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1. LISTA DE ABREVIATURAS

3 OHPPA Acido 3- hidroxifenilpropiénico
3- PPA Acio 3-fenilpropiénico
3,4 diOHPAA Acido 3,4- dihidroxifenilacético
3,4-EA 3,4- dihidroxifeniletanol unido al 4cido
elenoico
3,4-EDA 3,4- dihidroxifeniletanol unido a la forma
dialdehidica del acido elenoico.
4-HEA-EA 4- hidroxietanol unido al acido elenoico
AOV Aceite de oliva virgen
CA Acido cafeico
EA Acido elenoico
FA Acido ferdlico
GA Acido galico
HVA Acido homovainillinico
m- OHPAA Acido meta-hidroxifenilacético
o- CMA Acido orto-cumarico
o- OHPAA Acido oorto-hidroxifenilacético
OHPPA Acido hidroxifenilpropiénico
OHT Hidroxitirosol
OHT-ac Hidroxitirosol acetato
oL Oleuropeina
PAA Acido fenilacético
PCA Acido protocatecuico
p- CMA Acido para-cumdrico
p- OHBA Acido para-hidroxibenzoico
p-OHPAA Acido para-hidroxifenilacético
p-OHPPA Acido para-hidroxifeilpropiénico
TYR Tirosol

UPLC-ESI-MS/MS

Cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectometria de masas en
tdndem




2. RESUMEN

Antecedentes: la fermentacién coldnica in vitro ha sido ampliamente utilizada para identificar
los compuestos fendlicos procedentes del metabolismo microbiano. A pesar de que este
modelo no reproduce idénticamente las condiciones in vivo del colon, proporciona valiosa
informacién sobre el comportamiento de los compuestos para asi facilitar su posterior
aplicacion en estudios in vivo. La identificacidn y cuantificacidén de los metabolitos microbianos
producidos en el intestino grueso son de gran importancia en el contexto de la
biodisponibilidad y de los efectos potencialmente beneficiosos de estos compuestos

procedentes de la dieta

Objetivo: el propdsito de este estudio fue esclarecer la posible ruta metabdlica de los
compuestos fendlicos del aceite de oliva tirosol (TYR), hidroxitirosol (OHT), hidroxitirosol
acetato (OHT-ac) y oleuropeina (OL) en el colon, siguiendo un modelo de fermentacion

colénica in vitro.

Disefio: los compuestos fendlicos TYR, OHT, OHT-ac y OL fueron sometidos a una
fermentacién coldnica in vitro utilizando muestras fecales de tres voluntarios sanos. La
formacidn de metabdlica tanto cualitativa como cuantitativa fue monitorizada en los tiempos

0,2,6,12,24y48h de incubacion.

Resultados: TYR e OHT presentaron el mayor indice de degradacién en las primeras 6 h de
fermentacién y una aparente estabilidad hasta el fin del proceso de incubacién. OHT-ac y OL
fueron rapidamente degradados. OTH-ac produjo OHT como principal metabolito resultado de
la hidrélisis de la molécula en el medio de fermentacién. OL fue practicamente degradada
después de 12 h de incubacién y dio como principal producto de su catdlisis OHT, OHT-ac,
acido elenoico (EA) y 3,4-dihidroxifeniletanol unido al acido elenoico (3,4-EA). Las posibles
rutas metabdlicas de la degradacién de los compuestos fendlicos han sido propuestas a partir

de los analisis realizados.

Conclusion: la concentracion de TYR e OHT permanecen estables tras sufrir una parcial
degradacion durante las primeras horas de incubaciéon. OHT-ac y OL liberaron OHT como
principal producto de degradacion microbiana durante las primeras horas de incubacion. La
presencia de OHT y otros metabolitos coldnicos en heces podria jugar un importante papel en

la prevencion local de enfermedades del colon.



3. INTRODUCCION

3.1Dieta Mediterranea

En el ano 2010, el Comité Intergubernamental de la UNESCO para la Salvaguardia del
Patrimonio Cultural Inmaterial, en la reunidn que se celebré en Nairobi (Kenia), acordé incluir
la Dieta Mediterranea (DM) en la Lista Representativa del Patrimonio Cultural Inmaterial de la
Humanidad. Esta dieta, reconocida como un inmenso patrimonio cultural, milenario, evolutivo
y dindmico, se encuentra amenazada por el avance casi irrefrenable de otros patrones
dietéticos, sobre todo occidentales, que paulatinamente se van instaurando en la actual
sociedad Mediterranea. Justamente, dicho reconocimiento internacional pretende proteger el
inmenso valor inmaterial de la DM. La candidatura fue elaborada y presentada conjuntamente
por los gobiernos de Grecia, Italia, Marruecos y Espafia, y fue coordinada a nivel técnico por la

Fundacion Dieta Mediterranea [1].

Se trata de un patrén alimentario caracteristico de los territorios pertenecientes a la
cuenca del Mediterraneo. Esta dieta se caracteriza por un elevado consumo de alimentos de
origen vegetal como frutas, verduras, hortalizas, cereales y derivados, legumbres y frutos
secos; por un consumo moderado de pescado, marisco, carne de ave, productos lacteos y
huevos; y un consumo bajo de carnes rojas y alimentos procesados. Cabe destacar el uso del
aceite de oliva como principal fuente de grasa y el consumo de vino durante las comidas
(opcional). Dentro de este patron alimentario también tiene lugar la utilizacién de hierbas
aromaticas para enriquecer los platos, como son el laurel, el perejil, el tomillo o la albahaca [2].
La combinacién de todos estos alimentos proporciona de forma equilibrada los nutrientes

necesarios para el organismo.

Durante las Ultimas décadas varias investigaciones cientificas han revelado que la DM
podria ser responsable de ciertos efectos beneficiosos sobre la salud. De manera general, la
adhesién a esta dieta estaria asociada a un efecto protector sobre la aparicién de diferentes
enfermedades crdnicas degenerativas asi como también a una mejor calidad de vida y

envejecimiento.

Mads concretamente, la principal vinculacion de este patron dietético es sobre la
incidencia de enfermedades cardiovasculares, ya que existen numerosos estudios que ponen
de manifiesto la proteccién que ejerce sobre la aparicidén de este tipo de patologias [3,4]. Aun
asi, en los ultimos afos se ha observado un creciente interés por parte de la comunidad

cientifica en ampliar el conocimiento sobre los posibles agentes responsables de los efectos



beneficiosos llegandose a centrar en una asociacidn inversa entre la adherencia a la DM vy la

aparicion de diversos tipos de cancer, como seria el de colon [5,6].
3.2 Aceite de oliva virgen

Uno de los pilares fundamentales de la DM es el consumo de aceite de oliva como
principal fuente de grasa. El aceite de oliva virgen (AOV) es el producto que se obtiene de la
aceituna mediante un método de prensado en frio, sin empleo de productos quimicos ni
elevadas temperaturas gracias a lo cual se consiguen conservar muchos compuestos
bioactivos que no se encuentran, o estan presentes en muy bajas cantidades, en los aceites

refinados de oliva u otros productos oleaginosos.

Dentro de su composicidn quimica, este alimento estd constituido por dos fracciones,
la saponificable o glicérida y la insaponificable o no glicérida. La primera de ellas contiene la
mayoria de los acidos grasos con un gran porcentaje de acidos grasos monoinsaturados, como
el acido oleico. Es la fraccién no saponificable la que incluye componentes minoritarios como

esteroles, pigmentos, compuestos fendlicos y volatiles [7].

El consumo del AOV podria estar detras de algunos de los efectos positivos que se
atribuyen a la DM. Se ha podido comprobar, mediante estudios nutricionales vy
epidemioldgicos, que su ingesta estaria relacionada con algunos beneficios bioldgicos a nivel

de estrés oxidativo, a nivel lipidico y antinflamatorio entre otros [8,9].

La explicacién de tales beneficios recae en la presencia de los componentes
minoritarios anteriormente mencionados. No sdélo el contenido en a&acidos grasos
monoinsaturados seria el responsable de los efectos positivos sino que también los
compuestos fendlicos jugarian un papel fundamental, dando lugar a un efecto sinérgico. Esta
fraccion minoritaria esta representada por diversos compuestos de naturaleza fendlica en la
gue se han descrito alrededor de 36 sustancias diferentes. Factores ambientales (clima, suelo,
variedad y grado de madurez del fruto, etc.) y tecnoldgicos (conservacién, tecnologia de
procesado, etc.) son los responsables de la variacion cuantitativa de dichos compuestos en el

AOV [9].
En el AOV, la fraccion fendlica se puede clasificar en fenoles simples y complejos:

e Fenoles simples
o Alcoholes fendlicos: TYR (Figura 1), OHT (Figura 2), OHT-ac (Figura 3).

o Flavonoides: apigenina y luteolina



o Otros: acido homovainillinico (HMV), p-cumarico,

e Complejos
o Secoiridoides: OL (Figura 4) (OHT + EA + glucosa) y ligstrésido (TYR + EA +
glucosa) y sus agliconas: OL aglicona (3,4-EDA y 3,4-EA) vy ligstrdsido aglicona
(4-HEA- EA).

o Ligananos (pinoresinol y acetoxipinoresinol)

HO
HO OH HO OH
Figura 1. Estructura molecular del TYR. Figura 2. Estructura molecular del OHT.
HO
O
HO OT/
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Figura 3. Estructura molecular del OHT-ac.

HO

HO

~
Glucose
Figura 4. Estructura molecular de la OL.



3.3 Absorcidon, metabolismo y excrecion de los compuestos fendlicos

del aceite de oliva

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se encuentran
ampliamente distribuidos en el reino vegetal y comprenden aproximadamente unos 8000
compuestos diferentes. Todos ellos poseen una estructura comun: un anillo aromatico que
contiene al menos un grupo hidroxilo. Normalmente no se encuentran libres si no que pueden
estar conjugados con acidos orgdnicos y azUcares unidos al grupo hidroxilo. Se clasifican en dos

grandes grupos: flavonoides y no flavonoides [10].

En el caso del aceite de oliva los polifenoles mas abundantes: TYR, OHT, OHT-ac y OL
aglicona pertenecen al grupo de no flavonoides. Estos se caracterizan por tener propiedades
antioxidantes, antinflamatorias, anticancerigenas y antimicrobianas entre otras (Figura 5) [7,9,

11].

La ingesta de aceite de oliva en los paises Mediterraneos se calcula en torno a los 30-
50g/dia. La concentracion de fenoles en el AOV, como bien se ha comentado en el apartado
anterior, varia en funcién de varios factores pudiendo oscilar entre 80-800mg de polifenoles
por kg de aceite. Si tenemos en cuenta una concentraciéon media de 500mg/kg, el consumo
diario de polifenoles aportados por el aceite de oliva seria aproximadamente entre 15-

25mg/dia [12].

Actividad antioxidante total en plasma
GSH /I\
Oxidacidn grasas
ROS
GSSG

Oxidacién de células sanguineas, renales e
intestinales

Antioxidante

Eschericia coli

) Helicobacter pylori
Compuestos fendlicos del

N N Bacteroides sp
aceite de oliva Antimicrobiana

Salmonella enterica

Candida albicans

Caspasa-3
P53 (Ser15) /I\
NFkB
TNF a
IL—1p
COX

Antiinflamatoria

Figura 5. Propiedades de los compuestos fendlicos del aceite de oliva (adaptado de Cicerale et al. [11])



Las propiedades bioactivas de los polifenoles del aceite de oliva y su capacidad de
llevar a cabo acciones bioldgicas en el organismo dependen de su biodisponibilidad que se
conoce mediante el estudio de los mecanismos de absorcién, distribucién y metabolismo de

dichos compuestos.

Una vez que los compuestos fendlicos son ingeridos llegan al estémago donde el pH
acido (aprox. 2) puede afectar su estabilidad y, por lo tanto, modificar su accidn bioldgica.
Dependiendo del tipo de compuesto el ambiente acido del estdmago puede afectar mas o
menos a la estabilidad de la molécula. En el caso del TYR e OHT la modificacion a nivel gastrico
es minima, exceptuando el OHT-ac, el cual es hidrolizado ligeramente dando lugar a OHT libre
[13,14]. En el caso de los secoiridoides existen diferencias segun se trate de la forma aglicona o
glucosidica. Las condiciones dacidas del estémago podrian afectar la integridad de Ia
oleuropeina aglicona, pese a ello, los resultados obtenidos de estudios in vitro difieren segun
los autores. Mientras que unos concluyen que la OL aglicona no sufre modificaciones en el
ambiente gastrico [14] otros, sin embargo, ponen de manifiesto que se produce una
degradacion en funcidn del tiempo de permanencia, contribuyendo a un aumento del OHT
libre [15,16]. Con respecto a la estabilidad gastrica de la OL, los resultados también son
contradictorios. En un estudio in vitro se ha observado que la OL se mantiene estable en una
solucion a pH2 [16]. Sin embargo, en otro experimento, la OL se degradd parcialmente al
mismo pH pero permanecié estable a pH entre 3y 6.5 [17]. Los autores de este ultimo estudio
sugieren que la hidrdlisis de la OL se ve condicionada por la ingesta de otros alimentos. El pH
del estémago llega a 3 en presencia de alimentos mientras que se mantiene en 2 cuando la OL

se ingiere en ayunas (por ejemplo, cuando se consume como suplemento dietético).

El grado de hidrélisis que las formas conjugadas OL, ligstrésido y sus agliconas sufren a
nivel géstrico puede condicionar la presencia de compuestos simples en el intestino delgado
gue es, justamente, el lugar donde se produce, en mayor medida, el proceso de absorcion de
la gran mayoria de los nutrientes. El TYR e OHT son absorbidos de forma rdpida en funcion de
la dosis, es decir, a mayor concentracién de estos compuestos en el lumen, mayor absorciéon
[18]. El OHT-ac ha sido detectado en orina, lo que demuestra que puede ser absorbido sin
previa modificacion [19]. La OL y su forma aglicona también pueden atravesar la barrera
intestinal sin sufrir modificaciones pero en menor medida que los alcoholes fendlicos antes
mencionados [15]. Varios autores coinciden en el hecho de que el mayor aprovechamiento de
las formas complejas OL y su aglicona se debe a liberacion de OHT en el lumen o bien dentro

de los enterocitos como consecuencia de una previa hidrdlisis de la molécula.



Tras la absorcidn, estos compuestos sufren metabolismo de fase Il en el interior de los
enterocitos y en el higado, donde se llevan a cabo reacciones enzimaticas de metilacién,
glucuronizacion y/o sulfatacidon. Desde el higado son transportados, a través del torrente
sanguineo, a diversos 6rganos y/o tejidos [10]. A este nivel es donde podrian ejercer su efecto
protector antes de ser excretados por via urinaria. Parte de los metabolitos formados en

higado vuelven al lumen intestinal por recirculacion enterohepatica.

Aungue se ha descrito al intestino delgado (yeyuno e ileo) como la principal via de
entrada de la mayoria de los compuestos fendlicos no hay que descartar la presencia de parte
de ellos en el colon donde pueden desarrollarse procesos de fermentacidn por accion de la
microbiota local dando lugar a metabolitos de bajo peso molecular, sobre todo acidos

fendlicos [10].

Higado Estomago

* Destino de los compuestos * Estabilidad de OHT y TYR [13, 14]

fendlicos y sus metabolitos

S - ) * Estabilidad pero con una degradacion
sintetizados en el intestino

marginal liberando OHT al medio:

« Reacciones de fase Il [10] OHTTa‘c, Qerivados agliconas de

secoiridoides [13, 14]

* Distribucion a tejidos , ,

* Degradacion de OL en funcion del
tiempo liberando OHT al medio

[15,16]

* Cierta fraccion se incluye como
componente de la bilis

* Eliminacion a través de la orina

Intestino delgado
Colon

Absorcion dependiente de la
concentracion mediante difusion simple
OHT y TYR [16]

» Compuestos dietéticos no
absorbidos

*» Sales biliares Absorcion de secoiridoides [18]

Absorcién limitada de OL (previa
desglucosidacion o absorcidn de la
molécula integra)

* Presencia de microorganismos
que llevan a cabo reacciones
de fase |

* En el interior del enterocito se llevan a
cabo reacciones de fase Il (metilacion,
glucuronidacion, sufatacién) [10]

* Transformacion de
compuestos fendlicos dando
como principal metabolito
acidos fendlicos

Hidrolisis de moléculas conjugadas

* Absorcion de compuestos a
través de colonocitos

Figura 6. Esquema de la ruta de los compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva en el
organismo.



3.4 Microbiota coldnica

La poblacién microbiana localizada en el intestino humano es una compleja comunidad
de aproximadamente un trillén de células bacterianas y arqueanas, las cuales estan
distribuidas en mas de 1000 especies, en su mayoria anaerobias. Esta comunidad estd
compuesta principalmente por cinco filos bacterianos: Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobioa y una Archaea: Euriachaeota. De entre
todos los grupos bacterianos, un 90% pertenecen a las especies Firmicutes y Bacteroidetes

[20].

La funcién inmunoldgica, nutricional y el desarrollo del organismo estan relacionados
con la poblacion bacteriana coldnica, pudiéndose considerar esta microflora intestinal como
un drgano capaz de realizar numerosas conversiones bioquimicas debido a su versatilidad
metabdlica [20,21]. Estos microorganismos obtienen energia a partir de la fermentacidn de los
componentes dietéticos que no han sido absorbidos en la parte superior del tracto digestivo.
Como resultado de la fermentacion coldnica se obtienen compuestos de distinta naturaleza,
tanto beneficiosos como perjudiciales para el organismo hospedador (huésped). Dentro de la
gran diversidad microbiana hay bacterias perjudiciales y beneficiosas. Las primeras estan
asociadas al desarrollo de enfermedades y/o sintesis de sustancias nocivas mientras que las
segundas ejercen su funcidn protectora como resultado de la sintesis de compuestos
bioactivos y/o limitando el crecimiento de bacterias perjudiciales. La estrategia, claro estd, estd

en promover el crecimiento de estas ultimas.

Numerosos factores contribuyen a la diversidad microbiana del colon; factores propios
de la persona como las secreciones gastricas o la bilis, el peristaltismo y el tiempo de transito
intestinal y/o el genotipo junto con factores ambientales, sobre todo dietéticos, como los
componentes de la dieta, la ingestion de probidticos y prebidticos, la estructura y viscosidad

de la comida y/o la presencia de téxicos [22].

En esta seccion del tubo digestivo, los compuestos fendlicos asi como los
intermediarios o los productos finales pueden directa, o indirectamente causar estrés o
estimulacion sobre determinados microorganismos; también la conversidon microbiana de los
compuestos fendlicos puede afectar vias coldnicas o procesos de generacion de acidos grasos

de cadena corta o disposicion de hidrégeno [21].



3.5 Fermentacion coldnica in vitro

Una de las estrategias mas empleadas para el estudio de la actividad microbiana a
nivel del colon es la experimentacion con modelos de fermentacion coldnica in vitro. Los
modelos de fermentacion in vitro poseen caracteristicas que le proporcionan ventajas frente a
los modelos in vivo. La mayor de sus ventajas recae en la capacidad experimental
practicamente ilimitada puesto que esta desvinculada a factores éticos. La versatilidad del
disefio experimental también es mayor en este tipo de investigaciones junto con un ahorro de
tiempo y un menor coste econémico. Por Ultimo, este tipo de modelos permiten la utilizacién

de material biolégico humano y evitan interferencias en la respuesta del organismo.

Sin embargo, no todo son ventajas, los resultados de los modelos in vitro, en
ocasiones, suelen ser dificiles de interpretar y de ser extrapolados a la poblacién. No
sustituyen del todo a los ensayos in vivo y por lo tanto es necesario combinar ambos modelos,

en la medida de lo posible, para obtener resultados mas validos.
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4 HIPOTESIS

Los compuestos fendlicos estan relacionados con numerosos beneficios sobre la salud,
pero poca es la informacién disponible acerca de cuales son los mecanismos concretos de

actuacion.

En los ultimos anos se ha observado un creciente interés por conocer el
comportamiento de sustancias bioactivas (antocianidinas, flavanoides, estilvenos, lignanos,
isoflavonas, etc.) a nivel del colon, pero una pequefia parte de estas se ha decantado por la
investigacion de los polifenoles del aceite de oliva. Por otro lado, el creciente interés sobre las
transformaciones que se llevan a cabo en el organismo, en el tracto gastrointestinal

concretamente, pone de manifiesto la necesidad de mas investigaciones en ese campo.

En este trabajo se plantea la hipdtesis de que a nivel del tracto digestivo inferior, en el
colon, los compuestos fendlicos resultantes de la ingestidén del aceite de oliva como el TYR,
OHT, OHT-ac y OL que no han sido metabolizados en la seccidén proximal del tracto digestivo
y/o excretados, son sometidos a la accién de la microflora colénica bajo un proceso de
fermentacién, dando lugar a diversos compuestos derivados que son el resultado de diferentes
reacciones de transformacion. Estos compuestos resultantes pueden ser sustancias
parcialmente bioactivas con efectos beneficiosos bien a nivel local, ayudando a la prevencion
de enfermedades intestinales o bien, previa absorcidn, pueden ejercer su efecto en otros
tejidos y drganos. Ademas, en la actualidad, existe evidencia de que los colonocitos tienen la
capacidad de absorber estos compuestos derivados de la fermentacion, puesto que han sido

detectados en orina.

Por lo tanto, mediante el desarrollo de un experimento de fermentacién coldnica in
vitro, el cual busca conocer la ruta metabdlica que los compuestos fendlicos del aceite de oliva
sufren a nivel del colon, se pretende identificar los posibles compuestos bioactivos. Esta
identificacion puede contribuir a la creacién de nuevas vias de investigaciéon para conseguir
resultados concluyentes acerca de la accion de dichos compuestos, pero para ello es necesario

Ilevar a cabo este estudio previo.

11



5 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

El objetivo general de esta investigacion es conocer la ruta metabdlica de los
compuestos fendlicos del aceite de oliva en el colon mediante un sistema de fermentacién

coldnica in vitro.

El objetivo especifico es motivar la realizacion de mas investigaciones en relacién con
este tema para asi poder ampliar la informacidn disponible sobre las modificaciones que

sufren en el colon los compuestos fendlicos.

12



6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseno del estudio

El estudio persigue analizar los metabolitos generados a partir de la fermentacion in
vitro de compuestos fendlicos del aceite de oliva empleando muestras de heces humanas
procedentes de 3 individuos sanos (H1, H2 y H3) como indculo para poder asi simular el
proceso que se lleva a cabo en el colon. Las fermentaciones se llevaron a cabo para cada
compuesto de forma individual, es decir, las heces de cada uno de los individuos participantes
en el estudio se sometieron a la fermentacién in vitro de un mismo compuesto de forma

simultanea.

El proceso de fermentacion de cada uno de los compuestos de interés se llevd a cabo
durante seis tiempos diferentes: 0, 2, 6, 12, 24 y 48 horas. Se realizaron tres réplicas por
tiempo e individuo. Las condiciones de la fermentacidon fueron las siguientes: se depositaron
en una camara de incubacion (orbitales) a 37°C con agitacion permanente (60rpm) y en
anaerobiosis, de tal forma que las condiciones de la fermentacién simularon el ambiente del

colon.

En el estudio participaron como voluntarios tres individuos sanos (un hombre y dos

mujeres) cuya dieta no sufrié restricciones a lo largo del periodo experimental.

A la hora de seleccionar los individuos se tuvo en cuenta los siguientes criterios de exclusion:
e Haber consumido antibidticos en los ultimos seis meses.
e Haber sufrido problemas gastrointestinales en los Ultimos seis meses.

Los individuos declararon no haber consumido antibidticos en los ultimos seis meses
previos al estudio y no haber sufrido de problemas gastrointestinales durante el mismo
periodo. Las heces frescas pertenecientes a cada individuo se homogenizaron mediante el
uso de una espatula, se alicuotaron (20g cada alicuota) y pasaron a ser congeladas a -802C

hasta el momento del inicio de la fermentacion.

13



6.2 Material

Disoluciones y reactivos:

e Para la solucién de elementos traza: 3680mg/| FeSO,4, 1159mg/l MnSO,, 440mg/|
ZnS0., 120mg/Il CoCl,, 98mg/l CuSO y 17.4mg/l Mo (NH,). Es preparada con agua
Milli-Q y puede ser mantenida en nevera a 42C hasta el momento de su empleo.

e Para la solucion tampdn carbonato-fosfato, contiene 9.240g/| NaHCO;, 3.542g/I
Na,HPO,, 0.470g/l NaCl, 0.45g/l KCI, 0.227g/l Na,SO, 0.055 g/l CaCl, (anhidro),
0.1g/l MgCl,y 0.4g/| Urea. Es preparada con agua Milli-Q.

e Compuestos a fermentar: los compuestos estandares TYR, OHT, OHT-ac y OL

fueron adquiridos de Extrasynthese (Genay, France).

e Para el tratamiento de las muestras y la preparacion para el andlisis: HCl 37%,

acetato de etilo, H,O/ACN/MeOH, H;PO, (85%), metanol.

6.3 Procedimiento

Este modelo de fermentacion coldnica in vitro se realizé siguiendo la metodologia

descrita por Durand et al. [23].

6.3.1 Preparacion del medio de cultivo, suspension fecal (5%) y
blancos.

El medio de cultivo a partir del cual se inocularon las heces y se llevd a cabo la
fermentacién de los estandares fendlicos se prepard anadiendo 10 ml de la solucidon de
elementos traza por litro de solucién carbonato - fosfato. Una vez hecha la mezcla y antes de
la fermentacidon, esta fue reducida en una camara de anaerobiosis durante dos dias a

temperatura ambiente y en ausencia de luz.

Para preparar la suspension fecal al 5%, se peso la cantidad de materia fecal adecuada
y se mezclé con la solucion anterior (medio de cultivo). A continuacidon se homogeneizé en el
Stomacher durante 60 segundos y se dejé reposar 30 minutos. Finalmente esta suspension se

distribuyd en tubos desechables de plastico, una cantidad de 10ml por tubo.

Para este experimento se necesitaron tres tipos de blancos cuya preparacion se explica

a continuacioén (Firgura 7):
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e Blanco con suspensién fecal sin compuesto: este blanco se prepara afadiendo 10ml de
la suspensidn fecal (heces + medio de cultivo) por tubo de fermentacién. No se afiadié
el compuesto a fermentar. De este blanco se prepard un tubo por cada tiempo de
fermentacion e individuo. Una vez analizado, este dato se restara al obtenido en las
muestras de los diferentes tiempos, para asi descontar la presencia de compuesto en
las heces.

e Blanco medio de cultivo con compuesto: de este blanco se prepararon tres replicas
qgue fueron fermentadas 24 horas. Dicho blanco consiste en 10ml de medio de cultivo
(sin adicién de heces) vy se adiciond la misma cantidad de compuesto a fermentar que
en las muestras. De esta manera se puede saber si hay una degradacién del
compuesto debida a la accidon del medio, es decir, si hay una degradacion quimica.

e Blanco con suspension fecal esterilizada con compuesto: este blanco se prepara
inactivando la microbiota mediante autoclavando a 120°C durante 30 minutos 40ml de
suspension fecal contenido en botellas de Pirex. Tras el proceso de esterilizacién el
contenido se alicuota en tubos de 10ml y se adiciona el compuesto a fermentar

(misma cantidad que en las muestras) y se fermenta durante 24 horas.

6.3.2 Preparacion de las muestras para la fermentacion.

Se alicuotaron en los tubos de cada tiempo y en los blancos 10ml de suspensién fecal y
se afiadid el compuesto a fermentar (5 umoles de compuesto/10ml, concentracién final
500uM), excepto en los tubos del blanco que no llevaban compuesto y se fermentaron en cada
tiempo. Los tubos fueron colocados en las campanas de anaerobiosis, para crear tal condicion
se emplearon bolsas generadoras de anaerobiosis. Para confirmar la ausencia de oxigeno se
emplearon tiras reactivas, las cuales cambian de color cuando el ambiente interno de la
campana estd en anaerobiosis.

Las campanas conteniendo las muestras se incubaron en agitadores orbitales a37 °C y
con una agitacion suave constante (60 rpm). Transcurrido el tiempo de fermentacién se
retiraron los tubos, se homogenizd su contenido y se recogid una alicuota de 500ul de cada
tubo, la cual fue traspasada a tubos Eppendorf para su almacenamiento a -802C hasta su

preparacion para su analisis por UPLC-ESI-MS/MS.
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6.3.3 Preparacion de la muestra para el analisis de los metabolitos
fendlicos mediante cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas en tandem (UPLC-ESI-

MS/MS)

Los tubos Eppendorf que contenian los 500ul de suspensiéon fecal sometida a
fermentacién fueron descongelados lentamente en hielo y el contenido se traspasd a un tubo
de plastico de mayor capacidad (10ml). A continuacion se agregaron 60ul de HCI 37% con el fin
de inactivar la microbiota coldnica y se anadieron 5ml de acetato de etilo. Los tubos se
agitaron durante 2 minutos y se centrifugaron a 9000rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente (21°C). Una vez finalizada la centrifugacion se recogid sobrenadante que
correspondia a la fraccidn de acetato de etilo y se deposité en un nuevo tubo. Este proceso de
extraccién con acetato de etilo se repitid de nuevo. Los sobrenadantes obtenidos de ambas
centrifugaciones se combinaron (aproximadamente 10ml) y se evaporaron bajo corriente de
nitrégeno a 30°C. El residuo seco resultante de la evaporacidn se reconstituyé con 500ul de
agua/acetilnitrilo/metanol (86:12:2) y se acidifico con 8ul de H3;PO,; (85%). Finalmente, el

extracto se filtré a través de jeringas con filtro 0.22um y fue transferido a viales para su

posterior analisis con UPLC-ESI-MS/MS (Figura 7).
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Figura 7. Esquema del procedimiento seguido para la preparacion de las muestras
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6.3.4 Analisis cromatografico

El andlisis de los estandares y sus metabolitos se realizé mediante sistema de
cromatografia liquida Waters Acquity Ultra-Performance™ (Waters, Milford MA, USA)
equipado con un sistema de bombas binario (Waters, Milford, MA, USA). La columna de
cromatografia fue una Acquity BEH C18 (100 mm x 2.1 mm i.d.) con un tamafio de particula de
1,7 um (Waters, Milford MA, USA). Se utilizé una fase movil binaria con una elucion en
gradiente. La fase movil A consintié en una mezcla de agua Milli-Q: acido acético (99,8:0,2 v/v)
mientras que la B fue 100% acetonitrilo. El gradiente de elucién fue: 0-2.10 min, 3% B; 2.10-7
min, 3-7% B; 7-25 min, 7-40% B 25-25.10 min, 40-100% B; 25.10-27.10 min, 100-3% B; 27.10-
30 min, 3% B isocratica. La velocidad de flujo fue 0,4 ml/min y el volumen de inyeccidn fue 2.5

.

La espectrometria de masas en tandem (MS/MS) se llevé a cabo con un detector triple
cuadrupolo (TQD) espectrémetro de masas (Walters, Milford MA, USA) equipado con una
interfase electrospray de tipo Z- spray. El analisis se llevé a cabo en modo negativo para los

compuestos fendlicos. Los datos se obtuvieron empleando software MassLynx v 4.1

La cuantificacion del catecol, dacido hidroxifenilacético (PAA), acido para-
hidroxifenilbenzoico (p-OHBA), acido 3-hidroxifenilpropidnico (3-PPA), 4acido para-
hidroxifenilpropidénico ( p-OHPA), acido meta- hidroxifenilacético (m-OHPAA),acido orto-
hidroxifenilacético (0-OHPAA),acido para-cumarico (p-CMA),acido orto- cumadrico (o-CMA),
acido protocatecuico (PCA), OHT, TYR, OHT-ac, OL, GA (acido galico), 4cido dihidroifenilacético
(di-OHPAA),acido para- hidroxifenilpropidnico (p-OHPPA), acido dihidroxifenilpropidnico (di-
OHPPA), acido cafeico (CA) y 4cido ferulico (FA) fueron cuantificados mediante la curva de
calibrado de sus respectivos estandares. HVA y EA fueron cuantificados utilizando la curva de

calibrado del CA mientras que 3,4-EA se cuantific6 empleando la recta de calibrado de la OL.

6.3.5 Analisis estadistico

Las muestras de TYR, OHT, OHT-ac y OL fueron analizadas en medios de cultivo
inoculados con muestras de heces de tres individuos sanos en tres experimentos por separado.
Cada muestra fue analizada por triplicado y los datos estan expresados como medias de las
tres réplicas. El valor representado en las tablas corresponde al valor de la media menos el
contenido del blanco. Los datos fueron analizados utilizando el programa informatico EXCEL

version 2007.
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7 RESULTADOS

Las muestras fueron analizadas mediante UPLC-ESI-MS/MS para poder asi detectar la
posible degradacién microbiana y produccién de metabolitos microbianos experimentada por
los compuestos fendlicos del aceite de oliva al entrar en contacto con la microbiota del colon,
mediante un modelo de fermentacion in vitro. La monitoriazion de la fermentacion se llevé a

cabo para cada compuesto de forma individual y en un intervalo de tiempo entre 0 y 48 horas.

Los resultados que se exponen a continuacién se presentan por cada muestra de heces
H1, H2 y H3 cuyos valores medios se obtuvieron calculando la media de las tres réplicas
realizadas y restandole el contenido de la muestra blanco (medio de cultivo con heces pero sin
adicién de compuesto). Cada uno de los graficos lineales recoge los datos del compuesto
fermentado y de los posibles metabolitos detectados en mayor proporcion (datos completos
ver Anexo). Las rutas metabdlicas propuestas (Fig. 8, 10, 12 y 14) se construyeron a partir de
los metabolitos detectados y considerados como posibles productos de degradacién de los
compuestos fendlicos a lo largo del proceso de fermentacidn teniendo en cuenta la posible

reaccion microbiana involucrada en dicha conversion.

7.1Fermentacion coldnica in vitro de TYR, OHT, OHT-acy OL.

e TYR

En la Figura 8 se observa que durante las primeras 6h de incubacién es cuando se
produce la mayor degradacién del TYR en H1 y H3, mientras que en H2 la desaparicion de TYR
del medio se extiende de forma menos abrupta hasta las 24h. A partir de las 12h, en H1 y H2
sigue habiendo una degradacién del compuesto pero de manera menos pronunciada. Pese a
esta degradacién a lo largo de las 48 horas de incubacidn, la concentracidn final es alta, lo que
muestra una resistencia a la degradacion microbiana. A lo largo de la fermentacién del TYR se
detectd que dos compuestos se encontraban en mayor concentracion en las muestras
experimentales que en sus respectivos blancos (sin adicion de TYR): OHT y p-OHPAA. la
generacién de p-OHPAA se produjo mediante oxidacién de la molécula de TYR (Figura 9)

mientras que no se pudo determinar la reaccién responsable de la generacién de OHT.

La concentracion de OHT fue constante a lo largo de todos los tiempos de
fermentacion en todas las muestras analizadas. Curiosamente, también se detectaron
cantidades similares en el blanco sin heces y con microbiota inactivada (autoclave) poniendo
de manifiesto que la presencia de OHT pudo ser producto de una reaccion ajena a la

microbiota.
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Con respecto a la aparicidon de p-OHPAA como consecuencia de la fermentacién de TYR
se observé un comportamiento diferente entre las tres muestras fermentadas. En H1 se hallé
una pequenia sefial a las 6h de incubacién (4,13 uM) en coincidencia con la mayor degradacion
de TYR para luego desaparecer a las 12h y llegar a su maxima concentracion a las 24h (20,57
uM) disminuyendo discretamente a las 48h. En el caso de H2, no se observé generacién de p-
OHPAA en las primeras 6h de incubacién, la mayor concentracion de dicho compuesto fue, al
igual que en el caso de H1, a las 24h (1,99 uM) para luego descender de forma mas marcada a
las 48h. En H3 la presencia de p-OHPAA fue casi inexistente hasta las 48h de fermentacién que

es cuando alcanza su maxima concentracién (14,39 uM).
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Figura 8. Conversion del TYR durante la fermentacidon coldnica in vitro. Los datos estan expresados como
medias en umol/L de suspension fecal que consiste en un 5% de materia fecal humana y el medio de
cultivo. Los valores medios fueron calculados restandole al valor promedio de las tres réplicas el valor
del control de cada sustancia respectivamente. Las curvas muestran solo aquellos metabolitos que
fueron detectados en la suspension fecal y que han sido considerados como potenciales biomarcadores
fecales de la ingesta de aceite de oliva: TYR, OHT y p-OHPAA. Las concentraciones de los componentes
representados por la linea continua se leen en el eje principal (izquierdo). Las concentraciones de los
componentes representados con linea punteada se leen en el eje secundario (derecha).
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Figura 9. Ruta metabdlica propuesta para el TYR a causa de la accién de la microflora coldnica
humana. Los metabolitos detectados esta en negro, los detectados en menor proporcion o no
detectados, en gris.

e OHT

Durante las 6 primeras horas de incubacidn es cuando se produce una mayor
degradacion del OHT tal y como muestra la Figura 10. A partir de las 6h la concentracion de

OHT en el medio permanece relativamente estable en todas las muestras.

PAA, p-OHPAA y 3,4-diOHPAA son los principales compuestos generados a lo largo del
tiempo de incubacién. El di-OHPAA se forma por oxidaciéon del OHT, a partir de la generacién
de este acido fendlico se observan tres rutas diferenciadas, dos parten de reacciones de
deshidroxilacién y una de descarboxilacion. Como resultado de una primera deshidroxilacién
del di-OHPAA se formaria el p- OHPAA, una segunda deshidroxilacion daria lugar al PAA (Figura
11).

A lo largo de los tiempos de fermentacion, la concentracién de 3,4-diOHPAA difiere
entre los tres individuos. En H1 la presencia de este compuesto desde el tiempo 0 hasta las
48h es practicamente nula. En H2, se observa un aumento de la concentracion, llegando a un
maximo de 2,19 uM a las 24h. Por ultimo, en H3 se observa una mayor concentracion a las 48h

(3,48 uM).

La concentracién de p-OHPAA va aumentando a medida que transcurren las horas de

incubacién. Dicho comportamiento es comun en H1 y H2, alcanzando una mayor
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concentracién a las 48h (6,16 uM y 3,80 uM). En el caso de H3 la mayor concentracién se

alcanza a las 24h (7,94 uM).

La generacién de PAA sigue un patrdn similar en los tres individuos. Entre las 12 y las
24h es cuando se observa un mayor aumento en la concentracion de este compuesto,

alcanzando concentraciones de 36,65 uM, 11,65 uM y 9,87 uM respectivamente a las 24h.

De manera conjunta, la generacién de metabolitos del OHT es similar en H1, H2 y H3.
En una primera fase que comprende desde Oh hasta las 12h la generacidn es menor, siendo en
una segunda fase, a partir de este punto cuando aumenta la generacién. Este hecho coincide
con el punto a partir del cual la concentracidn de OHT se estabiliza. En ninguno de los tres
casos hay una degradacion total del OHT y la aparicién paralela de metabolitos no se

corresponde con la cantidad de compuesto degradado.
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Figura 10. Conversiéon del OHT durante la fermentacidn coldnica in vitro. Los datos estan expresados
como medias en pmol/L de suspension fecal que consiste en un 5% de materia fecal humana y el medio
de cultivo. Los valores medios fueron calculados restandole al valor promedio de las tres réplicas el valor
del control de cada sustancia respectivamente. Las curvas muestran solo aquellos metabolitos que
fueron detectados en la suspension fecal y que han sido considerados como potenciales biomarcadores
fecales de la ingesta de aceite de oliva: OHT, PAA, p-OHPAA y 3,4 diOHPAA. Las concentraciones de los
componentes representados por la linea continua se leen en el eje principal (izquierdo). Las
concentraciones de los componentes representados con linea punteada se leen en el eje secundario
(derecha).
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Figura 11. Ruta metabdlica propuesta para el OHT a causa de la accidén de la microflora coldnica
humana. Los metabolitos detectados esta en negro, los detectados en menor proporcién o no
detectados, en gris.

e OHT-ac

En la Figura 12 se observa el comportamiento del OHT-ac a lo largo del proceso de
fermentacién. Resulta evidente la degradacidn practicamente total de dicha sustancia durante
las primeras 6 h de incubacién. Se identificaron 6 compuestos como posibles metabolitos
microbianos producto de la fermentacién in vitro del OHT-ac. Estos son OHT, 3-OHPPA, PAA, p-
OHPAA, 3,4-diOHPAA y OHPPA. Tres son las principales reacciones que se producen para dar
lugar a los derivados de este compuesto; una de ellas es la desmetilacion, a partir de la cual se
forma el di-OHPAA, otra es la hidrdlisis, la cual da lugar al OHT mientras que la tercera, que da

lugar a la generacion de OHPPA no se pudo determinar (Figura 13).

El principal metabolito generado como producto de la fermentacién del OHT-ac fue el
OHT, a pesar de las oscilaciones observadas a lo largo del tiempo de incubacién, hay una clara
tendencia al aumento de la concentracion en funcién del tiempo, sobre todo en las muestras

H1y H2.
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El PAA sdlo se detecta en H1 y H3 y ambas muestras presentan la mayor concentracion

en los tiempos finales de fermentacion, 50,07 uM a las 24 h en H1 y 45,28 uM a las 48h en H3.

El p-OHPAA no se detectd durante las primeras 24h alcanzando su concentracion

maxima a las 48h en H2 y H3 (10,67 uM y 16,12 uM).

Durante el tiempo comprendido entre las Ohy las 2h no hay presencia de OHPPA ni de
3-0OHPPA, a partir de las 24h hay un aumento en H1 y H3. En el caso de H2 en las primeras 2h
hay un aumento de la concentracién pero disminuye hasta llegar a no ser detectado, aunque a

las 48h vuelve a aumentar.
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Figura 12. Conversion del OHT-ac durante la fermentacion coldnica in vitro. Los datos estan expresados como
medias en pmol/L de suspension fecal que consiste en un 5% de materia fecal humana y el medio de cultivo.
Los valores medios fueron calculados restandole al valor promedio de las tres réplicas el valor del control de
cada sustancia respectivamente. Las curvas muestran solo aquellos metabolitos que fueron detectados en la
suspension fecal y que han sido considerados como potenciales biomarcadores fecales de la ingesta de
aceite de oliva: OHT- ac, OHT, 3,4di-OHPAA, p-OHPAA, PAA, 3-OHPPA, OHPPA. Las concentraciones de los
componentes representados por la linea continua se leen en el eje principal (izquierdo). Las concentraciones
de los componentes representados con linea punteada se leen en el eje secundario (derecha).
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Figura 13. Ruta metabdlica propuesta para el OHT-ac a causa de la accién de la microflora colénica
humana. Los metabolitos detectados esta en negro, los detectados en menor proporcién o no
detectados, en gris.

e OL

Tal y como se observa en la Figura 14, durante las primeras 12h de incubacién es
cuando hay una mayor disminucion de la concentracién de OL. A partir de ese punto, su
presencia desaparece casi por completo. Los metabolitos generados a causa de la accién de la
microbita colénica fueron cuatro, OHT, OHT-ac, EA y 3,4-EDA. La formacion de OHT e OHT-ac

es a través de una reaccion de hidrélisis de |la oleuropeina (Figura 15).

27



Mientras que en H1 la maxima concentracion detectada de OHT es a las 48h (36,71
uM), en H2 y H3 es en el tiempo 0 (36,84 uM y 23,65 uM). Sin embargo, a las 48h contintla

habiendo una concentracion similar a la inicial (29,08 uM y 21,81 uM).

El OHT- ac tanto en H1, H2 y H3 muestra una estabilidad a partir de las 6 h de

fermentacion.

La presencia de EA sélo se detecta durante las primeras 12 horas de incubacidn, a

partir de entonces, no se detecté en ninguna de las muestras.

La tendencia de 3,4 EDA a lo largo de las 48h de fermentacion es diferente en H1, H2 y
H3. De manera conjunta se observa que a partir de las 6h, no hay presencia de este

compuesto.

El compuesto que se forma en mayor proporcion es el OHT, al igual que ocurre en el

caso del OHT-ac.
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medias en pumol/L de suspensidn fecal que consiste en un 5% de materia fecal humana y el medio de
cultivo. Los valores medios fueron calculados restandole al valor promedio de las tres réplicas el valor del
control de cada sustancia respectivamente. Las curvas muestran solo aquellos metabolitos que fueron
detectados en la suspension fecal y que han sido considerados como potenciales biomarcadores fecales
de la ingesta de aceite de oliva: OL, OHT, OHT-ac, EA y 3,4 EDA. Las concentraciones de los componentes
representados por la linea continua se leen en el eje principal (izquierdo). Las concentraciones de los
componentes representados con linea punteada se leen en el eje secundario (derecha).
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8 DISCUSION

A pesar de que se han realizado numerosos estudios sobre el metabolismo colénico de
los compuestos fendlicos para conocer mas profundamente los fendmenos que pueden
desencadenar a nivel del intestino grueso, pocos han tenido en consideracidon los
pertenecientes al aceite de oliva. Fuentes dietéticas ricas en compuestos fendlicos como el té
(acido gdlico, catequina) [24], los frutos rojos (pelargonidina, cianidina), el chocolate negro
(epicatequina, catequina) o el café (acido ferdlico, acido coumaroilquinico) han sido objeto de

la identificacion de metabolitos derivados de la fermentacién coldnica in vitro [25].

En este estudio, se utilizd una concentracidn inicial de 500 uM de cada uno de los
compuestos para la fermentacion. Como se puede observar en las figuras 8, 10, 12 y 14, la
concentracién de los estandares en el tiempo 0 es inferior a la cantidad tedrica inicial siendo la
recuperacion media del TYR, OHT, OHT-ac y OL de un 73,68%, 59,64%, 39,45% y 12,47%
respectivamente. Una menor recuperacién de los estdndares puede deberse a la suma de
diferentes causas como: la unidn a sustancias presentes en la matriz fecal y/o adsorcién de las
células bacterianas y/o a la eficacia de extraccion del acetato de etilo utilizado para extraer los
compuestos fendlicos. La eficacia de extraccion del acetato de etilo de los compuestos
fendlicos en orina varia entre un 47 % y un 75 % para los fenoles simples y es de
aproximadamente 35 % [19] para la OL. Mientras que la recuperacion del TYR e OHT
concuerda con los valores antes mencionados, no ocurre lo mismo en el caso del OHT-ac e OL
cuyo porcentaje de recuperacion estuvo por debajo de los valores esperados lo cual pone de
manifiesto la existencia de otras causas independientes del solvente utilizado. La realizacién de
estudios con muestras biolégicas como las de orina y heces trae consigo dificultades a la hora
de analizarlas ya que existe la posibilidad de que los compuestos se unan a otras moléculas

presentes y aumente asi la retencion.

La generacion de los metabolitos a causa de la accién de la microflora coldnica revela
diferencias importantes entre los individuos. Dicha diferencia se podria atribuir principalmente
a la diversidad en la composicién de la microflora coldnica entre los individuos participantes
del estudio. Esto ultimo ha sido observado en estudios sobre el metabolismo colénico de
distintos compuestos fendlicos en los cuales se conté con diferentes donantes de heces y
pudieron observarse diferencias en el comportamiento de los perfiles de fermentacion entre

ellos [4, 26, 27].
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Aunque durante las primeras 6 h de fermentacidn hubo una degradacién de los fenoles
simples TYR e OHT, se observa una estabilidad de la concentracién partir de ese punto, lo cual
podria ser debido a un efecto antimicrobiano de tipo selectivo o bacteriostatico [28,29]. Aun
asi, segln los resultados, la estabilidad del TYR es mayor que la del OHT, lo cual podria deberse
a que el OHT es mas sensible a la degradacion debido a su estructura quimica, posee mas

grupos OH (uno de ellos en posicidn 3) lo cual aumenta su susceptibilidad microbiana [26].

No hay evidencia cientifica previa en la que se haya llevado a cabo una fermentacion
coldnica in vitro del TYR OHT y OHT-ac pero si que la hay para la OL. Corona et al. [4] llevaron a
cabo un estudio in vitro en humanos en el cual fermentaron OL, y cuyos resultados coinciden
en parte con los nuestros. OL sufrié una rapida degradacidn y dio lugar a la generacién de 3
metabolitos, uno de los cuales fue el OHT, los dos restantes no pudieron ser identificados. En
nuestro caso, ademds del OHT se detectaron 3 metabolitos mds: OHT-ac, EAy 3,4 EDA. En el
afio 2013, Lin et al. [30] también estudiaron la biotransformacion in vivo de la OL pero en este
caso, con muestras de heces de rata. Detectaron un total de 3 posibles metabolitos, 3,4-EA,
HVA y EA, lo cual concuerda parcialmente con nuestros resultados puesto que en nuestras
muestras el HVA no fue detectado. Por otro lado, también propusieron una ruta metabdlica
para la OL en la que englobaron reacciones de deglucosilacion e hidrdlisis de la misma manera
gue en nuestra ruta propuesta (fig. 15). La formacién de diferentes metabolitos segun se trate
de muestras humanas o animales podria deberse a las diferencias entre la microbiota de las
ratas, en este caso, y los humanos. Esta diferencia también podria explicar la diferente
aparicién de los metabolitos a lo largo de las horas de fermentacién, teniendo en cuenta que

se trata de modelos in vitro.

De manera general, TYR e OHT (Fig. 8 y 10) presentan una degradacidn parcial,
pronunciada durante las primeras horas de incubacidon en H1 H2 y H3, sin embargo, el OHT-ac
y la OL (Fig. 12 y 14) a partir de las 12 h de fermentacidon desaparecen casi por completo
producto de la actividad de la microbiota coldnica. Como resultado de esta hidrdlisis aumenta
la concentracidon de otros compuestos como el OHT y el OHPPA en el caso de OHT-ac, y
aumenta la concentracién de OHT, OHT-ac, EA y 3,4 EDA en el caso de la OL. Conjuntamente,
el OHT es el metabolito que se forma en mayor cantidad a lo largo de las horas de incubacion,
por lo tanto, el metabolismo de las bacterias coldnicas podria tener un efecto sobre la
biodisponibildiad del OHT a nivel del colon. Pese a que una vez ingerido a través de las diversas
fuentes dietéticas, sobre todo aceite de oliva, el OHT es absorbido en su mayoria en el
intestino delgado [16] la cantidad restante junto con el OHT procedente de otras fuentes,

como la OL y el OHT-ac y la estabilidad a lo largo de las horas en el colon podria dar lugar a
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efectos beneficiosos. Al tratarse de un compuesto hidrosoluble [10], el OHT forma parte de la
fraccion acuosa de la materia fecal. Esta localizacién favorece el contacto con la mucosa
intestinal y también con los compuestos toxicos que ponen en peligro la integridad de la
mucosa, pudiendo ejercer su efecto a nivel local como antioxidante [31, 32]. Por otro lado, en
los ultimos afios se ha visto aumentado el nimero de estudios in vitro en los cuales se
demuestra que el OHT tiene un efecto quimiopreventivo contra diversos tipos de cancer,
como el de colon, gracias a su efecto bioldgico en rutas de sefializacidn (supervivencia celular,
progresién celular y apoptosis) [33, 34, 35, 36]. Ademas, el OHT podria ser absorbido a nivel
del colon de la misma manera que se ha demostrado que lo hacen otros acidos fendlicos
[37,38] pudiendo ejercer su efecto en otros érganos o tejidos. Por otro lado, la aparicién de
acidos fendlicos simples como el p-OHPAA como resultado de la degradacién del TYR, OHT y
OHT-ac o el PAA como resultado de la degradaciéon del OHT y OHT-ac también jugarian un
papel a nivel local puesto que mediante modelos de experimentacidn in vitro con células de

cancer de colon se ha observado su papel anticancerigeno [39,40].

Por tanto, en el caso de que los compuestos fendlicos del AOV lleguen intactos al
colon, los productos de fermentacién generados como el OHT libre y acidos fendlicos podrian
dar lugar a un posible beneficio a nivel local. Para ello es necesario la realizacién de futuros
estudios in vivo del metabolismo coldnico y su posible uso terapéutico en enfermedades

intestinales.

33



9 CONCLUSIONES

o Los fenoles simples pertenecientes al aceite de oliva como son el TYR e OHT son
degradados en menor medida por la microbiota coldnica debido a la estabilidad de

la concentracion después de 12h de fermentacion.

o Otros compuestos fendlicos del aceite de oliva como el OHT-acy OL, generan OHT
como principal metabolito bacteriano, resultado de su contacto con la suspension

fecal.

e La presencia de OHT libre en heces podria jugar un importante papel en la
prevencion local de enfermedades del colon. Los resultados obtenidos son el

primer paso para la realizacién de mayor investigacion en esta area.
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11 ANEXOS

Fermentacién in vitro de OHT y generacién de metabolitos.

Comp Muestra Tiempo de incubacién (h)

(uM) fecal 0 2 6 12 24 48
OHT H1 324.15 173.49 14936 134.94 164.48 143.78
H2 248.78 214.12 158.39 165.79 151.04 163.13
H3 321.73 176.74 161.37 135.25 154.17 115.82

di-OH PAA H1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.60
H2 0.05 n.d. n.d. 0.13 2.19 0.21

H3 n.n n.d. n.d. n.d. 2.25 3.48

p-OH PAA H1 0.07 0.10 n.d. n.d. 2.81 6.16
H2 n.d. 0.80 n.d. 0.06 2.48 3.80

H3 0.02 n.d. 0.38 0.10 7.94 1.61

m-OHPAA H1 0.23 2.11 n.d n.d. 1.28 0.07
H2 n.d 1.20 0.16 n.d. n.d 1.19

H3 0.32 n.d n.d 0.47 0.91 n.d
PAA H1 1.17 n.d. 3.29 n.d. 36.65 10.07
H2 1.64 3.88 4.64 n.d. 11.24 12.89

H3 0.10 5.95 3.59 n.d. 9.87 n.d

p-OH BA H1 0.19 n.d. n.d. n.d. 0.84 0.13

H2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d

H3 n.d. 2.39 n.d. n.d. n.d 0.07

PCA H1 0.07 n.d n.d. n.d. 0.55 0.11

H2 n.d 0.20 n.d. n.d. 0.05 n.d.

H3 0.01 n.d n.d. 0.07 0.23 n.d.

CCH H1 0.01 n.d n.d. n.d. 0.24 n.d
H2 n.d. 0.02 n.d. n.d. n.d 0.08

H3 n.d. n.d n.d. n.d. 0.03 n.d

3-OH PPA H1 n.d. n.d n.d. n.d. 1.05 6.13
OH PPA H2 n.d. 53.26 n.d. n.d. n.d. 129.5

OH PPA H3 n.d. 0.59 2.44 3.25 5.00 n.d
PPA H1 n.d. 1.30 n.d. n.d. 4.07 0.16
H2 n.d. n.d. n.d. n.d. 10.38 12.69

H3 n.d. n.d. 2.01 5.74 5.46 n.d

40



Fermentacién in vitro de OHT-ac y generacidén de metabolitos.

Comp Muestra Tiempo de incubacion (h)
(nM) fecal 0 2 6 12 24 48
OHT -ac H1 126.90 35.19 3.33 2.36 2.56 n.d
H2 228.38 122.25 9.4 6.28 2.53 n.d
H3 236.53 13.42 0.00 5.15 3.76 4.13
OHT H1 64.83 80.21 64.07 68.08 87.20 152.04
H2 61.76 123.13 64.09 81.80 75.05 122.87
H3 203.74 135.49 78.63 193.87 106.32 156.98
di-OH H1 n.d. n.d. n.d. n.d 1.98 0.60
PAA H2 n.d. n.d n.d 411 5.31 6.13
H3 1.99 n.d n.d 1.98 2.01 0.58
p-OH PAA H1 n.d n.d. 0.08 n.d. 10.39 n.d
H2 n.d. n.d n.d. 0.2 n.d 10.67
H3 n.d n.d n.d 0.66 6.28 16.12
PAA H1 n.d 10.11 5.26 n.d 50.07 n.d
H2 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
H3 n.d n.d n.d n.d n.d 45.28
3-OHPPA H1 n.d n.d n.d n.d 1.99 21.09
OHPPA H2 2.85 20.46 n.d. 0.85 n.d. 13.17
3-OHPPA H3 n.d n.d n.d n.d n.d 15.10
PPA H1 n.d 0.73 6.27 n.d 60.34 6.27
H2 0.00 3.23 0.00 0.00 0.00 4.51
H3 0.00 0.00 2.95 0.11 0.00 30.04
CCH H1 n.d. n.d n.d n.d 0.10 n.d
H2 n.d 0.05 n.d n.d n.d n.d
H3 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
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Fermentacién in vitro de OLy generacién de metabolitos.

Comp Muestra Tiempo de incubacién (h)
(uMm) fecal 0 2 6 12 24 48
oL H1 71.57 43.30 14.72 0.16 0.11 0.03
H2 53.31 37.38 0.84 0.16 0.20 0.01
H3 62.28 5.54 n.d. n.d. 0.02 0.02
OHT H1 3.32 11.27 14.64 20.09 33.21 36.71
H2 36.84 15.80 19.84 25.43 30.50 29.08
H3 23.65 10.14 15,51 12,56 20.58 21.81
OHT-ac H1 3.31 n.d. 7.60 5.66 5.77 6.41
H2 n.d. 6.28 7.60 7.47 6.04 3.56
H3 n.d. 8.38 11.21 8.66 7.81 8.35
3,4-EDA H1 0.46 135 0.40 n.d. 0.25 n.d.
H2 3.26  1.27 0.03 n.d. n.d. n.d.
H3 2.73 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
EA H1 1.08 1.20 1.04 n.d. n.d. 0.34
H2 1.68 132 1.03 n.d. n.d. 0.00
H3 1.61 124 1.01 n.d. n.d. n.d.
di-OHPPA H1 n.d. n.d. 0.03 0.38 0.54 1.75
H2 n.d. 0.04 n.d. 0.10 0.57 0.83
H3 0.09 0.01 0.79 0.10 0.07 0.16
3-OHPPA H1 9.73 0.13 121 2.79 0.44 25.14
3-OHPPA H2 n.d. n.d. 6.35 0.83 2.24 0.43
OHPPA H3 26.84 n.d. n.d. 1.36 n.d. 5.26
p-CMA H1 0.11 148 2.36 n.d. n.d. n.d.
H2 3.01 350 3.77 1.67 0.01 0.00
H3 1.54 1.26 n.d. n.d. n.d. n.d.
PCA H1 0.18 040 0.44 0.16 0.20 1.17
H2 0.41 0.33 0.38 0.28 0.26 0.03
H3 16.78 0.35 0.47 0.27 0.31 0.36
m-OHPAA H1 n.d. n.d. 0.10 n.d. 0.73 1.37
H2 0.34 n.d. 0.42 n.d. n.d. n.d.
H3 n.d. n.d. n.d. 0.68 0.40 1.98
p-BA H1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. Tr
H2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
H3 n.d. n.d. n.d. Tr n.d. Tr
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Fermentacién in vitro de TYR y generacion de metabolitos.

Comp Muestra Tiempo de incubacién
(nM) Fecal 0 2 6 12 24 48
TYR H1 337.04 309.33 282.63 279.35 274.24 25491
H2 332.31 307.98 313.83 287.23 234.98 210.45
H3 435,91 413.04 351.23 365.61 351.04 329.32
OHT H1 0.90 0.93 1.01 1.02 0.89 0.72
H2 0.82 0.85 1.03 1.03 0.82 0.76
H3 1.22 1.29 1.26 1.40 1.39 1.09
p-OHPAA H1 n.d. 0.01 4,13 1.40 20.57 16.06
H2 n.d. n.d. n.d. n.d. 1.99 0.23
H3 n.d. 0.47 0.71 0.40 n.d. 14.39
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