacién tiene una capacidad limitada en
comparacion con la glucuronidacién, aunque es la via de inicio con mayor afinidad.
También el sexo, la especie y la privacién de alimentos son factores que pueden afectar
el equilibrio entre sulfatacién y glucuronidacién (Koster et al., 1981; Piskula, 2000; Di
Lorenzo et al., 2021).

Ademas de las reacciones de conjugacion de fase-ll, las enzimas de fase-l,
principalmente CYP, también participan en el metabolismo de los (poli)fenoles. Sin
embargo, este metabolismo representa una via metabdlica menor en comparacién con
el metabolismo de fase-ll. Ademas, se ha visto que los productos de la reaccion CYP
pueden ser conjugados rapidamente con glucurénidos y sulfatos (Tolleson et al., 2002;

Jeong et al, 2005; Nakajima et al., 2006; Di Lorenzo et al., 2021).

En cuanto al transporte de estas moléculas dentro del organismo, se ha observado
gue estos metabolitos pueden ser transportados en la circulacién sanguinea junto a
proteinas, como la albimina, teniendo un rol importante en la biodisponibilidad y
transporte de los (poli)fenoles. La estructura quimica del compuesto afecta a su afinidad
hacia esta proteina, y esta unidn, a su vez, influye en la distribucién en células y tejidos,
asi como la eliminacidon de los (poli)fenoles y sus metabolitos derivados. Sobre la
actividad bioldgica, no esta claro que los (poli)fenoles unidos a albumina mantengan su
actividad bioldgica (Dangles et al., 2001; Dofour et al., 2007). Al llegar a los tejidos, la

penetracién de los (poli)fenoles a través de la membrana celular viene determinada por
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su conformacién tridimensional. Se ha visto que (poli)fenoles con una conformacién
plana mostraban una profunda interaccion con la membrana celular (Movileanu et al.,
2000; Reis et al., 2021). En general, el metabolismo, biodisponibilidad y transporte de
los (poli)fenoles son factores que influyen en gran medida en la estructura quimica de
sus metabolitos, asi como en la distribucidn y concentracién de estas moléculas en los

diferentes tejidos.

2.2.1 Caracteristicas particulares del metabolismo y biodisponibilidad de los

(poli)fenoles

La biodisponibilidad de la mayoria de flavonoides es baja (Liang et al., 2023). Por
ejemplo, la mayor parte de las antocianinas ingeridas llega al colon, ya que solo una
pequeiia cantidad se absorbe en el intestino delgado, intacta o como antocianidinas
(Prior & Wu, 2006; He et al., 2005; Liang et al., 2023). La fraccidn que alcanza el colon es
metabolizada por la microbiota intestinal para dar lugar a diferentes acidos fendlicos
simples y otros fenélicos de bajo peso molecular (floroglucinol, pirogalol, etc.) (Liang et

al., 2023).

La mayoria de isoflavonas se encuentran en forma de glicdsidos y esterificadas con
acidos organicos, lo que dificulta también su absorcion a través de las células
intestinales. Los glicésidos de isoflavonas son hidrolizados en el tracto gastrointestinal y
las agliconas se absorben y son conjugadas por enzimas de fase-ll, formando
metabolitos conjugados (glucurdnidos, sulfatos, etc.) que circulan en sangre. Parte de
las isoflavonas ingeridas alcanzan el colon y son transformadas mediante reacciones de

reduccidn, hidroxilacién y ruptura del anillo C (Selma et al., 2009; Kfizova et al., 2019).

26



CAPITULO 1

Al igual que las isoflavonas, los flavonoles, después de ser desglicosilados en el
intestino delgado o colon, son objeto de metabolismo de fase-Il para producir diversos
metabolitos glucurdnidos, sulfatos y sulfoglucurdnidos. La fraccion no absorbida que
alcanza el colon también es metabolizada por la microbiota coldnica hasta diversos

acidos fendlicos y otros metabolitos de bajo peso molecular (Wang et al., 2023).

La conversion de flavonas en moléculas mdas grandes como los glucurdnidos es un
factor fundamental que afecta su biodistribucién, influyendo también la metilacién y la
sulfatacidn. Flavonas como la apigenina se absorben relativamente bien en el intestino
debido a su mayor lipofilicidad. La apigenina sufre metabolismo de fase-I produciendo
derivados monohidroxilados como la luteolina, escutelarina e isoescutelarina. En
general, la apigenina esta unida a diferentes azucares y su absorcién gastrointestinal
esta influenciada por el grado de glicosilacidn, y por su posterior metabolismo por las a-

ramnosidasas microbianas y B-glucosidasas humanas (Kashyap et al., 2022).

Existe abundante evidencia sobre el metabolismo de la flavanona hesperidina. Sin
embargo, conocemos menos sobre el metabolismo de la eriocitrina (Li & Schluesener,
2017; Najmanova et al., 2020; Avila-Galvez et al., 2021a). La baja solubilidad de la
hesperidina dificulta su biodisponibilidad y metabolismo microbiano produciendo una
alta variabilidad entre individuos en la produccién de sus derivados (Vallejo et al., 2010).
En cambio, la estructura molecular de la eriocitrina parece conferirle mayor solubilidad
favoreciendo la accién hidrolitica de las ramnosidasas microbianas para producir
eriodictiol. Una vez que esta aglicona es producida puede sufrir las siguientes reacciones
de conjugacidon o ser deshidroxilada para producir naringenina y sus derivados.

Recientemente se ha descrito por primera vez la formacion de hesperitina después del
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consumo de eriocitrina, probablemente debido a la metilacién del eriodictiol (Avila-

Galvez et al., 2021a).

Los diferentes flavan-3-oles presentan variabilidad en su metabolismo, por ejemplo,
se ha observado que la (-)-epicatequina es mds biodisponible que la (+)-epicatequina 'y
la (-/+)-catequina (Ottaviani et al., 2011; Clifford et al., 2013; Borges et al., 2018). Adn
no se ha investigado en profundidad el destino metabdlico de la epigalocatequina-3-
galato, ya que se elimina rapidamente del sistema circulatorio sin haberse podido
detectar en la orina (Di Pede et al, 2023). La absorcién y los mecanismos de conjugacion
posteriores de fase-ll de los flavan-3-ols galoilados posiblemente estdn afectados por el
grupo galoil. Ademas, la sulfatacién, la glucuronidacion y la metilacién de los
mondmeros de flavan-3-oles estan influidas por la estereoquimica de los compuestos.
Los flavan-3-oles circulan principalmente como conjugados de catabolitos coldnicos,
como derivados de hidroxifenil-y-valerolactonas y dcidos hidroxifenilvaléricos (Stevens

& Maier, 2016; Mena et al., 2019a; Di Pede et al, 2023)

En cuanto a los lignanos, la accién enzimdtica intestinal puede producir la
desglicosilacion de secoisolariciresinol diglucésido (SDG) para convertirse en
secoisolariciresinol. Por otro lado, a través de una serie de transformaciones
enzimaticas, el compuesto pinoresinol diglucésido se puede transformar en pinoresinol,
lariciresinol y secoisolariciresinol (Senizza et al., 2020). Una ruta menos relevante es la
reduccidn de lariciresinol, que genera dimetil-secoisolariciresinol (Mosele et al., 2015).
Alternativamente, el secoisolariciresinol también puede producirse por la reduccién de
lariciresinol o por la desglicosilacién de SDG, que no se absorbe (Quartieri et al., 2016).

La microbiota intestinal puede a su vez convertir el secoisolariciresinol en varios
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metabolitos, incluyendo los enterolignanos enterodiol y enterolactona (Quartieri et al.,

2016; Peirotén et al., 2019).

La alta tasa de metabolismo por enzimas de fase-ll tiene como resultado la baja
biodisponibilidad de los estilbenos, como RSV y pteroestilbeno. Las agliconas de
estilbenos se pueden convertir en sus glicdsidos correspondientes por accién de
glicosiltransferasas (Teka et al., 2022). Estructuralmente, el pterostilbeno proporciona
solo un Unico grupo hidroxilo para las reacciones de conjugacion, lo que lo convierte en
un sustrato menos favorable de las UGTs y SULTs, por lo que tendria una mejor
estabilidad metabdlica que RSV (Wang & Sang, 2018). Se han descrito tres metabolitos
microbianos después del metabolismo microbiano de RSV, que incluyen
dihidroresveratrol (DHRSV), el primer metabolito identificado, ademas de 3,4’-dihidroxi-
trans-estilbeno (DHST) y lunularina (LUNU) (Bode et al., 2013; Wang & Sang, 2018).
También se haidentificado pinoestilbeno como un metabolito del pterostilbeno descrito

en el colon de ratones (Sun et al., 2016; Wang & Sang, 2018).

Los taninos condensados, como las proantocianidinas, a menudo son resistentes a la
accién de las enzimas digestivas en el estdmago y el intestino delgado. Generalmente
son demasiado grandes y complejas para ser absorbidas directamente en el intestino
delgado, pero pueden ser parcialmente degradadas en mondmeros y oligdmeros por
algunas enzimas producidas por la microbiota intestinal y del tracto gastrointestinal. Las
proantocianidinas mds pequenas son transportadas al higado, donde pueden ser
metabolizadas por enzimas de fase-ll, donde el metabolismo polimérico parece ser
menor que el de mondmeros. Los principales metabolitos de los proantocianidinas en

plasma son los dimeros y mondmeros de proantocianidinas metilados y glucuronidados.
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En el colon, las proantocianidinas son metabolizadas por la microbiota coldnica en
acidos fendlicos de bajo peso molecular, como derivados de fenilvalerolactona, acidos

fenilacéticos y acidos fenilpropiénicos. (Zhang et al., 2016a; Sallam et al., 2021).

Los acidos fendlicos presentes en los alimentos son liberados durante la digestion
llegando al intestino delgado, pero ademas pueden ser el resultado del metabolismo
microbiano de otro tipo de (poli)fenoles (Piazzon et al., 2012; Kumar & Goel, 2019). Los
acidos fendlicos y sus metabolitos pueden absorberse a través de la mucosa intestinal.
Después de la absorcidn en el tracto gastrointestinal pueden metabolizarse en el higado
mediante una serie de reacciones de conjugacion, principalmente los acidos cafeico y
ferdlico (Jiménez et al., 2010; Omar et al., 2012; Kumar & Goel, 2019). Su conjugacién
se produce al reducir los grupos hidroxilo, disminuyendo su poder antioxidante. Los
acidos clorogénico, ferdlico, cafeico y sindpico son metabolizados principalmente por los

microorganismos del colon (Kumar & Goel, 2019).

2.3 Distribucion en tejidos

Los (poli)fenoles ingeridos, y sus metabolitos derivados de la microbiota intestinal, se
encuentran distribuidos principalmente en el tracto gastrointestinal. Los conjugados de
fase-1l, tanto de (poli)fenoles como de metabolitos microbianos, se encuentran
principalmente en circulacién sanguinea. Sin embargo, también se han localizado
diversos conjugados de fase-ll e incluso formas libres en diversos tejidos sistémicos
humanos como la préstata, y gldndula mamaria (Gonzalez-Sarrias et al., 2010; Avila-

Galvez et al., 2019, 2021b).
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Un elemento que influye en gran medida en la distribucién de los (poli)fenoles y sus
derivados a las células y tejidos es el grado de unién que tienen estos compuestos a
proteinas séricas. Se ha visto que la concentraciéon no unida de los metabolitos podria
ser proporcional a la absorcién celular, pero puede haber cambios conformacionales de
las proteinas debido a las diferencias de pH en distintos tejidos, lo que influye en estas
concentraciones al provocar una disociacion del complejo (poli)fenol—proteina.
También se ha observado que interacciones inespecificas con varias membranas pueden
inducir cambios conformacionales en proteinas séricas como la albumina (Horie et al.,

1988; Manach et al. 2004; Reis et al., 2021).

Se ha cuestionado si las concentraciones plasmaticas de (poli)fenoles y sus
metabolitos son biomarcadores precisos de exposicién, ya que la distribucion entre
sangre y tejidos puede ser diferente, ademds que las concentraciones en plasma no
estan directamente correlacionadas con las concentraciones en tejidos diana (Hong et
al., 2002, Avila-Gélvez et al., 2019, 2021b). La concentracién de los (poli)fenoles
detectada en los drganos puede variar segun tipo y porcion de tejido analizado. En
estudios de microautoradiografia después de la administracion de epigalocatequina
galato o RSV radiomarcados a roedores, se observé que la radiactividad no se incorpora
de igual forma en las células de un mismo érgano. Otros estudios han demostrado que
diversos (poli)fenoles se acumulan en distinta proporcién en diferentes zonas del tejido
y que su distribuciéon puede ser varias veces mayor en un drgano en comparacién al
resto de tejidos (Suganuma et al., 1998; Datla et al., 2001; Kwon et al., 2001; Vitrac et
al., 2003). En relacidn a su distribucidn en el cerebro, un factor limitante a considerar es

la capacidad del compuesto para atravesar la barrera hematoencefdlica. Se ha
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identificado acumulacién de hidroxitirosol y sus derivados en cerebro perfundido de
ratas, después del consumo crénico de una dieta suplementada con hidroxitirosol o
derivados de oleuropeina (Hazas et al., 2018). Aunque se ha descrito en diversos
estudios la llegada de compuestos fendlicos y/o metabolitos microbianos derivados al
parénquima cerebral, sin embargo, la inmensa mayoria de estos resultados son
cuestionables al no haberse realizado en cerebro perfundido, esencial para eliminar la

irrigacion cerebral (Jiménez-Loygorri et al., 2023).

En estudios humanos se ha observado que algunos (poli)fenoles, aunque en
cantidades traza, estan presentes en forma libre en la circulacién sanguinea, incluyendo
algunas flavonas, isoflavonas, catequinas, acidos hidroxicinamicos y RSV, entre otros
(Williamson et al., 2005; Avila-Galvez et al., 2019, 2021b). Ademds, en un estudio donde
pacientes con cancer de mama consumieron una mezcla que incluia 37 fendlicos se
llegaron a detectar en plasma hasta 69 metabolitos, fundamentalmente conjugados de
fase-ll, derivados de los (poli)fenoles ingeridos. En este mismo estudio se identificaron
hasta 40 metabolitos, también fundamentalmente conjugados de fase-ll, en tejido
mamario sano y tumoral, de RSV, urolitinas (UROs), e hidroxifenilvalerolactonas, entre
otros (Avila-Géalvez et al., 2019). Posteriormente, otro estudio también en tejido
mamario de pacientes con cancer de mama detectd otros metabolitos derivados de
(poli)fenoles, incluyendo lignanos, isoflavonas y curcuminoides, y de forma relevante,
curcumina (CUR) libre, tanto en tejido sano como en tejido canceroso (Avila-Galvez et
al., 2021b). Esto sugiere que, aunque con algunos matices cuali-cuantitativos, estos

fendlicos y sus metabolitos derivados se pueden distribuir de una forma
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aproximadamente similar tanto en tejidos sanos como cancerosos (Nufiez-Sanchez et

al., 2014; Avila-Gélvez et al., 2019, 2021b).

2.4 Efecto de los (poli)fenoles en la salud humana

Los efectos de los (poli)fenoles dietéticos en la salud no se han identificado de
manera inequivoca y los mecanismos reales detrdas de los efectos no estan
completamente establecidos. Se ha observado que los (poli)fenoles tienen efectos
beneficiosos en la salud intestinal al reducir la inflamacion, por medio de la disminucién
del estrés oxidativo, la proteccidn de la barrera intestinal, la regulacion positiva de Nrf2,
la supresion de activacion de NF-kB, la modulacidn del sistema inmune y la inhibicion de
citoquinas inflamatorias como TNF-a e interleuquinas (IL) 6, 8 y 1B. Ademas, se ha
demostrado que reducen la inflamacién sistémica y la endotoxemia metabdlica al limitar
de forma indirecta la infiltracion de lipopolisacaridos bacterianos (LPS) y la translocacién
de patdgenos y antigenos al proteger la barrera intestinal (Farzaei et al., 2015; Shimizu,
2017; Gonzalez-Sarrias et al., 2018a,b; Li et al., 2020a). Muchos (poli)fenoles y
metabolitos derivados, como por ejemplo CUR, RSV, punicalagina y urolitina A (Uro-A),
han sido estudiados por sus efectos en la reduccion de la inflamacidén y protecciéon de la
mucosa intestinal (Larrosa et al., 2009, 2010; Nufez-Sdnchez et al., 2015; Alam et al.,

2018; Ding et al., 2020).

Varios meta-andlisis han revisado las evidencias sobre los efectos de los (poli)fenoles
en diversas enfermedades. En términos de sus efectos cardiovasculares y metabdlicos,
se han encontrado beneficios consistentes sobre la dilatacién mediada por flujo (DMF),

asi como efectos positivos sobre la regulacién de la insulina y el HOMA-IR. Estas mejoras
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sobre la resistencia a la insulina se asociaron a su reduccion significativa en los niveles
séricos (Hooper et al., 2012). Por otro lado, el consumo de extractos de uva enriquecidos
en RSV, frente a placebo o extractos sin RSV, mejord la funcidon endotelial, el perfil
aterogénico y fibrinolitico, el metabolismo de la glucosa y marcadores de inflamacién en
estudios clinicos (Tomé-Carneiro et al., 2012a,b; 2013b,c). Ademas, la suplementacion
con RSV aumento significativamente la DMF en pacientes con sindrome metabdlico,
aunque no tuvo efecto en la presidn sistolica ni diastdlica (Akbari et al., 2019). Se ha
identificado que algunos (poli)fenoles podrian tener un mayor efecto en ciertos
individuos, como aquellos con sobrepeso o en general, en los que no se encuentran bajo
tratamiento farmacolégico. Un estudio observdé que consumir productos ricos en
(poli)fenoles como té, cacao y manzana producia efectos similares a los producidos
mediante los cambios en el estilo de vida y el consumo de medicamentos en
biomarcadores lipidicos y la pérdida de peso. Sin embargo, hay que tener en cuenta
otros factores que pueden influir en la eficacia bioldgica de estos compuestos (Gonzalez-
Sarrias et al., 2017a). Los alimentos que contienen elagitaninos y antocianinas, sobre
todo el consumo de bayas y nueces, fueron capaces de reducir marcadores de riesgo
cardiovascular. Las uvas rojas y bayas redujeron de forma significativa la presion arterial,
mientras que las nueces disminuyeron significativamente los triglicéridos, el colesterol
LDL (LDLc) y el perimetro de la cintura (Garcia-Conesa et al., 2018). En una intervencion
en adultos con sobrepeso mediante dieta alta en grasa y contenido energético, los
(poli)fenoles de la fruta protegieron la funcién microvascular y macrovascular, y
disminuyeron niveles de marcadores inflamatorios como IL-6 y la proteina C reactiva.

Esto sugiere que estos compuestos podrian reducir la respuesta inflamatoria y el riesgo
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cardiovascular asociado a la disfuncién endotelial tras una comida alta en grasas, tipica
de la dieta occidental (do Rosario et al., 2021). Como se ha comentado, el consumo de
un nutracéutico de uva con RSV durante 1 ano mejord el estado inflamatorio vy
fibrinolitico en pacientes polimedicados con riesgo a desarrollar enfermedad
cardiovascular (prevencidon primaria) o repetir eventos (prevencién secundaria),
demostrando como el consumo de (poli)fenoles podria complementar el tratamiento
farmacoldgico estandar en la prevencion primaria y secundaria de enfermedades
cardiovasculares (Tomé-Carneiro et al., 2012a,b; 2013b,c). El consumo de farmacos,
segln frecuencia de ingesta, tipos, combinaciones, y dosis, es un factor muy importante
a considerar sobre el efecto de los (poli)fenoles en futuros ensayos clinicos, debido a
que puede influir en la variabilidad de la respuesta de los individuos a estos compuestos.
Por ejemplo, en un estudio donde pacientes con sindrome metabdlico consumieron un
nutracéutico de extracto de granada rico en elagitaninos, se observd que la
polimedicacion de estos pacientes (antidiabéticos orales, antihipertensivos e
hipolipemiantes) condiciond los efectos del nutracéutico, previniendo una respuesta
homogénea sobre marcadores de riesgo cardiovascular e inflamacién (Cortés-Martin et

al., 2021).

En cuanto al efecto de los (poli)fenoles en la prevencion de diversos tipos de cancer,
los meta-analisis de estudios prospectivos han mostrado que la ingesta de (poli)fenoles
como las isoflavonas se han relacionado de forma significativa con un menor riesgo de
desarrollar cadncer de endometrio, pulmdn, ovario, mama estdmago y pulmodn, y esta
asociacioén fue casi significativa para cancer colorrectal. Los estudios de casos y controles

demostraron asociaciones para diversos flavonoides y canceres colorrectal, de mama,
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de pulmédn y del tracto aerodigestivo (Grosso et al., 2017). Aunque diversos estudios
sugieren que el consumo de (poli)fenoles puede disminuir el riesgo de cancer, esto
depende del tipo, localizacidén y estadio del cancer, asi como de la evaluacién precisa de
la exposicion dietética a estos compuestos y de los tipos de compuestos especificos
utilizados en el estudio (Robards et al., 1997; Nufiez-Sanchez et al., 2015). De manera
interesante, un estudio observd que un metabolito de fase-ll de RSV, RSV 3-O-sulfato,
que se ha detectado en tejido mamario (Avila-Galvez et al., 2019), tuvo un efecto
anticancerigeno en células de cancer de mama induciendo senescencia tumoral. Sin
embargo, aunque se ensayaron condiciones fisiolégicamente relevantes, sdélo se
observd este efecto después de la incubacién de los metabolitos individualmente,
mientras que la co-incubacion simultanea de varios metabolitos no mostré tal efecto,
debido a que los compuestos competian por los transportadores de membrana ABC
(Giménez-Bastida et al., 2019). Otro estudio posterior confirmé estos resultados ya que
la mezcla de metabolitos de RSV no mostré efectos anticancerigenos, pero si lo hizo CUR
a concentraciones detectadas en tejido humano mamario canceroso (Avila-Gélvez et al.,
2021b). Estos resultados sugieren que tomar una cantidad alta de varios (poli)fenoles de
manera simultdnea puede derivar en la competencia de los metabolitos por
transportadores y receptores, produciendo una menor actividad de estos metabolitos.
Por otro lado, este mismo estudio encontré que la ingesta simultanea de grandes
cantidades de varios (poli)fenoles puede llevar a la saturacion de las reacciones de
conjugacién, permitiendo que algunos (poli)fenoles lleguen a diversos tejidos en su

forma libre pudiendo ser mucho mas bioactivos, como ocurrié en el caso de la CUR
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(Avila-Galvez et al., 2021b). Por tanto, existen muchos matices cuali-cuantitativos a

tener en cuenta en la relacidn (poli)fenoles de la dieta y salud.

En cuanto a la capacidad neuroprotectora de (poli)fenoles, por ejemplo, se ha
descrito una mejora, pero sélo en un numero limitado de sujetos, al realizar un test
sobre memoria y aprendizaje verbal (RAVLT), principalmente después del consumo de
RSV e isoflavonas de la soja (Poti et al., 2019). También, se ha visto que otro test que
evalla las funciones ejecutivas (TMT-B) mejord con el consumo de RSV (Marx et al.,
2018). Ademas, un ensayo clinico demostré que RSV tuvo un efecto beneficioso en la
cognicién y funciones cerebrovasculares en mujeres posmenopausicas (Cheng et al.,
2015). En el caso de los elagitaninos y el acido elagico, hay evidencias que sugieren que
el consumo de fuentes ricas en estos (poli)fenoles, como la granada y sus productos
derivados, tienen efecto en las funciones cerebrales humanas. Sin embargo, aun no
estdn totalmente identificados los metabolitos responsables finales, asi como el
mecanismo preciso de los efectos observados en humanos. Diversos estudios han
observado que el consumo de granada en forma de extracto o zumo fue capaz de
mejorar el rendimiento de retencién de memoria relacionado con el aumento del flujo
cerebral (Bookheimer et al., 2013; Ropacki et al., 2013). Se ha sugerido que el mejor
estado antioxidante del plasma, debido al consumo de granada, pudo haber estado
detras de los efectos al aumentar la funcion de memoria a través del aumento
relacionado con la tarea en la actividad cerebral funcional (Bookheimer et al., 2013). En
general, la evidencia causa-efecto sobre el consumo de (poli)fenoles y la funcion

neurocognitiva sigue siendo escasa.
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En varios estudios, los (poli)fenoles han planteado la paradoja de ejercer efectos
bioldgicos significativos a pesar de su baja biodisponibilidad. La evidencia apunta cada
vez mas a la importancia en las funciones bioldgicas de los metabolitos derivados como
los producidos de la biotransformaciéon mediada por la microbiota intestinal. Por esto
mismo, los metabolitos de los (poli)fenoles han suscitado un gran interés en los ultimos
afos, debido a que, al compararse con los compuestos originales, algunos mostraron
efectos biolégicos similares e incluso superiores (Luca et al., 2020). La estratificacién de
los individuos de acuerdo con su diferente capacidad para metabolizar estos
compuestos y el perfil metabdlico que presentan podria ayudar a explicar la variabilidad
entre individuos de los efectos observados tras el consumo de compuestos (Espin et al.,
2017; Gonzalez-Sarrias et al., 2017b; Cortés-Martin et al., 2020a). Es indispensable tener
en cuenta la implicacion de la microbiota intestinal en la producciéon de estos
metabolitos para poder tener una perspectiva amplia y comprender mejor el papel que

desempeiian los (poli)fenoles de la dieta en la salud humana.

La mayoria de meta-analisis y revisiones sistematicas sobre el efecto de los
(poli)fenoles en la salud mencionan algunos efectos de estos compuestos sobre la salud
como “prometedores” o “potenciales”. Sin embargo, suelen concluir con las mismas
precauciones: “se requieren mas investigaciones bien disefiadas y de alta calidad”. Sigue
pendiente el establecimiento de una clara relacién de causa-efecto entre los
(poli)fenoles ingeridos en la dieta y sus posibles efectos beneficiosos, por lo que muchas
de sus afirmaciones de salud propuestas para estos compuestos han sido rechazadas
por la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). La EFSA solo ha aceptado un

par de casos que incluyen: 1) El hidroxitirosol presente en el aceite de oliva y su
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proteccidn contra el dafio oxidativo de las particulas de LDLc; y Il) Los flavan-3-oles del
cacao y su efecto en la mejora de la funcion endotelial (EFSA Panel on Dietetic Products
and Nutrition and Allergies, 2011; EFSA Panel on Dietetic Products and Nutrition and
Allergies 2012). Sin embargo, incluso en estos casos, el metabolito final responsable de
los efectos es desconocido y por ello, no estd claro si los efectos observados después del
consumo de alimentos ricos en (poli)fenoles son ejercidos principalmente por: 1) los
(poli)fenoles ingeridos; 2) sus metabolitos conjugados de fase-lI; 3) el gradiente cuali-
cuantitativo de metabolitos producido por la microbiota intestinal; y/o 4) la microbiota
intestinal caracteristica asociada con el metabolismo de (poli)fenoles (Cortés-Martin et

al., 2020a).

3. Microbiota humana

La microbiota humana se refiere a la comunidad de microorganismos que habitan
sobre y dentro del cuerpo humano. Estos incluyen bacterias, arqueas, virus y hongos,
organismos esenciales para mantener la salud y el equilibrio en el organismo. La mayoria
de los microorganismos en la microbiota humana se encuentran dentro del tracto
gastrointestinal, principalmente en el intestino grueso, pero también hay otras
microbiotas caracteristicas segln su ubicacién, en la piel, boca, nariz, aparato genital y

otros lugares del cuerpo (Ley, 2022).

Los avances en las nuevas tecnologias de secuenciacion, independientes del cultivo
in vitro, han demostrado que el microbioma humano tiene una enorme diversidad y
capacidad funcional, siendo dindmico seglun las diferentes etapas de la vida.

Anteriormente, los estudios basados en cultivos de microorganismos individuales
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(bacterias, arqueas, hongos y virus) aislados de muestras de pacientes con
enfermedades o infecciones eran lo que determinaba la visidn que existia sobre nuestra
microbiologia. Sin embargo, las observaciones microscépicas llevadas a cabo por
microbidlogos que investigaban sobre las ecologias microbianas, reconocieron que la
diversidad de los microorganismos observados era mucho mayor que la de los microbios
que se recuperaban en ensayos de cultivo tradicionales (Lynch & Pedersen, 2016). Los
microorganismos viven en comunidades microbianas complejas e interactivas, y rara vez
los encontramos de forma aislada dentro de un habitat. El ser humano no es la
excepcion, siendo un holobionte habitado por un conglomerado de células microbianas
pertenecientes a diferentes especies y que se encuentran en nichos separados

espacialmente (Oh et al., 2014).

Los estudios sobre el microbioma humano han puesto de manifiesto que los
microbios que ocupan varios habitats dentro del organismo, como el intestino, la piel y
la zona genital, pueden diferir notablemente, y posiblemente algunos de los factores
gue podrian estar implicados en esta diversidad son la exposicién temprana a otros
microorganismos, la genética y factores medioambientales (Sonnenburg et al., 2016). El
Proyecto Microbioma Humano fue una iniciativa global que tuvo como objetivo
caracterizar la ecologia de las comunidades microbianas asociadas al ser humano
llevando a cabo el andlisis de microbiota en la cohorte mas grande y que incluia muestras
de mas regiones corporales distintas (hasta 18 localizaciones diferentes) en adultos
sanos. En este proyecto se demostrd que cada region del cuerpo humano alberga una
comunidad microbiana Unica y diversa. Por ejemplo, se observd que las comunidades

orales e intestinales eran especialmente diversas, a diferencia de otras regiones
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corporales que albergaban comunidades mas simples. También se observé que las
caracteristicas especiales de cada regién del organismo pueden afectar la composiciéon
de estas comunidades microbianas. Por ejemplo, la boca tiene una diversidad
microbiana distinta debido a las condiciones acidas y la presencia de dientes, mientras
que el intestino alberga una comunidad compleja y altamente diversa debido a su papel
en la digestidn y absorcidén de nutrientes. En cuanto a los taxones compartidos entre
todas las regiones corporales, no se observd ninguno que se encontrara presente
universalmente en todos los sitios muestreados. Por el contrario, varias rutas
metabdlicas son ubicuas entre individuos y regiones corporales, siendo las mas
abundantes las rutas de nucledtidos, la sintesis de ATP y la glucélisis, y las rutas del
ribosoma y maquinaria de traduccién (The Human Microbiome Project Consortium,

2012; Ley, 2022).

Nuestra especie ha co-evolucionado con este conjunto de microorganismos que
amplia y complementa el potencial de nuestro propio genoma, afiadiendo hasta 10
millones de genes mas, que suponen unas 100-500 veces mas genes de los que alberga
nuestro genoma (Li et al., 2014; Cheng et al., 2020a). La variacién entre sujetos en
composicidn de la comunidad microbiana, asi como de sus funciones metabdlicas a lo
largo del tiempo, es consistentemente mayor que la variacién dentro de un mismo
sujeto. Ademas, parece que a lo largo de la vida la singularidad de la comunidad
microbiana de cada individuo es estable (The Human Microbiome Project Consortium,
2012; Gomaa, 2020). Las relaciones entre microorganismos las podrian condicionar
factores como el pH, la humedad, el oxigeno, otras interacciones microbianas de

competencia o mutualismo y caracteristicas de la inmunidad del huésped (Faust et al.,
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2012; Gomaa, 2020). La mayoria de las diferencias interindividuales en el microbioma
humano no se pueden explicar por las caracteristicas fenotipicas de los individuos, como
el grupo étnico, el género, la temperatura corporal, el indice de masa corporal (IMC) y
la presion arterial, asi que se deben considerar otros factores como la genética, los ciclos
circadianos y los habitos alimenticios a corto y largo plazo (The Human Microbiome

Project Consortium, 2012; Gomaa, 2020).

Un gran numero de especies microbianas diversas residen en el tracto
gastrointestinal, y la alteracion de esta microbiota, conocido como disbiosis, que incluye
un desequilibrio en la composicién y funcidon de estas comunidades microbianas, se ha
relacionado con una multitud de enfermedades que van desde trastornos gastricos e
intestinales hasta enfermedades metabdlicas, cardiovasculares, neuroldgicas,
respiratorias y hepaticas. En la actualidad, muchos estudios se centran en investigar la
posible implicacidon de la microbiota intestinal en varias de las enfermedades y sus
mecanismos relacionados, con el objetivo de poder identificar y desarrollar nuevas

intervenciones terapéuticas y preventivas (Lynch & Pedersen, 2016; Afzaal et al., 2022).

3.1 Microbiota intestinal

La microbiota intestinal humana es un complejo ecosistema formado por billones de
microorganismos que se establece desde la infancia a lo largo del tracto gastrointestinal
y tiene la capacidad de interactuar con el hospedador durante todas las etapas de su
vida. En el intestino humano, esta microbiota puede llegar a estar conformada por hasta
cientos de miles de taxones bacterianos diferentes, siendo los filos Firmicutes y

Bacteroidetes a los que pertenecen la mayoria de microorganismos (Eckburg et al.,
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2005; Ley et al., 2006; Vaiserman et al., 2017). La microbiota intestinal coloniza y
empieza su establecimiento en los seres humanos en etapas muy tempranas de la vida.
Anteriormente, el Utero se consideraba un ambiente estéril, pero diversos estudios
detectaron la presencia de microorganismos en la placenta y liquido amnidtico de
madres sanas y en el meconio de los recién nacidos (DiGiulio et al., 2010; Gosalbes et
al., 2013; Aagaard et al., 2014). Sin embargo, se necesitan mas estudios que confirmen
estos resultados ya que no hay un consenso y una revisién reciente encontré que la
evidencia actual no es suficiente para respaldar la existencia de un microbioma dentro
del entorno fetal (Pérez-Mufioz et al., 2017). Sin embargo, el tipo de parto si parece ser
importante en la colonizacidn y establecimiento temprano del microbioma intestinal en
los bebes. Un estudio en donde se analizaron muestras de diadas madre-hijo(a) observé
que la microbiota intestinal y vaginal materna era mas similar a la microbiota intestinal

de los recién nacidos por via vaginal (Dominguez-Bello et al., 2010; Backhed et al, 2015).

La diversidad del microbioma intestinal y su capacidad funcional se expanden durante
los primeros afios de vida para disminuir mas adelante en la infancia, convirtiéndose en
una composicion mas estable con mdultiples miembros del filo Bacteroidetes. Sin
embargo, esta diversidad sigue siendo menor que en la edad adulta, donde aumenta y
estd dominada por Bacteroidetes y Firmicutes, pero también incluye proporciones
pequefias de Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia. Ademads de estos filos
bacterianos, podemos encontrar levaduras, arqueas metandgenas y multiples fagos.
Durante la edad adulta, la microbiota intestinal es mas estable, pero hay una gran
variabilidad entre individuos respecto a las especies y cepas presentes (Eckburg et al.,

2005; Reyes et al., 2010; Yatsunenko et al., 2012; Cheng et al., 2016). En la vejez, las
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enfermedades crénicas, los cambios en los habitos de la dieta y la disminucién de la
inmunidad influyen en la microbiota intestinal afectando su composicidn y diversidad

(Claesson et al., 2012; O'Toole & Jeffery, 2018).

Un catdlogo integrado del metagenoma de microorganismos en heces humanas ha
identificado millones de genes microbianos en muestras de mas de mil individuos
residente en Europa, Asia y América (Li et al., 2014; Liu et al., 2021). Los seres humanos
y estos microorganismos intestinales tienen una relacion de interdependencia debido a
los millones de afios de coevolucién, resultando en el desempefio de varias funciones
en nuestro organismo por parte de esta microbiota intestinal humana como son: a)
proteccion contra la proliferacién de patégenos; b) biogénesis de energia (hasta una
décima parte de las necesidades diarias); c) entrenamiento y maduracién de la respuesta
inmune; d) sefializaciéon neuroldgica y ésea; e) influencia en la proliferacion celular y
vascularizacidn; f) sintesis de neurotransmisores, vitaminas y otros compuestos; g)
metabolismo de las sale biliares, xenobidticos y medicamentos; h) eliminaciéon de
toxinas; y i) regulacién de funciones endocrinas intestinales (Cho et al., 2012; Reinhardt
et al., 2012; Yatsunenko et al., 2012; Haiser et al., 2013; Kamada et al., 2013; Fulde &
Hornef, 2014; Canfora et al., 2015; Devlin & Fischbach, 2015; ljssennagger et al., 2015;
Neuman et al., 2015; Yano et al.,, 2015; Gomma, 2020). Debido a este repertorio
funcional tan diverso, es evidente por qué la microbiota intestinal es objeto de multitud
de estudios sobre multiples enfermedades crdnico-degenerativas que incluyen las
inflamatorias, metabdlicas, autoinmunes, cardiovasculares, neuroldgicas, psiquiatricas

y diversos tipos de cancer (Li et al., 2014; Afzaal et al., 2022).
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La microbiota intestinal representa una poderosa herramienta para influir en la salud
humana, debido a que sus diversos atributos poseen un gran potencial biomédico.
Ademas, es maleable y accesible, estableciendo una conexién con multiples aspectos de
la biologia humana, lo que la convierte en una via de acceso para la modulacién de
nuestra fisiologia. Varios factores enddgenos y exdgenos influyen en el microbioma
intestinal, entre los que se encuentran la respuesta inmune, el tipo de parto, la genética
del huésped, los medicamentos (principalmente los antibiéticos), los ciclos circadianos
y la dieta (Cho et al., 2012; Maurice et al., 2013; David et al., 2014; Goodrich et al., 2014;
Thaiss et al.,, 2014; Backhed et al.,, 2015; Wang et al., 2015; Falony et al., 2016;

Zhernakova et al., 2016; Gomaa, 2020).

3.2 Microbiota intestinal y el efecto de la dieta

La primera evidencia que demostré que la dieta era capaz de modular la composicion
y funcion de la microbiota intestinal data de hace mas de 100 afios (Torrey, 1919). Un
ejemplo interesante de la relacién de la microbiota intestinal con la dieta se observé en
un estudio pionero con roedores “libres de gérmenes”, que fueron inmunes a la
obesidad inducida por la alimentacion cuando se les alimentd con un estilo de dieta
conocido como “occidental” que incluye alimentos procesados, hipercaléricos, altos en
grasas y azucares. Este estudio demostrd el vinculo del metabolismo del huésped con la

microbiota intestinal y su influencia en la ganancia de peso (Backhed et al., 2007).

Ademas, la seleccién microbiana en el tracto gastrointestinal se ve influenciada
fuertemente por los habitos alimentarios. Se ha observado que adultos sanos que

participaron en una intervencion nutricional donde se restringio la ingesta de vegetales
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o alimentos de origen animal tuvieron modificaciones reproducibles y rapidas en la
composicidon de la microbiota intestinal. También, se han asociado fuertemente los
enterotipos con el tipo de dieta, particularmente Bacteroides con dietas proteicasy ricas
en grasas de origen animal, mientras Prevotella se asocié con dietas altas en
carbohidratos, observdndose cambios en esta composicion de manera muy rapida, que
fueron detectables desde las 24 horas posteriores al inicio de la dieta (Wu et al., 2011b;

David et al., 2014; Perler et al., 2023).

Asi pues, la microbiota intestinal puede responder rdpidamente a cambios en la dieta,
por lo que esta capacidad puede ser una buena herramienta de modulacién de los
microorganismos intestinales que luego pueda tener efectos beneficiosos en el
organismo. Lo que hara que predominen ciertos rasgos caracteristicos de la composicién
de estas comunidades microbianas serdn los habitos alimenticios a largo plazo. Ademas,
el cambio particular de ciertos alimentos o un tipo de dieta puede presentar variabilidad
interindividual en los efectos debido a la particularidad de su microbiota intestinal
(Sonnenburg & Backhed, 2016). Los microorganismos que habitan en el intestino
producen numerosos metabolitos a través de vias metabdlicas secundarias, varios de
ellos provenientes de la dieta (Donia & Fischbach, 2015). Algunos de estos metabolitos
se mantienen dentro del tracto gastrointestinal y son excretados, mientras que otros
son absorbidos, pasan a la circulacidon sanguinea y son modificados y co-metabolizado
por el huésped, para finalmente ser excretados fuera del organismo (Meyer & Hostetter,
2012; Perler et al., 2023). Aun queda mucho por investigar sobre el efecto en nuestra

fisiologia por el gran nimero de metabolitos microbianos derivados de los compuestos
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de la dieta, como es el caso de los (poli)fenoles, y como estos compuestos tienen la

capacidad de modular nuestras comunidades microbianas intestinales.

La interaccidn bidireccional entre la microbiota intestinal y los (poli)fenoles incluye i)
el metabolismo microbiano de los (poli)fenoles y produccion de metabolitos derivados
y ii) la modulacidén de las comunidades microbianas por estos compuestos fendlicos, lo
cual es fundamental para entender los efectos que estos tienen en la salud humana
(Tzounis et al., 2008; Yokoyama et al., 2010; Braune et al., 2013; Beltran et al., 2018).
Cada vez hay mas evidencia de que los metabolitos microbianos derivados del
metabolismo de los compuestos fendlicos son el vinculo que hace falta para comprender
y establecer la bioactividad de los (poli)fenoles, pero hay que tener en cuenta que esta
interaccidon también es la responsable de la gran variabilidad que existe entre individuos
(Cerda et al., 2005; Braune et al., 2013; Selma et al., 2014a; Espin et al., 2017; Beltran et

al., 2018; Cortés-Martin et al., 2020a).

3.3 Modulacion de la microbiota intestinal por los (poli)fenoles

Los (poli)fenoles pueden ser moduladores exdgenos de la microbiota intestinal
debido a sus propiedades antibacterianas conferidas por su estructura que incluye uno
0 mas grupos fendlicos potencialmente téxicos para los microorganismos. Ademas, sus
efectos sobre los microbios intestinales incluyen la interaccién sobre su desarrollo y
metabolismo bacteriano general, interfiriendo en el metabolismo energético y la

funcién de su membrana celular (Barbieri et al., 2017).

También, la mayoria de los (poli)fenoles tienen efectos sobre la comunicacion vy

coordinacion bacteriana, llamada quorum sensing, disminuyéndola por medio de las

47



CAPITULO 1

moléculas sensoras acil-homoserina-lactonas (AHL), ademas de inhibir la formacién de
biopeliculas. Algunos flavonoides pueden disminuir la expresién de genes relacionados
con la motilidad y los flagelos bacterianos, asi como reprimir la expresion de genes
patdgenos. También, los taninos son capaces de precipitar proteinas por lo que pueden
inhibir enzimas extracelulares bacterianas, formar complejos con iones metdlicos y

provocar la privacion de sustratos (Truchado et al., 2012; Slobodnikova et al., 2016).

La actividad de la helicasa bacteriana es inhibida por los (poli)fenoles y pueden
aumentar la permeabilidad del citoplasma de la membrana en ciertas bacterias como
Staphylococcus. Algunos flavonoides pueden unirse a enterotoxinas, reducir la adhesion
bacteriana y formar complejos con las membranas de las bacterias. Se ha observado la
reduccion en la expresion de gelatinasa, citolisinas y el antigeno de unién al colageno,
moléculas que son parte de los factores de virulencia bacteriana, ademas de afectar
proteinas relacionadas con la supervivencia y respuesta al estrés (Daglia et al., 2014;

Marin et al., 2015).

Hay ciertos carbohidratos dietéticos que inducen el crecimiento de microorganismos
beneficiosos para la salud y son conocidos genéricamente como “prebidticos”. Sin
embargo, este concepto clasico de prebidtico se ha reevaluado y ampliado
recientemente dando cabida a los (poli)fenoles, ya que establece que “un prebidtico es
un compuesto no digerible que, a través de su metabolizacion por microorganismos en
el intestino, modula la composicion y/o actividad de la microbiota intestinal, confiriendo
asi un efecto fisioldgico beneficioso en el huésped” (Bindels et al., 2015; Gibson et al.,
2017; Peng et al., 2020a). Por lo tanto, estos constituyentes dietéticos tienen el poder

de promover el crecimiento de microorganismos beneficiosos como bifidobacterias y

48



CAPITULO 1

lactobacilos. Adicionalmente, el concepto de “las 3 P para la salud intestinal”, que
incluye prebidticos, probidticos y (poli)fenoles, pone a los (poli)fenoles al mismo nivel

que los prebidticos en relacién a los efectos saludables (Marchesi et al., 2016).

Se ha descrito el efecto prebidtico de los (poli)fenoles utilizando ensayos in vitro,
estudios preclinicos en animales, y ensayos clinicos, en donde alimentos ricos en
(poli)fenoles mostraron capacidad de modular la microbiota intestinal. Por ejemplo, han
demostrado efectos prebidticos alimentos ricos en antocianinas y taninos hidrolizables
y condensados, incluyendo cacao, té verde, semilla de uva, granada y ardndanos
(Duenas et al., 2015; Plamada & Vodnar, 2021). El efecto prebidtico no sélo lo pueden
ejercer los (poli)fenoles nativos, sino también los metabolitos microbianos derivados de
su metabolismo por la microbiota intestinal. Un ejemplo, es el caso de las UROs,
metabolitos producidos a partir del metabolismo microbiano de elagitaninos. Estos
metabolitos fueron capaces de modular positivamente enterobacterias, lactobacilos y
bifidobacterias en estudios preclinicos de inflamacidn intestinal (Larrosa et al., 2010;

Cortés-Martin et al., 2020a).

Los (poli)fenoles también pueden modular otras especies microbianas especificas de
la microbiota intestinal que se han relacionado con efectos beneficiosos para la salud,
como es el caso de Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia spp. y Akkermansia
muciniphila (Remely et al., 2015; Plamada & Vodnar, 2021). El incremento de estos
microorganismos, a través del consumo de extractos ricos en (poli)fenoles, promovié
beneficios frente a inflamacién intestinal, obesidad y diabetes, y disminuyé el ratio
Firmicutes/Bacteroidetes, que se ha sugerido como mayor en un estado de obesidad y

disfuncién metabdlica, remodelando la microbiota intestinal a una composicién mas
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saludable (Miquel et al., 2013; Anhé et al., 2015; Roopchand et al., 2015; Moreno-Indias

et al., 2016; Plamada & Vodnar, 2021).

3.4 Metabolismo microbiano de los (poli)fenoles

Asi como la ecologia microbiana que reside en el intestino es modulada por el
consumo de (poli)fenoles, también se ha identificado que diferentes microorganismos
son capaces de metabolizar estos compuestos. Sin embargo, varios estudios recientes
han demostrado que existe una gran variabilidad interindividual en la produccién de los
metabolitos microbianos de los (poli)fenoles bioldgicamente activos, debido a que la
microbiota intestinal es diferente en cada individuo. Por tanto, la actividad biolégica
potencial tras el consumo de (poli)fenoles es variable, ya que esta condicionada por la
composicion cuali-cuantitativa de los microorganismos intestinales (Espin et al, 2017;

Cortés-Martin et al., 2020a).

La mayoria de (poli)fenoles de la dieta son transformados en el tracto gastrointestinal
de los mamiferos, incluido el ser humano, por la accidn de la microbiota intestinal. Estas
transformaciones influyen en el metabolismo, absorcidn y biodisponibilidad de estos
compuestos, repercutiendo en los efectos que ejercen. Varias investigaciones, que
incluyen estudios de intervencion animales y humanos ademas de cultivos in vitro
utilizando indéculos fecales, han demostrado como este microbioma intestinal
metaboliza los (poli)fenoles a moléculas mas pequefas. A estos y otros metabolitos
microbianos se les conocia como postbidticos, que hacen referencia a los subproductos
metabdlicos o componentes que son liberados por las bacterias (Espin et al, 2017;

Cortés-Martin et al., 2020a), si bien el término “postbidtico” fue redefinido
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recientemente como se comentard mas adelante (Salminen et al., 2021).

La microbiota intestinal puede liberar las agliconas de los (poli)fenoles mediante
reacciones de desconjugacion de glucurénidos, glicdsidos, dacidos organicos,
aminodcidos y acidos fendlicos (Selma et al., 2009; Espin et al., 2017; Cortés-Martin et
al., 2020a). Estas transformaciones realizadas por los microbios intestinales pueden
continuar a través de reacciones de isomerizacion, deshidroxilaciéon, reduccion, fision de
anillos, desmetilacién etc., y estas pueden ser diferentes segun sea el grado de
polimerizacidn, la estructura molecular y la conformacién espacial de los (poli)fenoles
(Figura 3, Tabla 2) (Aura, 2008; Selma et al., 2009; Braune & Blaut, 2016; Ozdal et al.,

2016; Espin et al., 2017; Cortés-Martin et al., 2020a).
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Figura 3. (Poli)fenoles y su metabolismo por la microbiota intestinal. SCG, secoisolariciresinol
diglucésido. *La conversion de enterodiol a enterolactona no es una reduccidn. Adaptada de
Espin et al., 2017.
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Las enzimas microbianas fecales (a-ramnosidasa, B-glucosidasa y B-glucuronidasa)
catalizan las desconjugaciones, y el grado de desconjugacidon de los compuestos
fendlicos deriva de las actividades especificas de estas enzimas. Las agliconas aparecen
de manera transitoria antes de continuar transformandose (Tabla 2) (Rechner et al.
2004; Aura, 2008; Murota et al.,, 2018). Varias reacciones, escisiones de grupos
funcionales y la fision del anillo fendlico son elementos caracteristicos del metabolismo
microbiano de las agliconas de flavonoides y 4cidos fendlicos. EI metabolismo
microbiano adicional de los (poli)fenoles sélo puede suceder después de haber sido
desconjugados y desglicosilados. Tras la desconjugacion, algunos (poli)fenoles pueden
formar anillos lactona si dos grupos hidroxilo estan en posiciones adecuadas en el mismo
anillo aromatico, y posteriormente pueden romperse por la accién de la microbiota.
Finalmente, los metabolitos microbianos fenélicos se excretan mayoritariamente como
formas libres a través de las heces y como conjugados de fase-Il por la orina (Heinonen

et al., 2001; Aura, 2008; Murota et al., 2018; Murota et al., 2018).
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Tabla 2. Bacterias intestinales y reacciones enzimaticas en los (poli)fenoles.

Filo

Actinobacteria

rmicutes

i

F

Familia

Eggerthellaceae

Bifidobacteriaceae

Clostridiaceae

Eubacteriaceae

Reaccion enzimatica y especies bacterianas

Escision anillo-C: Adlercreutzia equolifaciens, Eggerthella spp. SDG-2, Eggerthella lenta, Slackia
equolifaciens

Escision de lactonas: Gordonibacter urolithinfaciens, Gordonibacter pamelaeae, Ellagibacter
isourolithinifaciens

Deshidroxilacion: Adlercreutzia equolifaciens, Eggerthella lenta, Gordonibacter urolithinfaciens,
Gordonibacter pamelaeae, Ellagibacter isourolithinifaciens

Descarboxilacion: Gordonibacter urolithinfaciens, Gordonibacter pamelaeae, Ellagibacter
isourolithinifaciens

Reduccidn: Adlercreutzia equolifaciens, Eggerthella lenta, Slackia equolifaciens, Slackia
isoflavoniconvertens

Reduccidn: Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium pseudolongum

Escision anillo-C: Clostridium butyricum
Lactonizacion: Lactonifactor longoviformis
Deshidroxilacion: Clostridium butyricum
Desmetilacion: Clostridium sp.

Escision anillo-C: Eubacterium ramulus, Eubacterium oxidoreducens
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Deshidroxilacion: Eubacterium ramulus
Desmetilacion: Eubacterium limosum, Eubacterium callanderi
Escision anillo-C: Butyrivibrio sp.
Lachnospiraceae Deshidroxilacién: Butyrivibrio sp.
Desmetilacion: Blautia producta, Blautia sp.
. Escision anillo-C: Flavonifractor plautii
Ruminococcaceae
Deshidroxilacion: Flavonifractor plautii
) Escision anillo-C: Lactobacillus plantarum
Lactobacillaceae
Desmetilacion: Lactobacillus

Peptostreptococcaceae Desmetilacion: Peptostreptococcus productus

Streptococcaceae Desmetilacion: Streptococcus

Adaptada de Cortés-Martin et al. 2020a.
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3.5 Metabolitos microbianos derivados de los (poli)fenoles

Los metabolitos derivados de los (poli)fenoles son las moléculas potencialmente
activas o inactivas resultantes del metabolismo por la microbiota intestinal. Estos
metabolitos incluyen compuestos como enterolactona, enterodiol, UROs, equol,
valerolactonas y 8-prenilnaringenina (8PN), entre otros, que tienen diferentes efectos
potenciales en la salud. Recientemente, estos metabolitos estdn siendo reconocidos
como actores importantes implicados en los beneficios para la salud tras el consumo de
(poli)fenoles (Espin et al., 2017; Anhé et al., 2019; Kawabata et al., 2019; Kumar Singh
et al., 2019; Mills et al., 2019; Cortés-Martin et al., 2020a)

En cuanto a los metabolitos microbianos producidos a partir de flavonoides, los
microorganismos intestinales pueden liberar multiples fendlicos simples derivados de
sus anillos A y B al ser capaces de romper el anillo C en diferentes posiciones. El tipo de
fendlicos producidos estara afectado por las posiciones y patrén de hidroxilaciones
presentes en el anillo B de estos compuestos (Selma et al., 2009). La microbiota
intestinal puede seguir metabolizando mas los flavonoides después de la fisidon del anillo
C mediante reacciones de deshidroxilacién y desmetilacién (Aura, 2008; Braune & Blaut,
2016; Ozdal et al., 2016). En los alimentos, la mayoria de los flavonoides se encuentran
glicosilados (O-glicésidos, y C-glicdsidos en menor medida), con la excepcion de los
flavanoles que no se encuentran conjugados. Los aldehidos con 1 a 3 radicales hidroxilo
y metil éster, y los acidos fendlicos, son los compuestos fendlicos mas simples que se
derivan de los anillos Ay B y son liberados en el intestino después de que la microbiota

metabolice y degrade los flavonoides (Selma et al., 2009; Espin et al., 2017).

Los compuestos fendlicos no-flavonoides, que incluyen los acidos fendlicos
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(hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos), estilbenos, lignanos y taninos hidrolizables, son
un ejemplo de la enorme diversidad de estructuras que conforman los (poli)fenoles
presentes en los alimentos vegetales, y debido a esta diversidad, su metabolizacién
microbiana es mas compleja. La complejidad quimica de su estructura serd el primer
componente que influye en la oportunidad de la microbiota intestinal para

metabolizarlos (Selma et al., 2009; Cortés-Martin et al., 2020a).

Los fendlicos mds complejos, los taninos hidrolizables como elagitaninos y
galotaninos, sufren una hidrdlisis de sus enlaces éster por medio de la accién de las
enzimas tanin acil hidrolasas (tanasas) de la microbiota intestinal. Tras las
desglicosilacion de los taninos, la microbiota intestinal puede transformar el acido
eldgico y acido gdlico, liberados, respectivamente, de elagitaninos y galotaninos, por
medio de deshidroxilaciones y descarboxilaciones para liberar metabolitos llamados
nasutinasy que tienen dos grupos hidroxilo menos. Después, la transformacion del acido
eldgico continla mediante la ruptura de la lactona seguido por una descarboxilacion, lo
gue produce el metabolito llamado urolitina M5 (Uro-M5 o pentahidroxiurolitina). Las
principales UROs detectadas in vivo seran generadas por deshidroxilaciones
secuenciales, dando lugar a los metabolitos finales: Uro-A, isourolitina A (IsoUro-A) y

urolitina B (Uro-B) (Tomas-Barberan et al., 2017; Garcia-Villalba et al., 2022).

Los estilbenos también pueden ser transformados por la microbiota intestinal en
compuestos mas simples. Estos compuestos tienen una estructura C6-C2-C6 y RSV es el
mas estudiado debido a sus efectos beneficiosos en la salud humana (Tomé-Carneiro et
al., 2013a; Hausenblas et al., 2015; Chaplin et al., 2018). La aglicona RSV es generada

por la hidrolisis de su glucésido, conocido como trans-piceido (trans-resveratrol-3-O-f3-
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D-glucopiranésido), por medio de la microbiota intestinal (Basholli-Salihu et al., 2016).
Ambos compuestos son absorbidos, aunque el trans-piceido en menor medida. Ademas,
RSV puede ser glucosilado de nuevo en el intestino para producir trans-piceido
nuevamente. Una vez absorbidos son ampliamente conjugados a sus correspondientes
glucurdnidos y sulfatos, que son las moléculas principalmente encontradas en la
circulacidn sanguinea. El doble enlace de RSV y sus precursores puede ser reducido por
accion de la microbiota intestinal, generando derivados como el dihidropiceido y DHRSV.
También, como se comenté anteriormente, la microbiota es capaz de realizar
deshidroxilaciones en estos metabolitos produciendo 3,4’-dihidroxi-trans-estilbeno

(DHST) y 3,4’-dihidroxidibencilo (LUNU) (Bode et al., 2013; Springer & Moco, 2019).

Los lignanos pueden ser desglucosilados por accidn de la microbiota intestinal
produciendo compuestos con dos grupos fendlicos y una estructura 1,4-diarilbutano.
Estas agliconas son siringaresinol, isolariciresinol, lariciresinol, marairesinol, pinoresinol
y secoisolariciresinol. Los lignanos pueden ser también reducidos, desmetilados,
deshidroxilados y sufrir reacciones de lactonizacion por medio de la actividad
microbiana (Possemiers et al., 2007; Bess et al., 2020). Estos compuestos sufren varias
transformaciones a través de complejas rutas metabdlicas, dando lugar a varios
metabolitos precursores e intermediarios y en las que estan involucradas diversos
microorganismos y diferentes patrones de conjugacion. Finalmente, dan lugar a los
productos terminales conocidos como enterolignanos, que incluyen al enterodiol y la

enterolactona (Quartieri et al., 2016).

Una posible explicaciéon a la variacion importante en la produccién de estos

enterolignanos seria la oxidacién enantioselectiva y posterior lactonizacién de
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enterodiol a enterolactona (Jin et al., 2007; Jin & Hattori, 2010; Brito & Zang, 2018;

Senizza et al., 2020).

Los acidos fendlicos también pueden ser metabolizados por los microbios que
habitan el tracto gastrointestinal. Las esterasas microbianas, como la cinamoil esterasa,
tienen la capacidad de hidrolizar los ésteres de acidos hidroxicindmicos (con estructura
C6-C3) con los acidos hidroxilados, como malico, tartdrico y quinico, y diversos azucares.
A continuacion, los acidos fenilpropidnicos son producidos cuando los microorganismos
reducen el doble enlace de los acidos hidroxicindmicos. En diferentes niveles de la ruta
catabdlica se produce una f-oxidacién que provoca el acortamiento de la cadena lateral
del acido fenilpropidnico, para finalmente descarboxilar los metabolitos de los
hidroxicinamatos produciendo derivados hidroxibencenos, como catecol (benceno 1,2-
diol) y resorcinol (benceno 1,3-diol) (Andreasen et al., 2001; Gonthier et al., 2006; Selma

et al, 2009; Ozdal et al., 2016).

Aunque hay una amplia variedad de compuestos fendlicos diferentes en los
alimentos vegetales, los productos finales generados al ser metabolizados son mas
limitados debido a que muchos de estos metabolitos son comunes para los distintos
(poli)fenoles. Los acidos fenélicos simples (acidos hidroxibenzoicos) son los metabolitos
mas comunes producidos después de la degradacién de la microbiota intestinal de los
compuestos flavonoides y no flavonoides, y estas moléculas simples se pueden
encontrar también comuUnmente en la mayoria de frutas. El acido galico, el acido
protocatéquico y el acido vanilico pueden seguir siendo transformados si presentan un
hidroxilo libre en la posicidn 4, por la accién de las enzimas descarboxilasas microbianas,

generando pirogalol, catecol y O-metilcatecol, respectivamente. La produccién de los
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metabolitos microbianos de (poli)fenoles puede variar ampliamente entre los
individuos, tanto en la cantidad y concentracion producida como en el tipo de
estructuras producidas y detectadas en los biofluidos (Selma et al., 2009; Espin et al.,

2017; Cortés-Martin et al., 2020a).

La implicacién de estos metabolitos microbianos en los beneficios para la salud de los
(poli)fenoles podria ser debido, al menos en parte, a su capacidad para modular la
ecologia de la microbiota intestinal, y a su mayor biodisponibilidad, con la subsiguiente
actividad preventiva frente a trastornos crénicos intestinales y sistémicos (Espin et al.,
2017; Anhé et al., 2019; Kawabata et al., 2019).

En relacién a esto, ha habido un gran progreso en la identificacidon de los efectos
bioldgicos, mediados principalmente por actividades antioxidantes, antiinflamatorias,
anticancerigenas, cardioprotectoras, neuroprotectoras y estrogénicas, de nuevos
metabolitos de (poli)fenoles, destacando los derivados de lignanos, isoflavonas vy
elagitaninos. Muchos estudios in vitro han descrito los posibles beneficios para la salud
ejercidos por los metabolitos derivados de lignanos como enterodiol y enterolactona,
prenilflavonoides de lipulo como 8PN, isoflavonas como equol y O-desmetilangolensina
(ODMA), y derivados de elagitaninos, principalmente Uro-A (Frankenfeld et al., 2017,
2022; Tomas-Barberan et al., 2017; Stulikova et al., 2018; Mayo et al., 2019; Cortés-
Martin et al., 2020a). Sin embargo, la evidencia de sus efectos en la salud en estudios in
vivo es escasa y en humanos muy limitada (Tabla 3) (Espin et al., 2017; Cortés-Martin et

al., 2020a).
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Tabla 3. Metabolitos microbianos derivados de (poli)fenoles y sus efectos saludables en humanos

Tipo de
efecto

saludable

Cardiovascular

Referencia

Yoshikata et
al., 2018

Usui et al.,
2013

Hazim et al.,
2016

Caracteristicas del estudio

Metabolito administrado: S-equol

Tipo de estudio: observacional prospectivo
Sexo: Mujeres

Metabotipo: 65,3% ENP, 34,7 % EP

N= 74 pacientes

Duracién: 1 afio

Dosis: 10 mg/dia

Metabolito administrado: S-equol

Tipo de estudio: aleatorizado, doble-ciego,
placebo-controlado, cruzado, sin lavado
Sexo: Ambos sexos

Metabotipo: 67,9% ENP, 32,1% EP

N= 49 pacientes con sobrepeso y obesidad
Duracién: 12 semanas

Dosis: 10 mg

Metabolito administrado: S-equol

Tipo de estudio: paralelo, placebo-controlado
Sexo: Hombres

Metabotipo: ENP

N= 28 voluntarios con riesgo cardiovascular
moderado

Duracién: 2 h (efecto agudo)

Dosis: 40 mg

60

Efectos saludables observados

Disminucién de la rigidez arterial, mayoritariamente en mujeres de alto riesgo.
Aumento en los niveles de LDLc, HDLc y Tchol, sin cambios significativos en el
ratio LDL/HDL. No hubo diferencias significativas en los efectos entre EP y ENP.

Mejora en la puntuacion del indice vascular corazén-tobillo, y menores niveles
de hemoglobina glucosilada Alcy LDLc. Mayores efectos en las mujeres ENP. No
se observaron efectos en otros marcadores cardiovasculares y metabdlicos.

No se observaron cambios en los parametro vasculares ni hemodinamicos ni
vasculares, como el indice de hiperemia reactiva, la presion arterial diastdlica y
sistdlica, el gasto cardiaco, el indice de aumentacidn y la velocidad de onda de

pulso carétida-femoral.



Celulary
metabdlico

Cutaneo

Hormonal

CAPITULO 1

Andreux et al.,
2019

Oyama et al.,
2012

Ishiwata et al.,
2009

Asoetal.,
2012

Metabolito administrado: Uro-A

Tipo de estudio: fase-l, aleatorizado, doble-ciego,
placebo-controlado

Sexo: Ambos sexos

Metabotipo: ND

N= 60 adultos mayores sanos

Duracién: 4 semanas

Dosis: 250, 500 y 1.000 mg/dia

Metabolito administrado: S-equol

Tipo de estudio: aleatorizado, doble-ciego,
placebo-controlado

Sexo: Mujeres

Metabotipo: ENP

N= 101 voluntarias postmenopausicas
Duracién: 10 o 30 mg/dia

Dosis: 12 semanas

Metabolito administrado: S-equol

Tipo de estudio: aleatorizado, doble-ciego,
placebo-controlado

Sexo: Mujeres

Metabotipo: 65,7% ENP, 34,3 % EP

N= 127 voluntarias pre, peri, post-menopausicas
Duracién: 12 semanas

Dosis: 10 mg/dia o 3x dia

Metabolito administrado: S-equol

Tipo de estudio: multicéntrico, aleatorizado,
doble-ciego, placebo-controlado

Sexo: Mujeres

Metabotipo: ENP

N= 126 mujeres postmenopausicas
Duracién: 12 semanas

Dosis: 10 mg/dia
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Disminucién de acilcarnitinas (funcion celular y mitocondrial) en plasma, y
mejora en la regulacién de la expresion génica mitocondrial en el musculo
esquelético.

Mejora en relacion al envejecimiento de la piel con una reduccidn de la
profundidad y area de las arrugas.

Mejora del estado de dnimo y sintomatologia relacionada con la menopausia,
excepto en la depresidén en mujeres ENP. Aumento de la vigorosidad y reduccién
de varios parametros relacionados con la depresidn, ansiedad, irritabilidad,
desanimo y fatiga.

Mejora de sintomatologia relacionada con la menopausia, como una reduccion
de la rigidez muscular de hombros y cuello, asi como del grado y frecuencia de
los sofocos.



Muscular

CAPITULO 1

Jenks et al.,
2012

Yoshikata et
al., 2021

Liu et al.,
2022a

Singh et al.,
2022a

Metabolito administrado: S-equol

Tipo de estudio: aleatorizado, doble-ciego
Sexo: Mujeres

Metabotipo: 70% ENP, 30% EP

N= 102 voluntarias postmenopdusicas
Duracion: 10, 20 o 40 mg/dia

Dosis: 8 semanas

Metabolito administrado: S-equol

Tipo de estudio: unicéntrico, aleatorizado,
placebo-controlado

Sexo: Mujeres

Metabotipo: 77,2% ENP, 22,8% EP

N= 57 voluntarias postmenopausicas
Duracién: 3 meses

Dosis: 10 mg/dia

Metabolito administrado: Uro-A

Tipo de estudio: aleatorizado, doble-ciego,
placebo-controlado

Sexo: Ambos sexos

Metabotipo: ND

N= 66 adultos mayores

Duracién: 4 meses

Dosis: 1 g/dia

Metabolito administrado: Uro-A

Tipo de estudio: aleatorizado, doble-ciego,
placebo-controlado

Sexo: Ambos sexos

Metabotipo: ND

N= 88 adultos con sobrepeso

Duracién: 4 meses

Dosis: 500 o 1.000 mg/dia

Mejora de sintomatologia relacionada con la menopausia, como la mejora del
dolor articular y muscular, ademas de la reduccion de la frecuencia de los
sofocos.

Mejora de sintomatologia relacionada con la climaterio, y en ciertos grupos de
mujeres se identificd una mejora significativa en la autofluorescencia de la piel,
medida de los productos finales de glicacién avanzada, y en el drea de grasa
visceral, especialmente entre las mujeres EP.

Disminucion del deterioro muscular asociado a la edad. Mejora en la resistencia
muscular y biomarcadores plasmaticos con la suplementacion a largo plazo de
Uro-A.

Mejora de la fuerza muscular, el rendimiento en el ejercicio y los biomarcadores
de la salud mitocondrial.
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Metabolito administrado: S-equol
Tipo de estudio: doble-ciego, aleatorizado,

placebo-controlado Mejora en marcadores de resorcion dsea como desoxipiridinolina en orina y
6 Tousenetal., Sexo: Mujeres leve reduccién de pérdida dsea. Prevencion de la reducciéon de la densidad
seo 2011 Metabotipo: ENP mineral ésea. La concentracidn plasmatica de las hormonas tiroideas y sexuales
N= 93 voluntarias postmenopausicas no se vio alterada.

Duracién: 1 afio
Dosis: 2, 6 0 10 mg/dia
Metabolito administrado: S-equol
Tipo de estudio: observacional prospectivo
' Sexo: Mui L , . L .
Yoshikata et exo: Mujeres Disminucion de parametros de riesgo de resorcidn dsea y riesgo de fractura en

al. 2018 Metabotipo: 65,3% ENP, 34,7 % EP mujeres con moderado y alto riesgo de aterosclerosis.
’ N= 74 pacientes
Duracién: 1 afio
Dosis: 10 mg/dia

Adaptada de Cortés-Martin et al. (2020a). ND, no hay datos disponibles; EP, productores de equol; ENP, no productores de equol; LDLc, colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad; HDLc, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; Tchol, colesterol total.
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Se han llevado a cabo pocos estudios en humanos utilizando equol y Uro-A (Tabla 3)
(Ishiwata et al., 2009; Tousen et al., 2011; Aso et al., 2012; Jenks et al., 2012; Oyama et
al., 2012; Usui et al., 2013; Hazim et al., 2016; Yoshikata et al., 2018; Andreux et al.,
2019; Yoshikata et al., 2021; Singh et al., 2022a, 2022b; Liu et al., 2022a). Uro-A ha sido
reconocida como GRAS (Generally Recognized As Safe) por parte de la FDA de EE.UU.,
ademads de constatarse su seguridad en estudios preclinicos (Heilman et al., 2017;
Andreux et al., 2019; Singh et al., 2019), por lo que se espera un aumento de su uso en
futuros ensayos clinicos que exploren sus efectos especificos sobre la salud humana. Sin
embargo, otros metabolitos derivados de (poli)fenoles como IsoUro-A, Uro-B, ODMA,
enterolignanos, DHRSV, LUNU y derivados de hidroxifenilvalerolactonas, entre otros, no
han sido utilizados hasta la fecha en estudios humanos de intervencion (Cortés-Martin
et al., 2020a).

En general, aunque queda mucho por investigar para considerar el uso de
metabolitos derivados de los (poli)fenoles como una alternativa efectiva preventiva y/o
terapéutica contra enfermedades crénicas, la evidencia sobre sus efectos en la salud
estd aumentando y se esta consolidando su papel como mediadores de los beneficios

promovidos por el consumo de (poli)fenoles de la dieta (Cortés-Martin et al., 2020a).

3.6 Variabilidad interindividual en el metabolismo de los (poli)fenoles

Sabemos que la administracion de medicamentos y exposicién a diferentes
xenobidticos tiene una respuesta ampliamente variable en la poblacién. De igual forma,
se ha observado que el metabolismo de diferentes compuestos fendlicos como

elagitaninos, catequinas, flavanonas e isoflavonas presenta una marcada variabilidad
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entre individuos (Marchant, 1981; Lu & Anderson, 1998; Bourian et al., 1999; Lee et al.,
2002; Cerda et al., 2005). Por otro lado, se ha sugerido que la diversidad en las
estructuras de los (poli)fenoles podria ser la responsable de afectar esta variabilidad en
los efectos descritos sobre componentes de enfermedades, como el riesgo
cardiovascular, y ser un factor crucial que afectaria su metabolismo (Menezes et al.,

2017; Raman et al., 2019; Mozos et al., 2021).

Muchos (poli)fenoles dietéticos comparten dianas en sus mecanismos de accién a
pesar de ser estructuralmente diferentes (Williamson et al.,, 2018). La notable
variabilidad interindividual que existe en la respuesta al consumo de (poli)fenoles evita
poder generalizar sus efectos en la salud de la poblacion, y el rechazo de las
declaraciones de salud de los (poli)fenoles por parte de la EFSA podria ser debido a esto.
En cambio, las recomendaciones dietéticas deberian ser individualizadas, debido a la
participaciéon de muchas variables especificas y la complejidad de las condiciones de
cada individuo como su fisiologia, microbiota intestinal, sexo, edad, estilo de vida,
caracteristicas genéticas, ademas de otros factores externos como los patrones de
alimentacion y el procesamiento y matriz de los alimentos. Sin embargo, sabemos que
no todos los aspectos y condiciones contribuyen por igual, y se desconoce la importancia
y peso de cada contribuyente (Bohn et al., 2015; Cassidy & Minihane, 2017; Milenkovic
et al., 2017; Scholl et al., 2018; Cortés-Martin et al., 20193, 2020a; Tomas-Barberan &

Espin, 2019; Zhao et al., 2020).

Tras la ingesta de (poli)fenoles, la interaccidn bidireccional entre ellos y la microbiota
intestinal es el principal impulsor de la variacién interindividual observada en los efectos

en la salud (Espin et al., 2017; Cortés-Martin et al., 2020a; Kerimi et al., 2020). La
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microbiota individual de cada individuo, ademas de influir en la bioactividad ejercida por
los (poli)fenoles ingeridos y sus metabolitos microbianos, también es relevante para

explicar los efectos finales.

Por ejemplo, una explicacion posible, sugerida inicialmente tras los efectos
observados después del consumo de alimentos que contenian elagitaninos, compuestos
gue no son biodisponibles, fue la presencia en la circulacion sanguinea de sus
metabolitos microbianos bioactivos, las UROs (Cerda et al., 2004, 2005). Sin embargo,
no todos los individuos producen el mismo perfil de UROs ni albergan a los mismos
microorganismos intestinales asociados (Romo-Vaquero et al., 2019; Cortés-Martin et
al., 2020a). De manera similar, se ha sugerido que el metabolito microbiano de la
daidzeina conocido como equol, especificamente el enantiémero (S)-(-)equol (la
microbiota es enantioespecifica y sélo produce el enantiomero S; Setchell et al., 2005)
tiene una mayor bioactividad que su precursor y solo es producido por algunos

individuos (“productores de equol”) (Setchell et al., 2002b; Mayo et al., 2019).

Aun no esta claro si los compuestos fendlicos ingeridos en la dieta y/o sus metabolitos
microbianos, ademas de sus conjugados de fase-Il, participan activamente en los efectos
después del consumo de alimentos ricos en (poli)fenoles, o si estos efectos estan
mediados indirectamente por cascadas de sefializacion (“efecto billar”) donde la
interaccion directa de la molécula con el tejido o diana sistémica no sea necesaria.
Muchas variables impiden establecer una relacién de causa y efecto bien establecida.
Por ejemplo, el perfil interindividual variable de metabolitos microbianos derivados de

ciertos (poli)fenoles es uno muy importante a considerar (Cortés-Martin et al., 2020a).
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4. Metabotipos de (poli)fenoles asociados a la microbiota
intestinal

El término "metabotipo”, en el contexto del metabolismo y efecto en la salud de los
(poli)fenoles, se refiere a un metabolismo intestinal microbiano diferencial de dichos
compuestos fendlicos. Inicialmente, este término fue acuiiado por Bolca et al. (2013), y
fue revisado mas tarde por Espin et al. (2017), como el fenotipo metabdlico definido por
a) la existencia de metabolitos derivados de la microbiota intestinal, caracteristicos del
metabolismo de su precursor fendlico y b) la ecologia microbiana implicada en este
metabolismo, en términos de composicidn y actividad, y que a su vez puede ejercer un
efecto en la salud humana. Cada vez es mads evidente que no existe una dieta Unica ideal
para todos, que la respuesta de los individuos a las intervenciones dietéticas es
diferente, y que los efectos pudieran estar determinados por las caracteristicas de la
microbiota individual (Cotillard et al., 2013; Zeevi et al., 2015; Cortés-Martin 2020a).
Varios estudios sugieren que una posible estrategia para explicar la variabilidad
interindividual de los efectos observados después del consumo de (poli)fenoles, seria el
“metabotipado” o agrupacién de los individuos dentro de los diferentes metabotipos
que han sido descritos (Espin et al., 2017; Frankenfeld, 2017; Gonzalez-Sarrias et al.,
2017b; Morand & Tomas-Barberdn, 2019; Romo-Vaquero et al., 2019; Cortés-Martin et
al., 2020a; Palmnas et al., 2020; Merofio et al.,, 2022). Vincular los metabotipos de
(poli)fenoles al concepto de “nutricion personalizada”, en la prevenciéon y manejo de
enfermedades desde un enfoque dietético, podria explicar resultados controvertidos
encontrados en diferentes estudios, pudiéndose solucionar mediante el disefio de

intervenciones dietéticas personalizadas de dietas ricas en (poli)fenoles, segun las
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caracteristicas de los individuos (Pérez-Martinez et al., 2012; Espin et al.,, 2017;

Gonzalez-Sarrias et al., 2017b; Kolodziejczyk et al., 2019; Cortés-Martin et al., 2020a).

Aln no estd claro el principal responsable de los efectos en la salud observados
después del consumo de (poli)fenoles, ya sea la microbiota particular asociada a cada
metabotipo, los metabolitos microbianos derivados de los (poli)fenoles dietéticos o
ambos (Cortés-Martin 2020a). Ajustarse a la definicién de metabotipo (en el contexto
del metabolismo de (poli)fenoles por la microbiota intestinal) implica que no se
considere la existencia de metabotipos en el metabolismo de (poli)fenoles que no
producen metabolitos diferenciales segun el individuo, como por ejemplo en el caso de
procianidinas y flavan-3-oles, flavanonas, prenilflavonoides, flavonoles, etc. En todos
estos casos lo que se observa es un gradiente de produccion de metabolitos
intermediarios cuyo metabolismo continla hasta otros metabolitos simples (acidos
fendlicos simples, entre otros), comunes al catabolismo de casi todos los (poli)fenoles.
Aunque los individuos se puedan diferenciar entre altos- y bajos- productores de
metabolitos, esto se ve influenciado por muchas variables externas (dosis consumida,
umbral arbitrario para considerar alto o bajo productor, sensibilidad de métodos
analiticos, etc.) que impiden una agrupaciéon inequivoca de individuos segun su
metabolismo diferencial por metabotipos (Cortés-Martin et al., 2019a, 2020a). Por lo
tanto, el término metabotipo hace referencia a un criterio cualitativo en relacién a la
ecologia microbiana que alberga cada individuo y su funcionalidad, es decir, la
produccién versus la no produccion de los metabolitos microbianos, lo cual estda menos

influenciado por factores externos que si el criterio es cuantitativo.
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A continuacién, se describen aquellos metabotipos humanos de los (poli)fenoles que
han sido identificados hasta la fecha, y que se refieren al metabolismo de los
(poli)fenoles por ecologias microbianas intestinales especificas que producen
metabolitos distintivos. Los metabotipos sélo se han descrito inequivocamente para los
elagitaninos y acido eldgico, asi como isoflavonas como daidzeina, (poli)fenoles de los
que se producen los metabolitos microbianos UROs y equol, respectivamente (Espin et
al., 2017; Frankenfeld, 2017; Tomas-Barberan et al., 2017; Cortés-Martin et al., 2018;

Cortés-Martin et al., 2020a).

4.1 Metabotipos de urolitinas

Se han identificado tres metabotipos en el caso del metabolismo microbiano del
acido elagico (metabotipos de UROs, UMs) dependiendo de los metabolitos microbianos
finales producidos (Figura 4) (Tomds-Barberan et al., 2014; Espin et al., 2017; Tomas-

Barberan et al., 2017; Garcia-Villalba et al., 2022):

e Metabotipo A (UMA): Caracterizado por la producciéon sélo de Uro-A

como catabolito final del metabolismo microbiano de elagitaninos y acido
elagico.

e Metabotipo B (UMB): Caracterizado por la produccién de IsoUro-Ay Uro-

B, ademas de Uro-A, como metabolitos finales del metabolismo microbiano de
elagitaninos y acido eldgico.

e Metabotipo 0 (UMO): Caracterizado por no producir ninguno de estos

tres metabolitos finales tras el consumo elagitaninos y 4acido elagico,

detectandose solo Uro-M5.
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Por tanto, la capacidad de produccién singular de estas UROs finales son las
caracteristicas de estos metabotipos. Factores como la edad, influyen en la distribucion
en la poblacidn de estos metabotipos, sobre todo en el caso de los UMA y UMB, mientras
que la incidencia del UMO en la poblacidn sana es constante desde la infancia hasta la
vejez, representando aproximadamente el 10%, si bien este porcentaje puede ser algo
mayor o menor segun grupos de individuos y localizacién (Cortés-Martin et al., 2018).
Por lo tanto, la baja prevalencia del UMO ha sido un obstaculo para obtener resultados
en diversos estudios, evitando poder establecer conclusiones sobre la no produccién de
estas UROs y su posible implicacién en la salud (Gonzdlez-Sarrias et al., 2017b; Nufiez-
Sanchez et al.,, 2017; Cortés-Martin et al., 2019b; Cortés-Martin et al., 2021). En cambio,
la proporcion de UMA disminuye con la edad (pasando del 85% al 55% de los individuos),
mientras que la proporcién del UMB aumenta progresivamente (desde un 15% en la
infancia hasta un 45% en la edad adulta). El periodo de vida donde este cambio se vuelve
mas notable es entre los 20 y 40 afios, y a partir de esta edad, las proporciones de los

tres UMs permanecen relativamente constantes (Cortés-Martin et al., 2018).
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Figura 4. Perfiles metabdlicos en los metabotipos de urolitinas. UMA, metabotipo A (circulo
azul); UMB, metabotipo B (circulo rojo). Adaptada de Cortés-Martin et al., 2020a
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En general, los UMs son estables en los individuos a lo largo del tiempo, si bien
algunos no productores (UMO0) pueden pasar a producir UROs, convirtiéndose en UMA
o UMB después del consumo de dosis elevadas de elagitaninos presentes en un alimento
o nutracéutico (Gonzalez-Sarrias et al., 2017b). Esto plantea si estos individuos
realmente no producian UROs inicialmente, o en realidad eran productores muy bajos
gue necesitaron una exposicién de altas dosis durante varias semanas para modular su

microbiota y asi poder producir UROs.

Los UMs han sido asociados con el estado de salud, observandose una relacién entre
un IMC mayor y enfermedades gastrointestinales con el UMB. Esto podria estar mediado
por una disbiosis de la microbiota intestinal de los individuos pertenecientes a este UM
(Tomas-Barberan et al.,, 2014; Selma et al., 2016; Romo-Vaquero et al.,, 2019). Sin
embargo, esto no ha sido confirmado de manera inequivoca por otros estudios por lo

que harian falta mas investigaciones (Cortés-Martin et al., 2018, 2020a).

Actualmente, no hay una asociacién clara de los UMs con el sexo, la dieta o raza.
Interesantemente, un estudio reciente identific6 cémo la distribucién de UMs y la
microbiota intestinal de mujeres que acababan de ser madres y presentaban disbiosis,
fue cambiando durante un afo, para asemejarse a la distribucién de metabotipos de la

poblacion general (Cortés-Martin et al., 2019b).

4.1.1 Microorganismos intestinales modulados e implicados en el metabolismo de

elagitaninos

Los elagitaninos y galotaninos pueden ser hidrolizados por bacterias y hongos con la
capacidad hidrolizar compuestos de alto peso molecular liberando moléculas de acido

eldgico y acido galico. Bacterias aisladas de diferentes fuentes, principalmente de
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intestinos de humanos y animales, presentan actividades tanin acil hidrolasa o tanasa
gue son las necesarias parar llevar a cabo esta hidrélisis. Entre estos microorganismos
encontramos a Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum y Lactobacillus
pentosus pertenecientes a las bacterias acido lacticas (BAL). Su implicacion en la
hidrélisis de (poli)fenoles de alto peso molecular, podria explicar el efecto prebidtico de
estos (poli)fenoles promoviendo el crecimiento de los lactobacilos intestinales (Aguilar-
Zarate et al., 2014; Tomds-Barberan et al., 2016). En otros géneros bacterianos como
Roseburia, Fusobacterium, Streptococcus y Slackia, también se han identificado genes

homdlogos al gen de tanasa presente en L. plantarum (Lépez de Felipe et al., 2014).

Una vez liberado el acido elagico, diferentes especies pertenecientes al género
Gordonibacter son capaces de metabolizarlo hasta algunas UROs, ademds de asociarse
positivamente con los niveles de Uro-A en heces y orina, y con UMA, mientras que esta
asociacion ha sido inversa con UMB y la produccion de Uro-B e IsoUro-A (Selma et al.,
2014b, 2017, 2018; Beltran et al.,, 2018; Romo-Vaquero et al., 2015, 2019). Estas
bacterias, Gordonibacter urolithinfaciens y Gordonibacter pamelaeae, pertenecientes a
la familia Eggerthellaceae (recientemente separada de la familia Coriobacteriaceae), son
responsables de la produccién secuencial de Uro-M5, Uro-M6 y Uro-C, mientras que la
produccién de Uro-A, IsoUro-A y Uro-B por estas bacterias no se ha observado en

cultivos puros (Selma et al., 2014a; 2014b).

Otra especie bacteriana implicada en la produccién de las UROs es Ellagibacter
isourolithinifaciens, aislada de las heces de un voluntario sano y capaz de metabolizar
acido eldgico a varias UROs intermedias como Uro-M5, Uro-M6 y Uro-C, y la final IsoUro-

A. Ademads, se ha observado una asociacién positiva entre Ellagibacter y UMB vy la
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produccién de IsoUro-A y Uro-B (Selma et al., 2017; Beltran et al., 2018; Romo-Vaquero
et al., 2019). Varios estudios han demostrado que el género Ellagibacter predomina en
individuos UMB en comparacién con los del UMA (Romo-Vaquero et al., 2019; Cortés-
Martin et al, 2019b). Ademas, Ellagibacter también fue detectado en muestras fecales
de mujeres asidticas sdlo después de consumir una bebida simbidtica que contenia fibra

dietética y oligosacdridos ademads de un cdctel de cepas probidticas (Lee et al., 2020).

Dentro de la familia Coriobacteriaceae (actual Eggerthellaceae), se han descrito
varias especies con la capacidad de metabolizar los (poli)fenoles dietéticos (Selma et al.,
2009; Romo-Vaquero et al., 2019; Cortés-Martin et al., 2020a). La abundancia de la
familia Coriobacteriaceae fue mayor para los individuos dentro del UMB en comparacién
con UMA y UMO. Ademas, se han confirmado niveles altos de Gordonibacter y la familia
Eubacteriaceae en el UMA, correlacidn que ya se habia establecido en estudios previos
para el caso de Gordonibacter (Romo-Vaquero et al., 2015; Gonzalez-Sarrias et al.,
2017b; Selma et al., 2018). Un estudio sugiri6 el aumento en los niveles de
Gordonibacter con beneficios cardiovasculares después del consumo de nueces, ricas en
elagitaninos. Sin embargo, no se encontré un vinculo directo con ninguno de los
biomarcadores de riesgo. Otros estudios han encontrado una asociacién inversa de los
niveles de Gordonibacter con marcadores de riesgo cardiovascular, asi como con
enfermedades inflamatorias, después del consumo de fuentes ricas en elagitaninos
(Lewis et al., 2015; Selma et al., 2018). Ademas, la presencia de menores niveles de esta
bacteria también se ha relacionado con otras enfermedades como enfermedad de

Parkinson y atrofia multisistémica (Du et al, 2019). Por otro lado, el aumento de los

73



CAPITULO 1

niveles de Ellagibacter, tras el consumo del simbidtico mencionado previamente, se

correlaciond inversamente con el IMC de las voluntarias (Lee et al., 2020).

La variabilidad interindividual en el metabolismo de los elagitaninos y la distribucién
de los UMs se ha relacionado con diferencias en los microorganismos intestinales. Un
estudio previo caracterizé la microbiota intestinal humana asociada a los UMs y no
encontré coincidencia con la de los enterotipos Prevotella, Bacteroides y Ruminoccocus
(Romo-Vaquero et al.,, 2019). El UMO presentaba una menor diversidad y riqueza
bacteriana, en comparacion con el UMA y el UMB. En cambio, estos indices eran
similares en los tres enterotipos (Romo-Vaquero et al.,, 2019). En los individuos no
productores de UROs, UMO, su menor alfa-diversidad va acompafiada de una menor
abundancia de diferentes géneros bacterianos como Alistipes, Butyricimonas

Phascolarctobacterium y Bilophila.

Entre los individuos productores de UROs, la clase Coriobacteriia estd incrementada
en los del UMB, ademas de correlacionarse positivamente con los niveles plasmaticos
de LDLc, el IMCy colesterol total (Tchol) (Martinez et al., 2013; Clavel et al., 2014; Romo-
Vaquero et al., 2019). Estos resultados coinciden con otros estudios en los que se
observaron mayores niveles de estos lipidos sanguineos en obesos UMB (Gonzalez-
Sarrias, et al., 2017b; Selma et al., 2018). Methanobrevibacter, Gammaproteobacteria,
Methanosphaeray Parvimonas son géneros bacterianos relacionados con la inflamacién
y que también se han visto mayormente aumentados en los individuos UMB, indicando
una microbiota intestinal mds proinflamatoria en este metabotipo. Por el contrario, en
el caso del UMA, se han observado mayores niveles de la familia Eubacteriaceae, que

también se ha correlacionado positivamente con la apolipoproteina-A. Estos resultados
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parecen asociar al UMB con un metabotipo propenso a la disbiosis intestinal y riesgo
cardiovascular, lo que parece alinearse con estudios previos que lo relacionaron con un
mayor riesgo cardiovascular (Gonzalez-Sarrias, et al., 2017b; Selma et al., 2018). Sin
embargo, hacen falta mas estudios que indaguen en esta cuestidon ya que esto no se

confirmd en una gran cohorte de manera inequivoca (Cortés-Martin et al., 2018).

Por otro lado, un estudio de intervencién dietética en la que voluntarios consumieron
nueces, alimento rico en elagitaninos, encontré un incremento de la clase Coriobacteriia
y los géneros Blautia y Bifidobacterium. En este mismo estudio, se observé que el UMB
parecia mas sensible al consumo de nueces, ya que sélo en este grupo hubo un aumento
del género Gordonibacter. En cuanto al UMA, otros géneros de la familia
Lachnospiraceae disminuyeron tras el consumo de nueces (Garcia-Mantrana et al.,

2019).

En general, la evidencia actual es escasa, pero sugiere que la microbiota intestinal de
los individuos UMA podria ejercer un papel protector, mientras que en el UMB podria
ser propensa a la disbiosis y tener relacién con trastornos cardiometabdlicos (Romo-
Vaquero et al., 2019; Cortés-Martin et al., 2020a). Es importante resaltar que encontrar
asociaciones especificas entre algunos factores de riesgo de enfermedades y
microorganismos especificos no son evidencia suficiente para probar su implicacién en
los efectos en la salud. En cuanto a los microorganismos identificados hasta el momento
como productores de UROs, Gordonibacter y Ellagibacter, siguen haciendo falta mas
estudios que sean capaces de confirmar sus implicaciones en la salud humana. Aun se
desconocen otras bacterias implicadas en el metabolismo de las UROs, capaces de

completar los diferentes pasos de las rutas metabdlicas de ambos UMs y qué efectos
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tendrian en la salud humana. Ademds, aun no se ha explorado la utilizacion de estas

bacterias in vivo, para probar si serian capaces de replicar los respectivos UMs.

4.1.2 Metabolitos derivados del metabolismo de los elagitaninos y sus efectos en la

salud

Como se ha comentado, tras la hidrolisis de los ETs, el acido elagico liberado es
convertido en UROs por la microbiota intestinal. El nombre genérico de las UROs incluye
diferentes derivados hidroxilados de la 6H-dibenzo[b,d]piran-6-ona, y se consideran
dentro de las benzocumarinas o dibenzo-a-pironas por su estructura quimica (Garcia-
Villalba et al., 2022). El primer compuesto natural de esta familia fue descubierto en
1946 y es el pigmento |, aislado del castéreo, con una estructura de 3,8-dihidroxi-6H-
dibenzo[b,d]piran-6-ona. Quince afios después, estos compuestos fueron aislados del
calculo renal de ovejas por lo que recibieron el nombre de Uro-Ay Uro-B (Lederer, 1949;

Pope, 1964).

La conversién de acido eldgico a UROs comienza con la apertura de uno de los anillos
lactona por la actividad lactonasa de la microbiota intestinal para producir un
intermediario transitorio llamado acido luteico, que no es detectable debido a ser
inmediatamente descarboxilado, seguramente debido a la accidon de la microbiota
intestinal mediante enzimas decarboxilasas para producir Uro-M5, una URO que
contiene 5 grupos hidroxilo que es un intermediario importante en la produccién de las
demads UROs. A partir de Uro-M5, se producen y detectan tres tetrahidroxi-urolitinas
que son Uro-D, Uro-E y Uro-M6, que luego serdn transformadas en las trihidroxi-
urolitinas Uro-C y M7. Estas trihidroxi-urolitinas dan lugar a los principales metabolitos

finales detectados in vivo: las dihidroxi-urolitinas Uro-A (3,8-dihidroxiurolitina) e IsoUro-
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A (3,9-dihidroxiurolitina), y la hidroxi-urolitina Uro-B (3-hidroxiurolitina) (Garcia-Villalba

et al., 2013; 2020).

En los ultimos afos, otras UROs intermediarias se han descrito, como Uro-M6R, M7R,
CR y AR. Ambos UMs, UMA y UMB, son capaces de producir estas nuevas UROs, y su
produccién tiene en comun que es necesaria la actividad 3-deshidroxilasa bacteriana
(Garcia-Villalba et al.,, 2019). Sin embargo, dada la capacidad metabdlica de la
microbiota intestinal, no sabemos si aun quedan por describir nuevas urolitinas o

isdmeros de las existentes.

Las UROs especificas han sido relacionadas con los marcadores de riesgo
cardiovascular de individuos con sobrepeso y obesidad. Por ejemplo, los niveles de Uro-
A se han correlacionado inversamente con los niveles de glucosa en individuos con
disfuncién metabdlica. Ademads, los niveles de IsoUro-A y Uro-B fueron correlacionados
positivamente con varios marcadores de riesgo cardiovascular como IDLc, VLDLc, oxLDL,
apolipoproteina B, LDLc y Tchol, mientras que Uro-A se correlaciond positivamente con
los niveles de lipoproteinas cardioprotectoras como apolipoproteina (Gonzalez-Sarrias
et al., 2017b; Selma et al., 2018). También, se ha observado una respuesta diferencial
entre los individuos que pertenecian al UMB que mejoraron en el panel de marcadores
de riesgo cardiovascular después del consumo de (poli)fenoles, en comparacién con los
gue eran UMA que no lo hicieron, sugiriendo un mayor efecto del consumo de estos
compuestos en los primeros individuos. Los cambios en LDLc se correlacionaron con
conjugados de Uro-A, IsoUro-A y Uro-B, ademas de que los niveles de Uro-A en orina se
relacionaron con la disminucién de LDLc, no-HDLc, Tchol, apolipoproteina A-l1 y HDLc

intermedia (Gonzalez-Sarrias et al., 2017b; Selma et al., 2018). Un estudio en mas de
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400 nifios y adolescentes reveld que la obesidad era mas prevalente en UMB y UMO, en
varones, en la franja de 9 a 12 afos (Cortés-Martin et al., 2020b). Sin embargo, esta
asociacion fue multifactorial, interviniendo también una baja adherencia a dieta
mediterranea y un consorcio especifico de 24 polimorfismos genéticos relacionados con

obesidad (Cortés-Martin et al., 2020b).

Por otro lado, otros estudios no han encontrado una correlacidn significativa entre
marcadores relacionados con el cancer, endotoxemia metabdlica y el perfil lipidico en
pacientes con cancer colorrectal, obesidad y sanos, respectivamente, y las UROs
presentes en biofluidos o tejidos (Puupponen-Pimia et al., 2013; Nufiez-Sanchez et al.,
2017; Gonzalez-Sarrias et al., 2018a, 2018b).

También, se ha descrito recientemente que pacientes con sindrome metabdlico
polimedicados presentaron una distribucidn alterada de producciéon de UROs (Cortés-
Martin et al., 2021). Este estudio clinico demostré que la polimedicacidn de los pacientes
fue un factor determinante en el efecto prebidtico del extracto rico en elagitaninos que
consumieron los voluntarios. Mientras que la endotoxemia metabdlica mejoré de forma
leve pero significativamente en todos los voluntarios, la molécula de adhesién
intercelular soluble-1 (sICAM-1) sélo mejord en aquellos pacientes que consumieron
hipolipemiantes (Cortés-Martin et al., 2021).

Todo lo anterior pone de relieve que la investigacion sobre las UROs ha explorado su
impacto en diversas condiciones de salud, incluyendo enfermedades cardiovasculares,
trastornos neurodegenerativos, cancer, trastornos metabdlicos y condiciones
relacionadas con la inflamacién. Las UROs han demostrado tener una bioactividad

prometedora, incluyendo propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias, vy
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antineurodegenerativas, convirtiéndolas en posibles moléculas candidatas como
agentes terapéuticos en el tratamiento de diversas enfermedades crénicas (Garcia-
Villalba et al., 2022).

Sin embargo, hacen falta mds pruebas causa-efecto entre las UROs y sus derivados,
gue circulan o son excretados, y efectos especificos en la salud de los individuos. La
inconsistencia en los resultados obtenidos hasta la fecha podria deberse, en parte, a la
considerable variabilidad en la produccién de estos metabolitos por la microbiota
intestinal, ademas de la influencia de otros factores como su interaccién con el

metabolismo de otros fendlicos (Garcia-Villalba et al., 2022).

4.2 Metabotipos de isoflavonas
El metabolismo microbiano de isoflavonas de la dieta, principalmente daidzeina, en
el intestino humano da como resultado la existencia inequivoca de dos metabotipos

distintivos (Figura 5) (Frankenfeld et al., 2005; Mayo et al., 2019):

e Productores de equol (EP): Caracterizado por individuos que tienen la

capacidad de producir el metabolito microbiano equol a partir de las isoflavonas,
principalmente de la daidzeina.

e No productores de equol (ENP): Caracterizado por individuos que no

pueden producir equol tras el consumo de isoflavonas.

También se ha propuesto el metabotipo de produccion de ODMA, otro metabolito
microbiano derivado de las isoflavonas (Frankenfeld et al., 2022). Sin embargo, este
metabotipo aldn no ha sido inequivocamente demostrado pues en numerosos estudios

se describe que el 90% o incluso la totalidad de los individuos producen ODMA
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(Heinonen et al., 1999; Frankenfeld, 2017; Mayo et al., 2019). Por otra parte, a partir de
la genisteina también se ha detectado la produccién de los metabolitos 6'-hidroxi-ODMA
y 5-hidroxi-equol que no han sido considerados en la estratificacién de los metabotipos
de las isoflavonas (Matthies et al., 2012; Mayo et al., 2019). La distribucion de
produccién de estos metabolitos en la poblacién caucdsica después del consumo de
alimentos ricos en isoflavonas, como la soja, se estima alrededor del 80 al 90%, como
minimo, para los productores de ODMA, y aproximadamente un 30% de EP, y estos
porcentajes parecen ser estables en el tiempo (Frankenfeld et al., 2005, 2014; Wu et al.,
2007; Li et al., 2020b). De hecho, algunos resultados parecen indicar que seria poco
probable una conversién de los individuos ENP en EP (Védrine et al., 2006; Cortés-Martin
et al., 2020a). Sin embargo, hay que tener en cuenta que estas proporciones pueden
variar en funciéon de la localizacion geografica de los individuos, encontrandose que, en
poblaciones asidticas, la produccidn de equol es mayor, llegando a representar un 50-
60 % de la poblacién, mientras que el porcentaje de productores de ODMA disminuye
ligeramente (Song et al., 2006; Atkinson et al., 2008; Liu et al., 2010; Yoshikata et al.,
2019). Sin embargo, no se han encontrado asociaciones claras de los metabotipos de las
isoflavonas con patrones dietéticos y caracteristicas demograficas de la poblacidon

incluyendo raza, nivel de educacidon y edad (Frankenfeld et al., 2005, 2017).
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Figura 5. Perfil metabdlico en los metabotipos de equol. EP, productores de equol; ENP, no
productores de equol; D(G)R, dihidrodaidzeina/genisteina reductasa; THD(G)R,
tetrahidrodaidzeina/genisteina reductasa; CYP, citocromo P450; 4HPPA, acido 4-hidroxifenil
propiénico; ODMA, O-desmetilangolensina. Adaptada de Cortés-Martin et al., 2020a.

Como se ha comentado anteriormente, las posibles combinaciones de metabotipos
de equol y ODMA y su distribucidn en la poblacién no estan del todo claras. Hay que
considerar que algunos de estos metabolitos como es el caso de la ODMA, siguen
metabolizandose originando compuestos comunes al metabolismo de otros muchos
(poli)fenoles, como 4acido hidroxifenilpropidnico y floroglucinol, lo que podria influir en
la distribucion del metabotipo de ODMA de los individuos. En cuanto al equol, no se han
detectado metabolitos mds simples provenientes de él, sin embargo, puede ser

hidroxilado por el CYP 450 (Cortés-Martin et al., 2020a).

4.2.1 Microorganismos intestinales modulados e implicados en el metabolismo de

isoflavonas

Hay microorganismos capaces de convertir la dihidrodaidzeina (DHD) en equol pero
gue no pueden transformar la daidzeina nativa, mientras otros pueden convertir la

daidzeina en DHD, pero no podrian producir equol. Por ejemplo, Lactobacillus sp. Niu-
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016 es una bacteria productora de DHD a partir de la daidzeina, y Eggerthella sp. Julong
732 puede utilizar esta DHD para producir equol (Wang et al., 2007). Actualmente, se
conocen varias cepas bacterianas provenientes de animales y humanos que son capaces
de producir equol. Ademas, algunos microorganismos productores de equol pueden
metabolizar la genisteina produciendo un compuesto muy similar al equol llamado 5-
hidroxi-equol, que ademads cuenta con un efecto antioxidante mayor que su precursor
(Arora et al., 1998; Matthies et al., 2009, 2012; Abiru et al., 2013; Mayo et al., 2019).
Ciertas cepas de BAL son también capaces de transformar agliconas de isoflavonas en
sus metabolitos mas bioactivos, como dihidrogenisteina (DHG), DHD, ODMA y 6-hidroxi-
ODMA. Asi, por ejemplo, Lactococcus garviae 20-92 es capaz de producir equol,
mientras que Slackia isoflavoniconvertens DSM 22006 produce equol, 5-hidroxi-equol,

DHG y DHD (Langa et al., 2023).

Como se ha comentado, la capacidad de producir equol no solo se restringe a las BAL
como Lactobacillus intestinalis JCM 7548, Lactobacilllus paracasei CS2, Lactobacillus
sakei (CS3, Lactococcus garvieae 20-90, y Pediococcus pentosaceus CS1 ni a
bifidobacterias como Bifidobacterium breve ATCC 15700T y Bifidobacterium longum
BB536, (Clavel & Mapesa, 2013; Mayo et al., 2019). De hecho, varias de ellas pertenecen
a la familia Eggerthellaceae. Entre esas especies bacterianas se encuentran
Enterorhabdus mucosicola, Slackia equolifaciens, Slackia isoflavoniconvertens,
Adlercreutzia equolifaciens, y Adlercreutzia equolifaciens subsp. celatus. Bacteroides
ovatus, Streptococcus intermedious, Finegoldia magna y Limosilactobacillus mucosae

también se han relacionado con la produccién de equol (Ueno & Uchiyama,2002;
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Decroos et al., 2005; Maruo et al., 2008; Minamida et al., 2008; Matthies et al., 2009; Jin

et al., 2010; Vazquez et al., 2020).

La funcionalidad y composicién de la microbiota intestinal de los metabotipos de
produccién de equol se ha investigado, no encontrandose diferencias significativas en la
riqueza bacteriana entre los EP y ENP (Zheng et al., 2019). Desulfovibrio, Collinsella,
Eubacterium, Prevotella, Megamonas y Allistipes fueron mas abundantes en EP, al igual
gue especies productoras de equol como Adlercreutzia equolifaciens y Bifidobacterium
bifidum. En contraposicién, ENP presentd un enriquecimiento de los géneros
Eggerthella, Ruminococcus y Bacteroides, ademds de la familia Lachnospiraceae, y
algunos de estos microorganismos mostraron una asociacién con los lipidos sanguineos
(zheng et al., 2019). Por otro lado, parece que la capacidad de los individuos de albergar
bacterias productoras de ODMA no estd asociada con la presencia de bacterias

productoras de equol (Cortés-Martin et al., 2020a).

Se ha descrito que no todas las cepas dentro del mismo género identificado como
capaz de producir equol, serian capaces de producirlo (Yoshikata et al., 2019). En este
sentido, un estudio reciente identificd taxones productores de equol, tanto en EP como
en ENP, y no encontrd correlacion entre la abundancia de estos taxones y el metabotipo
de equol. Ademas, el analisis no fue capaz de identificar los genes involucrados en la
produccién de equol, concluyendo que el andlisis taxondmico de datos metagendmicos
podria no ser adecuado para la deteccién y cuantificacion de microorganismos
productores de equol. Sin embargo, el andlisis funcional de los datos podria ser una

alternativa para identificar estas diferencias (Vazquez et al., 2023).
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4.2.2 Metabolitos derivados del metabolismo de isoflavonas y su efecto en la salud

Los metabolitos derivados del metabolismo de la daidzeina (DHD, equol, cis-4-OH-
equol, 5-hidroxi-equol y ODMA) son los mas estudiados en las isoflavonas, junto con sus
conjugados de fase-ll. Otros metabolitos menos estudiados son los derivados de la
genisteina y gliciteina, como dihidrogenisteina, 6’-hidroxi-ODMA, dihidrogliciteina, 5’-O-

methyl ODMA, y 6-O-methyl equol (Heinonen et al., 2003; Murota et al., 2018).

Los individuos productores de los metabolitos microbianos de las isoflavonas, como
equol, parecen tener mejor perfil cardiovascular y estatus neurocognitivo que los no
productores segun se ha observado en varios estudios transversales en poblaciones
asiaticas (Liu et al., 2014; Ahuja et al.,2017; Sekikawa et al., 2020). De hecho, se ha
descrito una menor prevalencia de dislipidemia en los individuos EP en comparacion de
los ENP (Zheng et al., 2019). Estas investigaciones parecen indicar que el equol podria
ofrecer una mayor proteccién cardiovascular que las isoflavonas de soja. Los beneficios
para la salud superiores de equol, observados en diversos estudios, en comparacion con
las isoflavonas nativas podrian deberse, al menos en parte, a su mayor afinidad por el
receptor B-estrogénico (Dingeo et al., 2020). Estudios en cultivos celulares, animales y
humanos han demostrado que el equol tiene propiedades antiinflamatorias,
vasodilatadoras y antioxidantes, ademads de mejorar la aterosclerosis y rigidez arterial
(Zhang et al., 2021a). Ademas, se ha sugerido que el equol puede contribuir a reducir la
presién arterial, disminuir diversos marcadores de riesgo cardiovascular y mejorar la
funcion de los vasos sanguineos (Usui et al., 2013; Sekikawa et al., 2019; Mayo et al.,

2019).

84



CAPITULO 1

Por otro lado, el equol también se ha asociado con una mejor salud dsea al promover
la formacion de hueso e inhibir su resorcidn. Esto podria ser particularmente beneficioso
en la prevencion de la osteoporosis y trastornos éseos relacionados. Las isoflavonas
como la daidzeina y la genisteina, junto con sus metabolitos, como equol, participarian
en la homeostasis 6sea movilizando el calcio del hueso a la circulaciédn sanguinea. De
esta forma, estos compuestos estimulan la formacién 6sea aumentando la densidad
mineral del hueso (Mayo et al., 2019; Harahap & Suliburska, 2021). También, hay
investigaciones que indican que este metabolito podria tener propiedades
anticancerigenas inhibiendo el crecimiento de ciertas células cancerosas, como las de
cancer de mama y préstata (Mayo et al., 2019). Se ha relacionado la no produccién o los
niveles bajos de equol con lesiones cancerosas en la mucosa coldnica, sugiriendo una
potencial proteccion en los EP (Polimeno et al., 2020). Recientemente, se ha observado
gue equol estd inversamente asociado con varias patologias vasculares que contribuyen
al deterioro cognitivo y la demencia, como la rigidez arterial y lesiones de la sustancia
blanca cerebral, siendo mds probable que el equol pueda atravesar la barrera

hematoencefdlica que las isoflavonas precursoras (Sekikawa et al., 2022).

Por el contrario, también se ha relacionado la produccién de equol en hombres
adultos como una caracteristica negativa, asocidandose con un aumento de peso e
incapacidad para regular la presiéon sanguinea, a diferencia de lo observado en los
sujetos no productores que consumieron isoflavonas (Bosland et al.,, 2021). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que la mayoria de los voluntarios de este estudio se
encontraban bajo tratamiento farmacoldgico, factor que afecta a la microbiota

intestinal, y, por tanto, a la producciéon de equol, algo que como se comenté
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anteriormente, también se ha identificado que influye en los efectos ejercidos por las

UROs en pacientes polimedicados con sindrome metabdlico (Cortés-Martin et al., 2021).

Los ensayos clinicos en mujeres en menopausia que fueron suplementadas con equol
han demostrado efectos positivos sobre la rigidez arterial y los principales sintomas de
la menopausia (Aso et al., 2012; Jenks et al., 2012; Yoshikata et al., 2018), y, ademas, un
meta-analisis confirmd también la reduccion de sofocos después del consumo de este
metabolito (Daily et al., 2019). Recientemente, se ha establecido que, para las mujeres
con contraindicaciones para recibir terapia hormonal, el equol es un posible agente
terapéutico sustitutivo con nivel Il de evidencia (The 2022 Hormone Therapy Position

Statement of The North American Menopause Society” Advisory Panel, 2023).

Hay pocos estudios sobre el efecto del metabolito ODMA en la salud. Sin embargo,
un estudio asocié la no produccion de ODMA con la obesidad en mujeres en menopausia
(Miller et al., 2017). Se sugiere que puede presentar efectos bioldgicos diferentes a la
daidzeina, ya que su estructura es menos similar al 17B-estradiol que la de su precursor.
Segun estudios in vitro, el metabolito ODMA tendria efectos biolégicos relacionados con
el cancer, alterando el crecimiento de células de ciertos tipos de cancer de mama. Sin
embargo, segun diversos estudios, su efecto podria ser limitado debido a las bajas
concentraciones circulantes en humanos y debido a que mayoritariamente se encuentra
en forma de glucurdnido, presentando un efecto mucho mas débil que la forma libre
(Frankenfeld, 2011). También, algunos estudios han asociado la obesidad con ser ENP y
no producir ODMA, y una asociacion inversa entre la produccién de equol y esta

condicion (Miller et al., 2017; Reverri et al., 2017; Takahashi et al., 2021).
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4.3 Metabolismo del resveratrol

Al igual que otros xenobidticos, una vez que el RSV se absorbe en las células
intestinales, es conjugado por las enzimas de fase-Il produciendo metabolitos mas
hidroéfilos, que pueden ser excretados mds facilmente. Especificamente, el RSV es
conjugado rapidamente en diferentes posiciones de la molécula por enzimas SULTs y
UGTs (Springer & Moco, 2019), para dar lugar a los correspondientes derivados sulfatos,
glucurénidos y sulfoglucurénidos. Después de ser absorbidos y conjugados en los
enterocitos del intestino delgado, los sulfatos y glucurénidos de RSV siguen dos posibles
caminos: i) pasan al lumen intestinal transportados a través de la membrana apical; oii)
entran al torrente sanguineo al pasar a través de la membrana basolateral. El enterocito
contiene transportadores ABC en ambas partes, apical y distal, fundamentales en la
absorcién y respuesta de estos compuestos (Rouleau et al., 2017). Los microorganismos
intestinales pueden metabolizar ain mds al RSV y sus metabolitos en el colon. Aqui, se
puede generar RSV libre de nuevo por la hidrdlisis de sus metabolitos, y, ademas,
pueden suceder reacciones de reduccién adicionales. El DHRSV es el metabolito
microbiano de RSV mds conocido y producido en mayor abundancia (Springer & Moco,

2019).

El DHRSV es producido al reducir el doble enlace que se encuentra entre los anillos
fendlicos de RSV. Varios estudios han detectado concentraciones altas de DHRSV y sus
metabolitos en fluidos y tejidos humanos y animales, después del consumo de RSV
(Walle et al., 2004; Wang et al., 2005; Jung et al., 2009; Azorin-Ortufio et al., 2011; Avila-

Galvez etal., 2019, 2021b). EI DHRSV producido por este metabolismo bacteriano puede
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ser luego absorbido, conjugado y excretado en la orina al igual que su precursor en

forma de glucurdnidos, sulfatos y/o sulfoglucurénidos (Springer & Moco, 2019).

Como se comentd anteriormente, dos metabolitos microbianos adicionales, DHST y
LUNU, se identificaron en orina, ademas del DHRSV, como catabolitos intestinales del
metabolismo de RSV en humanos (Bode et al., 2013). Para dar lugar a estos metabolitos,
la deshidroxilacién de RSV ocurre en el anillo resorcinol, es decir, se elimina 1 de los 2
grupos hidroxilo en posicion meta (Figura 6). Bode et al. (2013) indicaron que la LUNU
puede formarse de 2 maneras diferentes: 1) a través de la deshidroxilacién de DHRSV
intermedio o 2) a través de la reduccion del intermedio DHST. Ambas rutas pueden ser
realizadas por microorganismos individuales y/o dependerian de la presencia de una

diversidad de bacterias.

OH
HO Deshidroxilacion i OH
) O

Dihidroresveratrol OH Lunularina
(DHRSV) (LUNU)

Reduccion del doble
enlace

OH
Deshidroxilacion HO O \

3,4'-Dihidroxi-trans-estilbeno
(DHST)

Figura 6. Metabolismo microbiano del resveratrol

En algunos humanos, el principal producto microbiano de RSV descrito puede ser

DHRSV (Walle et al., 2004; Wang et al., 2005), LUNU o una combinacién de ambos (Bode
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et al., 2013). Los metabolitos conjugados pueden ser hidrolizados en el intestino delgado
antes de pasar a la circulacién portal, y ser transportados nuevamente al higado. Esta
circulacion enterohepdtica puede ser la causante de la presencia abundante de
metabolitos de RSV en la circulacién sanguinea (Walle et al., 2004; Springer & Moco,
2019; Avila-Galvez et al., 2019, 2021b). Sin embargo, hasta la fecha, se desconoce si
estos derivados de RSV pueden sufrir transformaciones adicionales por la microbiota
intestinal y dar lugar a otros metabolitos microbianos, no descritos aun. Ademds,
tampoco se sabe si el metabolismo de RSV da lugar a un perfil de metabolitos diferencial
y/o diferentes metabotipos en la poblacion, como en el caso de los metabotipos de UROs
y equol, lo que podria suponer un diferente efecto de RSV tras su consumo, en funcion

de la microbiota intestinal de cada persona.

4.3.1 Microorganismos intestinales modulados e implicados en el metabolismo de

resveratrol

Un estudio que ensayo la capacidad para metabolizar RSV de una variedad de
bacterias intestinales en cultivo puro, encontré que, de las bacterias utilizadas, dos
bacterias pertenecientes a la familia Eggerthellaceae, Slackia equolifaciens y
Adlercreutzia equolifaciens, eran capaces de reducir RSV hasta DHRSV (Bode et al.,
2013). En otro estudio se encontré que otro miembro de la familia Eggerthellaceae,
Eggerthella lenta ATCC 43055, también fue identificada como productora de DHRSV a
partir de RSV (Jung et al., 2009), sugiriendo que los géneros bacterianos que pertenecen
a esta familia estarian relacionados con la reduccion de RSV a DHRSV. También se ha
demostrado que Bacteroides uniformis ATCC 8492 es capaz de producir DHRSV (Jung et

al., 2009), y se ha relacionado una mayor abundancia de Actinobacteria,
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Verrucomicrobia y Bacteroides, ademas de una menor abundancia de Firmicutes, con la

produccién de LUNU (Bode et al., 2013).

Un estudio reciente describié Adlercreutzia rubneri como una nueva especie
bacteriana aislada en heces humanas capaz de producir DHRSV a partir de RSV (Stoll et
al., 2021). Por otro lado, el crecimiento de Lactobacillus reuteri y Lactobacillus
intestinalis fue promovido por RSV 3-O-sulfato, algo que no se observd con RSV libre
(zhang et al., 2021b). Un estudio en roedores libres de gérmenes demostré que la
suplementacién con probidticos aumentaba significativamente los niveles de
conjugados de RSV y DHRSV. En comparacién con los controles, la ingesta a largo plazo
de RSV aumentaba significativamente tanto la abundancia del género Lactobacillus

como la relacién Firmicutes/Bacteroides en ratones con colitis (Yao et al., 2022).

El RSV parece ser efectivo contra bacterias patégenas Gram positivas y Gram
negativas, teniendo una amplia gama de actividad antimicrobiana (Paulo et al., 2010;
Zhang et al., 2021c). Por tanto, por medio de su accién antimicrobiana el consumo de
RSV puede modular la composicidn de la ecologia microbiana intestinal. Por ejemplo, en
un estudio donde los ratones fueron tratados con RSV, se observd que los que
consumieron este (poli)fenol carecian de las bacterias intestinales Parabacteroides
jonsonii, Alistipes putredinis y Bacteroides vulgatus, en comparacidon con los ratones
controles que no lo consumieron (Dao et al., 2011). También, se ha descrito en ratas
suplementadas con una baja dosis de RSV que los niveles de Escherichia coli y
Enterobacterias disminuyeron mientras que los niveles de Bifidobacterium vy
Lactobacillus aumentaron (Larrosa et al., 2009). La inhibicion del crecimiento bacteriano

suprimiendo la expresién del gen FtsZ (filamenting temperature-sensitive mutant Z) y la
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formacién del anillo Z, esenciales para la division celular, son mecanismos de la actividad

antimicrobiana de RSV contra E. coli (Hwang et al., 2015; Springer & Moco, 2019).

Se ha sugerido que la modulacién microbiana intestinal después de la
suplementacién con RSV puede ser un mecanismo de accién esencial en la actividad
bioldgica de este compuesto (Sung et al., 2017). El RSV fue capaz de producir cambios
en el microbioma intestinal de ratones obesos, como un aumento en la abundancia
relativa de Bacteroides y Parabacteroides, y una disminucién en la abundancia de
Turicibacteraceae, Moryella, Lachnospiraceae y Akkermansia. Ademas, los trasplantes
de microbiota fecal de ratones sanos alimentados con RSV, mejoraron la homeostasis
de la glucosa en los ratones obesos (Sung et al.,, 2017). En otro estudio en roedores
alimentados con una dieta alta en lipidos, el consumo de RSV también produjo una
disminucion de la abundancia de Lachnospiraceae, ademds de Desulfovibrio, y un

aumento de Blautia (Wang et al., 2020).

Por otro lado, se ha observado que el consumo de RSV aumenta la proporcién de
Bacteroidetes/Firmicutes en roedores (Ley et al., 2005; Etxeberria et al., 2015; Sung et
al., 2017). En hombres con sobrepeso también produjo un aumento en los niveles de
Bacteroidetes, asociados con la oxidacidon postprandial de grasas (Most et al., 2017).
Otros estudios en animales y humanos abalan que la suplementacion con RSV es capaz
de aumentar los niveles de Bacteroidetes, ademas de reducir la produccidn del N-6xido
de trimetilamina (TMAOQ) (Chen et al., 2016a; Bird et al., 2017), el cual se ha asociado

con enfermedad cardiometabdlica (Koeth et al., 2013).
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4.3.2 Metabolitos derivados del metabolismo del resveratrol y su efecto en la salud

Como se ha comentado, se han identificado varios metabolitos de RSV en animales y
humanos en diferentes reservorios (plasma, heces, tejidos, orina, etc.), incluyendo sus
metabolitos microbianos y conjugados de fase-Il. Entre estos metabolitos se encuentran
DHRSV, LUNU, y varios derivados sulfatos, glucurénidos y sulfoglucuréonidos de RSV,
DHRSV, y/o LUNU (Walle et al., 2004; Wang et al., 2005; Azorin-Ortufio et al., 2011;
Andrés-Lacueva et al., 2012; Bode et al., 2013; Liu et al., 2020; Avila-Gélvez et al., 2019,
2021b). Estos conjugados se distribuyen principalmente en tejidos sistémicos y el
intestino delgado, y cuando pasan el intestino grueso, pueden ser desconjugados
nuevamente a sus formas libres por accion de la microbiota intestinal (Azorin-Ortufio et

al., 2011; Li et al., 2022).

En un modelo animal de colitis, RSV disminuyd la pérdida de peso corporal, y los
marcadores de inflamacién sistémica, ademds de proteger la arquitectura de la mucosa
coldnica (Larrosa et al., 2009). Esta bioactividad intestinal de RSV también puede ser
mediada a través de las acciones de sus metabolitos. Por ejemplo, en otro estudio RSV
3-O-sulfato aumentd significativamente la expresion de ARN mensajero (ARNm) de
proteinas relacionadas con proteccion de la barrera intestinal en ratones (Zhang et al.,

2021b).

Los conjugados de DHRSV son producidos en mayor cantidad que los de RSV (Walle,
2011; Azorin-Ortufio et al., 2011). Ademas, también se ha detectado una alta
abundancia de LUNU vy sus conjugados en los tejidos de roedores (Li et al., 2022) y
humanos (Avila-Galvez et al., 2019, 2021b). Por ello, todos estos metabolitos podrian

tener un papel importante en los efectos bioldgicos de RSV, si consideramos que, en
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tejidos sistémicos, se encuentran en mayores niveles que su precursor (Azorin-Ortufio
etal., 2011; Avila-Galvez et al., 2019, 2021b). Los resultados en algunos estudios indican
gue DHRSV y LUNU pueden tener efectos sinérgicos beneficiosos y son importantes
mediadores de los efectos protectores de RSV en enfermedades de rifidn y de colon. En
estos tejidos, DHRSV y LUNU pueden contribuir significativamente a las propiedades
guimiopreventivas tras administracidon de RSV, ya que en estudios in vitro que utilizaron
ambos compuestos por separado y combinados, tuvieron efectos antiproliferativos y

antiinflamatorios mds potentes que RSV (Li et al., 2022).

Un estudio no encontré efectos de RSV y DHRSV en el peso y los niveles de insulina o
glucosa en roedores, mientras que LUNU produjo una reduccién ligera del aumento de
estos parametros y la ingesta de alimento. Sin embargo, no se observé que RSV, LUNU
o DHRSV actuaran como simuladores del efecto de la restriccion calorica (Glnther et al.,
2020). Recientemente, un estudio de estructura-actividad compardé la actividad
anticancerigena de una serie de metabolitos microbianos derivados de RSV y otros
analogos estructurales, a dosis fisiolégicamente relevantes, en células cancerosas y no
tumorales de colon. El efecto antiproliferativo observado fue mediado por un bloqueo
en la fase S del ciclo celular, ejercido por todos los compuestos, y/o en la fase G2/M, por
alguno de ellos. Ademas, hubo un ligero, pero significativo, aumento en la apoptosis
ejercido por la mayoria de los compuestos. Este estudio concluyé que el metabolismo
de la microbiota intestinal de estilbenos, al modificar la estructura de los metabolitos de
RSV, influye criticamente en la actividad antiproliferativa observada, disminuyendo esta
con la reduccién del doble enlace estireno de los estilbenos y con el nimero de grupos

hidroxilo de los metabolitos, pues ambos aspectos influyen en dos variables relevantes
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sobre la actividad, el tamafio de la molécula y su reactividad e ionizacidn de los grupos

hidroxilos (Gonzalez-Sarrias et al., 2022).

Estos antecedentes ponen de manifiesto la necesidad de realizar mas estudios sobre
los efectos en la salud de los metabolitos microbianos de RSV, como DHRSV, LUNU y sus
conjugados, que se encuentran en circulacidén y son capaces de llegar a los tejidos. Por
ello, la distribucién en tejidos sistémicos de RSV y sus metabolitos de fase-Il, asi como
de los derivados microbianos, es un aspecto clave a investigar a la hora de establecer
gué metabolito(s) son los responsables de los efectos biolégicos. Por tanto, ademds de
conocer si existe un metabolismo diferencial (cuali-cuantitativo) de RSV segun cada
persona, también surge la necesidad de explorar otros posibles mecanismos de
transporte que también pudieran vehiculizar y proteger al RSV del metabolismo de fase-

Il'y microbiano para preservar su bioactividad.

Finalmente, también hay que resaltar que se ha descrito la microbiota asociada y la
distribucién de los metabotipos relacionados con el metabolismo de (poli)fenoles,
identificados hasta la fecha, (UMA, UMB, UMO; y EP y ENP), en poblaciones de diferentes
localizaciones e intervalos de edad (Frankenfeld, 2017; Cortés-Martin et al., 2018,
2020a; Mayo et al., 2019; Romo-Vaquero et al., 2019; Zheng et al., 2019). Sin embargo,
estos metabotipos no se manifiestan de forma aislada, sino que cada individuo tendrad
una combinacion de metabotipos tras el consumo de los correspondientes (poli)fenoles
(elagitaninos-dcido eldgico e isoflavonas). Por ello, se desconoce qué combinaciones de
estos metabotipos (y quizd de otros aun por describir) coexisten en cada individuo, qué
distribucion presentan en la poblacion y cdmo es el microbioma asociado representativo

de cada posible agrupacion de metabotipos.
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5. Personalizacion de metabotipos y mejora de Ila
biodisponibilidad de (poli)fenoles y de sus metabolitos
microbianos

En este apartado se presentan diferentes aproximaciones que pretenden
incrementar los efectos beneficiosos de los (poli)fenoles y sus metabolitos microbianos

mediante el incremento de su biodisponibilidad y la personalizacién de los metabotipos.

Como se ha explicado anteriormente, una limitacién importante de los (poli)fenoles
es su baja biodisponibilidad, y su casi nula capacidad de llegar intactos a los tejidos diana
para poder ejercer su efecto. En este sentido, estrategias que sean capaces de
protegerlos del metabolismo y transportarlos intactos a los tejidos, son de gran interés.
La encapsulacidn de (poli)fenoles en vesiculas extracelulares, incluidos exosomas, es una
estrategia que se podria utilizar para este objetivo. Tampoco se sabe si tras el consumo
de (poli)fenoles, el propio organismo seria capaz de incorporarlos de forma natural en
este tipo de vesiculas, junto a sus metabolitos microbianos y conjugados, para ser

transportados en la circulacién por el organismo.

Por otro lado, como se ha dicho, la variabilidad interindividual en la microbiota
intestinal influye en el perfil metabdlico en los individuos tras el consumo de ciertos
(poli)fenoles, como los elagitaninos, y, por ende, en los posibles efectos beneficiosos
gue determinados metabolitos microbianos inducen en el organismo. La posible
personalizacion de metabotipos, mediante la administracion de bacterias asociadas a
ellos, como posibles probidticos, podria ser una estrategia muy util sobre todo en

individuos no productores de ciertos metabolitos de (poli)fenoles. Ademas, la
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caracterizacidon de los microorganismos especificos implicados en la produccién de los
diferentes metabolitos in vitro, también es de gran interés biotecnoldgico para el posible

desarrollo de nutracéuticos que incluyan estas moléculas.

A continuacién, se describen ambas estrategias para implementar los efectos
beneficiosos de los (poli)fenoles y sus metabolitos microbianos. Primero se abordan las
vesiculas extracelulares y exosomas, y después, los probidticos, prebidticos, postbidticos

y simbidticos.

5.1 Transporte: vesiculas extracelulares y exosomas

5.1.1 Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (EVs) son nanoestructuras biomoleculares con bicapa
lipidica que transportan proteinas, lipidos, acidos nucleicos y azlcares, y que son
liberadas por la mayoria de las células procariotas y eucariotas en el medio extracelular
como medio de comunicacion intercelular, transfiriendo moléculas desde las células
donantes a las células diana (Kalluri & LeBleu, 2020; Soekmadiji et al., 2020). Su potencial
papel en la enfermedad u homeostasis de los tejidos son objeto de estudio en la
actualidad. La clasificacion de EVs incluye dos amplias categorias: los ectosomas y los
exosomas (EXOs). A grandes rasgos, los ectosomas incluyen microvesiculas,
microparticulas y vesiculas grandes en el rango de tamano de 50 nm a 1 um de didmetro
y se desprenden de la superficie de la membrana plasmatica por exocitosis. En cambio,
los EXOs tienen un origen endosdmico y su tamano promedio es de 100 nm, con un
rango entre 40 a 160 nm (Kalluri & LeBleu, 2020). Cuando la membrana plasmatica de

una célula se pliega hacia adentro (endocitosis) se forman estructuras llamadas cuerpos
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multivesiculares. Estos cuerpos pueden conectarse con otras vesiculas y organulos
dentro de la célula, lo que contribuye a la variedad de componentes presentes en los

EXOs (Figura 7) (Kalluri & LeBleu, 2020).

EXOSOMA
Citoesqueleto )
Actina, Tubulina, Tetraspanina Moléculas de
Miosina, ERMs Adhesion
1 m Integrinas
ICAM
ICAM
< S~ Integrinas
Tubulina Dcuo
Balsas lipidicas / ADN Tetraspaninas
Ceramidas CDe63, CD9,
Colesterol S CD81
Esfingolipidos ARNM
Actina
Pre-miARN //
 RAB (@i /’
MIARN S Moléculas
Tréfico de T Y endosomales
membrana Tsg101,
Proteinas RAB, Ubiquitina,
Anexinas Clatrina, Alix

Figura 7. Exosomas y sus componentes. Alix, Proteina de interaccion de muerte celular
programada 6; ERM, Ezrina, Radixina, Moesina; hdp70, proteina de choque térmico 70; ICAM,
molécula de adhesién intercelular; mRNA, ARN mensajero; miRNA, microRNA; Tsg101, proteina
del gen de susceptibilidad tumoral 101. Adaptada de Hou et al., 2019.

Las EVs se distribuyen ampliamente en los fluidos bioldgicos y son liberadas por todos
los tipos celulares del organismo, participando en la regulacién y comunicacién
intercelular transfiriendo su carga a células de diversos tejidos diana, de forma local o
viajando a otras localizaciones sistémicas dentro del organismo (Keller et al., 2006;

Kalluri & LeBleu, 2020; O’Grady et al., 2022). Esto ha despertado gran interés en el
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analisis de biofluidos, para buscar estas vesiculas y utilizarlas como herramienta para el
diagnodstico y evolucién de diversas condiciones patoldgicas (Santiago-Dieppa et al.,
2014; Vallejo et al., 2019). Ademas, se han observado varios roles de las EVs en procesos
fisioldgicos y patoldgicos, poniendo de manifiesto su utilidad como agentes terapéuticos

y como biomarcadores clinicos (Yanez-M¢é et al., 2015).

No obstante, alin no se conoce completamente cémo se originan las EVs. Las rutas
identificadas hasta ahora incluyen la formacidon de vesiculas en la membrana plasmatica,
las vias endosdmicas candnicas, asi como aquellas que surgen durante los procesos
celulares relacionados con la apoptosis y la senescencia (Soekmadiji et al., 2020). Las EVs,
incluidos los EXOs, pueden contener diferentes componentes celulares, dependiendo
del tipo de célula que las origina. Todavia no se comprende completamente el objetivo
fisiolégico exacto de los EXOs, pero se ha visto que ademas de su papel en la seiializacién
celular, también podrian ayudar a mantener la salud y equilibrio celular, al eliminar
materiales innecesarios o encontrados en exceso (Kalluri & LeBleu, 2020). Sin embargo,
se necesita mas investigacidn para entender completamente sus funciones, mecanismos

y posibles usos (Kalluri & LeBleu, 2020).

Auln existe la duda de si los EXOs son reminiscencias de particulas primordiales
tempranas que estuvieron implicadas en el surgimiento de la primera protocélula, y
gueda por establecer, si en un entorno adecuado, pueden participar en reacciones
bioquimicas auténomas y eventos de sefializacion (Budin et al., 2012; Joyce & Szostak,
2018). También, se ha planteado la posibilidad de que los EXOs hayan sido particulas
predecesoras a los organismos unicelulares debido a su similitud con retrovirus (Nolte-

't Hoen et al., 2016).
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A medida que aprendemos mas sobre la diversidad y funciones de las EVs, se hace
mas evidente la importancia de caracterizarlas con precisidn. La clasificacion de las EVs
en la actualidad puede ser segun su origen, tamafio y/o densidad, mecanismos de
liberacion y marcadores. Ademas, un aspecto importante, y que aun esta en debate, es
la estandarizacion de las metodologias para aislar y caracterizar las EVs (Soekmadji et

al., 2020).

5.1.2 Exosomas

No hay un claro consenso del término preciso para definir a estas vesiculas ya que en
diversos estudios los términos EXOs, EVs, microvesiculas, etc., se suelen usar
indistintamente. Es comun que, al detectar los correspondientes marcadores de
membrana, las EVs se denominen EXOs utilizando las definiciones de la Sociedad
Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) (Witwer & Théry, 2019). Se ha descrito
gue los EXOs son capaces de atravesar barreras fisicas en el organismo, incluyendo la
barrera hematoencefilica y la placenta (Colombo et al., 2014), por lo que se han
propuesto como nanoestructuras para vehiculizar diferentes moléculas con posibles
efectos clinicos, como acidos nucleicos, farmacos y compuestos bioactivos naturales
(Sun et al., 2010; Mehryab et al., 2020; Zhao et al., 2020; Song et al., 2021). Adem4s, se
ha visto que son capaces de modular la respuesta inmune, la reparacién de tejidos,
ademas de estar implicados en el mantenimiento y trafico celular en condiciones
patoldgicas y normales. Algunas de las disfunciones en las que podrian estar implicados
son inflamacion, cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegeneracion (Howitt

& Hill, 2016; Zamani et al., 2019; Gurung et al., 2021; Soltész et al., 2021). Estudios en
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roedores han demostrado que dosis altas de EXOs pueden tener efectos significativos
en el comportamiento celular, incluyendo la modulacidn de la progresién del cancer, la
induccion de neoplasia y la regeneracion de tejido (Skog et al., 2008; Melo et al., 2014;

Zhou et al., 2014; Fong et al., 2015; Liu et al., 2016; Mao et al., 2018).

La potencial distribucion de moléculas bioactivas en diferentes tejidos del organismo
utilizando EXOs parece ser posible debido a que estas vesiculas tienen la capacidad de
proteger su carga de la digestion gastrointestinal, el metabolismo y la degradacion (Aqil

et al., 2017; Saint-Pol et al., 2020; Lépez de las Hazas et al., 2021).

Los alimentos también pueden ser fuente de EXOs, y un creciente numero de
estudios han mostrado que este tipo de vesiculas podrian ser importantes en las
actividades bioldgicas de algunos alimentos (Tomé-Carneiro et al., 2018; Del Pozo-Acebo
et al., 2021). Uno de estos alimentos es la leche, cuyo uso como fuente de EXOs presenta
varias ventajas, como ser biolégicamente compatible entre diferentes especies de
mamiferos y tener un efecto téxico potencial bajo. Ademads, los EXOs provenientes de la
leche pueden usarse para vehiculizar macromoléculas lipofilicas e hidrofilicas, y son
capaces de llegar a varios drganos, incluido el cerebro, cruzando la barrera
hematoencefdlica, ademds de que su superficie puede ser modificada para su
distribucién especifica a diferentes tejidos (Somiya et al., 2018; Manca et al., 2018).
Ademds, la leche es un alimento que tiene una alta escalabilidad para la produccién de
EXOs. Por todo ello, los EXOs de la leche parecen ser una buena opcidn para la
encapsulacion de diferentes moléculas bioactivas (Adriano et al., 2021; Feng et al.,
2021). Este tipo de EXOs ya han sido usados para encapsular diferentes compuestos

naturales como (poli)fenoles, farmacos y diversos ARNs como microARNs y siARNs (Tian
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et al.,, 2014; Aqil et al., 2017; Adriano et al., 2021; Del Pozo-Acebo et al., 2021;

Kandimalla et al., 2021; Song et al., 2021).

5.1.3 La biogénesis y heterogeneidad de los exosomas

Los EXOs se forman a través de un proceso que implica la invaginacidon de la
membrana plasmatica y la formacion de cuerpos multivesiculares intracelulares (CMV)
gue contienen vesiculas intraluminales (ILV). Estas ILV son finalmente secretadas como
EXOs con un tamaio de aproximadamente 40 a 160 nm de didmetro mediante la fusion
de los CMV con la membrana plasmatica y la exocitosis (Kalluri, 2016; Hessvik et al.,
2018; van Niel et al., 2018; Willms et al., 2018; Mathieu et al., 2019; McAndrews et al.,
2019). EI CMV puede fusionarse con la membrana plasmatica liberando las ILV
contenidas como EXOs o ser degradado al fusionarse con lisosomas o autofagosomas
(Figura 8) (Kahlert et al., 2013; van Niel et al., 2018). Proteinas y lipidos especificos,
incluidas proteinas GTPasa, Rab, Sytenin-1, TSG101, ALIX, syndecan-1, proteinas ESCRT,
fosfolipidos, tetraspaninas, ceramidas, esfingomielinasas y proteinas complejas SNARE,
estan involucradas en la biogénesis de los EXOs, aunque la comprensiéon completa de
este proceso requiere mas investigacion, especialmente en condiciones in vivo, debido
a la interseccién con otras rutas moleculares (Ciardiello et al., 2016; Bebelman et al.,
2018; Mathieu et al., 2019). La variacién en los tipos celulares, las condiciones de cultivo
y la salud genédmica de las células también pueden influir en los reguladores clave de la

biogénesis de los EXOs (Mathieu et al., 2019).
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Figura 8. Biogénesis de exosomas. Adaptada de Kalluri & LeBleu, 2020

El tamano, contenido, origen celular e impacto funcional en las células receptoras son
factores que reflejan la heterogeneidad de los EXOs. Una invaginacion desigual de la
membrana podria provocar una desigualdad en el tamafo de estas particulas, ademas
de que esto resulta en un contenido distinto de sélidos y liquidos, o debido a la
utilizacion de métodos de aislamiento que incluyen otro tipo de EVs con diferente
tamafio. Por tanto, el contenido de EXOs puede ser heterogéneo debido a esta

diferencia en los tamafos de las particulas producidas debido a la utilizacion de
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diferentes métodos de aislamiento (Ciardiello et al.,, 2016; Bebelman et al., 2018;
Mathieu et al., 2019). Otros factores que influyen en esta heterogeneidad en el
contenido de los EXOs, son la biologia y microambiente inherente de los diferentes tipos
de células, ademas de también afectar en sus marcadores bioldgicos. Los EXOs pueden
contener diferentes tipos de proteinas: de membrana, citosélicas, nucleares y de matriz
celular, ademas de los otros tipos de moléculas que pueden encapsular (van Balkom et
al., 2015; Keerthikumar et al., 2016; Lasda & Parker, 2016; Pathan et al., 2019). El estudio
protedmico de las EVs ha revelado la heterogeneidad en los diversos marcadores,
poniendo de manifiesto la importancia en el disefio experimental y la eleccidn de las

metodologias de purificacién basadas en marcadores (Kowal et al., 2016).

5.1.4 Estandarizacion y aislamiento de vesiculas extracelulares

La Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares de 2018 (MISEV2018)
proporciona una clasificacion adecuada para las EVs en entornos clinicos. Esta guia
busca la estandarizacién de la investigacion de EVs, abarcando la recoleccién,
procesamiento de muestras, almacenamiento, separacidn y caracterizacién (Théry et al.,
2018). Varios factores preanaliticos pueden afectar las EVs, como el tiempo de
almacenamiento de la muestra, la temperatura de conservacion y la centrifugacion
(Lacroix et al., 2012; Sparrow et al., 2012; Fendl et al., 2016; Vila-Liante et al., 2016;

Wisgrill et al., 2016; Soekmadiji et al., 2020).

Una vez que las EVs han sido liberados en la circulacién sanguinea se hace muy dificil
rastrear su biogénesis, por lo que no se pueden categorizar facilmente sélo segun la

expresion de marcadores (Witwer et al., 2013). La mayoria de la investigacion sobre EVs
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se ha realizado en plasma, suero, orina, saliva y leche materna, pero se han aislado en
mas de 30 subtipos de biofluidos (Witwer et al., 2013; Yuana et al., 2015; Coumans et
al., 2017). Otras investigaciones estan utilizando otras fuentes de fluidos bioldgicos
como el liquido cefalorraquideo, el liquido ascitico, las efusiones pleurales, el semen, el
liguido amnidtico, las secreciones nasales, el lavado broncoalveolar, el liquido sinovial y
la bilis (Witwer et al., 2013; Yuana et al., 2015; Coumans et al., 2017; Soekmadiji et al.,

2020).

Actualmente, se han logrado mejoras sustanciales en el desarrollo de métodos de
aislamiento de EVs a partir de biofluidos (Théry et al., 2018). Adema3s, investigaciones
recientes han evaluado el espacio intersticial del tejido, incluidos el liquido intersticial y
la matriz extracelular, como posibles reservorios de EVs (Witwer et al., 2013; Vella et al.,
2017; Huang et al., 2020). El aislamiento de EVs directamente de tejidos requiere
controles estrictos y una meticulosa estandarizacion de los métodos para evitar la
contaminacién celular causada, por ejemplo, por la ruptura celular (Witwer et al., 2013,
Vella et al., 2017, Huang et al., 2020). Aunque los biofluidos son la fuente preferida de
estudio de EVs debido a su accesibilidad y alta abundancia en ellos, las EVs derivadas de
tejidos contienen informacion especifica del tipo de célula donde se originaron, por lo
gue pueden ser utilizadas como herramientas valiosas para conocer las condiciones
fisioldgicas y patoldgicas de 6rganos (Shahjin et al., 2019; Cheng et al., 2020b; Crescitelli

et al., 2020; Gallart-Palau et al., 2020; Muraoka et al., 2020).

Sobre los nuevos métodos de aislamiento, se estan desarrollando aquellos basados
en chips, como el chip dielectroforético, y otras metodologias, como la cromatografia o

la ultrafiltracion, combinandose con técnicas de enriquecimiento de subtipos de EVs,
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como la inmunoprecipitaciéon y la dialisis de filtracion hidrostatica (Xu et al., 2017; Chen
et al, 2019). La combinacién de métodos de aislamiento puede aumentar la
especificidad y eficiencia de las EVs (Kapogiannis et al., 2014; Chen et al., 2016b).
Ademas, multiples variables técnicas pueden alterar el perfil de EVs entre las que se
incluyen el volumen de muestra, el tipo de tubos de recoleccion, los pasos de mezcla o
agitacion, el tiempo de almacenamiento, la temperatura, los métodos de aislamiento y
la hemolisis del plasma, entre otros (Lacroix et al., 2012; Mullier et al., 2013; Soekmadji
et al., 2020). Para tener una garantia de la validez en los analisis a largo plazo, las EVs
purificadas deben ser almacenadas al menos a -80°C y evitar ciclos repetidos de
congelacion-descongelacion para evitar su agregacion (L6rincz et al., 2014; Yuana et al.,

2015; Jeyaram & Jay, 2017; Sluijter et al., 2018).

Como se comentaba, se puede aplicar una combinacién de varios métodos de
separacion para aislar las EVs del plasma con una minima contaminacion por proteinas
plasmaticas y particulas lipoproteicas (van der Vlist et al., 2012; Karimi et al., 2018). En
cuanto a la fenotipificacion de las EVs, el analisis de tetraspaninas (CD9, CD63 y CD81)

se utiliza para evaluar la pureza y tasa de recuperacién de las EVs (Tian et al., 2019).

5.1.5 Métodos de aislamiento de exosomas

Existen diferentes técnicas para el aislamiento de EXOs, cada una con sus ventajas y

limitaciones. Algunas de estas técnicas son (Sidhom et al., 2020):

o Ultracentrifugacion diferencial (dUC): Es la técnica estandar para el

aislamiento de EXOs debido a su capacidad para obtener poblaciones

relativamente puras de EXOs (Li et al., 2017). Se basa en la separacién secuencial
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de particulas por sedimentacién dependiendo de su tamafio y densidad

utilizando fuerzas y tiempos de centrifugacién especificos (Livshits et al., 2015).

e  Ultrdfiltracion: Utiliza membranas con poros de didmetros especificos
para aislar particulas dentro de un intervalo de tamafio predeterminado
(Cheruvanky, 2007; Lobb et al., 2015; Konoshenko et al., 2018). Permite eliminar
primero las particulas mas grandes y luego las mas pequenas para obtener un
filtrado rico en EXOs. Se puede utilizar como método complementario a la dUC
para separar EXOs y microvesiculas. Otro método de nano-ultrafiltraciéon que
emplea filtraciones secuenciales para aislar EXOs se conoce como filtracidn
cruzada o filtracién tangencial (McNamara et al., 2018).

e Precipitacion basada en polietilenglicol: Emplea una solucién de

polietilenglicol para formar agregados de EXOs que luego pueden ser
precipitados por centrifugacién a baja velocidad (Weng et al., 2016; Konoshenko
et al., 2018). Aunque puede aislar EXOs, también se co-precipitan proteinas no
exosomales, inmunoglobulinas, particulas virales, complejos inmunes y otros
contaminantes, disminuyendo la pureza de la preparacion (Li et al.,, 2017;
Konoshenko et al.,, 2018). Adicionalmente, se puede realizar una
inmunoprecipitacion de EXOs utilizando marcadores especificos, como CD9 (Li et
al.,, 2017) u otras tetraspaninas, para mejorar la pureza de las preparaciones,
aunque esto puede llevar a un aislamiento "sesgado" al enfocarse en una
poblacién de EXOs especifica.

e Captura por inmunogafinidad: Consiste en la separacion de EXOs

especificos en funcién de las proteinas que expresan en su superficie (Koliha et
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al., 2016; Boriachek et al., 2019). Para aislar EXOs con alta especificidad utiliza
anticuerpos contra estos marcadores proteicos especificos como las
tetraspaninas CD9, CD63 y CD81. También se pueden usar otros marcadores
especificos de las células madre, como el peptidoglicano del 4-sulfato de
condroitina (Sharma et al., 2018), la molécula de adhesién celular epitelial
(EPCAM) (Zhou et al., 2015), o moléculas de unién a EXOs como las proteinas de
choque térmico (Ghosh et al., 2014) y la heparina (Balaj et al., 2015). La captura
por inmunidad se utiliza cominmente como un paso adicional combinado con la
dUC para aumentar la pureza de los EXOs aislados. La principal desventaja es que
se selecciona un subconjunto de vesiculas especificas de marcadores que
pueden no reflejar todos los EXOs.

e  Microfluidos: Es un método de alto rendimiento que se basa en principios
como la inmunoadherencia, tamafio y densidad, utilizando dispositivos
microfluidicos para aislar EXOs (Chen et al., 2010). La inmuno-microfluidica es el
método mas usado cominmente, que es similar al método de captura por
inmunoafinidad. Los EXOs se separan mediante la unién especifica de
anticuerpos inmovilizados en los dispositivos microfluidicos, también conocidos
como chips, con los marcadores de EXOs. El ExoChip, con anticuerpos frente a
CD63, es un dispositivo microfluidico cominmente utilizado para aislar EXOs
(Chen et al., 2010). Las ventajas de esta técnica incluyen un procesamiento
eficiente y rdpido, con un alto nivel de pureza de los EXOs, pero tienen la

desventaja de que son muy complejos y costosos (Carnino et al., 2019).
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e Cromatografia de exclusion sequn tamano molecular (SEC): Utiliza una

fase movil (normalmente tampdn fosfato salino) y una fase estacionaria de gel
poroso para separar particulas por tamafio molecular. La naturaleza de la fase
estacionaria permite la elucién diferencial: las particulas mas grandes eluyen
primero, seguidas por vesiculas mds pequefias y, a continuacién, las proteinas
no unidas a membrana (Contreras-Naranjo et al., 2017). La fase estacionaria o la
columna de cromatografia puede rellenarse con diversos polimeros de gel,
incluyendo dextranos reticulados, agarosa, poliacrilamida o alildextrano. Cuando
se pretende identificar el subtipo de EV, se recomienda combinar la SEC con
métodos de captura por inmunoafinidad. La SEC consigue una pureza mayor de
los EXOs aislados, superando a otra técnicas, principalmente al disminuir la

contaminacién de proteinas plasmaticas (Baranyai et al., 2015).

Cada una de estas técnicas tiene sus ventajas y limitaciones. Por tanto, la eleccién de
uno o varios métodos combinados dependera del propdsito y las caracteristicas
especificas del estudio . La pureza y especificidad en el aislamiento de EXOs se puede

mejorar al combinar diferentes métodos (Sidhom et al., 2020).

5.1.6 Aplicaciones de las vesiculas extracelulares y exosomas

Numerosos estudios abordando la biologia de los EXOs en la enfermedad y su utilidad
en el diagndstico y tratamiento clinico han surgido recientemente. La carga encapsulada
por los EXOs es compleja y es una via de acceso a diagnosticos clinicos para la deteccién
y seguimiento de distintas patologias. Ademas, la posibilidad de que los EXOs liberen

diversas cargas funcionales en células disfuncionales ha favorecido el estudio para su
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uso como vehiculos terapéuticos (Kalluri & LeBleu, 2020). Por ello, son necesarias
técnicas fiables y reproducibles de aislamiento para el desarrollo de terapias basadas en

EVs (Soekmadiji et al., 2020).

Como deciamos, los EXOs estan siendo explorados de manera activa como agentes
terapéuticos, por si mismos o como vehiculos para la distribuciéon de farmacos y
compuestos bioactivos. La aplicacién de EXOs como herramienta terapéutica en
animales es bien tolerada por lo que su aplicacién en humanos es prometedora (Zhu et
al.,, 2017; Mendt et al., 2018). Estudios en animales han demostrado que los EXOs, a
diferencia de los liposomas, al ser suministrados de manera exdgena mediante
inyeccién, pueden entrar eficientemente en otras células y liberar su carga, presentado
una minima eliminacién por el sistema inmune (Ferguson & Nguyen, 2016; Kalluri, 2016;

Barile & Vassalli, 2017; Liao et al., 2018; Fitts et al., 2019).

Las EVs de varias células son capaces de cruzar las barreras tisulares, incluida la
barrera hematoencefdlica (Yuan et al., 2017; Qu et al., 2018), lo que ha sido demostrado
en estudios animales, ademds de que pueden ser modificadas para que expresen
moléculas de orientacién; mediante el cultivo de células donantes en medios diferentes,
la carga indirecta de farmacos endégenamente o mediante la carga exdgena de EVs con
métodos de electroporacion o sonoporacién (Soekmadji et al., 2016a, 2016b; Tian et al.,
2014; Sun et al., 2010; Vader et al., 2016). El desarrollo de direccionamiento tisular por
medio de receptores se ha realizado mediante el enriquecimiento en funcién de la
presentacion de ligandos en su superficie, como tetraspaninas e integrinas. Los EXOs

han sido utilizados para encapsular fdrmacos quimioterapéuticos usados en la terapia
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del cancer, probandose en ratones donde se observé una menor toxicidad y presentar

eficacia antitumoral (Kim et al., 2016).

Otras cargas que se han encapsulado en EXOs incluyen micro-ARNs (miARN) y ARN
de silenciamiento (siARN) para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso
central y el cancer, debido a que se ha demostrado que los miARNs exosomales pueden
interactuar de forma eficaz con el ARNm diana suprimiendo la expresiéon génica en
células receptoras. Ademads, los ARN exosomales presentarian proteccion contra la
degradacion por ribonucleasas de la sangre (Cheng et al., 2014), siendo mayormente
retenidos en el organismo en comparacion con los liposomas, lo que les permitiria
ejercer su efecto en dianas sistémicas del organismo. También, serian protegidos de la
fagocitosis y posterior eliminacién de la circulacidon sanguinea debido a la presencia de
CD47, que actuaria como una molécula de sefializacion evitando que los fagocitos los

degradaran (Kamerkar et al., 2017).

Las EVs de glébulos rojos humanos se han propuesto como vehiculos de liberacién
para terapia génica, administrando ARNm Cas9, guias ARN vy oligonucledtidos
antisentido a células cancerosas (Usman et al.,, 2018). Las EVs principalmente
caracterizadas y que han demostrado ser eficaces a nivel terapéutico son las derivadas
de células madre mesenquimales. Se ha demostrado la eficacia terapéutica de estas EVs
hasta en 30 modelos animales de diversas enfermedades humanas, ademas de proteger
contra lesiones inducidas por toxinas (Tan et al., 2014; Yeo & Lim, 2015; Yan et al., 2017;
Perets et al., 2018; Mardpour et al., 2019; Williams et al., 2019). Otra utilidad de las EVs

puede ser el desarrollo de vacunas para enfermedades infecciosas, tanto en humanos
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como en animales, utilizando EVs que transportan antigenos especificos de organismo

patégenos (Soekmadiji et al., 2020).

También, se han utilizado EXOs derivados de la leche bovina (EXOs-L) para
encapsulacion y administracion de (poli)fenoles. Por ejemplo, un estudio utilizé EXOs-L
cargados con altas concentraciones de CUR y describié la deteccién de este (poli)fenol
en cerebro, higado y pulmdn de ratas, después de su administracidn, por lo que parece
gue estos EXOs sirvieron como vehiculo de liberacién del (poli)fenol en diversos tejidos
(Agil et al., 2017). Sin embargo, la metodologia de produccion y purificacion de EXOs-L
Yy su carga con compuestos bioactivos provenientes de la dieta aun debe ser
estandarizada. En este sentido, hacen falta mds estudios que prueben la utilizacion de
EXOs-L para la encapsulacion de otros (poli)fenoles y su administracion a modelos
animales para estudiar su transporte, distribucion en diferentes tejidos del organismo y

si pueden proteger a los (poli)fenoles del metabolismo.

Por otro lado, los (poli)fenoles también pueden influir en las rutas de sefializacion
implicadas en la produccion de estas EVs. Estudios previos han identificado que algunos
(poli)fenoles eran capaces de inducir una reduccién en la produccidn de microparticulas
del endotelio y plaquetas, mientras que otro estudio identificd que la CUR era capaz de
promover la secrecidn de EXOs en lineas celulares, eliminando el colesterol almacenado
en células con el transporte de colesterol alterado, ademas de inducir la produccién de
ceramidas en células gliales (Lépez Andrés et al., 2012; Horn et al., 2014; Canfran-Duque
et al., 2014, 2015; Garcia-Seisdedos et al., 2020). El tratamiento con RSV de células

microgliales, también fue capaz de promover la liberacién de EVs con potencial para
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cruzar la barrera hematoencefalica, inducir autofagia e inhibir la apoptosis neuronal

(Fan et al., 2020).

Sin embargo, seguimos sin comprender completamente los mecanismos que
modaulan la secrecidon de EXOs y el contenido de su carga después de una intervencién
con (poli)fenoles (Figueira et al., 2023). Hay evidencia escasa sobre la presencia de
(poli)fenoles en la carga de EVs del plasma ya que sélo en un estudio en roedores se
sugirid que proantocianidinas y sus metabolitos fueran transportados en cantidades

traza por las EVs (Arola-Arnal et al., 2020).

En seres humanos, sabemos que los (poli)fenoles pueden ser transportados en la
circulacidn sanguinea por medio de lipoproteinas, albumina, y gldbulos rojos (lvanov et
al., 2001; Delmas & Lin, 2011; Harbi et al., 2020; Tung et al., 2020). Un estudio no fue
capaz de demostrar la presencia de metabolitos fendlicos en la carga de exomas aislados
del plasma de voluntarios sanos y pacientes afectados por trombosis paroxistica
nocturna (Vallejo et al., 2019). Sin embargo, el aislamiento de EXOs se produjo en
ayunas, por lo que queda la duda de si fue esta variable la que impidié detectar
(poli)fenoles y/o metabolitos derivados en los EXOs. Los EXOs se han sugerido como
particulas mediadoras de las sefiales producidas por los compuestos fendlicos o para
servir como nanovehiculos contribuyendo a su transporte a los diversos érganos
(Figueira et al., 2023; Lopez de Las Hazas et al., 2022). Sin embargo, atn se desconoce si
como respuesta al consumo de (poli)fenoles, estos compuestos, sus metabolitos
microbianos y/o los derivados conjugados pueden ser transportados por medio de EVs

en el organismo humano.
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Es vital mantener los mas altos estandares de aislamiento y produccién de EVs para
su uso en intervenciones en humanos. El uso y evaluacion clinica de nuevas terapias
basadas en EVs estan incluidos en las directrices europeas publicadas por la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA) sobre sustancias biolégicamente activas, mientras
qgue, en los Estados Unidos de América, se considerarian productos bioldgicos y estan
reguladas en la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) por el Centro de
Evaluacién e Investigacion de Productos Bioldgicos. Es necesaria la evaluacién de la
eficacia y seguridad de las terapias basadas en EVs, ademads de los requisitos en su
aislamiento, almacenamiento y caracterizacion, para garantizar la calidad y seguridad

tanto del donante como del receptor (Soekmadiji et al., 2020).

5.2 Probidticos, prebioticos, postbioticos y simbioticos
5.2.1 Probidticos

La definiciéon consensuada de probidticos fue revisada y corregida en 2014,
estableciéndola como: "microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, proporcionan un beneficio para la salud del huésped” (Hill et al.,
2014). Definiciones anteriores decian que los microorganismos probidticos funcionan
“mejorando las propiedades de la microflora autdoctona” o “contribuyendo al equilibrio
microbiano intestinal del huésped” (Parker, 1974, Havenaar & Huis In't Veld, 1992). Sin
embargo, la definicion actual de probidtico es mas amplia e incluye también a aquellos
microorganismos capaces de ejercer sus efectos beneficiosos mediante otros

mecanismos de accién (Figura 9), y no considera que éstos sélo sean mediados por la
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microbiota, ampliando la gama de posibilidades de su uso, lo que fomenta la innovacién

tecnoldgica en el campo de los probidticos (Gibson et al., 2017; Sanders et al., 2019).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son los microorganismos probidticos utilizados mas
comunmente por la industria alimentaria debido a sus caracteristicas beneficiosas para
la salud (Nichols, 2007; Peng et al., 2020a). Normalmente, podemos encontrarlas en
alimentos fermentados como los productos lacteos derivados de la leche de vaca, como
yogures y kéfir, aunque también se pueden encontrar en otros productos de leches de
origen no bovino (Champagne et al., 2018; Ranadheera et al., 2018). Las BAL probidticas
son bacterias Gram positivas cuyo consumo se considera seguro para el organismo
humano debido a que no son patégenas y se suelen encontrar asociadas con la
microbiota intestinal normal, principalmente en las partes inferiores del tracto

gastrointestinal (Angmo et al., 2016; Thursby & Juge, 2017).

Las BAL entran al organismo mediante el consumo de alimentos que las contienen,
resistiendo el pH acido estomacal, y alcanzando el intestino donde son capaces de
transformar los carbohidratos en acido lactico y otros compuestos. Esta produccion de
acido lactico es beneficiosa para el huésped ya que reduce los niveles de pH intestinal
ayudando a prevenir que microorganismos patogenos sobrevivan y crezcan (Nichols,
2007; Peng et al., 2020a). Estas bacterias han evolucionado hacia una relacién
beneficiosa mutua con el ser humano y pueden habitar en el tracto gastrointestinal por
periodos prolongados, protegiendo al huésped contra microorganismos entéricos
patogenos, obteniendo energia, y regulando el sistema inmune intestinal (Figura 9)
(Thursby y Juge, 2017; Peng et al., 2020a). Su supervivencia y produccion de metabolitos

se puede ver significativamente afectada por los virus bacteriéfagos. Actualmente, el
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desarrollo de cepas novedosas genéticamente modificadas por medio de la expresion
de genes funcionales es una metodologia utilizada para incrementar la eficacia de los
probidticos, mejorando su supervivencia y la produccién de moléculas beneficiosas

(Mathipa & Thantsha, 2017; Peng & Biswas, 2017; Peng et al., 2018).

Las bacterias probidticas han desarrollado evolutivamente mecanismos para
controlar la asimilacion de nutrientes, como es el caso de la asimilacion del amonio,
rutas metabdlicas usadas por varios microorganismos anaerobios facultativos (Leigh &
Dodsworth, 2007). Otro género bacteriano muy investigado como potencial probidtico
es Clostridium debido a que posee un gran nimero de caracteristicas biotecnoldgicas,
como las cepas de Clostridium acetobutylicum que metabolizan el almidén y producen

acetonay butanol (Peng et al., 2020a).

Ademas, las propiedades beneficiosas de los probidticos pueden diferir entre las
cepas de una misma especie, como se ha visto por ejemplo en un estudio en lactantes
donde una cepa no tuvo la capacidad de reducir el desarrollo de enterocolitis
necrotizante, mientras que otra redujo significativamente la sepsis en los infantes

(Costeloe et al., 2016; Panigrahi et al., 2017; Sanders et al., 2019).
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Otros mecanismos de accidén por los que los probidticos ejercen sus efectos
beneficiosos son los asociados a la resistencia a la colonizacién por otras bacterias,
donde la microbiota intestinal nativa puede prevenir la infeccion por potenciales
patégenos (Chiu et al., 2017; Sanders et al., 2019). De hecho, el resultado final de los
efectos ejercidos por un probidtico en la salud depende de muchos factores del huésped
(Sanders et al., 2019). Por ejemplo, un estudio previo observé que las propiedades de la
microbiota basal estaban vinculadas con la persistencia de probidticos en el intestino.
Un mayor conocimiento de estos mecanismos de accion potenciaria el desarrollo de una
amplia gama de productos probidticos. Ademads, existe la oportunidad de identificar
otros microorganismos con capacidades funcionales diferentes a las asociadas a los
probidticos tradicionales, como, por ejemplo, sabemos que los metabolitos microbianos
propionato y butirato, considerados beneficiosos para la salud intestinal, no son
producidos por ninguno de los probidticos tradicionales dentro de las bifidobacterias y
lactobacilos (Kostinek et al., 2007; Gonzdalez-Rodriguez et al., 2013; Sanders et al., 2019).
En este sentido, se abren nuevos escenarios para el desarrollo de potenciales nuevos
probidticos, como es el caso de microorganismos capaces de producir metabolitos
especificos con efectos saludables, caracteristicos de metabotipos de (poli)fenoles, en

aquellos individuos que nos son capaces de producirlos de forma natural.

5.2.2 Prebioticos

La definicién de prebidtico fue revisada y corregida en 2015, estableciéndolo como:
" L , R ) .
compuesto no digerible que, a través de su metabolizacion por microorganismos en el

intestino, modula la composicion y/o actividad de la microbiota intestinal, otorgando asi
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un efecto fisioldgico beneficioso en el huésped" (Bindels et al., 2015). Una definicién adn
mas reciente, publicada en 2017, los define como "sustrato que es selectivamente
utilizado por microorganismos del huésped y que confiere un beneficio para la salud”,
clarificando qué sustancias pueden ser incluidas o no como prebidticos (Gibson et al.,
2017). Es decir, los prebidticos ya no simplemente promueven el crecimiento de
bacterias, como lactobacilos y bifidobacterias, sino que ahora afectan indicadores
fisiolégicos y metabdlicos en el organismo (Gibson et al., 2017; Sanders et al., 2019). Los
prebidticos principalmente entran y ejercen sus efectos en el organismo a través del
tracto gastrointestinal. Sin embargo, nuevas investigaciones estan explorando su efecto
en las comunidades microbianas del tracto urogenital, piel y la zona buco-nasal (Collins
et al., 2018). Las actualizaciones de la definicién de prebidtico han permitido que
también se reconozcan otras sustancias prebidticas como los (poli)fenoles y los acidos
grasos poliinsaturados y no restringirse sélo a los carbohidratos complejos como lo hacia

anteriormente (Sanders et al., 2019).

Los carbohidratos no digeribles por el huésped son los prebidticos mas conocidos y
estudiados. Estan presentes en los alimentos y pueden estimular la funcién metabdlica
y el crecimiento selectivo de microorganismos beneficiosos en el intestino,
proporcionando un beneficio para la salud del huésped (Watson & Preedy, 2015; Gibson
et al., 2017; Peng et al., 2020a). En la industria alimentaria, estos componentes han sido
integrados en los alimentos con el objetivo de mejorar la funcidon de sus nutrientes
promoviendo la salud, como es el caso de alcoholes de azucar, lactosacarosa,
oligosacaridos, almidon resistente, inulinas, lactulosa y pirodextrinas, entre otros (Farias

et al., 2019; Guimaraes et al., 2020). Asi, por ejemplo, los B-glucanos e inulinas se utilizan
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como aditivos o suplementos en diversos alimentos como los productos lacteos o zumos
de frutas (Aydinol & Ozcan, 2018; Fonteles & Rodrigues, 2018; Moghadam, et al., 2019;
Prasanna & Charalampopoulos, 2019). Los prebidticos no sélo son capaces de modular
la microbiota intestinal, sino que también pueden mejorar la funcion y la integridad de
la pared intestinal, disminuir los niveles de metabolitos nitrogenados y reducir el pH
intestinal (Watson & Preedy, 2015). Los prebidticos también pueden promover la
produccién de acidos grasos de cadena corta (AGCC), por medio de su produccién
directa al ser fermentados por los microorganismos intestinales, o indirectamente
mediante productos de fermentacion de algunos microorganismos que pueden ser

utilizados por otros para producir los AGCC (Figura 10) (Holscher, 2017).

Los polisacaridos vegetales son compuestos complejos que el huésped no es capaz
de digerir, y solo pueden ser degradados por diferentes rutas metabdlicas microbianas
intestinales, produciendo metabolitos simples que el huésped puede utilizar (Candela et
al., 2010; Flint, 2012; Flint et al., 2012; Peng et al., 2020a). Algunos de estos metabolitos
microbianos son el acetato, lactato, etanol y ciertos oligosacaridos solubles, los cuales,
cumplen funciones importantes en diversos érganos y tejidos como los musculos,
rifones, corazon y cerebro, actuando como fuente de energia, ayudando en la
diferenciacién celular, asi como en la sefalizacién anti-angiogénica y anti-proliferativa

(Roberfroid et al., 2010; Canani et al., 2011; Peng et al., 2020b).
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Figura 10. Efectos de los prebidticos. LPS, lipopolisacaridos; GLP-1, péptido similar al glucagén
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Los mecanismos de accion de los prebidticos implican una interaccidn directa con las
células del huésped y no se limitan solamente a las interacciones entre
microorganismos. Por ejemplo, los prebidticos B-glucanos pueden provocar respuestas
de las células inmunitarias al unirse a diversos receptores, desencadenando respuestas
como cambios en la produccién de citoquinas e inmunoglobulinas, e influyendo la

maduracion y migracion de linfocitos (Figura 10) (Vogt et al., 2013; Jin et al., 2018).
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5.2.2.1 Efecto prebidtico de los (poli)fenoles

Ademas de las fibras dietéticas, cada vez hay mas evidencias del efecto prebidtico de
otros compuestos bioactivos de los alimentos como los (poli)fenoles no absorbidos y sus
metabolitos (Hervert-Hernandez & Goiii, 2011; Fatima et al., 2017; Gonzélez-Sarrias et
al., 2017a). De hecho, estudios recientes han indicado que los (poli)fenoles muestran
propiedades prebidticas, pudiendo modular el perfil microbiano del intestino y regular
la salud del huésped mediante el mantenimiento de la homeostasis, siendo estos
efectos significativos incluso a bajas concentraciones (Alves-Santos et al., 2020; Moorthy
et al.,, 2020). El efecto prebidtico de los (poli)fenoles esta ampliamente asociado al
establecimiento de bacterias probidticas o la supresién de bacterias patégenas, lo que
resulta en una reduccién de endotoxinas, regulando la respuesta inmune en el intestino,
junto con otros beneficios, como un menor riesgo de infecciones, gastroenteritis,
enfermedad inflamatoria intestinal, cancer de colon, y disfunciones metabdlicas
(Roberfroid et al., 2010; Mithul Aravind et al., 2021).

Los (poli)fenoles, grasas y fibras dietéticas, influyen significativamente en la
composicion microbiana del intestino. Cuando los carbohidratos fermentables se
combinan con (poli)fenoles puede acelerarse la fermentacién coldnica mediante el
catabolismo del (poli)fenol (Edwards et al., 2017; Gowd et al., 2019). En una
fermentacion de fibras dietéticas con muestras fecales humanas, se observd que la
interaccion entre ciertos (poli)fenoles y la fibra influyd en la produccion de AGCC y
acidos fendlicos simples (Havlik et al., 2020).

Los efectos prebidticos beneficiosos que ejercen los (poli)fenoles estan relacionados

con la inhibicién de bacterias patégenas, como E. coli, Clostridium perfringens y
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Helicobacter pylori, y la mejora del crecimiento y establecimiento de ecologias
microbianas probidticas que incluyen microorganismos de las familias
Bifidobacteriaceae y Lactobacillaceae (Morais et al.,, 2016). En general, cuando los
individuos siguen una dieta rica en (poli)fenoles, se produce una reduccion del ratio
Firmicutes/Bacteroides, ademas de un aumento de Lactobacillus, Bifidobacterium,
Roseburia, Akkermansia, Faecalibacterium y Bacteroides, y una disminucion de
Enterococcus faecalis y Lachnospiraceae (Mithul Aravind et al., 2021).

Hay bastante evidencia que demuestra que las interacciones entre los (poli)fenoles
de la dieta y la microbiota intestinal son de doble via. Las diferentes interacciones de los
(poli)fenoles con las membranas bacterianas y las enzimas secretadas por la microbiota
intestinal pueden ser las responsables de los efectos selectivos observados. Ademas,
estos efectos prebidticos han demostrado contribuir significativamente a los efectos
antiinflamatorios e inmunomoduladores, siendo la regulacién de la respuesta
inflamatoria celular y sistémica un mecanismo central de los efectos prebidticos de los
(poli)fenoles y sus metabolitos, contribuyendo de forma directa o indirecta a la

reduccion del riesgo de enfermedades crdénicas (Mithul Aravind et al., 2021).

5.2.3 Postbidticos y simbioticos

Cada vez es mas frecuente encontrar el término "postbidtico" en diferentes
productos comerciales y en la literatura. Aunque su definiciédn se ha modificado
recientemente, este término adn se usa de forma ambigua tanto en publicaciones como
en productos comerciales. Recientemente, un panel de expertos considerd los
diferentes elementos (cientificos, comerciales y regulatorios) que abarcan este término,

y propusieron una definicién estableciendo la base para el futuro. Este panel limité el
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espectro de posibles sustancias admisibles como posibles postbiéticos y lo definié como
"preparacion de microorganismos inanimados y/o sus componentes celulares que
confiere un beneficio para la salud del huésped". Por tanto, ya no se incluyen metabolitos
de origen microbiano como AGCC y otros, como los metabolitos derivados de
(poli)fenoles, sino que los postbidticos son células o componentes microbianos
inactivos, con o sin metabolitos, que contribuyan a los beneficios observados para la

salud (Salminen et al., 2021).

Durante la ultima década se han utilizado también otros términos relacionados a los
postbidticos, incluyendo “paraprobidticos”, “parapsicobidticos”, “probidticos
fantasma”, “metabidticos”, “probidticos titulados” y “lisados bacterianos”. Sin embargo,
seria recomendable el uso de un solo término bien definido y entendido en lugar de usar
términos dispares para conceptos similares (Taverniti & Guglielmetti, 2011; Shenderov,
2013; Sugawara et al., 2016; Lopetuso et al., 2017; Nishida et al., 2017; Deshpande et
al., 2018; Jurkiewicz & Zielnik-Jurkiewicz, 2018; Kanauchi et al., 2018; Murata et al.,
2018; Pique et al., 2019; Sharma et al., 2020). El mercado de los postbiéticos puede ser
ventajoso frente al de los probiéticos, ya que muchos de estos microorganismos vivos
son sensibles al calor y al oxigeno, siendo dificil mantener su estabilidad en procesos

industriales y durante almacenamiento. En contraste, los productos comerciales a base

de postbidticos podrian tener una vida util mas larga (Salminen et al., 2021).

Aungque los postbidticos han estado presentes durante largo tiempo en Europa (Yin
et al., 2018), no existe un reglamento especifico en la Unién Europea que regule ni a los
postbidticos, ni tampoco a probidticos, prebidticos y simbidticos (Salminen et al., 2021).

Sin embargo, la Autoridad Europea en materia de Seguridad Alimentaria (EFSA)
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desarrolla de forma regular listas actualizadas con los microorganismos que cumplen
con los criterios de seguridad para su uso en alimentos, denominados QPS (Presuncion
Cualitativa de Seguridad). Esto se aplicaria a microorganismos vivos que se usan para la
produccién de postbidticos, y los que no se encuentran en la lista requieren ser
aprobados en Europa para poder ser usados para el desarrollo de postbiéticos para
alimentos o piensos. Debido a que han perdido la capacidad de replicarse, por lo que no
pueden causar bacteriemia, los postbiéticos tienen un perfil de seguridad mayor que los
probidticos (Yelin et al., 2019). Sin embargo, no se debe suponer su seguridad
Unicamente por el perfil de seguridad del microorganismo productor. Por ejemplo, los
lipopolisacaridos de bacterias Gram negativas liberados cuando estas mueren pueden

inducir sepsis y shock téxico (Periti & Mazzei, 1998).

El efecto de los postbidticos en la salud puede ser promovido por diversos
mecanismos diferentes, ya que los postbidticos pueden incluir una mezcla diversa de
componentes, aunque estos mecanismos podrian ser similares a los de los probidticos
en algunos casos (Hill et al., 2014; Lebeer et al., 2018; Salminen et al., 2021). Dentro de
estas moléculas se incluyen aquellos que son componentes de las células, liberados en
la lisis bacteriana, como los acidos teicoicos, ciertos exopolisacaridos, péptidos
derivados del peptidoglicano y otros componentes de la pared celular (Tsilingiri &

Rescigno, 2013; Plovier et al., 2017; Aguilar-Toald et al., 2018; Lebeer et al., 2018).

Actualmente, la evidencia indica que estos postbidticos podrian ejercer beneficios
fisioldgicos, manteniendo la salud intestinal principalmente por medio de actividades
antiinflamatorias, antiproliferativas; antioxidantes, antimicrobianas, e

inmunomoduladoras, aunque aun no se han identificado completamente sus
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mecanismos de accién (Aguilar-Toald et al., 2018; Lebeer et al., 2018). Ultimamente, ha
habido un creciente interés en los metabolitos de la microbiota intestinal derivados de
los (poli)fenoles, antes de la re-definicion del término, también considerados
“postbiodticos” (como otras moléculas tales como AGCC, bacteriocinas, etc.), por su
posible rol mediador entre el consumo de (poli)fenoles y los efectos beneficiosos para
la salud, y como elementos para desentranar las interacciones entre el huésped vy la
microbiota intestinal (Espin et al., 2017; Anhé et al., 2019; Kawabata et al., 2019; Kumar

Singh et al., 2019; Mills et al., 2019).

Por ultimo, los simbidticos son mezclas de prebidticos y probidticos, formulados para
inducir la estimulacién del crecimiento de microorganismos comensales y probidticos
especificos, ademas de que estas mezclas estdn disefiadas especificamente para
mejorar la colonizacién y supervivencia de los microorganismos probidticos en el
hospedador (Gourbeyre et al.,, 2011; Pandey et al., 2015; Peng et al., 2020a). La
definicidon actualizada de simbidtico, los define como "una mezcla que comprende
microorganismos vivos y sustrato(s) selectivamente utilizados por microorganismos del
hospedador que confiere un beneficio para la salud en el hospedador"” (Swanson et al.,
2020; Salminen et al.,, 2021). Para que estas formulaciones sean efectivas deben
disefiarse evitando que las bacterias comensales superen a los microorganismos
probidticos en el uso de los compuestos prebidticos (Krumbeck et al., 2018). Los efectos
inmunomoduladores que ejercen los simbidticos son diferentes a los efectos del
prebidtico o probidtico por separado, por lo que las respuestas celulares pueden

cambiar segun la combinacién de probidticos, prebidticos y tipos de células del
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hospedador, demostrando la complejidad de estas relaciones (Huang et al., 2015, Lépine

& de Vos, 2018).
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OBIJETIVOS

Como se ha explicado en la introduccién, existe una gran variabilidad inter-individual
en el metabolismo de ciertos (poli)fenoles de la dieta por la microbiota intestinal, lo que
dificulta el poder extraer conclusiones precisas sobre la relacidn causa-efecto entre
consumo de (poli)fenoles y la salud. En algunos casos, como el de elagitaninos e
isoflavonas, es posible agrupar a la poblacién en diferentes fenotipos metabdlicos o
metabotipos, segun el perfil de metabolitos microbianos producidos y su microbiota
intestinal asociada. Sin embargo, aun se desconoce si existen otros metabotipos y (o)
metabolitos microbianos para otros (poli)fenoles de la dieta. Esta estratificacién por
metabotipos puede ser util para identificar los efectos diferenciales en la salud tras el
consumo de estos compuestos y (0) sus metabolitos derivados. También, hay que tener
en cuenta que el aporte de (poli)fenoles en la dieta es muy variado, especialmente si es
rica en frutas y hortalizas, ingiriendo una gran cantidad de compuestos fendlicos
diferentes. Por ello, consideramos mas adecuado adoptar un enfoque holistico donde
se investigue la presencia de diversas combinaciones de los metabotipos de (poli)fenoles
en la poblacidn, es decir, diferentes agrupaciones de metabotipos, teniendo en cuenta

el perfil de metabolitos producidos por los individuos.

Ademas de los metabotipos y metabolitos de (poli)fenoles, también es importante
identificar las diferentes bacterias responsables de estas transformaciones metabdlicas.
En este sentido, por ejemplo, aln se desconocen las bacterias o consorcios implicados
en el metabolismo del acido eldgico para llegar hasta las diferentes urolitinas (UROs)

finales: Uro-A, IsoUro-A y Uro-B. Tampoco se ha investigado la capacidad de estas
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bacterias para reproducir los metabotipos ni su seguridad como potenciales probidticos

de futuro.

Como se ha explicado en la introduccion, otra gran limitacion de los (poli)fenoles para
poder realizar su accidn en tejidos sistémicos, es su baja biodisponibilidad, por lo que es
necesario explorar estrategias que busquen mejorar este aspecto. Recientemente, estd
en aumento el uso de vesiculas extracelulares como los exosomas derivados de leche
bovina (EXOs-L) para la encapsulacién y transporte de farmacos y diversas moléculas
bioactivas, debido a su biocompatibilidad y escalabilidad. Sin embargo, hay escasos
estudios que hayan utilizado los EXOs para vehiculizar (poli)fenoles y comparar su
concentracion y efecto en tejidos versus la administracion de los (poli)fenoles libres.
Asimismo, tampoco se ha explorado la posible encapsulacidon y transporte en la

circulacidn sanguinea de (poli)fenoles y sus metabolitos microbianos en EXOs humanos.

Por lo tanto, considerando todo lo anterior, el objetivo general planteado en esta

Tesis Doctoral es:

“Avanzar en el conocimiento de los metabotipos, la microbiota intestinal asociada
y nuevas plataformas bioldgicas de transporte de (poli)fenoles para explicar la

variabilidad inter-individual humana en el binomio (poli)fenoles-salud”.

Para abordar este objetivo se plantean los siguientes objetivos especificos:

° Objetivo 1: Perspectivas actuales sobre la variabilidad inter-individual

en el binomio (poli)fenoles-salud y el papel de la microbiota intestinal

Se revisara la evidencia actual relacionada con la variabilidad inter-individual en

los efectos de los (poli)fenoles sobre la salud, resaltando el papel de la microbiota
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intestinal en dicha variabilidad. Se prestara especial atencion a la relacién causa-
efecto en el binomio (poli)fenoles-salud aportando una nueva visiéon sobre la
temadtica. Después ejemplificaremos esta cuestion causa-efecto con los
elagitaninos-acido elagico y sus metabolitos, las UROs, centrdndonos en su

potencial papel neuroprotector.

e Objetivo 2: Metabotipado y modulacion de la microbiota intestinal en

una cohorte tras consumo de un nutracéutico rico en (poli)fenoles.

Se investigard la existencia de otros posibles nuevos metabotipos y
metabolitos procedentes del metabolismo del resveratrol (RSV). Se explorara la
distribucién de los metabotipos en humanos hasta ahora descritos (metabotipos
de UROs y produccion de equol) en adultos sanos. Por ultimo, se caracterizaran
a nivel de composicion, funcionalidad y redes de interaccidon las ecologias
microbianas de cada agrupacién de metabotipos y su modulacién a corto plazo
tras el consumo de estos extractos para establecer posibles diferencias segln

agrupaciones.

e Objetivo 3: Personalizacion de metabotipos de urolitinas utilizando

potenciales probioticos

Se aislaran e identificaran las bacterias o consorcios implicados, no descritos
hasta ahora, en el metabolismo del acido eldgico para dar lugar a los diferentes
perfiles metabdlicos de produccion de UROs finales (Uro-A, IsoUro-A y/o Uro-B).

Después, se estudiard la capacidad de los distintos consorcios bacterianos
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identificados, para reproducir los metabotipos de UROs in vitro. Finalmente, en
un modelo de rata no productor de UROs se evaluara la capacidad estos
consorcios para replicar los metabotipos de UROs segln las bacterias
administradas oralmente, asi como la seguridad y efecto sobre la microbiota

intestinal de estos potenciales probidticos.

e Objetivo 4: Explorar el papel de los exosomas de leche bovina y humanos

en la biodisponibilidad, transporte y actividad de (poli)fenoles y sus

metabolitos.

Se evaluara la biodisponibilidad, transporte y distribucién en tejidos de
(poli)fenoles encapsulados en EXOs derivados de la leche bovina en un modelo
de rata y sus efectos en modelos celulares utilizando concentraciones similares
a las detectadas en los tejidos. Ademas, se estudiara la farmacocinética del
transporte plasmatico de (poli)fenoles y sus metabolitos microbianos a través de

vesiculas extracelulares ricas en EXOs en un grupo de voluntarios adultos sanos.
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RESUMEN

A pesar de la alta variabilidad interindividual en la respuesta a la ingesta de (poli)fenoles,
la relaciéon causa-efecto entre algunos (poli)fenoles dietéticos (flavanoles y fenoles del
aceite de oliva) y los efectos en la salud (funcién endotelial y prevencion de la oxidacién
del LDL, respectivamente) ha sido bien establecida. La mayoria de los factores que
afectan a esta variabilidad interindividual se han identificado (matriz alimentaria,

microbiota intestinal, polimorfismos de nucledtido Unico, etc.). Sin embargo, no se han
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identificado completamente los factores finales que influyen en los efectos en la salud
de la ingesta de (poli)fenoles. Al menos parcialmente, estos factores podrian ser (i) los
(poli)fenoles ingeridos que ejercen su efecto en el tracto gastrointestinal, (ii) los
metabolitos biodisponibles que ejercen sus efectos a nivel sistémico y/o (iii) la ecologia
microbiana intestinal asociada con el metabolismo de (poli)fenoles (es decir, los
metabotipos asociados a la microbiota intestinal). Sin embargo, las asociaciones
estadisticas entre los efectos en la salud y la presencia de metabolitos circulantes y/o
excretados, asi como estudios transversales que correlacionan las ecologias microbianas
intestinales y la salud, no prueban de manera inequivoca un papel causal. Esta es una
revision critica y perspectiva sobre los posibles principales factores que influyen en los
efectos de los (poli)fenoles en la salud humana y sugerimos posibles acciones para

identificar los posibles actores responsables de estos efectos.
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RESUMEN

Se sabe que el resveratrol (RSV) es metabolizado por la microbiota intestinal para formar
dihidroresveratrol (DHRSV), lunularina (LUNU) y/o 3,4'-dihidroxi-trans-estilbeno (DHST).
En este articulo describimos por primera vez que la LUNU puede ser adicionalmente
deshidroxilada, pero solo en la posicién 3, para producir 4-hidroxidibencilo, un nuevo
metabolito encontrado en la orina después de la ingesta de RSV en participantes sanos.

En contraste, el DHST no fue deshidroxilado adicionalmente y, por lo tanto, no se
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detectd 4-hidroxi-trans-estilbeno como metabolito microbiano intestinal derivado del

RSV. Las incubaciones in vitro fecales confirmaron los resultados in vivo.
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RESUMEN

En este estudio describimos por primera vez la identificacién consistente de dos
metabotipos asociados con el metabolismo del resveratrol (RSV) por la microbiota
intestinal humana, es decir, los productores de lunularina (LUNU) y los no productores
de LUNU. En los voluntarios sanos (n = 195), el RSV se redujo a dihidroresveratrol
(DHRYV), pero sdlo en el metabotipo productor de LUNU se dehidroxilé secuencialmente

en la posicién 5 para producir LUNU y en la posicidn 3 para producir 4-hidroxidibencilo.
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Estos metabolitos (también 3,4'-dihidroxi-trans-estilbeno en algunos productores de
LUNU) se detectaron en la orina y (0) heces del 74% de los voluntarios después de
consumir RSV, mientras que el 26% carecia de estas actividades deshidroxilasa. El
metabotipo no productor de LUNU fue mas prevalente en mujeres (P < 0,05), pero
independiente del indice de masa corporal y la edad de los individuos. Una reductasa de
4-estirilfenol en ambos metabotipos convirtié los estilbenos en sus dibencilos
correspondientes, mientras que no se observé ninguna deshidroxilacién en posicion 4
en estilbenos o dibencilos. 4-hidroxi-trans-estilbeno, pinosilvina, dihidropinosilvina, 3-
hidroxidibencilo y 3-hidroxi-trans-estilbeno no se detectaron in vivo ni in vitro. Es
importante realizar investigaciones adicionales sobre los metabotipos de LUNU, la

microbiota intestinal asociada y su impacto en la salud.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue identificar las bacterias intestinales que caracterizan los
metabotipos A y B de urolitinas (UM-A y UM-B). Aqui describimos una nueva bacteria
aislada de las heces de una mujer sana, capaz de producir los metabolitos finales
urolitinas Ay B, asi como diferentes intermediarios. Ademas, describimos dos consorcios
bacterianos intestinales que reprodujeron las rutas de formacién de urolitinas tanto de
UM-A como de UM-B mediante incubaciones in vitro. Esta es la primera vez que se
demuestra la capacidad de cepas puras para metabolizar el acido elagico de manera

cooperativa y capaces de generar perfiles de urolitinas asociados con UM-A y UM-B. Las
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bacterias productoras de urolitinas descritas podrian tener potencial como nuevos
probidticos y en la fabricacién industrial de urolitinas bioactivas para desarrollar nuevos
ingredientes, bebidas, nutracéuticos, productos farmacéuticos y/o alimentos
funcionales. Esto es especialmente relevante en individuos UM-0, ya que no pueden

producir urolitinas bioactivas.
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RESUMEN

La capacidad de produccion de urolitinas (UROs) y, en consecuencia, al menos en parte,
los efectos para la salud atribuidos al consumo de elagitaninos y acido elagico varian
entre individuos. La razén es que no todos los individuos tienen la ecologia bacteriana
intestinal necesaria para producir los diferentes metabolitos de UROs. Se han descrito
tres metabotipos humanos de UROs (UM-A, UM-B y UM-0) basados en perfiles de

produccién de UROs diferentes en poblaciones de todo el mundo. Recientemente, se
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han identificado los consorcios bacterianos intestinales involucrados en el metabolismo
del acido elagico para producir los metabotipos productores de UROs (UM-A y UM-B) in
vitro. Sin embargo, aun se desconoce la capacidad de estos consorcios bacterianos para
personalizar la produccion de UROs y replicar UM-A y UM-B in vivo. En el presente
estudio, se evalué la capacidad de dos consorcios bacterianos para colonizar el intestino
de ratas no prodctoras de UROs (UM-0) y convertir a estos animales UM-0 en
productores de UROs imitando los UM-A y UM-B. Se administraron oralmente dos
consorcios de bacterias productoras de UROs a ratas Wistar no productoras de UROs
durante 4 semanas. Las cepas bacterianas productoras de UROs colonizaron
efectivamente el intestino de las ratas y la capacidad de producir UROs también se
transfiri6 de manera efectiva. Las cepas bacterianas fueron bien toleradas. No se
observaron cambios en otras bacterias intestinales, excepto una reduccién en
Streptococcus, ni efectos adversos en los pardametros hematoldgicos y bioquimicos.
Ademas, se disefiaron y optimizaron con éxito dos procedimientos de gPCR para
detectar y cuantificar los géneros bacterianos Ellagibacter y Enterocloster en muestras
de heces. Estos resultados sugieren que estos consorcios bacterianos son seguros y
podrian ser probidticos potenciales para su uso en humanos, lo cual es especialmente

relevante para individuos UM-0, que no pueden producir UROs bioactivas.
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RESUMEN

Los exosomas son vesiculas extracelulares (EVs) que regulan la sefializacién intercelular
al transferir pequefios ARN, proteinas, acidos nucleicos, lipidos y otros metabolitos a
organos locales o distantes, incluyendo el cerebro, al cruzar la barrera
hematoencefalica. Sin embargo, aln no se ha descrito el transporte de (poli)fenoles en
los EVs humanos. Por lo tanto, nuestro objetivo en este trabajo fue explorar (i) si el
resveratrol (RSV) y/o sus metabolitos derivados se encuentran en la carga de los EVs

ricos en exosomas (E-EVs) encontradas en la circulacidn sanguinea, (ii) cudndo ocurre

157


https://doi.org/10.3390/nu14173632

esta incorporacién vy (iii) si la ingesta de RSV estimula la liberacién de E-EVs. En este
estudio farmacocinético, voluntarios sanos (n = 16) consumieron una capsula (420 mg
de RSV) por la noche antes de asistir a la clinica y una cdpsula adicional el dia de la
farmacocinética. La sangre y los E-EVs aislados se analizaron mediante UPLC-ESI-QTOF-
MS. De 17 metabolitos encontrados en la sangre, se identificaron 9 en los E-EVs, pero
no se encontrd RSV libre. Los perfiles cinéticos de los metabolitos de RSV fueron
similares en el plasma y en los E-EVs, pero con una concentracion de metabolitos mas
alta en plasma que en los E-EVs. Sin embargo, el ratio plasma/E-EVs disminuyd en los
metabolitos microbianos intestinales, lo que sugiere una mejor eficiencia de
encapsulacién en los E-EVs. Ademds, los glucurénidos de RSV, el dihidroresveratrol
(DHRSV) y la lunularina (LUNU) se incorporaron a los E-EVs de manera mds eficiente que
sus sulfatos correspondientes, a pesar de que los glucuréonidos alcanzaron
concentraciones plasmaticas mas bajas. Notablemente, se detectaron mas E-EVs 10
horas después de la ingesta de RSV. Este estudio exploratorio proporciona la primera
evidencia de que (i) los metabolitos de RSV son transportados por E-EVs en la circulacién
sanguinea, preferentemente en forma de glucurénidos en lugar de los sulfatos, (ii) la
concentracion y los perfiles cinéticos de los metabolitos microbianos intestinales son
muy similares en los E-EVs y en plasma, vy (iii) la ingesta de RSV estimula la secrecién de
E-EVs. En general, estos resultados abren nuevas vias de investigacion sobre el posible

papel de los E-EVs en los efectos en la salud de los (poli)fenoles.
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ANEXOS

Aqui se incluyen trabajos directamente derivados de la Tesis Doctoral pero que no

forman parte del compendio de articulos:

9.1 Ellagitannins, urolithins, and neuroprotection: Human evidence and the possible

link to the gut microbiota

Contents lists available at ScienceDirect

Molecular Aspects of Medicine

journal homepage: www.elsevier.com/locate/man

Ellagitannins, urolithins, and neuroprotection: Human evidence and the e
possible link to the gut microbiota

Rocio Garcia-Villalba, Francisco A. Tomas-Barberan, Carlos E. Iglesias-Aguirre,

Juan Antonio Giménez-Bastida, Antonio Gonzalez-Sarrias, Maria Victoria Selma,

Juan Carlos Espin

Laboratory of Food & Health, Research Group on Quality, Safety, and Bioactivity of Plant Foods, CEBAS-CSIC, 30100 Campus de Espinardo, Murcia, Spain

Referencia: Garcia-Villalba, R., Tomds-Barberdn, F. A, Iglesias-Aguirre, C. E., Giménez-
Bastida, J. A., Gonzalez-Sarrias, A., Selma, M. V., & Espin, J. C. (2023). Ellagitannins,
urolithins, and neuroprotection: Human evidence and the possible link to the gut

microbiota. Molecular Aspects Of Medicine, 89, 101109.

https://doi.org/10.1016/j.mam.2022.101109

RESUMEN

Los elagitaninos (ETs) y el acido elagico (EA) son (poli)fenoles dietéticos que se

absorben poco, pero son metabolizados ampliamente por la microbiota intestinal
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humana para producir diferentes urolitinas (UROs). Dependiendo de las composiciones
microbianas individuales, el metabolismo de ETs puede generar los UMs, A, B o 0, lo que
puede tener un efecto en la salud humana después del consumo de ETs. La evidencia en
humanos sugiere una mejora en la salud cerebral después de consumir alimentos ricos
en ETs, principalmente zumos de granada y extractos que contienen punicalagina,
punicalina y diferentes derivados del EA. Aunque los ETs y (0) el EA son necesarios para
ejercer estos efectos, el mecanismo preciso, los metabolitos reales o los impulsores
finales responsables de los efectos observados no se han identificado. La evidencia de
causa y efecto en la administracion de Uro-Ay la mejora de la salud cerebral en animales
es consistente, pero aun no se ha abordado en humanos. Las actividades
antiinflamatorias, de mitofagia, autofagia y biogénesis mitocondrial in vivo de Uro-A,
sugieren que podria ser un posible impulsor final en la neuroproteccién. Sin embargo,
no se conoce la forma metabdlica exacta de Uros que llega al cerebro. Ademas de la
posible participacion de efectores directos en los tejidos cerebrales, la evidencia actual
sefiala que mejorar el flujo sanguineo, la ecologia de la microbiota intestinal y la barrera
intestinal con alimentos ricos en ETs y (o) Uro-A podria contribuir a los efectos
neuroprotectores. Aqui presentamos la evidencia actual en humanos sobre los ETs y la
salud cerebral, el posible vinculo entre el metabolismo de ETs por parte de la microbiota
intestinal y sus efectos, incluido el mantenimiento de la integridad de la barrera
intestinal, y el posible papel de las Uros. Finalmente, proponemos acciones para abordar

lo que falta en relacion con los ETs, las UROs y la neuroproteccion.
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9.2 Unveiling metabotype clustering in resveratrol, daidzein, and ellagic acid
metabolism: prevalence, associated gut microbiomes, and their distinctive microbial

networks

Contents lists available at Science
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Referencia: Iglesias-Aguirre, C. E., Romo-Vaquero, M., Selma, M. V., & Espin, J. C. (2023).
Unveiling metabotype clustering in resveratrol, daidzein, and ellagic acid metabolism:
prevalence, associated gut microbiomes, and their distinctive microbial networks. Food

Research International, 173, 113470.

https://doi.org/10.1016/j.foodres.2023.113470

RESUMEN

La microbiota intestinal produce diferentes metabolitos derivados de (poli)fenoles,
lo que genera una alta variabilidad entre individuos y dificulta la obtencién de efectos
saludables consistentes. Se conocen metabotipos de la microbiota intestinal asociados
con el acido eldgico (EA) (UMA, UMB y UMO), resveratrol (productores de lunularina (LP)

y no productores (LNP)), y daidzeina (productores de equol (EP) y no productores (ENP)).
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Sin embargo, los metabotipos individuales relacionados con (poli)fenoles no ocurren de
manera aislada, sino que diferentes combinaciones coexisten (es decir, agrupaciones o

clusteres de metabotipos, MC).

En este estudio describimos por primera la existencia de estos MCs, su distribucién y
su relacion con la microbiota intestinal en adultos después de consumir durante 7 dias
un nutracéutico (extracto de granada, Polygonum cuspidatum y trébol rojo) que
contiene elagitaninos (ETs) y EA, resveratrol e isoflavonas. Se analizaron los metabolitos
en la orina (UHPLC-QTOF-MS) y la microbiota fecal (secuenciaciéon de ARNr 16S) de los
individuos. Se identificaron diez MCs, y en cuanto a las caracteristicas de los individuo,
el sexo, el IMCy la edad no afectaron a los metabotipos ni a la distribucién de las MC en
la poblacién estudiada. El analisis multivariante (MaAslin2) revelé géneros microbianos
presentes de manera diferencial en metabotipos individuales y en los MCs. El analisis de
redes (MENA) identificé taxones que actian como nodos centrales y conectores entre
maodulos. La caracterizacion de la composicidn y funcionalidad, la diversidad alfa y beta,
las caracteristicas topoldgicas de la red y la modulacidn de la microbiota intestinal por
el nutracéutico difirieron segun si se consideraba la cohorte completa o cada MC por
separado. El nutracéutico no cambid la composicién del MC mas robusto, LP+UMA+EP,

pero aumentd sus conexiones en la red.

Este estudio combina caracteristicas de composicién, funcionalidad y redes de la
microbiota intestinal en el metabolismo de (poli)fenoles, y abre camino para identificar
estrategias personalizadas dirigidas a la microbiota intestinal para mejorar los beneficios

saludables de los (poli)fenoles.
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9.3 Milk-Derived Exosomes as Nanocarriers to Deliver Curcumin and Resveratrol in

Breast Tissue and Enhance Their Anticancer Activity
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Resveratrol in Breast Tissue and Enhance Their Anticancer Activity. International Journal

Of Molecular Sciences, 23(5), 2860.

https://doi.org/10.3390/ijms23052860

RESUMEN

Los (poli)fenoles dietéticos se metabolizan ampliamente, limitando su actividad
anticancerigena. Los exosomas (EXOs) son vesiculas extracelulares que podrian proteger
a los (poli)fenoles del metabolismo. Nuestro objetivo fue comparar la llegada al tejido
mamario y la actividad anticancerigena en lineas celulares de cancer de mama de
curcumina (CUR) y resveratrol (RSV) libres vs. su encapsulacion en EXOs derivados de

leche (EXO-CUR y EXO-RSV). Se realizé un estudio cinético de disposicidon en tejido
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mamario en ratas. CUR y RSV se analizaron utilizando UPLC-QTOF-MS y GC-MS,
respectivamente. Se probd la actividad antiproliferativa en células de cancer de mama
MCF-7 y MDA-MB-231 y células no cancerigenas MCF-10A. Se determind la distribucién
del ciclo celular, apoptosis, activacion de caspasas y vias de endocitosis. CUR y RSV
alcanzaron su punto maximo en el tejido mamario 6 minutos después de la
administracion intravenosa de EXO-CUR y EXO-RSV, pero no en las mismas
concentraciones equivalentes de (poli)fenoles libres. Concentraciones nanomolares de
EXO-CUR o EXO-RSV, pero no de CUR o RSV libres, ejercieron un potente efecto
antiproliferativo en las células cancerosas sin afectar a las células normales. Se observé
una alteracién significativa (p < 0,05) en el ciclo celular y actividad proapoptética (a
través de la via mitocondrial). EXO-CUR y EXO-RSV entraron principalmente en las
células a través de la ruta de endocitosis mediada por clatrina, evitando los
transportadores de la proteina de unién a ATP (ABC). Los EXOs de leche protegieron a
CUR y RSV del metabolismo y vehiculizaron ambos (poli)fenoles al tejido mamario en
concentraciones compatibles con los efectos anticancerigenos rapidos y potentes
ejercidos en los modelos celulares. Los EXOs de leche mejoraron la biodisponibilidad y
la actividad anticancerigena de CUR y RSV escapando de la quimiorresistencia mediada

por los transportadores ABC de células cancerosas.
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La relacién causa-efecto entre el consumo de (poli)fenoles y la mejora en la salud sélo
ha podido establecerse de forma inequivoca para los flavan-3-oles del cacao (mejora de
la funcion endotelial) y los fenoles del aceite de oliva (prevencion de la oxidacion de
LDLc) (EFSA, 2011; 2012). Por tanto, esta causa-efecto no ha podido demostrarse para
la mayoria de los (poli)fenoles de la dieta porque aun se desconocen los compuesto(s)
y/o los metabolitos finales responsables de los efectos saludables asociados al consumo
de la mayoria de (poli)fenoles. Otro de los principales motivos que ha impedido
establecer dicha relacién causa-efecto es la gran variabilidad interindividual que existe
en el metabolismo de (poli)fenoles, donde la microbiota intestinal parece jugar un papel
decisivo.

Por ello, las investigaciones incluidas en la presente Tesis Doctoral han intentado
contribuir a la identificacion de los principales responsables de la variabilidad
interindividual en los efectos de los (poli)fenoles en la salud, asi como al desarrollo de
posibles estrategias que puedan explicar y/o mejorar dichos efectos. Asi, en esta Tesis
se ha avanzado y profundizado en el estudio de la variabilidad interindividual asociada
con el metabolismo de (poli)fenoles, ademds de en el desarrollo de estrategias para
implementar en relacién a su metabolismo, biodisponibilidad y transporte, abordando

esta tematica como sigue:
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10.1 Variabilidad interindividual en el metabolismo de
(poli)fenoles por la microbiota intestinal y su relacion con la

salud

Los metabolitos microbianos especificos producidos a partir de los (poli)fenoles, asi
como la ecologia microbiana intestinal asociada con su metabolismo, podrian ser, al
menos en parte, los responsables de los efectos saludables observados tras consumo de
(poli)fenoles de la dieta (Cerda et al., 2005; Espin et al., 2017; Cortés-Martin et al.,
2020a). Aun no se conoce del todo si estos efectos se ejercen fundamentalmente en el
tracto gastrointestinal y se proyectan de forma sistémica por cascadas de sefializacion,
0 es necesaria la presencia fisica de metabolitos que interaccionen con las dianas
sistémicas, o si son efectos indirectos producidos por la modulacién de la microbiota
intestinal, o quiza intervienen todas estas posibilidades (Capitulo 3).

Aunque algunos estudios han encontrado asociaciones estadisticas entre la presencia
de metabolitos circulantes en sangre y los efectos agudos observados tras consumo de
(poli)fenoles (Istas et al., 2018), estas asociaciones pueden ser simplemente casuales y
suelen desaparecer en estudios a largo plazo por el concurso de numerosas variables,
incluida la variabilidad interindividual (Capitulo 3; Cortés-Martin et al., 2020a). Por ello,
para poder explicar esta variabilidad e intentar establecer una causalidad entre la
ecologia microbiana, los metabolitos y sus efectos en la salud, ademas de estudios de
intervencion aleatorizados, cruzados y controlados con placebo, es deseable la
agrupacion de los participantes segin sus metabotipos de (poli)fenoles (perfil de

metabolitos y microbiota asociada) (Capitulo 3).
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La potencial actividad neuroprotectora de los ETs y/o sus metabolitos UROs es un
ejemplo ilustrativo de lo complicado que resulta establecer la relacion causal entre
(poli)fenoles y salud (Capitulo 9.1). Hasta la fecha, y en un contexto mas bien
farmacoldgico, existe una evidencia consistente, en animales, entre la administracion de
Uro-A sintética y neuroproteccién (Gong et al., 2022; Liu et al., 2022b; Qiu et al., 2022).
Estos hallazgos introducen otro aspecto relevante ya comentado (Capitulo 3): evaluar
como de necesaria es la presencia fisica o no de metabolitos interaccionando con la
diana sistémica, en este caso, la llegada de Uro-A al parénquima cerebral. La presencia
de la forma mads bioactiva de Uro-A (forma libre), en concentraciones relevantes (bajo
micromolar), y también dos isémeros sulfatos, pero no los glucurdnidos, ha sido descrita
muy recientemente en cerebro perfundido de ratones (Jiménez-Loygorri et al., 2023).
Esto es relevante pues hasta la fecha, los estudios previos en animales no perfundian el
cerebro (y lo detectado podria estar en la sangre residual del érgano), y/o trataban las
muestras cerebrales con un céctel de enzimas glucuronidasas y sulfatasas y, por tanto,
se hidrolizaban los posibles conjugados de fase-ll y no se sabia cual era el perfil
metabdlico real que atravesaba la barrera hematoencefalica (Capitulo 9.1). Asi, Uro-A,
ejerce actividad mitofagica en cerebro de ratones envejecidos, activando la ruta
cGAS/STING, con la subsiguiente disminucion de neuroinflamacién y mejora del
deterioro de la funcidn neuroldgica, siendo esta una posible evidencia que respalda la
presencia de metabolitos para interaccionar directamente con dianas sistémicas
(Capitulos 3y 9.1; Jiménez-Loygorri et al., 2023).

En humanos, la evidencia también sugiere una mejor salud cerebral después de

consumir alimentos ricos en ETs, principalmente de la granada, que contienen
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punicalagina, punicalina y diferentes derivados del EA (Bookheimer et al., 2013; Ropacki
et al., 2013; Belcaro et al., 2018; Liu et al., 2018; Bellone et al., 2019; Matthews et al.,
2019; Siddarth et al., 2020), pero no existen estudios sobre otros ETs. No obstante,
aunque los ETs de la granada parecen ser actores necesarios en los efectos
neuroprotectores descritos, se desconoce si contribuyen directamente a estos efectos
o su efecto se realiza por diferentes mecanismos indirectos, como podria ser la llegada
de Uro-A al cerebro, como se ha sugerido anteriormente (Capitulo 9.1). No obstante,
aun no se ha podido establecer la cantidad minima de alimentos ricos en ETs que
aporten la dosis necesaria de estos (poli)fenoles, ni el tiempo de consumo o la mejor
matriz que los contiene, para ejercer efectos neuroprotectores (Capitulo 9.1).

Como se comentaba anteriormente, la actividad bioldgica de los (poli)fenoles podria
deberse, de forma indirecta, a su interaccién con la microbiota intestinal (Capitulo 3),
también en el contexto de neuroproteccidon (Capitulo 9.1), bien por el perfil de
metabolitos producidos, en funcién de la singularidad de la microbiota asociada al
metabolismo de cada (poli)fenol, originando diferentes metabotipos y/o por la propia
modulacion de la microbiota intestinal (Capitulos 3 y 9.1). Por ello, si la presencia de
Uro-A en cerebro fuera imprescindible para observar efectos neuroprotectores tras la
ingesta de ETs, se hace mas necesaria la discusién sobre la contribucién diferencial de
los metabolitos microbianos de los (poli)fenoles o de la microbiota asociada a su
produccion (Capitulo 3). La presente Tesis Doctoral ha contribuido en este aspecto al
describir dos nuevos metabolitos microbianos, la Uro-G y el 4-hidroxidibencilo (4HDB),
derivados del metabolismo microbiano de los ETs y RSV, respectivamente. La Uro-G sdlo

se encontrd en los metabotipos productores de UROs (UMA y UMB) por lo que ambos
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metabotipos se beneficiarian de sus potenciales efectos a diferencia del metabotipo no
productor (UMO) (Capitulo 6, Figura 3). El 4HDB, se encontré en muestras de orina
hidrolizadas, pero no en heces, de personas tras consumir RSV. Esto se debid,
posiblemente, a su rapida absorcidén y excrecion, ademds de que no se pudieron detectar
sus formas conjugadas en orina, quizd debido a sus bajas concentraciones y/o baja
respuesta de ionizacion (Capitulo 4, Figura 3). Cabe destacar que el 4HDB fue un
metabolito encontrado solo en individuos productores de LUNU. Se confirmd, tanto in
vivo como in vitro, que el paso mas favorecido en el metabolismo de RSV fue la reduccién
enzimatica del doble enlace en el nucleo 4-estirilfenol de RSV (Capitulo 4, Figura 4). En
contraste, los resultados sugieren que la actividad deshidroxilasa de la microbiota
intestinal humana es especifica, segun posicién de grupos hidroxilo y estructura de cada
(poli)fenol, como es el caso de estilbenos y dibencilos (Capitulo 4; Gonzalez-Sarrias et
al., 2022), algo que también se ha visto para otros compuestos como dacidos biliares,
otros (poli)fenoles y sus metabolitos microbianos (Selma et al., 2009; Funabashi et al.,
2020; Garcia-Villalba et al., 2020).

Estos resultados suponen un paso importante hacia una mayor comprensién sobre
las moléculas producidas por la microbiota intestinal a partir de RSV y sus diferentes
efectos bioldgicos, lo que podria contribuir a explicar la falta de consenso sobre los
efectos en la salud de RSV (Tomé-Carneiro et al., 2013a; Pezzuto, 2019). El metabolismo
microbiano de los estilbenos y las estructuras moleculares de los metabolitos derivados
puede afectar a sus efectos biolégicos, como pone de manifiesto un estudio pionero que
compardé la relacién entre la estructura de estilbenos y dibencilos, incluyendo RSV y sus

metabolitos microbianos como el 4HDB, y su actividad antiproliferativa en células de
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cancer colorrectal, observandose que la actividad antiproliferativa disminuyé cuando los
estilbenos eran reducidos, y segin el numero de grupos hidroxilos de la molécula
(Gonzélez-Sarrias et al., 2022). Todo esto sugiere que los estilbenos, incluido RSV, son
metabolizados por la microbiota intestinal buscando su desactivacién como potenciales
xenobidticos dafiinos, afectando de forma colateral a la posible actividad beneficiosa
para la salud del huésped. De esta forma, entre otras actividad bioldgicas, el
metabolismo de la microbiota intestinal puede condicionar la actividad antiproliferativa
de los estilbenos, implicando que el consumo de RSV pueda tener efectos diferentes en
los individuos dependiendo de la capacidad metabdlica de su microbiota intestinal y el
perfil de metabolitos resultante.

Para explorar si existian distintos metabotipos de la microbiota intestinal asociados
al metabolismo de RSV, en esta Tesis Doctoral se llevo a cabo un estudio de intervencidn
en un grupo de voluntarios adultos (n=195) (Capitulo 5). Se identificaron 2 nuevos
metabotipos asociados con el metabolismo microbiano de RSV: los productores (LP) y
no productores de LUNU (LNP). Los metabotipos de UROs y equol, los Unicos
identificados hasta la realizacidn de esta Tesis, se han caracterizado en grandes cohortes
y son resultado de la presencia de microorganismos especificos con maquinaria
enzimdatica capaz de catalizar reacciones caracteristicas en los (poli)fenoles (Maruo et
al., 2008; Jin et al., 2010; Selma et al., 2014b; Frankenfeld, 2017; Beltran et al., 2018;
Cortés-Martin et al., 2020a). Esto depende de diversos factores como el tipo, numero y
posicion de grupos funcionales, esterecisomerismo y grado de polimerizacion (Selma et

al., 2009; Stevens & Maier, 2016; Maini et al., 2020).
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En nuestro estudio, los LP se distinguieron por la capacidad de su microbiota
intestinal de deshidroxilar estilbenos y dibencilos en posiciones especificas (3 y 5),
produciendo varios metabolitos derivados de la microbiota intestinal a partir de RSV,
algo que no se observo en los LNP que carecieron de esta actividad deshidroxilasa y sélo
produjeron un subconjunto de estos metabolitos. Por tanto, estas serian caracteristicas
intrinsecas de los individuos, no afectadas directamente por factores externos,
concordando con el concepto de metabotipo de (poli)fenoles asociado con la microbiota
intestinal (Capitulo 3; Espin et al., 2017; Cortés-Martin et al., 2020a).

Los metabolitos detectados en los individuos LP fueron DHRSV, DHST, LUNU y sus
conjugados, ademds de 4HDB (Capitulo 5, Figura 1). Se confirmd la produccién del
metabolito 4HDB sélo en los productores de LUNU y la no formacidn de otros posibles
metabolitos (3HDB, 4HST, etc.), lo cual aporta informacion sobre cudles son los
metabolitos que deberian ensayarse en modelos preclinicos (Capitulos 4 y 5; Avila-
Galvez et al. 2018). Los perfiles metabdlicos en ambos metabotipos de RSV se
encontraron de manera consistente en los voluntarios y fueron confirmados in vitro
mediante incubaciones fecales, usando diferentes precursores potenciales de la ruta
metabdlica hasta configurar la presentada en esta Tesis (Capitulos 5, Figura 4). No se
observé una conversién completa de LUNU a 4HDB, por lo que LUNU es un biomarcador
valido para la estratificacién de los voluntarios en estos metabotipos, debido a su mayor
abundancia en las muestras y su mas sencilla determinacidn (Capitulo 4).

En cuanto a la distribucién de estos metabotipos en la poblacion estudiada, no hubo
ninguna asociacién con respecto al IMC o edad. Sin embargo, se observaron diferencias

en relacion al sexo en el grupo LNP pero dependiendo de la ubicacién geografica de los
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individuos, posiblemente influido por el mayor numero de participantes femeninas en
una de las ubicaciones, si bien este resultado requiere investigaciones futuras para ser
confirmardo (Capitulo 5, Figura S1A y S1B). En cambio, en los UMs, la edad es el principal
factor que afecta la distribucion de estos metabotipos, pero no se han asociado de
manera concluyente con otras caracteristicas (Cortés-Martin et al., 2018, 2020a). En
contraste, en el caso de metabotipos de equol (y de la produccion de ODMA), no se han
encontrado asociaciones claras para ninguna variable (dieta, edad, valores
antropomeétricos, raza, etc.), aunque si una consistente mayor produccion de equol en
poblaciones orientales (Frankenfeld, 2017)

También se ha identificado un gradiente de produccién de LUNU, desde bajo- hasta
alto-productores (Capitulos 5, Figura 5), caracteristica comun en el metabolismo de Ia
mayoria de (poli)fenoles por la microbiota intestinal, directamente influenciado por
factores externos cémo el patrén dietético, la matriz alimentaria, dosis ingeridas, etc.
(Capitulo 3; Cortés-Martin et al., 2019a, 2020a). Finalmente, se confirmd la falta de
actividad deshidroxilasa de la microbiota intestinal en la posicidn 4 o 4' en dibencilos y
estilbenos, y la actividad reductora especifica del 4-estirilfenol presente en ambos
metabotipos. Esta actividad reductora probablemente es la reaccién primera y mas
universal en el catabolismo de los (poli)fenoles por parte de la microbiota intestinal
(Capitulos 4y 5; Selma et al., 2009; Jarosova et al., 2019).

En cuanto a los acidos fendlicos que han sido relacionados con el metabolismo de
RSV (Wang et al.,, 2020), nuestros resultados sugieren que la produccién de estos
metabolitos no es una caracteristica distintiva del metabolismo de RSV, sino mas bien

son productos finales comunes en la degradaciéon de la mayoria de (poli)fenoles, como
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se ha descrito anteriormente (Capitulos 3 y 5; Kay et al., 2017; Cortés-Martin et al.,
2020a; Kerimi et al., 2020).

La estratificacidon de los individuos en estos metabotipos de RSV serd crucial para
entender la variabilidad interindividual en los efectos en la salud asociados al consumo
de RSV, ya que la actividad biolégica de los metabolitos derivados de la microbiota
puede diferir de la de RSV, como se observé en el estudio in vitro mencionado
anteriormente (Gonzalez-Sarrias et al., 2022). Otros estudios recientes han descrito
estas diferencias, observandose actividades bioldgicas bajas para DHRSV y LUNU (Pallauf
et al., 2019; Glinther et al., 2020), pero, por otro lado, una alta actividad anticancerigena
y anti-inflamatoria in vitro (Li et al., 2022), si bien esto también podria deberse a los
diferentes modelos y/o condiciones ensayadas (Avila-Gélvez et al., 2018).

En general, lo anterior pone de manifiesto la importancia de la personalizacion de
metabotipos con el objetivo de estandarizar el efecto de algunos (poli)fenoles,
garantizando la produccidn de los metabolitos con actividad biolégica relevante para la
salud. En la siguiente seccion, se abordara el caso particular de las UROs, mediante la
replicacion in vitro del metabolismo microbiano de las UROs caracteristico de UMA y
UMB, asi como la reproduccién de estos perfiles en roedores no productores tras la
administracion de los consorcios bacterianos identificados para ambos UMs.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis evidencian que cada individuo tiene
una capacidad metabdlica propia para cada tipo de (poli)fenol consumido pudiendo
asociarse asi con distintos metabotipos. Por este motivo, a continuacion, hipotetizamos
sobre la existencia de diferentes agrupaciones o cllisteres de los metabotipos de

(poli)fenoles existentes en la poblacion dando lugar a una misceldanea de perfiles
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metabdlicos en los individuos segln la capacidad de su microbiota intestinal para
metabolizar estos compuestos (Capitulo 9.2). Concretamente, en esta Tesis exploramos
la presencia de diferentes clusteres (MCs) de los metabotipos de isoflavonas, ETs y RSV,
ademas de su prevalencia en la poblacidn, la microbiota intestinal asociada y las redes
microbianas distintivas en un grupo de voluntarios adultos caucasicos no medicados
(Capitulo 9.2, Tabla 1).

Los resultados indican que los efectos de los (poli)fenoles en la salud no deben
investigarse como si todos los individuos se comportaran como un grupo homogéneo
gue va a reaccionar uniformemente a las intervenciones dietéticas ricas en estos
compuestos. La distribucion de los distintos metabotipos de forma individual fue muy
similar a la previamente descrita por otros estudios en adultos (30% EP, 70% ENP para
daidzeina; 50% UMB, 40% UMA y 10% UMO para ETs y; 75% LP y 25% LNP para RSV)
(Capitulo 5; Frankenfeld, 2017; Cortés-Martin et al., 2018;). Pero estos metabotipos
realmente no se presentan de forma individualizada. Asi, identificamos la coexistencia
de 10 MCs, donde la mayoria de los voluntarios (aproximadamente el 90%) se
encontraron dentro de 5 de ellos (Capitulo 9.2, Tabla 2). Observamos que covariables
como sexo, edad o IMC no afectaron en la distribucidn de los metabotipos o MCs de la
poblacion estudiada. El orden de los MC mayoritarios encontrados fue de 22.7%
(LP+UMB+ENP), 21.3% (LP+UMA+ENP), 16.7% (LP+UMA+EP), 16% (LP+UMB+EP) y
11.3% (LNP+UMA+ENP) (Capitulo 9.2, Tabla 2). Casi la mitad de los voluntarios (44%)
presentaron el mismo metabotipo para dos de los (poli)fenoles (LP y ENP), pero se
diferenciaron en cuanto a los UMs (UMA o UMB). Ademads, no encontramos una

produccién diferencial en ODMA como se habia descrito anteriormente (Frankenfeld, et
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al., 2022), por lo que no fue considerado como criterio en la agrupacion de los MCs
(todos los individuos produjeron ODMA). También, se observéd un gradiente de
produccién de los metabolitos en cada MCs (Capitulo 9.2, Figura SA2), lo que no afecté
a la composicién microbiana diferencial en los metabotipos, pero podria contribuir a la
variabilidad interindividual de los efectos en la salud tras consumo de (poli)fenoles
(Capitulo 3).

En cuanto a la composicién de la microbiota intestinal, se han identificado 28 géneros
microbianos intestinales asociados de manera diferencial (FDR<0.05) con los cinco MCs
mayoritarios considerados finalmente (Capitulo 9.2, Figura 2B), pues el nimero de
individuos con MCs menos prevalentes impedia estudios estadisticos multivariantes
restrictivos como el aplicado en esta Tesis. Nuestros resultados confirman la presencia
de taxones intestinales asociados especificamente con los UMs de manera individual
(Romo-Vaquero et al., 2019). Por ejemplo, Gordonibacter, Eggerthella y Adlercreutzia
fueron prevalentes en UMA, mientras que Senegalimassilia, Methanobrevibacter,
Slackia, Collinsella y Holdemanella predominaron en UMB (Capitulo 9.2, Figura 2A). Sin
embargo, no encontramos otros taxones asociados con metabotipos especificos, como
Ellagibacter urolithinifaciens en UMs, y Adlercreutzia equolifaciens en los metabotipos
de equol, etc., posiblemente debido al analisis multivariante restrictivo utilizado, la baja
abundancia de estos taxones, y/o las covariables utilizadas como posibles factores de
confusion en el andlisis.

El MC3 (LP+UMA+EP) se destacd por presentar el mayor nimero de géneros
microbianos asociados de manera diferencial respecto a otros MCs (Capitulo 9.2, Figura

2B). Ademas, la combinacion de metabolitos y/o la ecologia microbiana especifica de
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este MC podrian explicar el alto numero de funciones correlacionadas positivamente
(Capitulo 9.2, Figura 4B) (Hazim et al., 2016; Gonzdlez-Sarrias et al., 2017b; Cortés-
Martin et al., 2020a; Garcia-Villalba et al., 2022). Por ejemplo, se ha vinculado a
Christensenella con efectos antidepresivos (Coello et al., 2021), y a Akkermansia, un
microorganismo intestinal bien conocido por reducir los niveles de marcadores
sanguineos relacionados con la disfuncién hepatica y la inflamacion en humanos
(Depommier et al., 2019). Sin embargo, es dificil atribuir efectos beneficiosos o
perjudiciales de forma inequivoca con una caracterizacidn a nivel de género y basandose
en asociaciones para algunos microorganismos, como en el caso de Veillonella,
caracteristico de LNP, menos comun en MC3 y que tiene la mayoria de las rutas
funcionales asociadas inversamente (Capitulo 9.2, Figs. 2B, 4B) (Scheiman et al., 2019;
Gao et al., 2021). La asociacidén consistente y positiva entre las rutas de biosintesis de
leucina e isoleucina y UMA (y negativa para UMB; Capitulo 9.2, Figs. 2A y 4A) y sus
géneros microbianos asociados de manera diferencial, podrian respaldar el potencial
papel de Uro-A descrito para el rendimiento muscular (Singh et al., 2022a).

En relaciéon a la modulacién de la microbiota intestinal después del consumo del
nutracéutico ensayado en la presente Tesis, hemos observado principalmente una
disminucion en la abundancia relativa de géneros microbianos intestinales y las alfa y
beta diversidad, posiblemente debido a la conocida actividad antibacteriana de los
(poli)fenoles (Capitulo 9.2, Figs. 5, 6). Esto respalda lo sugerido anteriormente en
relacion a que el catabolismo de (poli)fenoles por la microbiota intestinal, como
mecanismo de defensa para desactivar su actividad antimicrobiana, también, salvo

excepciones, redunda en un menor efecto saludable para el huésped (Capitulo 5). Estos
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resultados de reduccion de la diversidad por consumo de (poli)fenoles estan en
consonancia con los de otros estudios (Simpson et al., 2022). No obstante, también se
ha descrito que el consumo de (poli)fenoles puede aumentar la diversidad de la
microbiota intestinal (Haudum et al., 2020), pero esto podria depender del estado de
salud de los individuos y de la matriz de los alimentos (Cheng et al., 2023)

La modulacién de la composicion bacteriana tras consumo del nutracéutico no se
observé en MC3 (Capitulo 9.2, Figura 5), posiblemente debido a la presencia de una
microbiota intestinal mas robusta, resistente a ser modificada por la dieta (Zhang et al.,
2016; Barber et al., 2021). En general, la presencia simultdnea de estas diferentes
combinaciones de metabotipos en la poblacién, podrian explicar, al menos en parte, la
variabilidad interindividual observada en los efectos de los (poli)fenoles y su relacién
con la microbiota intestinal comentada anteriormente (Capitulo 3).

También, esta Tesis ha abordado por primera vez el analisis topoldgico de las redes
del microbioma intestinal asociadas con el metabolismo de (poli)fenoles, un tipo de
analisis que puede ir mas alla de las diferencias en las abundancias relativas de los
microorganismos, evaluar la estabilidad de los microbiomas intestinales y sus posibles
diferencias entre los estados de salud y enfermedad (Capitulo 9.2; Nagy-Szakal et al.,
2017; Huang et al., 2022; Wallen et al., 2022).

Nuestros resultados sobre topologia de redes mostraron también la robustez del
MC3, ya que fue el Unico MC sin pérdida de nodos después del consumo del nutracéutico
(Jing et al., 2021) (Capitulo 9.2, Figura SA5). Ademas, aunque en MC3 el nutracéutico no
modificd la abundancia relativa de los géneros microbianos intestinales (Capitulo 9.2,

Figura 5), promoviod significativamente la comunicacion entre mddulos en este MC
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(Capitulo 9.2, Figura 7), sugiriendo que el consumo de (poli)fenoles, aun sin modular la
composicion de la microbiota intestinal, puede afectar la ecologia de la red microbiana
incluso en aquellos microbiomas intestinales robustos. Por tanto, el consumo del
nutracéutico aumentd la conexién entre taxones relevantes en MC3 (Capitulo 9.2,
Figura SA8), que podrian desempefiar un papel esencial en la estructuraciéon de la
ecologia microbiana (Zhou et al., 2010).

Finalmente, los resultados recogidos en este primer bloque tematico (10.1) sugieren
la necesidad de establecer estrategias personalizadas, primero agrupando a los
individuos segun sea la coexistencia de los diferentes metabotipos de (poli)fenoles, y
segundo, considerando la composicidn y funcionalidad de la microbiota intestinal junto
la topologia de sus redes de forma singular. Todo esto ayudaria a dilucidar de manera
mas precisa los efectos en la salud de los (poli)fenoles y la implicacion que tiene en ellos
la microbiota intestinal de los individuos, ayudando al disefio de estrategias
nutricionales personalizadas mas eficaces que potenciaran los efectos saludables de los

(poli)fenoles.

10.2 Personalizacion de metabotipos de urolitinas.

Como se ha discutido en la seccién anterior, poder personalizar y uniformizar los
metabotipos de los individuos es indispensable para que el consumo de (poli)fenoles
tenga un impacto por igual en la salud de la poblacidn, y que estos efectos no se vean
mermados por la falta de alguna actividad enzimatica de la microbiota, necesaria para

la produccion de metabolitos bioactivos especificos. En este sentido, uno de los
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objetivos de esta Tesis Doctoral fue investigar la posible personalizacion de los
metabotipos productores de UROs (UMA y UMB), mediante el uso de potenciales
probidticos.

Para ello, utilizando diferentes UROs intermediarias como sustrato, se investigo la
capacidad metabdlica de especies de los géneros bacterianos Gordonibacter y
Ellagibacter conocidos por su implicacidén en la produccion de algunas UROs. Ademas,
se aislaron nuevas cepas bacterianas intestinales capaces de producir el resto de UROs.
Asi se identificé y caracterizd una nueva cepa, Enterocloster bolteae CEBAS S4A9, capaz
de producir distintas UROs incluidas las UROs finales (Uro-A y Uro-B) a partir de UROs
intermediarias y se comparé su actividad con la de otras especies representativas del
mismo género bacteriano.

Diversos estudios han descrito la capacidad de los géneros Gordonibacter vy
Ellagibacter, caracteristicos de UMA y UMB, respectivamente, de metabolizar EA y
producir diversas UROs intermediarias (Selma et al., 2014a, 2014b, 2017; Beltran et al.,
2018; Romo-Vaquero et al., 2019). Ambos géneros bacterianos presentaron actividades
4 y 10 deshidroxilasa, respectivamente (Capitulo 6, Tabla 1y Figura 4). Sin embargo, las
cepas utilizadas de estos géneros no fueron capaces de realizar las deshidroxilaciones
necesarias para producir Uro-A o Uro-B. En cambio, la nueva bacteria aislada, E. bolteae
CEBAS S4A9, si presentaba la actividad 9 deshidroxilasa necesaria para producir las UROs
finales Uro-A y Uro-B, a partir de otras UROs intermediarias. La identificacion
taxondmica de esta nueva cepa aislada de E. bolteae fue posible mediante la
secuenciacion del gen 16S ARNr. Aunque los resultados han demostrado la produccién

de Uro-Ay Uro-B por parte de la cepa aislada E. bolteae CEBAS S4A9 y sus especies mas
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cercanas (Capitulo 6, Tabla 1), ninguna de estas cepas de Enterocloster fue capaz de
metabolizar EA hasta UROs intermediarias. Por tanto, a diferencia de Gordonibacter y
Ellagibacter, el generd Enterocloster no posee la actividad lactonasa y descarboxilasa
necesaria para convertir EA en Uro-MD5. Esto indica que el catabolismo de EA a UROs es
compartido por géneros pertenecientes a dos familias distantes filogenéticamente
como son Eggerthellaceae y Lachnospiraceae. La incubaciéon de Uro-D con distintas
cepas de Enterocloster permitié identificar una nueva Uro a la que dimos el nombre de
Uro-G, descrita por primera vez en esta Tesis (Capitulo 6). La actividad 9-deshidroxilasa
presente en esta bacteria respalda que se trate de la 3,4,8-trihidroxi-urolitina, algo
confirmado recientemente mediante estudios de resonancia magnética nuclear (Beltran
et al.,, 2023).

A continuacion, se ensayaron 2 combinaciones de bacterias (G. urolithinfaciens DSM
27213T + E. bolteae CEBAS S4A9 vy E. isourolithinifaciens DSM 104140T + E. bolteae
CEBAS S4A9) que se han patentado (Selma et al., 2022), confirmando su capacidad de
reproducir en cultivo los perfiles de UROs caracteristicos de UMA y UMSB,
respectivamente (Capitulo 6, Figura 3). El consorcio bacteriano que fue capaz de
producir las UROs del UMA incluia las cepas G. urolithinfaciens DSM 27213T y E. bolteae
CEBAS S4A9, mientras que la combinacion capaz de producir las UROs de UMB, contenia
las cepas E. isourolithinifaciens DSM 104140T y E. bolteae CEBAS S4A9, replicando asi in
vitro los perfiles metabdlicos para ambos UMs. Los resultados de las incubaciones de
estos cultivos puros concordaron con los perfiles metabdlicos de UROs de UMA y UMB
descritos en diversos estudios anteriores en humanos o con cultivos fecales (Tomds-

Barberan et al. 2014; Romo-Vaquero et al., 2015; Cortés-Martin et al. 2018; Garcia-
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Villalba et al., 2016, 2017, 2019; Xian et al., 2021). Por tanto, en la presente Tesis se
describen por primera vez las bacterias potencialmente implicadas en cada uno de los
pasos de la ruta metabdlica de UROs, ademas de la presencia de la Uro-G como
metabolito intermedio comuin a ambos UMs (Capitulo 6).

Como se anticipaba en la seccién 10.1, la posible personalizacién de los metabotipos,
con el fin de uniformizar los efectos saludables de metabolitos especificos, es ain una
tarea pendiente para que la poblacién en general pueda beneficiarse de los efectos
bioldgicos de los metabolitos microbianos bioactivos de (poli)fenoles. Por este motivo,
a continuacion, investigamos por primera vez la viabilidad de la administracion de los
consorcios bacterianos implicados en el metabolismo de las UROs (Capitulo 6) a ratas
Wistar no productoras de UROs (Capitulo 7). Tras la administracién de estos consorcios,
se comprobd que las bacterias ingeridas fueron capaces de llegar al intestino, debido al
aumento en su abundancia en heces, ademas de lograr por primera vez la reproduccién
exitosa in vivo de los perfiles de produccién de UROs de ambos UMs (UMA y UMB)
(Capitulo 7, Figura 3A y 3B). El desarrollo y optimizacion de métodos rapidos de
deteccidn y cuantificacidn de Ellagibacter y Enterocloster en muestras fecales mediante
gPCR que se describen en la presente Tesis pueden ser una herramienta util y menos
costosa que la secuenciacién masiva para determinar la presencia de estos géneros
bacterianos implicados en la produccién de UROs.

En la replicacién de UMB, se observd una mayor produccion de Uro-A en
comparacion con IsoUro-A o Uro-B. Un estudio reciente con ratones libres de gérmenes
utilizando un enfoque diferente, ya que administraron trasplantes fecales, confirmé

también este patron de produccién (Xian et al., 2022). Nuestros resultados indican que
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el consumo de consorcios bacterianos especificos para cada UM (Grupo A:
Gordonibacter + Enterocloster; Grupo B: Ellagibacter + Enterocloster) es suficiente para
colonizar a un modelo de rata no productor (UMO) y reproducir el perfil metabdlico de
UROs, mientras que el consumo continuado de EA no es suficiente para convertir a estas
ratas no productoras en productoras de UROs, coincidiendo con estudios anteriores
donde tampoco hubo conversién de UMO tras el consumo de fuentes ricas en EA
(Gonzalez-Sarrias et al., 2017b; Cortés-Martin et al., 2021)

La matriz del alimento tuvo un papel importante en la accesibilidad de las bacterias
intestinales al EA, y por tanto, a la capacidad de estas para producir UROs, ya que cuando
se complementd el consumo de extracto de EA con nueces, ricas en ETs, la
concentracion de EA y UROs aumenté significativamente, algo que se ha observado
previamente en otros estudios en humanos (Romo-Vaquero et al., 2015; Long et al.,
2019), y que ademads no se observd en el grupo control que no consumié los consorcios
microbianos (Capitulo 7, Figura 3C). Ademas, la administracidn oral continua de estos
consorcios bacterianos durante 1 mes fue segura, ya que no se observaron efectos
adversos en la bioquimica sanguinea o una modulacién negativa de otros grupos
bacterianos (Capitulo 7, Tablas 2, 3 y Figura 4). Estudios futuros deberan confirmar estos
resultados, ademas del perfil de seguridad y el impacto del consumo de estos consorcios
de bacterias en la salud del huésped antes de poderlas considerar como posibles
probidticos para personalizar los UMs en seres humanos.

Sin embargo, a pesar de estos avances, seria adecuado considerar una aproximacion
mas holistica, que tenga en cuenta la coexistencia de los clUsteres de metabotipos en

los individuos, como se ha comentado anteriormente (seccion 10.1; Capitulo 9.2). Lo
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ideal seria seguir investigando los microorganismos intestinales implicados en las
transformaciones de los (poli)fenoles hasta los metabolitos bioactivos caracteristicos de
los diferentes metabotipos, no sélo de UROs, sino también de equol y LUNU. De esta
forma, se ampliaria el uso de potenciales consorcios probidticos que pudieran modular
el perfil metabdlico, no solamente en relacién al metabolismo de un Unico (poli)fenal,
sino mas bien extendiendo su modulacién hacia otros (poli)fenoles. Igualmente, seria
una linea de investigacion futura el explorar postbidticos (Capitulo 1), es decir, bacterias
inactivadas o partes de estas, procedentes de los consorcios bacterianos capaces de
producir metabolitos microbianos de (poli)fenoles, para personalizar MCs en individuos,
gue es la situacion que realmente ocurre en la poblacién.

Po otro lado, como se discutird en la siguiente seccidn, otra factor relevante a
investigar, para poder optimizar el efecto bioldgicos de los (poli)fenoles, es su baja
biodisponibilidad y metabolizacion en el organismo, siendo necesarias estrategias
novedosas que preserven estos compuestos y sean capaces de transportarlos

eficazmente dentro del organismo a los diferentes tejidos.

10.3 Biodisponibilidad y nuevas plataformas bioldgicas de

transporte de (poli)fenoles y sus metabolitos.

Como se ha comentado anteriormente (seccién 10.1; Capitulo 3), aun no estan claros
los actores principales en el binomio (poli)fenol-salud, algo condicionado por la
variabilidad interindividual en su metabolismo, pero también por la baja

biodisponibilidad de los (poli)fenoles. Por este motivo, es necesario explorar nuevas
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formas de transporte de los (poli)fenoles y sus metabolitos en sus formas nativas y/o no
conjugadas, protegiéndolos del metabolismo y poder distribuirlos en los tejidos diana
para que lleguen en la forma y concentracion necesaria para ejercer sus efectos.

Como se ha explicado en la Introduccién (Capitulo 1), diversos estudios han
detectado metabolitos de (poli)fenoles de fase-ll en tejidos sistémicos, como la mama
(Avila-Galvez et al., 2019, 2021b). Sin embargo, estos conjugados presentan menor
actividad bioldgica que sus precursores no conjugados (Capitulo 3; Cortés-Martin et al.,
2020a). Por ello, en esta Tesis Doctoral se ha explorado si los (poli)fenoles y/o sus
metabolitos podrian ser transportados por EVs humanas, como posibles vehiculos que
podrian contribuir al transporte de estas moléculas por la circulacién sanguinea hacia
diferentes dianas sistémicas y/o como posibles mediadores de sefiales inducidas por los
(poli)fenoles (Lopez de Las Hazas et al., 2022; Figueira et al., 2023).

Estudios previos en humanos no fueron capaces de detectar metabolitos fendlicos en
EXOs plasmaticos, hipotetizando que quiza el motivo fue el haber analizado las muestras
tras ayuno nocturno de los voluntarios (Vallejo et al., 2019). Por ello, en esta Tesis se
indagd mas en este aspecto, mediante un estudio farmacocinético, con el propdsito de
detectar RSV y/o sus metabolitos derivados en las EVs y conocer su cinética de
encapsulacion tras el consumo de un extracto rico en RSV. Asi, este estudio proporciona
evidencia por primera vez sobre el transporte en la circulacién sanguinea de metabolitos
de RSV en EVs ricas en EXOs (E-EVs) aisladas del plasma (Capitulo 8). Los perfiles
cinéticos de los metabolitos de RSV fueron bastante similares en el plasma y E-EVs, a
pesar de la alta variabilidad interindividual observada, y no hubo diferencias

significativas en los pardmetros cinéticos de los metabolitos cuantificados (Capitulo 8,
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Tabla 2 y Figura 3). Tampoco se detectaron moléculas de mayor peso molecular en las
E-EVs plasmaticas, como diglucurénidos y sulfoglucurdnidos, probablemente debido a
que el tamafio molecular juega un papel importante en la encapsulacion en E-EVs. La
mayor concentracion detectada en los E-EVs fue para los glucurénidos, mientras que en
plasma fueron los sulfatos (Capitulo 8, Tabla 2 y Figura 3). Esto merece una mayor
investigacion en el futuro, explorando los posibles mecanismos asociados con la
encapsulacion diferencial de los glucurdnidos y sulfatos de los (poli)fenoles en E-EVs. Un
nuevo estudio en nuestro grupo, aun no publicado, avanza en este sentido, ya que se
observé que después del consumo de isoflavonas, estos (poli)fenoles y sus metabolitos
conjugados también son encapsulados y transportados en el plasma mediante E-EVs
humanos.

En cuanto a los metabolitos microbianos de RSV, la concentracion fue similar en
plasma y E-EVs, especialmente en el caso de los glucurdnidos, a diferencia de lo que
pasé con los conjugados de RSV, que fueron detectados principalmente en plasma
(Capitulo 8, Tabla S1 y Figura S1). Los resultados obtenidos plantean nuevas incégnitas
gue no han sido abordadas en los objetivos de la presente Tesis, como la identificacidon
del origen de las E- EVs, si bien identificar su procedencia exacta es una tarea complicada
(Keller et al., 2006). Aunque RSV llega al colon, donde es metabolizado por la microbiota
intestinal (Capitulos 4 y 5; Azorin-Ortufio et al.,, 2011), no se detectaron RSV o sus
metabolitos microbianos DHRSV y LUNU en forma libre en los E-EVs. Se podria especular
gue la mayoria de los E-EVs pudieron originarse en los enterocitos y hepatocitos, ya que
solamente se detectaron derivados de fase-Il de RSV y de sus metabolitos microbianos,

aungue no se puede descartar una diferente eficiencia de encapsulacién entre RSV libre
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y sus conjugados, ya que nuestros resultados en otro estudio han descrito una
encapsulacion de RSV libre en EXOs de leche por difusion pasiva (Capitulo 9.3). Tampoco
podemos descartar la posibilidad de que los metabolitos conjugados fueran accesibles
para los microrganismos coldnicos a través de la circulacién enterohepatica, pudiendo
ser también encapsulados por EVs secretadas por la microbiota intestinal, algo que
inicialmente se contemplé investigar, pero tras estudios preliminares no logramos aislar
EVs de heces humanas.

Debido a que es una tematica de investigacidn reciente, sélo podemos comparar
nuestro estudio con otro previo realizado en ratas que encontrd cantidades traza de
proantocianidinas y sus metabolitos en EVs aislados de plasma mediante kits de
precipitacion, presentando un perfil metabdlico cualitativo idéntico entre plasmay EVs
(Arola-Arnal et al., 2020). Sin embargo, cuando utilizaron la ultracentrifugaciéon (UC)
como método de aislamiento, apenas detectaron metabolitos en EVs, posiblemente
debido a que los kits de precipitacién pueden precipitar otras proteinas plasmaticas que
se unen a los (poli)fenoles. Por estas razones, en nuestro estudio utilizamos la UCy
analizamos los marcadores de EXOs y otras proteinas del plasma, lo que nos permitié
concluir que las fracciones aisladas contenian E-EVs, pero no plasma residual.

Por otro lado, existe evidencia que sugiere que los (poli)fenoles pueden actuar en las
vias de senalizacién que interfieren con la biogénesis de las EVs, reduciendo la
produccién de microparticulas endoteliales y derivadas de plaquetas (Lopez Andrés et
al., 2012; Horn et al., 2014). Ademas, se ha descrito el aumento de produccién de EXOs
en lineas celulares incubadas con CUR (Canfran-Duque et al.,, 2014, 2015; Garcia-

Seisdedos et al., 2020). Nuestros resultados sugieren que el consumo crénico de RSV
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podria promover la liberacién de E-EVs, ya que se observd un aumento significativo en
la cantidad producida de E-EVs 10 horas después del consumo de RSV (Capitulo 8, Figura
2B).

Por todo lo anterior, dado que las E-EVs pueden dirigirse a diferentes drganos y
distribuir su carga de manera eficiente, estos resultados podrian proporcionar
informacién relevante que ayude a aclarar aspectos sobre la biodisponibilidad de los
(poli)fenoles y sus efectos en la salud, abordados en la seccién 10.1, como la posible
encapsulacion de UROs en estas vesiculas con la capacidad de liberar su carga en el
cerebro, pudiendo de esta forma ejercer sus efectos neuroprotectores (Capitulo 9.1).

Teniendo en cuenta lo anterior, a continuacidn, se investigd el posible uso de
exosomas derivados de leche bovina (EXOs-L) como vehiculos para transportar y
distribuir RSV y CUR en el organismo (Capitulo 9.3). Anteriormente, ya habia sido
investigado el uso de EXOs-L para la liberacién dirigida de moléculas bioactivas, como
acidos nucleicos (Adriano et al., 2021). Se probaron 3 métodos diferentes para
encapsular RSV y CUR en los EXOs-L, y se identificé la incubacidn pasiva como el método
de carga mas simple y efectivo. Asi, hemos administrado EXOs-L cargados con curcumina
(EXO-CUR) y RSV (EXO-RSV) a ratas para investigar la proteccion de estos compuestos
del metabolismo y ser liberados en su forma nativa. Los resultados revelaron que esto
es posible, ya que las formas libres de CUR y RSV se detectaron en el tejido mamario de
las ratas, a pesar de que se administraron en bajas concentraciones, mientras que no se
detectaron CUR y RSV libres al administrarlos sin encapsular en EXOs-L (Capitulo 9.3,

Figura 2 y S2). No obstante, la administracion de ambos (poli)fenoles en EXOs-L por via
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intravenosa es un primer paso que debe confirmarse con el consumo de EXOs-L por via
oral, algo que se estd investigando actualmente en nuestro grupo.

Ademas, se explord in vitro el efecto anticancerigeno ejercido por EXO-CUR y EXO-
RSV. Se observaron efectos antiproliferativos potentes en modelos de células de cancer
de mama utilizando concentraciones nanomolares, cercanas a un contexto dietético
(Avila-Galvez et al., 2019a, 2019b, 2021), y compatibles con las concentraciones
detectadas en el tejido mamario de los animales (Capitulo 9.3, Figs. 3, 4 y 5). Se
compararon los efectos al incubar las células con EXO-RSV y EXO-CUR, y también ambos
(poli)fenoles sin encapsular. Los mecanismos antiproliferativos fueron similares para
EXO-CUR y EXO-RSV, ambos aumentando la fase Go/G1 y disminuyeron la fase S en las
células MCF-7, si bien la actividad antiproliferativa de EXO-CUR fue mucho mas potente
qgue la de EXO-RSV. En el caso de las células MCF-7, se ha descrito que concentraciones
de CUR de 10-30 uM aumentan la fase G2/M (Prasad et al., 2009; Berrak et al., 2016;
Avila-Galvez et al., 2021), mientras que en el caso de RSV, se ha descrito el aumento en
la fase S a concentraciones de 50 uM (Su et al., 2013), y aumento en Sy G2/M desde 10
UM (Giménez-Bastida et al., 2019). Sin embargo, hay que considerar que estos estudios
previos ensayaron concentraciones mucho mas altas de RSV y CUR sin encapsular, que
las de nuestro estudio.

Ademads, tanto EXO-CUR como EXO-RSV indujeron apoptosis a través de la via
mitocondrial en células MCF-7 y MDA-MB-231, independientemente de la presencia de
p53 (Capitulo 9.3, Figura 6). Este resultado es interesante, ya que otros estudios han
sefialado efectos dependientes de p53 al comparar la actividad de metabolitos de RSV

en estas dos lineas celulares (Giménez-Bastida et al., 2019). Sin embargo, la proteina
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p21, generalmente regulada por p53, puede también ser regulada independientemente
por diversas moléculas, como CUR en las células MDA-MB-231 (Avila-Galvez et al.,
2021b), por lo que, aunque no se analizd la proteina p21, es posible que EXO-CUR y EXO-
RSV hubieran alterado el ciclo celular y promovido la apoptosis a través de su induccién,
independientemente de p53.

Por otro lado, en nuestro estudio, EXO-CUR y EXO-RSV entraron en las células MCF-7
de forma independiente de los transportadores ABC, algo descrito por primera vez y
relevante, ya que estos transportadores son conocidos mecanismos implicados en la
qguimiorresistencia de diversos tipos de cénceres, incluido el de mama. Nuestros
resultados son, por tanto, importantes porque los transportadores ABC si intervienen
en la entrada de RSV y CUR libres (Doyle et al., 1998; Giménez-Bastida et al., 2019),
mientras que su encapsulacién en EXOs lograron evitarlos, lo que podria ser una
estrategia para su uso como terapia coadyuvante en el tratamiento de diversos
canceres. Mientras que RSV y CUR libres entran por transportadores ABC, en esta Tesis
hemos observado que EXO-RSV y EXO-CUR usaron principalmente la endocitosis
mediada por clatrina como ruta de entrada a la célula (Capitulo 9.3, Figura 8), en linea
con estudios previos que emplearon EXOs-L en células de diversos tipos de canceres
(Wolf et al., 2015; Aqil et al., 2017).

Sin embargo, somos conscientes de varias limitaciones de estos resultados, ya que,
aunqgue los EXOs fueron aislados e identificados de manera inequivoca mediante la
detecciéon de marcadores moleculares especificos de EXOs, otros subtipos de EVs
podrian estar presentes en las fracciones aisladas. Ademas, los métodos y el proceso de

encapsulacion podrian optimizarse facilitando la liberacidon de concentraciones mas
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altas de (poli)fenoles al tejido mamario, y se podria rastrear la captacion de los EXOs en
células a tiempo real, diferenciando mas precisamente las rutas involucradas mediante
el marcaje selectivo de los EXOs-L, algo actualmente en investigacion dentro del grupo.

También es interesante destacar que si consideramos la capacidad de los EXOs para
cruzar la barrera hematoencefalica (Figueira et al., 2023), este tipo de abordaje puede
tener una relevancia adicional en el contexto de la neuroproteccién, al facilitar el paso
al cerebro de ciertos (poli)fenoles y sus metabolitos con efecto neuroprotector como es
el caso de las UROs, o bien posibilitando el paso de otros (EA, RSV, etc.) no detectados
inequivocamente en cerebro hasta la fecha (Capitulos 3y 9.1). Teniendo en cuenta estos
resultados, la implicacion de EVs en general, y EXOs en particular, en el transporte y
distribucién de otros (poli)fenoles y sus metabolitos microbianos y conjugados, es una
estrategia que merece mayor investigacion al poder ser utilizada para comprender y/o
mejorar los efectos ejercidos por estos compuestos en la salud humana. De hecho, fruto
de los resultados de la presente Tesis Doctoral, también se investiga actualmente en el
grupo si los EXOs-L podrian vehiculizar diferentes (poli)fenoles y sus metabolitos hasta

el cerebro, también tras consumo via oral.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral han permitido obtener las
siguientes conclusiones:
12) Se describe el metabolismo microbiano de RSV mdas completo hasta la fecha. La
microbiota intestinal es capaz de deshidroxilar la lunularina (LUNU) pero sélo en la
posicion 3 de la molécula, dando lugar a 4-hidroxidibenzilo (4HDB), metabolito
microbiano descrito por primera vez tras la ingesta de trans-resveratrol (RSV). Sin
embargo, la microbiota no puede deshidroxilar en posiciéon 4’ en estilbenos o dibencilos,
originando un perfil diferente de metabolitos microbianos segun los individuos que

podria tener impacto en la salud tras consumir RSV.

22) La microbiota de todos los individuos presenta actividad 4-estirilfenol reductasa que
convierte los estilbenos en sus respectivos dibencilos. Por ello, la reduccién de RSV hasta
dihidroresveratrol (DHRSV) la pueden realizar todas las personas. Sin embargo, se
pueden establecer metabotipos de la microbiota intestinal asociados con el
metabolismo de RSV (productores de LUNU y no productores), pues sélo en el
metabotipo productor de LUNU (aproximadamente el 75% de la poblacién estudiada) el
DHRSV es secuencialmente deshidroxilado en la posicién 5, para producir LUNU, vy
después, en la posicién 3, para producir 4HDB. Al igual que en el metabolismo del resto
de (poli)fenoles, incluyendo otros metabotipos, en el metabotipo productor de LUNU

existe un gradiente desde baja a alta produccion de este metabolito en los individuos.

32) Los metabotipos relacionados con (poli)fenoles (isoflavonas, EA y RSV) se presentan

en agrupaciones o clusteres de metabotipos (MCs). Se han identificado diez, aunque el
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90% de los individuos participantes se agrupan en cinco de ellos. El sexo, el indice de
masa corporal y la edad no determinan la distribucidon de estos MCs en la poblacién
estudiada. Se ha realizado por primera vez un analisis topoldgico de redes de la
microbiota intestinal asociado al metabolismo de (poli)fenoles. La composicién,
funcionalidad, alfa y beta-diversidad, la topologia de las redes y la modulacién de la
microbiota intestinal tras el consumo de un nutracéutico rico en (poli)fenoles es distinta
si se considera en conjunto a todos los participantes o segun sus MCs. El nutracéutico
no pudo modular la composicién de la microbiota intestinal del tercer MC mayoritario,
pero si aumentd sus conectores en la red. Por ello, incluso sin una modulacién de la
microbiota evidente, los cambios en cdmo interaccionan los diferentes grupos
microbianos podrian contribuir a los efectos bioldgicos. Por ello, estos resultados
sugieren la necesidad de establecer estrategias personalizadas, considerando la

microbiota intestinal, para maximizar el efecto de los (poli)fenoles en la salud.

42) Enterocloster bolteae cepa CEBAS S4A9 es una nueva bacteria intestinal capaz de
producir las UROs finales Uro-A y Uro-B, asi como diferentes intermediarios, como Uro-
G, identificada por primera vez y comun a ambos metabotipos productores de UROs
(UMA y UMB). Ademas, dos co-cultivos bacterianos intestinales (Gordonibacter
urolithinfaciens + E. bolteae CEBAS S4A9 y Ellagibacter isourolithinifaciens + E. bolteae
CEBAS S4A9) son capaces por primera vez de reproducir jn vitro las rutas catabdlicas de

UROs caracteristicas de UMA y UMB, respectivamente.

52) Las cepas bacterianas productoras de UROs colonizan eficazmente el intestino de

ratas no productoras de UROs, transfiriendo esta capacidad productora a los animales,
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replicando el perfil metabdlico de los UMA y UMB, dependiendo del consorcio
bacteriano administrado. Ademas, el analisis de seguridad realizado y la ausencia de
efectos adversos sugiere que el uso de estas bacterias intestinales productoras de UROs
es seguro. Por ello, estos consorcios bacterianos podrian tener potencial como nuevos
probidticos, especialmente para individuos no productores de UROs (UMO). Ademas,
también podrian ser usados como herramienta biotecnoldgica para la producciéon de

UROs que pueden ser afiadidas en alimentos funcionales y nutraceuticos.

62) Los exosomas de leche (EXOs-L) son capaces de proteger la curcumina (CUR) y RSV
de ser metabolizados y transportar a ambos (poli)fenoles al tejido mamario de ratas. Los
EXOs-L aumentan la biodisponibilidad y la actividad anticancerigena de CUR y RSV
entrando principalmente a las células via endocitosis mediada por clatrina, y evitando
mecanismos de quimiorresistencia como los transportadores ABC. Concentraciones
nanomolares de EXO-CUR o EXO-RSV, compatibles con las detectadas en tejido
mamario, pero no de CUR o RSV libre, son suficientes para producir un potente efecto
antiproliferativo en células cancerosas de mama (alteracién del ciclo e induccién de
apoptosis via mitocondrial) y sin afectar a las células normales. Por tanto, la
encapsulacion de (poli)fenoles y/o sus metabolitos en exosomas podria ser una
herramienta efectiva para vehiculizar estos compuestos bioactivos a tejidos sistémicos

y potenciar sus efectos.

72) Se ha descrito por primera vez el transporte de metabolitos de (poli)fenoles en
exosomas humanos, especificamente, metabolitos de RSV que también pueden ser

transportados en la circulacién sanguinea mediante vesiculas extracelulares ricas en
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exosomas (E-EVs). La ingesta de RSV estimula la secreciéon de E-EVs que encapsulan
preferentemente glucurénidos, aunque la concentracién de sulfatos en plasma sea
mayor. Los perfiles farmacocinéticos de los metabolitos microbianos intestinales en
plasma y en los E-EVs son similares. Aunque la concentracién de metabolitos de fase-II
de RSV en plasma es mucho mas alta que en E-EVs, esta concentracién en plasma vy E-

EVs es similar para los metabolitos microbianos.

En resumen, con esta Tesis Doctoral se ha avanzado en diferentes aspectos que
contribuyen a comprender mejor la variabilidad interindividual asociada al metabolismo
de (poli)fenoles, los metabotipos y la microbiota intestinal asociada. Esto podria ser
relevante para definir nuevas estrategias para explicar y/o mejorar el efecto de estos
compuestos fendlicos en la salud humana, como metabotipar a los individuos segun sus
clusteres de metabotipos (MCs), personalizar a la carta estos metabotipos y mejorar la
biodisponibilidad y transporte en el organismo de (poli)fenoles y sus metabolitos

mediante el uso de exosomas.
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