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CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Las investigaciones mas recientes indican que la flora intestinal, también [lamada microbiota intestinal, es clave en la prevencion o susceptibilidad a padecer diversas enfermedades como el cancer, el
sindrome metabodlico, o enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. Algunas bacterias del intestino son capaces de transformar los polifenoles de |la dieta en compuestos beneficiosos para la
salud y con actividad en la prevencion de enfermedades. Este es el caso de una bacteria aislada del intestino humano perteneciente al género Gordonibacter que es capaz de transformar elagitaninos
(ETs) presentes en la granada, nueces, castainas, fresas, frambuesas, entre otros alimentos saludables, hasta urolitinas con actividad antiinflamatoria y anti-cancer. Sin embargo, no sabemos si dicha
transformacion ocurre en todos los animales a lo largo de |la escala filogenética o si es un proceso adaptativo consecuencia de la alimentacion u otros factores.

En colaboracion con el parque de naturaleza y animales Terra Natura, se han seleccionado reptiles, aves, mamiferos, entre otros, y se han clasificado en funcion de su alimentacidon, anatomia, tipo de
reproduccion y habitat. Mediante técnicas microbioldgicas, cromatograficas y moleculares se ha identificado su capacidad o no de producir urolitinas y se ha valorado el papel de Gordonibacter en ese
proceso de adaptacion. Con ello, se investiga |la existencia de posibles vinculos entre la evolucion del ser humano y otras especies animales a través del estudio del metabolismo de los ETs y la flora

intestinal.

OBIJETIVOS

- Estudiar la presencia y abundancia de bacterias del género Gordonibacter en el intestino de
distintas especies animales escogidas segun su anatomia, alimentacion, reproduccion y habitat.

2 Estudiar la capacidad de producir urolitinas en las distintas especies animales seleccionadas
realizando estudios in vivo e in vitro.

- ldentificar las urolitinas producidas y sus rutas metabdlicas.

- Valorar la implicacion o no de Gordonibacter en la produccion de urolitinas en las distintas
especies animales estudiadas.

METODOS

2 Extraccion de ADN: Se toman alicuotas de 200 pL de heces previamente diluidas (1/10) en agua
ultrapura estéril y se procede a su extraccion con el PowerFecal™ DNA Isolation Kit.

2 PCR a tiempo real: Se realiza para amplificar el ADN de muestras fecales con el objetivo de
cuantificar la cantidad de bacterias del gen. Gordonibacter presentes en cada una de ellas. Se
han usado cebadores especificos de la region 16S del ARN ribosomico de Gordonibacter,
amplificando solo los correspondientes fragmentos de dicha region.

- Cultivos fecales: 10 mL del homogeneizado de heces en NB en dilucién 1/10 se afladieron a 50

mL de ABB que contenia acido elagico, obteniendo una dilucion final de heces en los matraces de
1/60 y una concentracion de acido eldgico 25 uM. Los cultivos se incubaron en el interior de la
cabina de anaerobios durante 7 dias a 37 2C. En las sucesivas incubaciones se incremento la
dilucion final de heces hasta 1/1000 y una concentracion de acido elagico de 30 pM.

MATERIALES

- Reactivos:
. Reactivos de extraccion de ADN (Kit extraccion del ADN)
. Medios de cultivo microbioldogicos (Agua de peptona, Nutrient Broth, Anaerobe basal Broth,
Agar bacteriological)
. Reactivos y accesorios para extraccidn de urolitinas (Acetato de etilo, Acido férmico, Filtros)
. Reactivos y patrones para HPLC (Metanol, Acido férmico, Acetonitrilo, Acido elagico)

2 Equipos: Cabina de flujo, Homogeneizador de paletas, Mezclador de vortice, Centrifugadora,
Espectrofotometro, RT-PCR, Cabina de anaerobios, HPLC (UV-VIS), Espectrometro de Masas
(Single Quadropole), Balanza digital, Diluidor automatico.

- Heces de animales

o Extraccion y purificacion de metabolitos para analisis mediante HPLC: A partir de muestras de
heces y de los cultivos fecales, se procedid a la extraccion y a la purificacion de los metabolitos
para su posterior analisis mediante HPLC.

- Analisis mediante HPLC-UV-MS: Las muestras extraidas se analizaron mediante cromatografia
liquida de alta presion acoplada a detectores UV-VIS y espectrometro de masas (Single-Quad)
para la deteccion y cuantificacion de urolitinas.

2 Analisis estadistico y modelizacion de los datos: Una vez obtenidos los resultados del presente
estudio, se procedio a su representacion en graficas y tablas de Excel.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Comparativa de la concentracion de Gordonibacter en heces de distintos animales
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CONCLUSIONES

2 Los resultados obtenidos indican que la capacidad de producir urolitinas de distintos animales dentro de la escala filogenética podria ser el
resultado de una adaptacion evolutiva a la alimentacion. Es decir, se producen urolitinas en los seres vivos como mecanismo para adaptarse a
un patron alimentario donde los ETs estan presentes (herbivoros y omnivoros). Otros factores podrian estar influyendo en esta adaptacion,
asi por ejemplo, las aves aunque no sean carnivoras, no produjeron urolitinas.

Concentracion (LM) de urolitinas y acido elagico en los cultivos fecales
segun la especie de |Iémur

El Iémur, por su gran capacidad para producir
diversas urolitinas de la ruta metabdlica, tiene un
gran potencial como modelo para llevar a cabo
investigaciones sobre el metabolismo de los
elagitaninos, la microbiota implicada vy su
repercusion en procesos de salud y enfermedad.
Actualmente, se usa como modelo para estudios
sobre envejecimiento.

o Gordonibacter estuvo presente en todos los animales que producian urolitinas asi como en aquellos que estan o han estado expuestos a ETs
en la evolucion pero también en otros que no (carnivoros). Sin embargo, la co-evolucion del género Gordonibacter en cada uno de sus
hospedadores necesita procesos de adaptacion diversos. Asi en animales herbivoros u omnivoros potencialmente expuestos al consumo de
ETs, las especies de Gordonibacter podrian haber adquirido la capacidad de producir urolitinas.
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