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Los elagitaninos (ETs) son polifenoles que se encuentran en granadas, fresas, frambuesas, moras, nueces. Las bacterias intestinales del género Gordonibacter los transforman in vitro hasta urolitinas
gue son los metabolitos que se absorben y tienen efectos en la salud humana. La capacidad de producir urolitinas es muy variable entre individuos y la concentracion fecal de Gordonibacter se ha
correlacionado con la produccion in vivo de urolitina A. Aquellos individuos bajos o nulos productores de urolitinas no se benefician de muchos de los efectos asociados al consumo de ETs. El
consumo o no de alimentos vegetales podria ser un factor determinante para dicha variabilidad pero no sabemos si es |a Unica causa. En este trabajo, se han seleccionado como modelos de estudio
distintos animales vertebrados herbivoros y omnivoros a lo largo de la escala filogenética gracias a la colaboracion con el parque de naturaleza y animales Terra Natura. Se ha identificado |la capacidad
o no de producir urolitinas en las distintas especies animales y se ha valorado el papel de Gordonibacter en ese proceso de adaptacion mediante técnicas metaboldmicas y moleculares.

OBJETIVOS METODOS

Establecer una asociacion entre la produccion o no de urolitinas y su microbiota intestinal en - Extraccion de ADN: Se toman alicuotas de 200 pL de heces previamente diluidas (1/10) en

distintos animales vertebrados herbivoros : agua ultrapura estéril y se procede a su extraccion con el PowerFecal™ DNA Isolation Kit,
-« Estudiar la microbiota intestinal de distintas especies animales escogidas segun su anatomia, (Mobio).

alimentacion, reproduccion y habitat. 2 PCR a tiempo real: Se realiza para amplificar el ADN de muestras fecales con el objetivo de
- Estudiar la capacidad de produccion de urolitinas en las distintas especies animales escogidas, cuantificar la cantidad de bacterias del gen. Gordonibacter presentes en cada una de ellas. Se

realizando estudios in vitro e in vivo. han usado cebadores especificos de la regién 16S del ARN ribosomico de Gordonibacter,

. Identificar las urolitinas producidas. 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
40 mL de ABB que contenia acido elagico, obteniendo una dilucion final de heces en los
matraces de 1/50 y una concentracion de acido eldgico 30 uM. Los cultivos se incubaron en el

MATERIALES 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.

2 Correlacionar la produccidon o no de urolitinas y la presencia de Gordonibacter.

2 Reactivos:
. Reactivos de extraccion de ADN (Kit extraccion del ADN)
. Medios de cultivo microbiologicos (Agua de peptona, Nutrient Broth, Anaerobe basal Broth,
Agar bacteriological)

2 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.

. Reactivos y accesorios para extraccidon de urolitinas (Acetato de etilo, Acido férmico, Filtros) - Analisis mediante HPLC-UV-MS: Las muestras extraidas se analizaron mediante cromatografia

. Reactivos y patrones para HPLC (Metanol, Acido férmico, Acetonitrilo, Acido eldgico) liquida de alta presion acoplada a detectores UV-VIS y espectrometro de masas (Single-Quad)
- Equipos: Cabina de flujo, Homogeneizador de paletas, Mezclador de vdrtice, Centrifugadora, para la deteccion y cuantificacion de urolitinas.

Espectrofotometro, RT-PCR, Cabina de anaerobios, HPLC (UV-VIS), Espectrometro de Masas - Analisis estadistico y modelizacion de los datos: Una vez obtenidos los resultados del

(Single Quadropole), Balanza digital, Diluidor automatico. presente estudio, se procedid a su representacion en graficas y tablas de Excel.

- Heces de animales

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion bacteriana Enterotipos bacterianos Produccion in vitro de urolitinas
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En el presente estudio, s6lo a partir de heces de hipopdtamo,
Ninguna de las tres razas de perros (Bernés de Montana, Cocker Spaniel Inglés, mestizo) que consumieron nueces ha producido urolitinas. Por | colobo, anatidas y avestruz se produjeron urolitinas. Por tanto,

tanto, la domesticacidn de esta subespecie del lobo han sido suficientes para cambiar el metabolismo hacia la produccidn de urolitinas. La/ | algunas aves herbivoras producen urolitinas y otras no (anatidas y
concentracion de Gordonibacter estaba por debajo del limite de deteccion. avestruz frente al loro)

CONCLUSIONES

- Los resultados obtenidos indican que la capacidad de producir urolitinas no es exclusiva de los mamiferos, también las aves y reptiles pueden producirlas. Sin embargo existe variabilidad entre especies.

- La capacidad de producir urolitinas podria ser el resultado de una adaptacion evolutiva a la alimentacion rica en vegetales. Sin embargo, la produccion de urolitinas es muy variable entre especies herbivoras.
Por tanto, otros factores distintos de la alimentacion estan también influyendo en esta adaptacion.

- Gordonibacter esta presente tanto en animales que estan o han estado expuestos a elagitaninos en la evolucidon y en otros que no. Sin embargo, la co-evolucidon del género Gordonibacter en cada uno de sus
hospedadores necesita procesos de adaptacion diversos.

2 Asi, en animales herbivoros u omnivoros potencialmente expuestos al consumo de elagitaninos, las especies de Gordonibacter podrian haber adquirido la capacidad de producir urolitinas.
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