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RESUMEN

La menopausia es el momento de la vida de la mujer en el que cesa la actividad
reproductiva por la disminucién progresiva en los niveles de estrégenos enddgenos, lo que suele
generar sintomas indeseados como los sofocos. Desde los afos 30 se venia utilizando, para tratar
de combatir estos sintomas, la terapia hormonal sustitutiva, basada en el uso de estrégenos
sintéticos exdgenos. Sin embargo, en la década pasada, se publicaron una serie de estudios que
correlacionaban este tipo de tratamientos con la aparicidon de graves efectos adversos. Hoy dia se
intenta buscar un tratamiento natural que no sea perjudicial para la mujer, y, las isoflavonas de la
soja se consideran buenas candidatas por su papel fitoestrogénico. Para que las isoflavonas de la
dieta actuen en el organismo debe producirse su bioconversidn hacia otros metabolitos derivados,
como el equol, que presenta una alta analogia estructural con los estrégenos animales. La
bioconversién de las isoflavonas es llevada a cabo por la microbiota intestinal en la porcién mas
distal del tracto gastrointestinal y se sabe que solo un 30 % de la poblacién es capaz de producir
equol. En base a esto, se investiga la posibilidad de combinar isoflavonas y microorganismos en
alimentos funcionales de los que puedan beneficiarse todas las mujeres. El objetivo de este
trabajo fue investigar el papel de la microbiota intestinal en las rutas de bioconversién de
isoflavonas. Para ello, se llevd a cabo, en un modelo coldnico, la incubacién de manera combinada
de isoflavonas de soja comerciales con heces de mujeres menopausicas capaces de excretar equol
en orina (tratadas previamente durante seis meses con un preparado comercial de isoflavonas).
Estas heces podrian estar enriquecidas en microorganismos que transforman estos compuestos y
podrian ser una buena fuente para la identificacion y aislamiento de los mismos. De los analisis de
los metabolitos derivados de las transformaciones microbianas de isoflavonas de soja mediante
UPLC y del andlisis de las comunidades microbianas mediante DGGE se concluyd que en el modelo
experimental propuesto la bioconversion de isoflavonas hacia equol es posible y que la produccién
de equol es mayor en presencia de una comunidad microbiana compleja. Este trabajo supuso el
desarrollo de un modelo en el que estudiar el metabolismo de las isoflavonas de soja por la
microbiota fecal para investigaciones futuras que concluyan con el aislamiento y la identificacion

de nuevos microorganismos intestinales implicados en la bioconversion de de estos compuestos.
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ABSTRACT

Menopause in women, is the moment of life in which the reproductive activity ceases by
the progressive decrease in the levels of endogenous estrogen; this often carries unwanted
symptoms such as hot flashes. Since the 30’s, hormone replacement therapy, based on the use of
exogenous synthetic estrogens, had been used to palliate these symptoms. However, in the past
decade, a number of studies that correlate this type of treatment with the occurrence of serious
adverse effects were published. Nowadays, a treatment free of adverse effects for women is being
searched, considering the soy isoflavones as a good alternative because of the phytoestrogenic
activity that has been attributed to them. The bioconversion of dietary isoflavones into other
active metabolites, such as equol, which has high structural similarity with animal estrogens, is
necessary so that the isoflavones can act in the organism. Isoflavone bioconversion is carried out
by the intestinal microbiota in the distal portion of the gastrointestinal tract. In spite of this, it is
well known that only 30 % of the population is able to produce equol. On this basis, the ability to
combine isoflavones and microorganisms in a functional food that can benefit all women is being
investigated. The aim of this work was to research the role of the intestinal microbiota in the
routes of bioconversion of isoflavones. This was carried out in a colonic model by incubation of
commercial soy isoflavones in combination with faeces of menopausal women treated during six
month with the same commercial isoflavones and who had previously been described as
producers of equol in urine. These faeces could be enriched in microorganisms transforming these
compounds, thus constituting a good source for the isolation and identification thereof. From the
analysis of metabolites derived of microbial transformations of soy isoflavonas by UPLC and the
analysis of microbial communities by DGGE it was concluded that the bioconversion to equol is
possible in the proposed model and that its production is enhanced in the presence of a complex
microbial community. This work involved the development of a model in which to study the
metabolism of soy isoflavones by fecal microbiota for future research that could conclude with the
isolation and identification of novel intestinal microorganisms implicated in the routes of

bioconversion of these compounds.
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1. INTRODUCCION.

La memoria del trabajo fin de master “Bioconversion de isoflavonas de soja por microbiota
intestinal mediante incubaciones ex vivo”, tutelada por la Dra. Susana Delgado Palacio, desarrolla
el trabajo experimental llevado a cabo en el grupo de Cultivos Lacteos Funcionales, liderado por el
Dr. Baltasar Mayo Pérez, en el Instituto de Productos Lacteos del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (IPLA-CSIC). Este trabajo experimental se enmarca dentro del proyecto
del Plan Nacional titulado “Metabolismo de las isoflavonas de la soja por la microbiota intestinal
durante la menopausia. ldentificacidén, caracterizacién y seleccion de probidticos para la
formulacion de productos lacteos funcionales de soja” (AGL2011-24300-ALl). En este apartado
introductorio se mencionan los antecedentes y la situacién actual del tema, y en ultimo lugar los

objetivos particulares del presente trabajo.

1.1 Antecedentes.

La investigacidon con las isoflavonas, metabolitos con actividad fitoestrogénica presentes
en concentraciones fisiolégicamente relevantes para el ser humano solo en la soja (Glycine max) y
en altas concentraciones en el trébol rojo (Trifolium pratense), tuvo su origen en la década de
1940, cuando se detectaron en la zona Occidental de Australia problemas de fertilidad en las
ovejas alimentadas a partir del pastoreo de una variedad de trébol rico en isoflavonas (Bennetts et
al., 1946). Por ello, no resulta de extrafiar que durante esta época las isoflavonas fueran
consideradas como antinutrientes. En los afios 50, se estudid la posibilidad de utilizar las
isoflavonas como suplementos en las dietas para el engorde animal por los efectos estrogénicos
promotores del crecimiento que se les atribuyeron en estudios con roedores (Carter et al., 1955).
Sin embargo, en los afios 90 el descubrimiento por parte de un grupo de investigadores de la
Wake Forest University (Anderson et al., 1995) de la afinidad de las isoflavonas por los receptores
estrogénicos de tipo alfa (ERa), y con posterioridad por los beta (ERB) (Kuiper et al., 1996),
permitid caracterizar a las isoflavonas como fitoestrégenos y como disruptores endocrinos,
pudiendo actuar, no solo como agonistas de los estrégenos, sino también como antagonistas de
las funciones de dichas hormonas sexuales. A principios de la década de los 90, el National Cancer

Institute (NCI) de los Estados Unidos relaciond a estos metabolitos con la prevencién o retraso de
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la aparicion de ciertas enfermedades. Seguidamente, las isoflavonas y la soja se correlacionaron
con una disminucién en algunos de los sintomas de la menopausia en Asia y Japdn, tales como los
sofocos (Adlercreutz et al., 1992) o la descalcificacién ésea (Arjmandi et al., 1996). Los estudios
realizados por Kenneth D. R. Setchell, un investigador pionero en el campo de las isoflavonas,
permitieron analizar el aumento de la excrecién de las mismas en respuesta al consumo de soja.
Este autor, determind y publicé una década después (Setchell et al., 2002), que solo cerca del 25 %

de la poblacién posee las bacterias intestinales capaces de transformar las isoflavonas inactivas en

metabolitos con propiedades fisioldgicas saludables. Finalmente, a finales del siglo XX, se comenzd
a discutir el posible uso de las isoflavonas, en forma de suplementos, como una alternativa a la
terapia hormonal sustitutiva (THS) convencional (estrégenos o estrégenos mds progesterona

sintéticos).

1.2 Situacion actual.

La hipdtesis propuesta inicialmente por Setchell et al. (2002), basada en que los individuos
gue poseen en su tracto gastrointestinal bacterias capacitadas para la transformacion de la
isoflavona inactiva daidzina en el metabolito activo equol pueden ser los mayores beneficiarios del
consumo de soja, se considera una tematica de gran interés en la actualidad por la comunidad
cientifica internacional. Mas concretamente, uno de los aspectos que mas preocupa a la
comunidad cientifica en este campo es el envejecimiento saludable de las mujeres que alcanzan la
menopausia, ya que aproximadamente dos tercios de ellas desarrollan sintomas relacionados con
el climaterio, principalmente sofocos. Los resultados de diversos estudios, entre ellos el de la
Women’s Health Initiative (WHI) publicado en 2002 (Rossouw et al., 2002), en el que se describen
los potenciales efectos adversos de la THS, ha llevado a las mujeres a rechazar este tipo de
tratamientos y optar por los suplementos dietéticos basados en la tradicional fitoterapia, pues son
muchas las plantas a las que se les atribuyen propiedades fitoestrogénicas (Geller y Studee, 2007).
En el estudio de la WHI, los investigadores tuvieron que detener el tratamiento hormonal de
mujeres post-menopadsicas, al encontrarse un aumento en la incidencia de cancer de mama,
accidentes cardiovasculares, enfermedad cardiaca coronaria y embolismo pulmonar, asociando
estas patologias como efectos secundarios de la THS. Como consecuencia del impacto de este
informe, se ha desencadenado una tendencia, tanto por parte de la comunidad cientifica como
por las mujeres, hacia los productos que se consideran mas naturales para el tratamiento de las

sintomatologias de la menopausia. A pesar de esto, tampoco existen evidencias que avalen un uso

3
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continuado, seguro y eficaz, de todo este otro grupo de sustancias, de tal manera que la
comunidad cientifica se afana en investigar este tipo de terapias con capacidad de mejorar Ila
sintomatologia derivada del climaterio y que no generen los efectos adversos de la THS. Por las
numerosas propiedades saludables que se le atribuyen en la reduccidn de la incidencia de ciertos
tipos de cdncer, osteoporosis y otros trastornos dependientes del sistema endocrino-hormonal, asi
como por el desconocimiento, hasta la fecha, de cualquier efecto secundario insaludable, hoy dia,
las isoflavonas, se pueden considerar como los compuestos vegetales con mayor potencial para
sustituir a las hormonas exégenas en el tratamiento de la sintomatologia derivada del climaterio

(Messina et al., 2007).

Mientras que las dietas asidticas suponen una ingesta diaria de entre 40-80 mg de
isoflavonas, en las de los paises europeos y americanos esta cantidad se reduce a menos de 3 mg
(Messina et al., 2006). Ademas, en humanos, los niveles séricos de isoflavonas son directamente
proporcionales a las cantidades ingeridas de las mismas, ya sea como suplementos o en productos
derivados de soja, siendo estos niveles de una media de unos 270 pg/L en los paises orientales y
de una media de unos 16 pg/L en los occidentales (Valladares et al., 2012). Dicha diferencia en la
ingesta de isoflavonas, y por ende, en los niveles séricos, asi como otros factores culturales,
podrian ser la causa de las diferencias que se observan entre ambas culturas en ciertos aspectos
de la salud. En los paises de la zona oriental, la incorporacién de la soja a las dietas se produce de
manera temprana, mientras que en los paises occidentales, el consumo de soja es nulo o
Unicamente a través de suplementos durante el envejecimiento (Messina et al., 2010). Esto podria
incidir en el desarrollo y la adaptacidon de la microbiota intestinal a la activacion de isoflavonas,
gue asegura una mayor efectividad de la soja en las mujeres asiaticas. En Espafia, un 30 % de las
mujeres climatéricas utiliza isoflavonas en forma de suplementos, sin embargo, muy pocas son
capaces de combatir los sintomas de esta etapa de la vida con este tratamiento. Esto podria estar
condicionado por la habilidad de la microbiota intestinal para adquirir progresivamente la

capacidad de metabolizar las isoflavonas a compuestos con actividad bioldgica.

Las isoflavonas presentes en las semillas de leguminosas como la soja, y en sus derivados,
son la genistina, la daidzina y la glicitina, conjugados glicosilados respectivamente de la genisteina,
daidzeina y gliciteina, que son los metabolitos derivados a los que se les han atribuido diversas
propiedades saludables para el ser humano. Las isoflavonas glicosiladas no se absorben bien en el

tracto gastrointestinal, sino que necesitan ser desconjugadas a sus formas agliconas

4
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fundamentalmente por la accién de las enzimas B-glucosidasas que poseen algunas bacterias
aisladas a partir del tracto gastrointestinal humano (Atkinson et al., 2004). Si ademas, en el caso
de la daidzeina, contintia su conversién hacia el metabolito equol, la bioactividad esperada es
mayor, pues se considera que es el metabolito derivado de las isoflavonas mas potente (Setchell y
Clereci, 2010). El problema reside en que sdlo un 30-50 % de los individuos poseen en su intestino
las bacterias con las rutas de biodegradacion que conducen a la aparicion de equol (Atkinson et al.,
2004; Rowland et al., 2000). Se ha demostrado que la deglicosilacion de las isoflavonas puede ser
realizada por varias poblaciones bacterianas intestinales humanas entre las que estan bacterias
del acido lactico (BAL) y bifidobacterias (Tsangalis et al., 2002; Champagne et al., 2010; Rekha:
Vijayalakshmi, 2010 y Setchell et al., 2002). Sin embargo, la produccién de equol solo se ha podido
observar en un grupo reducido de bacterias (Decroos et al., 2006; Maruo et al., 2008; Yokoyama y
Suzuki, 2008; Yu et al., 2008; Jin et al., 2010; Tsuji et al., 2010). Se baraja la posibilidad de que los
beneficios de las isoflavonas se puedan extrapolar de manera generalizada en todos los individuos
si, ademas de la ingesta de isoflavonas, se dispone de una microbiota intestinal con las rutas de
conversion de las mismas y mds concretamente de las que conducen a la formacidn de equol. En
base a esto, en la actualidad se estad investigando la posibilidad de usar estas bacterias como

probidticos en combinacidn con las isoflavonas de soja en alimentos funcionales.

1.3 Objetivos.

La hipétesis de la que parte el presente trabajo considera la posibilidad de que las heces
de mujeres climatéricas que han sido tratadas con altas dosis de isoflavonas durante largos
periodos de tiempo pueden estar enriquecidas en microorganismos capaces de convertir y activar

las isoflavonas.

Aungue se conocen ciertos microorganismos que son capaces de transformar isoflavonas
en cultivo puro in vitro y se sabe que hay individuos que excretan por distintas vias equol, todavia
no se ha ensayado un modelo que reproduzca el ambiente intestinal donde se producen las

transformaciones microbianas de las isoflavonas de soja ingeridas en la dieta.

Hasta la fecha, el equipo de investigadores del grupo de Cultivos Lacteos Funcionales del
IPLA ha conseguido identificar un grupo reducido de mujeres capaces de excretar equol en orina

tras la ingesta de isoflavonas de soja por medio de un suplemento alimenticio comercial.
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El objetivo principal de este trabajo se centré en ahondar en el conocimiento sobre qué
microorganismos juegan un papel clave en la transformacién, metabolismo y biodisponibilidad de
las isoflavonas y cual es dicho papel, a través de la reproduccién del ambiente colénico en el que
tienen lugar estos procesos. Para ello se llevaron a cabo incubaciones ex vivo de heces de las
mujeres del estudio en combinacion con isoflavonas de soja en sus formas comerciales, analizando
la evolucidon de las comunidades microbianas y las biotransformaciones de las isoflavonas hacia

metabolitos con mayor potencial fitoestrogénico, como el equol.
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2. CONSIDERACIONES TEORICAS.

En este apartado se exponen una serie de consideraciones que conciernen al ambito de las
isoflavonas de soja. En primer lugar se hace una descripcién de la soja y su composicién en
isoflavonas, mencionando a estos compuestos desde un doble punto de vista debido a que, por su
naturaleza, pueden englobarse dentro de los polifenoles, y, por su actividad, dentro de otro gran
grupo de moléculas, los fitoestrégenos. A continuaciéon, se mencionan las propiedades
beneficiosas de las isoflavonas de la soja, destacando el papel de las mismas en la mejora de los
sintomas de la menopausia y el climaterio en la mujer. En el ultimo apartado de este punto de
consideraciones tedricas se hace referencia al papel de la microbiota intestinal en la activacion de
las formas glicosiladas de las isoflavonas presentes en la semilla de las leguminosas hacia las
formas agliconas y el resto de metabolitos derivados, como el equol, con actividades fisioldgicas

relevantes.

2.1 Los polifenoles de la dieta.

Los polifenoles forman el grupo de compuestos fitoquimicos mas numeroso y de mayor
distribucion entre los vegetales, por lo que muchos forman parte de la dieta humana. Las plantas
producen millones de polifenoles, esenciales para su fisiologia, que estan involucrados en diversas
funciones como la lignificacion (rigidez de la pared celular que ayuda a resistir el ataque de
patdgenos y depredadores), la pigmentacion, la polinizacién y el crecimiento. Sin embargo, el
papel de los polifenoles en el ser humano es clave en la prevencion de las enfermedades
neurodegenerativas, en ciertos tipos de cancer o en las enfermedades cardiovasculares, pues son
antioxidantes potentes que complementan la accién de las vitaminas y enzimas antioxidantes a la
hora de desencadenar una respuesta en defensa al estrés oxidativo generado por la presencia en

exceso de radicales libres en el organismo (Tsao, 2010).

Quimicamente, los polifenoles forman un grupo de sustancias de origen natural que en su
composicion contienen estructuras fendlicas (bencenos con al menos un radical hidroxilo) en
repeticidon. Asi mismo, la mayoria de los polifenoles en las plantas se encuentran como glucésidos
con diferentes unidades de azlcares y grupos acilados en diferentes posiciones del esqueleto

fendlico central. Frutas, verduras, granos enteros y otros tipos de alimentos y bebidas tales como
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el té, el chocolate, el vino y los productos derivados de la soja, son fuentes ricas en polifenoles. La
diversidad y la amplia distribucién de los polifenoles dentro de las plantas ha dado lugar a
diferentes formas de clasificar estos compuestos, principalmente en funcién de su origen, su
funcidn bioldgica y su estructura quimica, a pesar de que muchas veces existen grandes
diferencias entre los compuestos de cada agrupacién en cuanto a estabilidad, biodisponibilidad y
funciones fisiolégicas. En cuanto a su estructura quimica, los polifenoles pueden clasificarse en
acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicindmicos, estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos vy
flavonoides (D’Archivio et al., 2007). Dentro de la gran diversidad que engloba el término de los

polifenoles, se conocen mas de 4000 flavonoides.

Los flavonoides son moléculas que poseen en comun un anillo pirano y uno o varios anillos
bencénicos con algunos grupos hidroxilo sustituyendo ciertas posiciones de los mismos. Los
flavonoides, a pesar de sus similitudes estructurales, biosintéticas y funcionales, se han ido
distribuyendo en diferentes grupos, entre los cuales se engloban, entre otros, las isoflavonas o

isoflavonoides, las flavonas, los flavonoles, las flavononas y las antocianidinas (Figura 1).

Las isoflavonas son los compuestos mas destacados dentro del grupo de los flavonoides y
no pueden ser sintetizadas, aunque si metabolizadas, por el organismo humano, por lo que son
considerados fitoquimicos de origen exdgeno. Sin embargo, su incorporacion en la dieta puede ser
clave para el funcionamiento fisiolégico del organismo al actuar como productos naturales con
acciones terapéuticas, siendo responsables de un conjunto de efectos saludables cuando se

ingieren en la dieta de forma habitual.
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Tomada de Pan et al. (2010).

i 4

Citrus
Parsley - Scutellaria limon
Apigenin Baicalin

.ll
’J” HLCO
-
%ﬁu‘o' A 0!*"?0 Bran?e
Chrysin Pessionflower  Nopiletin  P° Tangeretin " 5-Hydroxy-3,67,8,3.4- "°°

hexamethoxyflavone

iE Figwort

Galangal
root - Toa

{ )-Ep|gallocatachm gallata

Galangin (<)<Catechin

Broccaoll Apple

Quercetin

Kaempferol

§ al
Skullcap
Baicalein

¥ Acac:la
{7
(-)-Epicatechin alechu

o
- arange

' \_On’mga
Lo peel

Hesperetin peel

Naringenin Genistein

ffalfa o'

:iprouls _ el ean
Glycitein

Cherry

Biochanin A

Daidzein

éﬂed
lover

Pratensein

wan
krua

Pueraria

Puerarin

Delphinidin

Malvidin

Peonidin

B
Pelargonidin

Bilberry
Cyanidin 3-glucoside

Figura 1. Principales representantes de los subgrupos de flavonoides naturales y sus fuentes alimentarias. A) Flavonas.

B) y C) Flavonoles. D) Flavononas. E) Isoflavonas. F) Antocianidinas.

10



“Bioconversion de isoflavonas por microbiota intestinal mediante incubaciones ex vivo” Consideraciones tedricas
TFM por Marta Colinas Rodriguez

Estructuralmente, las isoflavonas son compuestos difendlicos cuyo esqueleto central,
comun a todas los polifenoles, esta constituido por tres anillos de tipo bencénico (A, By C). Las
sustituciones en distintas posiciones con diferentes radicales son las que dan lugar a los distintos
tipos de isoflavonas. Asi, en el caso de las isoflavonas de la soja, la diferencia entre los principales
tipos, la genisteina, la daidzeina y la gliciteina, radica en los sustituyentes que se encuentran en las
posiciones 6 (radical 1, R1) y 5 (radical 2, R2) del anillo A y en la posicion 4’ del anillo B (radical 3,

R3) (Figura 2).

Tomada de Chandrasekharan y Aglin, (2013).

R1 R2| R3
Genistein -H |-OH| -OH
Daidzein -H -H | -OH

Glycitein -OCH3| -H | -OH
Formononetin, -H -H |-OCH3
R3 Biochanin A -H |-OH|-OCH3

Figura 2. Estructura del esqueleto central de las isoflavonas y sustituyentes, posiciones de sustitucion que dan lugar a las

isoflavonas en sus formas agliconas, entre ellas las de la soja (genisteina, daidzeina y gliciteina).

Las formas conjugadas de las isoflavonas son la forma mas caracteristicas en la que se
encuentran las mismas en los vegetales. La conjugaciéon mas tipica de las isoflavonas consiste en
una B-glicosilacion a partir del grupo hidroxilo de la posicién 7 del anillo A, constituyendo los
precursores glicosilados de las formas agliconas activas de las isoflavonas (Figura 3). Ademas
también es muy frecuente que las isoflavonas se encuentren en las semillas de las leguminosas en
forma de acetil, malonil o succinil glucdsidos. Asi, las formas agliconas daidzeina
(4’,7-dihidroxisioflavona), genisteina (4’,5,7-trihidroxiisoflavona) vy gliciteina (4’,7-dihiroxi-
6-etoxisioflavona) se pueden conjugar dando lugar a los glucésidos daidzina (daidezina 7-
glucésido), genistina (genisteina 7-glucdsido) y glicitina (gliciteina 7-glucésido) y a los
correspondientes acetilglucésidos, malonilglucésidos y succinilgluclésidos, los 6"'-O-acetil-7-O-B-D-

glucdsidos (acetil daidzina, acetil genistina y acetil glicitina), los 6”’-O-malonil-7-O-B-D-glucdsidos
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(malonil daidzina, malonil genistina y malonil glicitina) y los 6’’-O-succinil-7-O-B-D-glucésidos
(succinil daidzina, succinil genistina y succinil glicitina) (Penalvo et al., 2004). Se ha podido
demostrar (Barnes et al.,, 2011) que las formas agliconas de las isoflavonas se absorben mas
rapidamente y en mayor cantidad a través de los enterocitos del intestino que sus respectivas
formas conjugadas, como consecuencia de que las formas conjugadas poseen mayores pesos

moleculares y mayor hidrofobicidad (Izumi et al., 2000).

Tomada de Masakazu y Masanao (2013).
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Figura 3. Estructura quimica de las tres isoflavonas mayoritarias en la soja en sus formas glicosiladas (daidzina, genistina

y glicitina) y en sus formas agliconas (daidzeina, genisteina y gliciteina) y sus respectivos pesos moleculares.

2.2 Soja e isoflavonas.

La soja, o Glycine max, al igual que el resto de leguminosas, tiene un alto interés nutritivo,
ya que es un alimento rico en proteina. Sin embargo, el interés reciente en los paises occidentales
por la soja no viene determinado por su funcidn en la alimentacion, sino por el papel en la salud
que se les atribuye a ciertos metabolitos, como las isoflavonas, que forman parte, aunque
minoritaria, de la composicién de estas leguminosas. Es durante el siglo XX cuando la poblacién
occidental en general, incluida la comunidad cientifica, comienza a ser consciente de los posibles
beneficios que pudieran adquirirse al consumir un producto, que ya es considerado de tradicidn
milenaria en los paises orientales. Esto puede estar condicionado tanto por los numerosos

estudios epidemioldgicos que indican una menor prevalencia de ciertas enfermedades en las
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zonas asiaticas, como por el incremento en el nimero de evidencias que destacan sus propiedades

saludables.

Conforme a lo publicado por Pastor y Perote (2007), la semilla de la soja esta constituida
por un porcentaje elevado de proteinas de hasta el 35 %, un 20 % de triglicéridos de acidos grasos
poliinsaturados, un 10 % de agua, un 5 % de minerales (destacando el fésforo y potasio), un 3 % de
fosfolipidos como la lecitina, pequefias cantidades de esteroles como el estigmasterol y sitosterol
y vitaminas sobre todo del grupo B (acido pantoténico, niacina y tiamina), tocoferoles (vitamina E)
y carotenoides (vitamina A). El resto de la composicién de la semilla de soja lo forman un
numeroso y variado grupo de compuestos, entre los que se encuentran los derivados polifendlicos
en forma de flavonoides (principalmente isoflavonas) y antocianos, que aunque estén presentes
en menor concentracion, el papel que desempefian para el ser humano es clave tanto en su
alimentacién como en su salud. La cantidad de isoflavonas en la soja, asi como del resto de
componentes, puede variar en funcién de las caracteristicas del suelo en el que se cultiva, el clima,
la madurez de la planta en el momento de la recoleccidn de la semilla o el nivel de procesamiento

de los productos que de ella se derivan.

Los principales productos que se obtienen a partir de la soja, tales como el tempeh, el
tofu, la harina de soja, la bebida de soja o el miso, mantienen en su composicién las isoflavonas,
aunque su concentracidn puede verse reducida por los distintos tratamientos a los que se somete
la semilla para elaborarlos. Asi, por ejemplo, en la semilla seca la cantidad de isoflavonas ronda los
300 mg por cada 100 g de soja, sin embargo, este contenido se reduce a los 150-200 mg por cada
100 g de harina de soja. Por lo tanto, aunque en los productos derivados de la soja la cantidad de
isoflavonas se reduce desde un 6 a un 20 % del total de la cantidad de isoflavonas, en los
productos de soja no procesados, siguen encontrandose estos compuestos en concentraciones

relevantes.

2.2.1 Las isoflavonas de soja como fitoestrogenos.

Los fitoestrogenos, o estrogenos de origen vegetal, forman un grupo heterogéneo de
sustancias herbdceas con estructura similar al 17-B-estradiol, que también son denominados
estrégenos no esteroideos, puesto que aunque se parecen estructuralmente a esta hormona, son
compuestos difendlicos con distinto origen. El grupo de los fitoestrégenos incluye mas de 100

moléculas que se clasifican segun su estructura en isoflavonas (genisteina, daidzeina, biochanina A
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y formonetina), lignanos (matairesinol y secoisolariciresinol-diglucésido), coumestanos
(coumestrol y 4-metoxicoumestrol) y estilbenos (resveratrol) (Pilsakova et al., 2010). El
17-B estradiol es una hormona de origen animal perteneciente al grupo de las hormonas sexuales
esteroideas femeninas, que se produce en el ovario y que se encarga, por un lado, de regular el
desarrollo, el mantenimiento y el funcionamiento de los érganos reproductores femeninos, los
ciclos de actividad sexual y los caracteres sexuales secundarios femeninos, y por otro, de la
regulaciéon del metabolismo de proteinas, lipidos y minerales, del crecimiento éseo y del
mantenimiento de la masa dsea tras la menopausia, regulando su formacién y resorcién (Pastor y

Perote, 2007).

La principal accién de las isoflavonas en el organismo, ademds de antioxidante,
antiinflamatoria, antitrombdtica o anticancerigena, es fitoestrégenica, lo cual quiere decir que son
capaces de ejercer efectos similares a los de los estrégenos de origen animal aunque con menor
intensidad. Esta accién fitoestrogénica se basa en la interaccidn con los receptores estrogénicos
(ERs) de las hormonas esteroideas enddgenas, pero, a mayores, las isoflavonas también son
capaces de ejercer acciones en el organismo al interaccionar con el metabolismo de las hormonas
esteroideas endogenas (Pilsakova et al., 2010). A continuacién se comentan brevemente ambos

mecanismos de accién.

La primera via de actuacion de las isoflavonas en el organismo se explica por la semejanza
estructural que mantienen con el 17-B-estradiol (Figura 4) lo que hace que puedan interaccionar
con los receptores que en un principio estan preparados para unirse a los estrégenos animales.
Los ERs se encuentran en dos formas en el organismo, ERa y ERB, y cada uno de ellos se expresa
en diferentes tejidos. Los ERs pertenecen a la superfamilia de los receptores intracelulares de tipo
esteroideo/tiroideo localizados tanto en la membrana del ndcleo como en el interior de las células
en las que se expresan. La interaccion de los estrogenos con los ERs desencadena una cascada de
sefializacion que concierne a elementos de respuesta a estrogenos localizados en el citoplasma
celular o asociados a la membrana y que termina por afectar al proceso de transcripcion. La
cascada intracelular de sefializacién afecta a la actividad de las proteinas-G, de la enzima adenilato
ciclasa, de las fosfolipasas y de las protein quinasas, lo cual repercute en el metabolismo celular,
en la concentracidn intracelular de iones o en la produccién de o6xido nitroso, entre otros
(Pilsakova et al., 2010). La afinidad de la genisteina por el ERB es del orden de 20 a 30 veces

superior que por los ERa y es comparable a la afinidad que posee el 17-B-estradiol por dichos
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receptores (Kuiper et al., 1996). Sin embargo la afinidad del resto de isoflavonas por los ERs es del
orden de 100 a 500 veces inferior que la de la genisteina y la del 17-B-estradiol. Las diferencias de
afinidad por los diferentes subtipos de receptores ERs explican que en los tejidos donde se
expresan los receptores ERa (tejido mamario y endometrio) los efectos de las isoflavonas sean
menores o inapreciables con respecto a los que se inducen en los tejidos donde predominan

células expresando los ERB (hueso, pared vascular, tracto urogenital y sistema nervioso central).

Tomada de Pilsakova et al. (2010).

o OH
OH O O OH 9) -
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17-beta-estradiol Genistein Daidzein

Figura 4. Analogia en la estructura molecular entre el 17-B-estradiol y las isoflavonas genisteina y daidzeina de la soja.

Las isoflavonas actuan como antagonistas o agonistas de los ERs, es decir, tienen una
accion estrogénica o no estrogénica en funciéon del nimero de receptores que se estén
expresando y que estén disponibles para unirse al sustrato, lo cual depende de la concentracién
de isoflavonas en relacién con la de hormonas endégenas. Una vez que las isoflavonas se unen al
receptor, el complejo que se forma y las rutas de sefalizacion intracelular desencadenada son
similares a la que se induce en presencia de 17-B-estradiol, aunque de menor magnitud. Esto es asi
porque las isoflavonas compiten con las hormonas circulantes por la unién a los ERs. Cuando los
niveles endégenos de hormonas se encuentran elevados (por ejemplo durante la fase folicular del
ciclo menstrual de la mujer), las isoflavonas son incapaces de unirse a los ERs. En cambio, cuando
los niveles endégenos de 17-B-estradiol se encuentran bajos (por ejemplo durante la menopausia
o después de una ovariectomia), la accién de las isoflavonas comienza a hacerse patente. En este
contexto, las isoflavonas estan siendo utilizadas como un sustitutivo de la THS convencional
basada en la ingesta de hormonas sintéticas exdgenas con efectos adversos para el tratamiento a
largo plazo de los sintomas asociados con el climaterio. A diferencia de la THS, fitoquimicos como
las isoflavonas de soja poseen una amplia gama de efectos beneficiosos, manteniendo un efecto

similar, aunque con menor intensidad, al del estradiol sobre el funcionamiento de la mama, los
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ovarios, el endometrio, el tejido vascular y el tejido dseo y sin conducir a las consecuencias
indeseables de las terapias convencionales. A pesar de esto, el American College of Obstetricians
and Gynecologist (ACOG) establece que la soja y sus isoflavonas pueden ser utiles para el
tratamiento de los sintomas vasomotores de la menopausia, pero solo a corto plazo, en un tiempo
inferior a los dos afios. Dado que estos metabolitos pueden interaccionar con los estrégenos, se
considera que no deberian ser considerados como compuestos libres de peligro, sobre todo el

relacionado con el desarrollo de canceres dependientes del nivel estrogénico.

La segunda via de actuacion de las isoflavonas, consiste en la interaccién con el
metabolismo de las hormonas sexuales esteroideas de multiples formas y en funcidon de
numerosos factores como la especie, el sexo, la edad o el estado hormonal del individuo. Las
isoflavonas pueden inhibir la actividad de la enzima 5a-reductasa (que cataliza la conversion de la
testosterona en 5a-dihidrotestosterona), activar cuando se encuentran en alta concentracion a la
aromatasa P450 (que cataliza la conversidon de testosterona a estradiol) o inhibirla cuando se
encuentran en baja concentracion (Almstrup et al, 2002). Asi mismo, se ha encontrado
(Adlercreutz et al., 1987) que las isoflavonas pueden unirse a la globulina de unién a hormonas
sexuales (SHBG) y estimular su sintesis, afectando a la concentraciéon de hormonas esteroideas

circulantes.

2.2.2 El equol.

El equol se considera, por su semejanza estructural con el 17-B-estradiol, el metabolito
derivado de la bioconversidon de isoflavonas por la microbiota intestinal con mayor potencial
fitoestrogénico (Figura 5). Las actividades fisioldgicas desencadenadas por el equol son aun
mayores que las que generan las formas agliconas de las isoflavonas. El equol se aislé por primera
vez de la orina de caballos en 1932, de ahi el nombre que se le dio, y no fue descubierto en la orina
de humanos hasta mas de 50 afios después (Setchell y Clerici, 2010°). Este compuesto se puede
determinar principalmente en la orina de algunos humanos, pero no de todos, lo que lleva a dividir
a los individuos en productores y no productores de equol, de tal manera que se considera que los
individuos productores son los que mds pueden beneficiarse de las propiedades beneficiosas que
se le atribuyen a la soja por su contenido en isoflavonas. A través de numerosos estudios se ha
podido establecer que solo entre el 25-30 % de la poblacidon adulta de los paises occidentales

produce equol cuando ingiere como parte de su dieta isoflavonas de soja (Atkinson et al., 2004;
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Rowland et al., 2000), mientras que este porcentaje se eleva al 50-60 % en la poblacién de Japdn,
Korea o China. Las razonas de estas diferencias todavia no estan esclarecidas, pero seria
importante establecer las posibles causas para poder probar si es cierta la hipdtesis de que la
capacidad para producir equol esta condicionada por la adaptacién progresiva de la microbiota
intestinal a la degradacién de las isoflavonas hasta la produccién de este metabolito con alta

accion fisioldgica.

OH

Estradiol

Figura 5. Similitud estructural entre el equol derivado de las isoflavonas y el estradiol.

El equol, una vez producido por los microorganismos del colon, se absorbe rapidamente y
aparece en plasma conjugado mayoritariamente con acido glucurdnico a las 2-3 h de la ingesta de
las isoflavonas, siendo la orina la principal via de excrecion de este metabolito. El hecho de que el
equol en humanos y animales provenga de las actividades cataliticas de las bacterias intestinales
se ha podido demostrar a través de varias premisas. Por un lado, se ha comprobado que animales
libres de gérmenes alimentados con una dieta a base de soja son incapaces de excretar equol en
orina (Axelson y Setchell, 1984). Ademas, el equol no se encuentra en la orina o en el plasma de
recién nacidos que carecen aun de una microbiota desarrollada (Rotimi y Duerden, 1981).
También se ha podido correlacionar el uso de algunos antibidticos con la disminucidn en la
produccién de equol (Blair et al., 2003; Atkinson et al., 2004; Halm et al., 2008). Por ultimo, se
sabe que la incubacidn de diversos microorganismos in vitro en combinacidén con soja o isoflavonas

de soja conduce a la aparicion de equol (Setchell et al., 1984; Setchell et al., 2005).

La presencia de un centro quiral, un carbono asimétrico, en la molécula del equol hace
posible que existan dos formas enantioméricas de la misma, el S-(-)equol y el R-(+)equol, de tal

forma que las bacterias intestinales son enantioespecificas sintetizando solo el S-(-)equol (Setchell
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et al., 2005). Ambos enantidmeros son de interés desde el punto de vista clinico y farmacoldgico,
sobre todo por su accidén estrogénica, lo que hace que estén siendo investigados para tratar
ciertos trastornos relacionados con el nivel de estréogenos, como los desordenes hormonales
generados durante la menopausia (Setchell y Clerici, 2010b). La unidn del equol con los ERs es mas
fuerte que la que tienen las formas agliconas de las isoflavonas, lo cual permite desencadenar una
cascada mas potente que la inducida por las isoflavonas y mdas similar a la que originan las

hormonas endégenas.

2.3 Propiedades beneficiosas de las isoflavonas de la soja en la mejora de los sintomas

asociados con la menopausia.

La Asociacion Espafiola para el Estudio de la Menopausia (AEEM) vy la International
Menopause Society (IMS) definen la menopausia como el momento de la vida de la mujer en el
que se produce el cese de la menstruacion y se inicia el climaterio o periodo de envejecimiento
reproductivo en el que concluye el periodo fértil femenino. Por lo tanto, el climaterio, que inicia en
el entorno de la menopausia o Ultima menstruacion, supone la pérdida progresiva de la funcion
folicular ovarica disminuyendo la produccién de hormonas sexuales femeninas (estrégenos vy
progesterona). A pesar de que no se considera una enfermedad, en esta etapa de transicién de la
vida de una mujer y como consecuencia de la alteracién de los niveles hormonales enddgenos se
pueden producir ciertas repercusiones en su bienestar. Entre los sintomas de la menopausia mas
habituales se encuentran los vasomotores, principalmente sofocos, palpitaciones, sudoraciones y
vértigos, pero también se pueden producir alteraciones psicolégicas, cutaneas, cardiovasculares y

oseas (Al-Safi y Santoro, 2014).

Hasta mitad del siglo XX, no se empezé a estudiar cdmo tratar la sintomatologia derivada
de esta etapa de envejecimiento de la mujer. Esto coincidié con el aumento de la esperanza de
vida media del ser humano, de tal manera que actualmente el climaterio puede abarcar un tercio
de la vida total de la mujer, y con el descubrimiento de la sintesis de sustancias de accidn
estrogénica como el dietilestilbestrol, los estrégenos conjugados equinos o el valerianato de
estradiol (Pastor y Perote, 2007). Asi pues, el primer tratamiento propuesto para aliviar la
sintomatologia derivada del climaterio se basaba en la posibilidad de suplir el déficit enddgeno de
estrégenos con analogos sintéticos a dichas hormonas sexuales (estrogenos y/o gestagenos), en lo

que se conoce como la Terapia Hormonal Sustitutiva (THS). Durante los afios posteriores al
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descubrimiento de la aplicacién practica de este tipo de compuestos sintéticos, fueron muchas las
mujeres de todo el mundo (se calcula que entre el 20 y el 40 % de la mujeres occidentales) las que
se animaron a incorporarlos en su estilo de vida para tratar de paliar las sintomatologias derivadas
de la menopausia. Numerosos estudios basados en ensayos clinicos, entre ellos los de la HERS (The
Heart and Estrogen/progestin Replacement Study) publicados en el afio 1998 (Grady et al., 1998) y
en el afo 2002 (Grady et al., 2002) y sobre todo el de la WHI publicado en el afio 2002 (Rossouw et
al., 2002), empezaron a cuestionar la opinién generalizada existente hasta el momento de que la
THS era un tratamiento seguro. En los estudios llevados a cabo por estos investigadores se
encontré6 un aumento de la incidencia de cancer de mama, accidentes cardiovasculares,
enfermedad cardiaca coronaria y embolismo pulmonar en las mujeres tratadas con este tipo de
terapia, asociando estas patologias como efectos secundarios de la THS. Estos estudios motivaron
una respuesta por parte de las Autoridades Sanitarias Europeas que ponia en duda el balance
positivo del beneficio/riesgo de la THS. Por ello, la visidon que se tiene en la actualidad sobre la THS
ha hecho que cada vez sean mas las mujeres que rechacen el uso de este tipo de tratamiento, que

se venian utilizando incluso en pacientes asintomaticas.

El recelo hacia este tipo de tratamientos farmacoldgicos ha hecho que cada vez sean mas
las mujeres que busquen una alternativa a la THS para aliviar los sintomas menopausicos, como los
alimentos funcionales, los suplementos dietéticos o la tradicional fitoterapia (Beer, 2014). Una
terapia ideal para reducir las consecuencias adversas de la menopausia deberia tener en cuenta
una serie de aspectos; por un lado deberia ser eficaz a la hora de eliminar los efectos vasomotores,
principalmente los sofocos, ademds no deberia generar efectos secundarios, y, por ultimo,
deberia ser bien aceptada por el colectivo médico en cuando a su manejo, seguridad y tolerancia
asi como por la mujer a la que va a ir destinada (Pastor y Perote, 2007). El tratamiento ideal no
existe, pero las isoflavonas de soja tienen muchas ventajas que las hacen ser consideradas como
un tratamiento sencillo, eficaz y sin efectos o contraindicaciones conocidas, de tal manera que
puede ejercer un papel clave en el mantenimiento de la salud de la mujer para paliar el déficit

estrogénico durante la menopausia.

A pesar de que la soja tiene efectos beneficiosos para la salud de la mujer sobre el
aparato genitourinario, sobre el hueso, sobre el sistema cardiovascular, sobre el perfil lipidico,
sobre la funcién endotelial, sobre la funcién cognitiva y sobre la obesidad y la diabetes, en este

apartado se van a referenciar solo los efectos directamente relacionados sobre los sintomas del
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sindrome climatérico, principalmente los sofocos, descritos en la revision llevada a cabo por Pastor
y Perote (2007). En Europa entre un 70-80% de las mujeres desarrollan sofocos como
consecuencia de la llegada de la menopausia. En Malasia este porcentaje se reduce al 50 % y en
China y Singapur el porcentaje ronda el 10 %. La incidencia de sofocos se ha relacionado con
distintos aspectos culturales y geograficos, de tal manera que parece existir una correlacion
inversamente proporcional entre la dosis de isoflavonas que se ingieren desde edades tempranas
y las tasas de sofocos. Son muchos los estudios clinicos que se han realizado tratando de vincular
el consumo de isoflavonas con un descenso en los sofocos derivados de la llegada de la
menopausia, y aunque en algunos de ellos no se ha encontrado un efecto superior de las
isoflavonas frente al placebo (Kronenberg et al., 2013), predominan los trabajos en los que se
demuestran efectos positivos de los fitoestrégenos en la sintomatologia del climaterio. Para
explicar los efectos beneficiosos de las isoflavonas a la hora de disminuir los sofocos del sindrome
climatérico se ha propuesto la teoria de que estos compuestos fitoestrogénicos son capaces de
unirse a los receptores ERB que se localizan en la superficie de las células que controlan el centro

termorregulador del hipotalamo (Pastor y Perote, 2007).

2.4 Metabolismo de las isoflavonas de soja en el organismo.

Cuando las bacterias que forman parte de la microbiota intestinal relnen en conjunto las
actividades enzimaticas apropiadas, se produce la activacién bioldgica de estos compuestos. Para
gue esto ocurra es necesario, en primer lugar, que a nivel intestinal exista la combinacién
adecuada de bacterias que posean las rutas completas de transformacién de isoflavonas, en
segundo lugar, que estas bacterias se encuentren en concentracién suficiente para producir estos
compuestos en cantidades relevantes, en tercer lugar, que las bacterias tengan incorporado en su
genoma de manera estable las actividades biocataliticas, y, por ultimo, que se den las sefiales
adecuadas para que se induzca la expresion de los genes que codifican para dichas actividades.
Todo esto se encuentra todavia en fase de investigacion y, aunque el papel de la microbiota
intestinal en la biodisponibilidad de las isoflavonas de la dieta parece clave, aun se tiene muy poco
conocimiento de todas las transformaciones que tienen lugar, su regulacién y los microorganismos
que las llevan a cabo. Lo que si se sabe es que existe una gran variabilidad individual en cuanto a la
respuesta fisioldgica al consumo y tratamiento de isoflavonas en mujeres menopausicas
occidentales. Estas diferencias bien podrian deberse a la presencia de comunidades microbianas

intestinales diferentes entre individuos. Las mujeres asiaticas, grandes consumidoras de
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isoflavonas de soja, ya desde edades tempranas, se ha visto que presentan una menopausia mas
tardia y una menor sintomatologia derivada de la misma. Es posible que en estas poblaciones
orientales la incorporacion habitual a la dieta de isoflavonas favorezca el establecimiento vy

desarrollo de una microbiota adaptada a la bioconversidn de estos compuestos.

Con esta base, y teniendo en cuenta que en la zona occidental las mujeres no consumen
soja de manera habitual, y si la consumen es solo una vez que empiezan a aparecer los efectos de
la menopausia, la incorporacién en la dieta de las isoflavonas transformadas o una combinacién de
isoflavonas y microorganismos que las transforman podria extender el beneficio a todas las
mujeres. En la actualidad, todavia se necesitan mas investigaciones, como de la que forma parte
este trabajo, para averiguar la evolucion de las poblaciones intestinales de la mujer durante las

dietas suplementadas con isoflavonas.

A continuacion se hace referencia a la microbiota intestinal humana y cémo su evolucién
puede modificarse al verse condicionada por diversos factores, entre los cuales se encuentra la
dieta. Asi mismo, se detalla la biodisponibilidad, el transporte y las rutas de transformacion de las
isoflavonas en el organismo. Por ultimo se relacionan los microorganismos que han sido aislados e

identificados hasta la fecha con un papel activo en la transformacién intestinal de isoflavonas.

2.4.1 La microbiota del tracto gastrointestinal (TGI) humano.

La microbiota del TGl humano, o microbiota autdctona, se puede reagrupar dentro de
1000 especies, de las cuales unas 40 constituyen mas del 99% del total de los microorganismos vy,
aunque también hay arqueas vy virus, pertenecen mayoritariamente a los procariotas. A nivel de
filo, la microbiota intestinal estd dominada por mas de un 80 % de Firmicutes y Bacteroides, si bien
también se pueden encontrar representantes de los filos Proteobacteria, Fusobacteria,
Cianobacteria, Actinobacteria y Verrucomicrobia (Qin et al., 2010). Estos microorganismos se
desarrollan junto con el ser humano, de tal manera que van modificando sus asociaciones y su
expresion génica en funcion de los cambios que se producen en el microambiente que los rodea
(Ley et al., 2008). Algunas de las variaciones espaciales y temporales de estas bacterias del TGI se
reflejan en la Figura 6. Segln Sekirov et al. (2010), la cantidad de microorganismos va aumentando
en diversidad y nimero a medida que se avanza en el TGI. Asi, la cantidad de microorganismos

aumenta desde 10" ufc/g en la parte proximal del TGI (estdmago) hasta 10" ufc/g en la parte mas
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distal (colon). El bajo pH del estdmago y las elevadas concentraciones de sales biliares en la zona
proximal del intestino delgado parecen ser factores claves en el establecimiento de este gradiente
longitudinal. Asi mismo, la composicién microbiana también se va modificando en funcién de la
proximidad al epitelio de las células intestinales, existiendo diferencias entre los microorganismos
de la superficie celular y la barrera mucosa con respecto a los del lumen. Los microorganismos que
residen en las proximidades del epitelio intestinal tienden a ser mas tolerantes al oxigeno que los

del lumen por la cercania a la red de capilares intestinales que rodean los enterocitos.

Tomada de Sekirov et al. (2010).
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C.: Factores que influencian la microbiota intestinal y su mantenimiento en el tiempo.

La microbiota intestinal de un adulto sano es relativamente estable, aunque debe
considerarse dinamica por las diferentes interacciones con factores enddgenos del propio
hospedador y factores exdgenos como la dieta (Walsh et al., 2014). Durante los primeros meses de
vida se producen las etapas criticas para el desarrollo de la microbiota futura, de tal manera que
los microorganismos semilla que servirdn para la implantacion del resto comienzan a colonizar el
TGl desde el nacimiento hasta los dos primeros afios de vida (Palmer et al., 2007). Tras el
nacimiento, el intestino humano se coloniza con microorganismos del ambiente aerobios o

anaerobios facultativos que sirven para el establecimiento posterior de especies estrictamente
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anaerobias, que son las predominantes en el intestino de un adulto. En general estos primeros
colonizadores, que vienen determinados mayoritariamente por el tipo de alimentacion del recién
nacido, son enterococos y enterobacterias, que posteriormente que se verdn sustituidos por
microorganismos estrictamente anaerobios como bacteroides, las bifidobacterias y los clostridios,
una vez que el oxigeno inicial ha desaparecido por completo (Fanaro et al., 2003). En la infancia, y
hasta los dos anos de edad, la microbiota aun es inestable y fluctia en funcidon de numerosos
pardmetros. De acuerdo con la revisidon realizada por Clavel y Mapesa (2013), algunos de los
factores que podrian afectar la colonizacién de la microbiota intestinal son el tipo de parto (por
cesarea o natural) y la forma de alimentacidn temprana (leche materna o férmulas). En los
primeros afios de vida, el nifio se ve sometido a agentes infecciosos y a antibidticos con
frecuencia, lo que afecta a la microbiota intestinal que estd constantemente en renovacion. Esta
microbiota intestinal trata de ir desarrolldndose hacia un estado de equilibrio, de tal forma que los
acontecimientos que tienen lugar durante los primeros estadios del desarrollo parece ser que

marcan como sera la composicion y la diversidad de la misma en el futuro.

Dentro de las bacterias de la microbiota del TGl de un adulto, la mayoria necesitan
ausencia total de oxigeno para su desarrollo, es decir, son anaerobias estrictas, superando su
numero en dos o tres drdenes de magnitud a las anaerobias facultativas y a las aerobias (Clemente
et al., 2012), lo cual parece ser un claro reflejo de las condiciones ambientales que se dan en esta
region del organismo humano. De acuerdo con lo publicado por la recopilacidn de investigaciones
llevada a cabo por Turnbaugh y Gordon (2009), se puede afirmar que las especies microbianas
residentes en el TGl son, en su conjunto, muy diferentes interindividualmente y muy variables en
los diferentes estadios de desarrollo, existiendo, no obstante, un conjunto de microorganismos,
designados como el nucleo microbiano intestinal, que codifican para funciones compartidas entre

las diferentes personas y necesarias en las diferentes etapas de la vida.

La relaciéon existente entre la microbiota intestinal y el ser humano es claramente
beneficiosa para ambas partes. Mientras que el TGl humano aporta un ambiente protector y rico
en nutrientes para los microorganismos, éstos son esenciales para el funcionamiento correcto del
intestino, actuando como barrera de defensa a la entrada a nivel sistémico de patdgenos,
facilitando la digestion de polisacaridos y otros componentes de la dieta de dificil digestidn,
produciendo vitaminas esenciales, estimulando la angiogénesis, regulando el almacenamiento de

las grasas y modulando la respuesta inmune local (Serikov et al., 2010). Una de las cuestiones mas
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interesantes en referencia a la comunidad microbiana intestinal reside en que el genoma total de
estos microorganismos, lo que se conoce como microbioma, es capaz de codificar cien veces mas
genes que el genoma humano, de tal manera que muchas de estas actividades pueden resultar

esenciales para el individuo que aloja esta comunidad (O’Hara y Shanahan, 2006).

2.4.2 Biodisponibilidad, distribucion, metabolismo y excrecion de isoflavonas de

soja en el organismo.

De acuerdo con lo publicado por Barnes et al. (2011) y van Duynhoven et al. (2011) las
isoflavonas de la dieta, en sus formas agliconas, poliméricas o glucosidicas, se distribuyen
ampliamente por todo el cuerpo. Sin embargo, la mayor concentracién de las mismas, una vez
ingeridas, se localiza en el lumen del tracto gastrointestinal. Las formas poliméricas y los
glucdsidos no se absorben bien a través del epitelio intestinal, lo que impide su paso a través de
los enterocitos hacia los capilares que los rodean y, por ende, hacia la circulacion sistémica.
Cuando las formas conjugadas de las isoflavonas (genistina, daidzina y glicitina) son ingeridas por
el ser humano como parte de su dieta, se empiezan ya a transformar por medio de las enzimas B-
glucosidasas libres del epitelio oral hacia las formas agliconas activas de las isoflavonas, la
genisteina, la daidzeina y la gliciteina (Pastor y Perote, 2007). Este primer paso de transformacion
es una reacciéon de deglucosilacion por ruptura del enlace B-glucosidico que une la parte glucidica
y la no glucidica de la molécula. En la parte proximal del intestino delgado, la conversidn hacia las
formas agliconas continda por medio de B-glucosidasas de microorganismos y enterocitos. En
ausencia de este tipo de actividades enzimaticas, o cuando ésta se encuentra en niveles reducidos,
las isoflavonas alcanzan el intestino grueso, y mas concretamente el colon, donde son
deglucosidadas por las actividades B-glucosidasas que exhiben ciertos microorganismos de la

microbiota autéctona (Figura 7).
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Modificado de Pastor y Perote (2007).
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Figura 7. Esquema representando las reacciones de transformacion de los precursores glicosilados de las isoflavonas en
sus correspondientes formas activas por medio de las actividades de tipo B-glucosidasas mayoritariamente de las

bacterias intestinales.

Las formas agliconas de las isoflavonas pueden continuar su metabolismo en el colon del
TGI. En la Figura 8 se representan las transformaciones que tienen lugar partiendo de la daidzeina
y de la genisteina para liberar equol y 5-hidroxi-equol, asi como los microorganismos que las llevan
a cabo (Sanchez-Calvo et al., 2013). No se sabe si todas estas rutas de transformacién microbiana
pueden ser llevadas a cabo por la maquinaria enzimatica de un Unico microorganismo, pero si se
han podido identificar diferentes bacterias capacitadas para realizar las diferentes etapas de la
ruta. Ademads, los microorganismos que desencadenan las rutas completas no tienen por qué estar
presentes en todos los individuos. En el caso de la daidzeina, se ha visto que puede ser
hidrogenada hacia la dihidrodaidzeina que puede a su vez seguir dos caminos: Por un lado puede
sufrir una ruptura del heterociclo en condiciones reductoras liberando O-desmetilangolensina
(O-DMA), o, por el otro, puede sufrir un doble paso de desoxigenacidn hacia tetrahidrodaidzeina

primero, liberando finalmente equol. Por su parte, a partir de la genisteina se produce una
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reduccion del doble enlace que une el carbono 2 y el carbono 3 del anillo C hacia un enlace
sencillo, liberdndose dihidrogenisteina. Otras bacterias son capaces de biotransformar
posteriormente la dihidrogenisteina hacia 5-hidroxi-equol o en otra ruta de liberar primero
6’-hidroxy-O-DMA vy, por ultimo, acido 2-(4-hidroxifenil)propidnico. Se ha comprobado que el
equol y, en menor medida, el 5-hidroxi-equol, son los metabolitos derivados de las isoflavonas con
mayor efecto fitoestrogénico. En ambos casos la dihidrodaidzeina y la dihidrogenisteina pueden
seguir dos caminos, de tal manera que si se sigue la ruta que conduce a la aparicién de equol o 5-
hidroxi-equol el efecto fitoestrogénico desencadenado del consumo de las isoflavonas es mayor
que si no se produjeran las transformaciones de las formas agliconas de las mismas, mientras que
seria menor si continla hacia la ruta que desencadena la aparicion de O-DMA o 6’-hidroxi-O-DMA,

pues estos metabolitos carecen de efecto fitoestrogénico.

Las formas agliconas y el equol se pueden excretar en las heces o pueden absorberse a
través de los enterocitos del epitelio intestinal, entrando en la circulacién sanguinea. Una vez que
llegan al higado entran en un ciclo de circulacidon enteropatica. Esto implica, que por medio de las
isoformas hepaticas de las enzimas glucuronosiltransferasas UDP (UGT) y sulfotransferasas (SULT),
se producen reacciones de transformacidon de fase | y Il que forman glucurénico o sulfato
conjugados que se excretan con el resto del contenido biliar hacia el lumen intestinal, donde
pueden ser desconjugados nuevamente por la microbiota intestinal y volver a excretarse en las
heces o reabsorberse en el epitelio intestinal (Chandrasekharan y Aglin, 2013). Por su parte, lo
metabolitos que entran en la circulacién sistémica pueden persistir cierto tiempo en ella hasta que
ejercen su accion metabdlica en los tejidos diana para ser finalmente excretados, principalmente
en orina. El esquema que representa este ciclo de circulaciéon de los metabolitos derivados de los

polifenoles de la dieta una vez ingeridos, se representa en la Figura 9.
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Tomada de Sanchez-Calvo et al. (2013).
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Tomada de van Duynhoven et al. (2011).
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Figura 9. Representacidn esquematica del destino metabdlico de los polifenoles de la dieta.

Las vias de excrecidn de isoflavonas se encuentran recopiladas en la revision llevada a
cabo por Chandrasekharan y Aglin (2013). Aproximadamente entre el 10 y el 60 % de las
isoflavonas de la dieta se excretan en orina, que constituye la principal via de eliminacién de las
isoflavonas del organismo. Asi mismo, la excrecién de daidzeina en orina es mayor que la de
genisteina y gliciteina. Por otro lado, los conjugados de tipo glucurdnico representan la mayoria
(70-90 %) del contenido de isoflavonas en la orina, seguido por conjugados con sulfato (10-25 %) y
por ultimo por las formas agliconas (1-10 %). El pico de eliminacidn de isoflavonas en orina se
encuentra entre las 7 y las 8 h después de una comida rica en isoflavonas, produciéndose el 100 %
de la eliminacidn dentro de las 24 h posteriores a la ingesta de las mimas. La eliminacion fecal de
isoflavonas es una ruta de menor importancia, que representa tan solo entre un 1 y un 4% del
total excretado, estando las heces enriquecidas en las formas agliconas (mas de un 80 % del
contenido total de isoflavonas). Por ultimo, las isoflavonas de la dieta pueden aparecer en menor

cantidad en la leche materna, en el fluido amniético y en el fluido prostatico.
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La biodisponibilidad de los metabolitos activos derivados de los polifenoles ingeridos en la
dieta depende de numerosos factores, al poseer un metabolismo endégeno complejo. De esta
forma, la desconjugacion por la microbiota intestinal, la disolucidn, la difusién y la absorcién a
través de los epitelios, la distribucidn hacia los tejidos diana y la excrecién de los productos de

desecho se pueden considerar las etapas claves.

2.4.3 Microorganismos de la microbiota intestinal con capacidad para activar las
isoflavonas.

Hasta la fecha se han podido aislar a partir de heces humanas, e identificar, aunque no
clasificar taxondnomica de forma completa, un total de 16 cepas capaces de transformar la

isoflavonas en sus formas agliconas hacia otros metabolitos (Tabla 1) (Clavel y Mapesa, 2013).

Tomada de Clavel y Mapesa (2013).

Cepa bacteriana Metabolito final Origen Cepa bacteriana Metabolito final Origen
Adlercreutzia
. Equol Heces humanas Slackia sp. NATTS Equol Heces humanas
equolifaciens FIC-B9
Asaccharobacter
celatus do03" Equol Ciego de rata Strain D1 and D2 Equol Heces de cerdo
Eggerthella sp.
Equol Heces humanas Strain HGH6 Dihidrodaidzeina Heces humanas
YY7918
Enterorhabdus )
Mucosa ileal de O-
mucosicola Mt1-B8™° Equol Strain HGH136 Heces humanas
ratén desmetilangolensina
Eubacterium ramulus O-
Heces humanas Strain Julong 732 Equol Heces humanas
wk1 desmetilangolensina
Lactococcus sp. 20-92 Dihidrodaidzeina Heces humanas Strain Niu-016 Dihidrodaidzeina Heces humanas
Slackia equolifaciens o
DZE™® Equol Heces humanas Strain SY8519 Heces humanas
desmetilangolensina
Slackia
isoflavoniconvertens . o S
Equol Heces humanas Strain TM-40 Dihidrodaidzeina Heces humanas
HES™®

Tabla I. Bacterias cultivables capaces de convertir la isoflavona daidzeina. ® Cepas productoras de equol a partir de la

isoflavona daidzeina.

Todas estas bacterias se han ido aislando desde la década de 1950, momento en el que se
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iniciaron las investigaciones con polifenoles como las isoflavonas, coincidiendo con la puesta a
punto de las técnicas para trabajar en condiciones de anaerobiosis, precisamente las que
necesitan estas bacterias intestinales. La mayoria de estas bacterias son miembros de la familia
Coriobacteriaceae sin embargo, muchas todavia no han sido clasificadas totalmente a nivel
taxondmico. La primera cepa bacteriana productora de equol, la cepa Julong 732, se identificé en
1995 (Xu et al., 1995), y no se pudo clasificar a nivel de filo hasta una década después (Wang et al.,
2005), de hecho, en la actualidad, todavia no ha podido ser clasificada dentro de ningln género

bacteriano.

Entre todas estas bacterias, el presente trabajo utiliza en la parte experimental cepas de
Slackia equolifaciensy Slackia isoflavoniconvertens. S. equolifaciens, aislada e identificada a partir
de heces humanas por Jin et al. (2008) y S. isoflavoniconvertens identificada y aislada, también a
partir de heces humanas, por Matthies et al. (2009), son dos cepas de dos especies distintas
pertenecientes al género Slackia, englobado dentro de la familia Coriobacteriaceae en el filo
Actinobacteria. Ambas bacterias poseen una similitud del 92 % cuando se comparan sus
secuencias del gen del ARNr16S. Como miembros del género Slackia, descrito por primera vez por
Wade et al. (1999), estas bacterias se caracterizan por ser bacterias Gram-positivas, carentes de
motilidad, anaerobias estrictas, no productoras de endosporas y con morfologias de cocos,
cocobacilos o bacilos cortos, libres o agrupados en parejas o en cadenas cortas. Sin embargo, lo
que hace especiales a estas dos bacterias con respecto a otros representantes del género Slackia
reside en su capacidad para producir equol, principalmente a partir de la isoflavona daidzeina. El
pH de crecimiento dptimo de estas bacterias estd en el entorno de la neutralidad (6.5-7), v,
ademads, son microorganismos mesoéfilos con una temperatura éptima de crecimiento cercana a

los 37 °C, caracteristica del interior del cuerpo humano de donde fueron aisladas originariamente.
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3. MATERIAL Y METODOS

En este apartado se describe la metodologia empleada para llevar a cabo la parte
experimental del presente trabajo. Para ello se comenta cdmo se llevé a cabo el cultivo de Slackia
spp. y el cultivo de heces con isoflavonas mediante fermentaciones en discontinuo y la
metodologia para la toma de muestras para el analisis de las comunidades microbianas mediante
elecroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE), para el andlisis de isoflavonas y
metabolitos derivados de las transformaciones microbianas de la mismas mediante cromatografia
liguida de alto rendimiento (UPLC) y, por ultimo, para el analisis de acidos grasos de cadena corta

(SCFAs) mediante cromatografia de gases (CG).

3.1 Cultivos con Slackia spp. y cultivos fecales en un modelo colénico experimental.

La parte experimental del trabajo consistid en la realizacidn, por medio de fermentaciones
en discontinuo, de incubaciones ex vivo de heces de mujeres menopausicas tratadas previamente
durante seis meses con un preparado comercial a base de isoflavonas de soja en combinacién con
estos mismos compuestos. En este apartado se reflejan los medios y las cepas de cultivo para la

realizacion de las fermentaciones y las condiciones en que estas se llevaron a cabo.

3.1.1 Medios, cepas y condiciones de cultivo.

Para las fermentaciones en discontinuo se empleé como medio de cultivo caldo MCB
(medio coldnico bacteriano) descrito por Falony et al. (2006), y caldo MCBso (MCB suplementado
con 160 mg/L de isoflavonas FISIOGEN). El caldo MCBsq se utilizd para la realizacién de los ensayos
de bioconversién de isoflavonas y el caldo MCB como control negativo de los mismos. Este medio
de cultivo complejo, permite el crecimiento de bacterias que proceden del colon humano, y por lo
tanto, emula el entorno en el que algunos de estos microorganismos son capaces de exhibir
ciertas actividades que transforman las isoflavonas hacia sus formas activas. La composicion del
MCB se refleja en la Tabla Il, que en este caso se prepard con un 0.2 % de glucosa, en lugar del
1.5 % descrito inicialmente por Falony et al. (2006) para obligar a los microorganismos a utilizar
como fuente de carbono, al menos en parte, las isoflavonas del medio en sus formas glicosiladas.

El pH del medio MCB o MCBs, se ajustd antes del autoclavado a 6.5, en el entorno de la
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neutralidad existente en el colon. Tras el autoclavado a 120°C durante

15 min se afiadieron, en

concentracién de 0.2 ug/mL, dos componentes del medio que son termosensibles, la hemina, un

derivado de la hemoglobina, y la menadiona o vitamina K3 del grupo de las liposolubles.

Tomada de Falony et al. (2006).

Componente Volumen final 1L

Sales 12.5x en agua Milli-Q®: 25 g/L KCl, 2.5 g/L NaHCO;, 6.25 g/L MgSO04, 2.5 g/L MnSO,, 0.06

g/L FeS0O4, 0.06 g/L ZnS0O4, 56 g/L NaCl, 5.62 g/L CaCl, y 6.25 g/L de H3PO,. somt

D(+)-Glucosa monohidrato (Merck) 2g

Extracto de levadura (Scharlau) 3g

L-Cisteina-HCl monohidrato (VWR) 04g

Caseina tripsica peptona (triptona) (Scharlau) 25¢g

Peptona de carne por digestidn pancreatica granulado (Merck) 6.5g

Peptona de Soja (Scharlau) 5g

Tween®80 (Merck) 2 mL

Agua destilada (EIixe) Hasta 1L
Hemina (10 mg/mL) stock 500 pL

Tras autoclavar Menadiona (10 mg/mL) stock 500 uL
Isoflavonas FISIOGEN (Zambon) (80 mg isoflavonas/comprimido) 160 mg

Tabla Il. Composicion del medio coldnico bacteriano suplementado con isoflavonas (MCBs,) utilizado en las

fermentaciones.

Los comprimidos se trituraron en condiciones de esterilidad y se afiadieron al medio una

vez que se trituraron y se disgregaron con ayuda de un homogeneizador de paletas (Stomacher

Lab-Blender 400).

Se utilizaron en las fermentaciones dos cepas de microorganismos productores de equol

del género Slackia procedentes de la Coleccion de Cultivos Tipo

Alemana (DSMZ-German

Collection of Microorganisms and Cell Cultures): Slackia equolifaciens DSM 24851 vy Slackia

isoflavoniconvertens DSM 22006. Se evalud inicialmente el crecimiento de estos microorganismos

en diferentes medios de cultivo recomendados por la DSMZ hasta estandarizar las condiciones de
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cultivo 6ptimas. Se ensayod, el medio GAM Broth (Gifu Anaerobic Medium) (Nissui) suplementado
con un 0.5% de arginina (Merck), el medio Wilkins-Chalgren Anaerobe Broth (Oxoid) suplementado
con 0.3 g/L de L-cisteina-HCL y con 1 mg/L de resarzurina, el medio Columbia Blood Medium
(Merck), y el medio BHI (Brain Heart Infusion) (Difco). Los microorganismos se cultivaron en
estrictas condiciones de anaerobiosis en cabina (Whitley DG500) con una atmodsfera reductora
controlada compuesta por un 80 % de N,, un 10 % de CO, y un 10 % de H,, con una humedad

relativa del 80 % y a una temperatura de 37°C.

Como resultado de los ensayos iniciales de crecimiento, durante la duracién de la parte
experimental del trabajo, ambas cepas del género Slackia, se propagaron finalmente en medio
GAM sdlido o liquido, suplementado con un 0.5 % de arginina, dandoles pases sucesivos a medio
fresco cada 48 h. Para guardar stocks de los microorganismos, los cultivos liquidos se centrifugaron
a 13.200 rpm durante 10 min y el pellet bacteriano obtenido se resuspendié en medio fresco con
un 30% de glicerol (Merck) como agente crioprotector, guardando las cepas congeladas en

camaras a -80 °C para posteriores usos.

3.1.2 Fermentaciones en discontinuo.

Se ensayaron distintas condiciones de fermentacidon para optimizar el procedimiento.
Todas las fermentaciones, con duracion de 24 o 48 h, se llevaron a cabo en el interior de la cabina
de anaerobiosis (80 % N,, 10 % CO, y 10 % H,) con una humedad relativa del 80 % y a una
temperatura de 37 °C para emular las condiciones del interior del colon humano. Ademas se
probaron condiciones estdticas y agitadas del medio de fermentacidn, para asegurar el
mantenimiento en suspension de las isoflavonas del medio y optimizar la biodisponibilidad
microbiana de nutrientes. Para la agitacion se utilizé un agitador MS2 Minishaker (IKA®) operando

a baja velocidad (400-600 rpm).

Los cultivos mediante fermentacidn discontinua que se llevaron a cabo en la parte practica
del presente trabajo se pueden agrupar en varios tipos experimentales (Figura 10) que se explican

a continuacion.

Por un lado se llevaron a cabo fermentaciones con una o dos cepas de microorganismos
qgue se han descrito como transformadoras de isoflavonas, S. equolifaciens DSM 24851 y/o S.

isoflavoniconvertens DSM 22006. Por otro lado se realizaron fermentaciones mediante cultivo de
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heces de mujeres menopausicas tratadas previamente con un preparado comercial a base de
isoflavonas de soja y clasificadas por el grupo de Cultivos Lacteos Funcionales del IPLA como
productoras de equol en base a la excrecion de dicho metabolito en orina. Por ultimo se
ensayaron fermentaciones combinando las dos metodologias anteriores, es decir, mezclando las
heces de mujeres productoras de equol con una o ambas cepas microbianas capacitadas para

transformar las isoflavonas (S. equolifaciens DSM 24851 y/o S. isoflavoniconvertens DSM 22006).

Slackia equolifaciens

D5SM 24851 y/o Slackia Heces de mujeres
isoflavoniconvertens productoras de equol
DSM 22006

MCB
con/sin
isoflavonas

MCB
con/sin
isoflavonas

Slackia equolifaciens
DSM 24851 y/o Slackia
isoflavoniconvertens
DSM 22006

Heces de mujeres
productoras de equol

MCB
con/sin
isoflavonas

Figura 10. Esquema de los cultivos con las cepas del género Slackia, cultivos fecales con las heces de mujeres

productoras de equol o cultivos combinando las cepas de Slackia y las heces.

Para las fermentaciones con microorganismos productores de equol se utilizaron indculos
de ambas cepas del género Slackia crecidas durante 24 h en medio GAM liquido suplementado

con un 0.5 % de arginina. Los microorganismos, con anterioridad a su inoculacién, se sometieron a
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sucesivos lavados con PBS (tampdn fosfato salino) reducido con la siguiente composicion: 8.5 g/L
de NaCl, 0.3 g/L de KH,PO,, 0.6 g/L de Na,HPO,, 0.25 g/L de L-Cisteina-HCl, 0.1 g/L de
bactopectona y 0.001 g/L de resarzurina. Para estimar los niveles de los indculos, se realizaron
recuentos en placas de GAM suplementado con un 0.5 % de arginina a las 48 h de sembrar
diluciones seriadas en base diez hechas en MRD (maximun recovery diluent) (Scharlau)
suplementado con un 0.25 % de L-cisteina-HCl de los cultivos liquidos de 24 h de los

microorganismos.

Para la preparacidon de los cultivos fecales se utilizaron homogenizados de heces de
mujeres productoras de equol tratadas durante 6 meses con un preparado comercial a base de
isoflavonas de soja. Para la homogenizacién de las heces congeladas a -80°C en alicuotas de 1 g,
éstas se diluyeron con 9 mL de PBS reducido y de ahi se realizaron los inéculos correspondientes
con un 10 % (v/v) del volumen de fermentacion (30 mL). Se utilizaron heces de la mujer asignada
con el nimero 1 en el primer mes de tratamiento con el preparado comercial de isoflavonas (1.1),
de la mujer 9 en el tercer mes de tratamiento (9.3) y de la mujer 14 en el tercer mes del

tratamiento (14.3).

La toma de muestras (Figura 11) se realizd a las 24 y 48 h de incubacion para las
fermentaciones con duracién de 48 hy a las 24 h para las que duraron 24 h. Se tomaron 15 mL de
muestra y se centrifugaron a baja velocidad (800 rpm, 10 min) con la finalidad de eliminar el
material insoluble. El sobrenadante de la centrifugacidon se repartié para el analisis de las
comunidades microbianas mediante DGGE, para el andlisis de isoflavonas y metabolitos derivados
mediante UPLC y para el analisis de SCFAs mediante CG. Para el andlisis de comunidades
microbianas, para cada una de las muestras, se reservaron a -20 °C dos eppendorf con 1.5 mL de
sobrenadante cada uno, uno para realizar las extracciones de ADN de comunidad microbiana total
con tratamiento con EMA (monoazida de etidio) y otro para tratamiento sin EMA, como mas
adelante se explica. Para el analisis de isoflavonas por UPLC, para cada una de las muestras, se
guardaron 3 mL, por duplicado, de sobrenadante a -20 °C. Para el analisis de SCFAs se tomo, para
cada una de las muestras, 1 mL de sobrenadante y se centrifugd a 13.200 rpm durante 10 min,
para descartar las bacterias, y el nuevo sobrenadante se filtr6 con filtros PTFE
(politetrafluoroetileno) (VWR) de 0.45 um y se reservaron, congelados a -80°C, 0.5 mL de filtrado
para su posterior analisis por CG. Asi mismo se tomaron muestras de los medios MCB y MCB s con

el objetivo de utilizarlos como controles de las fermentaciones para UPLC y CG.
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V=15mL
Toma de muestras Centrifugacion 800 rpm
(24 y 48h) 10 min
5 5 Sobrenadante
Analls_ls de Andlisis de isoflavonas Anélisis de SCFAs por
comunidades UPLC e
microbianas por DGGE por : )
V=1mL

Centrifugacion

EMA
13.200 rpm 10 min
— 5| Sobrenadante

Filtrado con filtro

V=1.5mL PTFE de 0.45pm

|l V=3mL J

-80°C

Figura 11. Esquema del procedimiento para la toma de muestras de las fermentaciones para su congelacién hasta su

posterior procesamiento.

3.2 Anadlisis de comunidades bacterianas mediante electroforesis en gel de gradiente

desnaturalizante (DGGE).

Para el andlisis de las comunidades bacterianas presentes en las fermentaciones, asi como
su evolucion durante las mismas, se utilizé una técnica microbioldgica de cultivo independiente, la
DGGE. Las técnicas independientes de cultivo suelen utilizar como marcador de diversidad
genética el gen que codifica para el ARNr16S. Este gen se suele utilizar como marcador genético al
estar presente en todas las células y por su equilibrio entre conservacién y variabilidad evolutiva,
caracteristicas que hacen que sea ideal para identificar y discriminar taxonédmicamente entre

especies bacterianas (Sekirov et al., 2010).
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La DGGE es una técnica de electroforesis vertical en la que las muestras, formadas por
tantos fragmentos del gen del ARNrl6S como especies bacterianas estén presentes en la
comunidad, se someten a un gradiente desnaturalizante. Al aplicarse la corriente, las muestras van
migrando progresivamente hacia una mayor concentracion de agente desnaturalizante en un gel
de poliacrilamida. La estructura de los diferentes fragmentos de ADN presentes en la muestra se
va desnaturalizando hasta que las dos hebras se separan por completo, momento en el que se
paraliza su migracidn a través del gel por impedimento fisico. La migracién en el gel es funcién del
contenido G+C (didesoxinucledtidos guanina y citosina) de las secuencias de ADN que forman
parte de la muestra, de tal forma que cuando mayor sea el contenido G+C, las uniones entre las
dos hebras del ADN seran mas fuertes y, por lo tanto, migraran mas en el gel hasta que exista una
concentracién mayor de agente desnaturalizante que sea capaz de separar por completo las dos
cadenas de la molécula. La separacion de los fragmentos de igual tamafio se produce, por lo tanto,
en base a las diferencias en la secuencia de nucledtidos del ADN. La DGGE permite generar un
perfil o huella genética (fingerprinting) del ADN bacteriano caracteristico de la comunidad
microbiana presente en la muestra, de tal forma que cuanto mayor sea el nimero de bandas de la

muestra mayor serd la diversidad bacteriana de la misma.

Para llevar a cabo el analisis de las comunidades microbianas mediante DGGE, se extrajo el
ADN total de la comunidad microbiana presente en las muestras de las fermentaciones, a
continuacién, se amplificé selectivamente un fragmento comprendido entre las regiones variables
V2 y V3 del gen bacteriano del ARNr16S, y los productos de la amplificacion se sometieron a

DGGE, como se explica a continuacion.
3.2.1 Extraccion de ADN bacteriano a partir de cultivos puros de Slackia spp.

El protocolo de extraccidon basado en el Kit Bacterial Genomic DNA (GenElute™), con
algunas modificaciones, se utilizd para extraer el ADN de S. equolifaciens DSM 24851 y S.
isoflavoniconvertens DSM 22006 a partir de cultivos puros de las mismas con la finalidad de

utilizarlo, una vez amplificado, como marcador para la DGGE.

Para la extraccién de ADN a partir de cultivos puros de ambas cepas del género Slackia se
partio de pellets congelados a -20 °C, que se obtuvieron tras tomar en cabina de anaerobiosis
1.5 mL de cultivos liquidos bacterianos de cada una de las dos microorganismos, centrifugarlos a

13.200 rpm durante 10 min y someterlos a dos lavados consecutivos con 1 y 0.5 mL de PBS
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reducido. Para la lisis celular se trato el pellet con una solucidn de lisis con 20 mg/mL de lisozima
(Merck) y 5U/uL mutanolisina (Sigma), incubando las muestras a 37°C durante 1 h. A
continuacidén se realizé un tratamiento con RNasa A seguido de un tratamiento con proteinasa K
(QlAgen) de concentracién 20 mg/mL a 55 °C durante 10 min. Para la elucion del ADN purificado
mediante el uso de las columnas del Kit, se utilizaron 100 uL de agua estéril de grado molecular

(Sigma). El ADN extraido se congeld a -20 °C para su posterior uso.
3.2.2 Extraccion de ADN microbiano total.

Para la extraccion de ADN a partir de las muestras de las fermentaciones, se combinaron
métodos de lisis enzimatica y mecdnica siguiendo el protocolo de extraccion de ADN basado en el
Kit Qiagen Stool Human DNA (QIAamp®) en combinacién con el protocolo publicado por Zoetendal
et al. (2006) para el aislamiento de ADN de muestras del tracto gastrointestinal humano. Ademas
se combinaron los métodos de extraccion de ADN tradicionales con la posibilidad que aportan
ciertas sustancias fotorreactivas como el EMA de diferenciar selectivamente y con alta
sensibilidad entre las bacterias viables y las que tienen membranas dafiadas o estan muertas

(Nocker et al., 2006).

Los métodos tradicionales de PCR son incapaces de distinguir entre células vivas vy
muertas, de tal manera que en la reaccién la ADN polimerasa amplifica cualquier fragmento de
ADN que se encuentre en la mezcla. El tratamiento de las muestras con EMA con anterioridad a
una PCR permite detectar selectivamente solo las células viables, pues este tipo de agentes
guimicos se unen covalentemente al ADN con una altisima afinidad tras la exposicion a luz visible
intensa. Esta exposicion permite que se formen complejos entre el compuesto y el material
genético, al intercalarse entre la doble cadena del ADN, imposibilitdndose la accidn de las ADN
polimerasas que rigen el proceso de amplificacion. Como el EMA esta disefiado de tal forma que
es incapaz de atravesar las membranas intactas, es decir las de las células vivas, solo las células
con membranas dafiadas son permeables al compuesto (Figura 12). A continuacidn se explican los
pasos seguidos para la extraccidon de ADN utilizando el tratamiento convencional y un tratamiento

en el que se incorpora EMA para discriminar entre células bacterianas vivas y muertas.

Las muestras de 1.5 mL de las fermentaciones, centrifugadas a 800 rpm durante 10 min
para eliminar el material no soluble y guardadas por duplicado a -20 °C, una para tratar con EMA 'y

otra sin EMA, se descongelaron en hielo y se centrifugaron a 4 °C a 13.200 rpm durante 5 min,
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descartando el sobrenadante y lavando el pellet de células microbianas con PBS frio 100 mM pH
7.4. A continuacién se concentraron los pellets que no fueron sometidos a tratamiento con EMA
en 500 pL del mismo tampdn y los que fueron tratados con EMA en 500 pL del mismo tampdn
suplementado con un 6.7 % de sacarosa como agente crioprotector para minimizar los danos
celulares durante el tratamiento con EMA. Para el tratamiento con este compuesto se utilizd6 EMA
(Sigma) a concentracion de 60 uM en las muestras y dejandolo actuar durante 20 min.
Posteriormente, el contenido de las suspensiones microbianas tratadas se expuso a una fuente de
luz halégena de 650 W durante 5 min, situando las muestras a una distancia de 20 cm de tal

manera que la incidencia de la luz se produjese por igual en toda la muestra.

PMA-modified dead cell DNA
not amplified by PCR
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Figura 12. Unidn selectiva del PMA (monoazida de propidio), un andlogo funcional del EMA, al ADN de las células con

membranas alteradas formando complejos que impiden la posterior amplificacion por PCR.

Seguidamente, todas las muestras tratadas o no con EMA, se lavaron con el mismo PBS
para eliminar restos del compuesto y se sometieron a un tratamiento de lisis enzimatica con 20
mg/mL de lisozima y 5U/pL de mutanolisina. Para la lisis se incubaron las suspensiones bacterianas
a 37 °C durante 40 min. A continuacidn, se transfirieron las muestras a tubos de rosca conteniendo
una perla de vidrio (ServiQuimia), 0.3 g de arena (BioSpec) de 0.1 mm y 0.1 g de arena (BioSpec)
de 0.5 mm y se sometieron a tres tratamientos consecutivos de ruptura mecanica en un equipo
FastPrep™ FP120 Bio 101 Thermo Savant (MP Biomedicals) de 30 s de duracién cada uno y a una
velocidad de 5.5, dejando las muestras en hielo 5 min entre cada tratamiento. Tras la ruptura
mecanica las muestras se sometieron a dos choques térmicos en bafio termostatizado, el primero
mediante incubacién a 95 °C durante 10 min y el segundo mediante incubacién con proteinasa K

de 20 mg/mL a 70 °C durante 10 min. El resto de la extraccion se realizd utilizando las columnas y
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los reactivos del Kit Qiagen Stool Human DNA. La elucidén final de la muestras se realizd con 100 pL

de agua estéril de grado molecular.

Se realizaron mediciones en un equipo Epoch (Bio-Tek) de la concentracion del material
genético extraido asi como de su grado de purificacién mediante la relacién Absorbancia
260 nm/280 nm. En las muestras en las que se obtuvieron cantidades inferiores a 10 ng/uL de ADN
se realizaron concentraciones en un Concentrador 5301 (Eppenforf) a 45 °C durante 1.5 h, y en las
qgue se obtuvieron grandes cantidades de ADN se realizaron diluciones en agua estéril de grado

molecular hasta dejar todas las muestras en una concentracion final en torno a los 30 pg/uL.

3.2.3 Amplificacion parcial del gen del ARNr16S mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Partiendo del ADN extraido de las muestras de los cultivos puros de Slackia spp. o de
cultivos fecales, se realizaron reacciones de amplificaciéon de un fragmento de 193 pares de bases
(pb) comprendido entre las regiones variables V2 y V3 del gen que codifica para el ARNrl16S
bacteriano mediante PCR en un termociclador MyCicler (Bio-Rad), con el programa que se refleja

en la Tabla Ill.

Para la amplificacién se emplearon los cebadores forward F357-GC y reverse R518
descritos por Muyzer et al. (1993). El cebador F357 lleva acoplada una pinza rica en G+C para
impedir la apertura por completo de las dos hebras de ADN en el gradiente desnaturalizante de la
DGGE. La reaccién de PCR se realizé en un volumen final de 50 pL (20.6 pL de agua estéril de grado
molecular, 1.2 pL de F357-GC 10 uM, 1.2 pL de R518 10 puM, 25 pL de Taq DNA Pol 2.0x Master Mix
Red MgCl, 1.5 mM (Ampligon) y 2 uL de ADN molde). Para la comprobacién de las amplificaciones
se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1 % en tampdn TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1x a
75 V durante 40 min utilizando el marcador GRS Ladder 100 pb Grisp Research Solutions. Los geles
se tifieron con una solucién de bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y se visualizaron en un

transiluminador de luz ultravioleta GBox (Syngene).

41



“Bioconversion de isoflavonas por microbiota intestinal mediante incubaciones ex vivo” Material y métodos
TFM por Marta Colinas Rodriguez

Temperatura (°C) Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95 5 min
Desnaturalizacion 95 30s
35 ciclos Anillamiento 56 30s
Extensidn 72 40s

Extension final 72 10 min

Tabla Ill. Programa de PCR para amplificar la region V2-V3 del ARNr16S.

3.2.4 DGGE.

Los productos de amplificacion se sometieron a DGGE utilizando como marcador la
combinacion de los dos productos de amplificacién de S. equolifaciens DSM 24851 y S.
isoflavoniconvertens DSM 22006 purificados mediante el Kit PCR Clean-Up (GenElute™), asi como
otro marcador constituido por distintas especies microbianas aisladas del tracto gastrointestinal
humano (Bifidobacterium adolescentis, Faecalibacterium prausnitzii, Flavonifractor plautii y
Ruminococcus flavefaciens) y elaborado previamente por el grupo de Cultivos Lacteos Funcionales

del IPLA.

La DGGE se llevd a cabo en un equipo DCode™ Universal Mutation System (Bio-Rad) en
geles verticales utilizando un gradiente del 45 % (low) al 60 % (high) de una combinacion de bis-
acrilamida (37.5:1) (Bio-Rad), formamida (Sigma) y wurea (PlusOne) como agentes
desnaturalizantes. Como agente polimerizante se utilizd persulfato amdnico (APS) (Bio-Rad) al
10 % y como agente entrecruzante N,N,N',N'-tetrametiletilenediamina (TEMED) (Bio-Rad). En los
geles, ademas del gradiente low-high se incorpord un plug (gel de sellado) en la base, para evitar
fugas en la polimerizacion, y un stacking (gel de empaquetado) en la parte superior, para
conseguir que todas las muestras entrasen a la vez en el gel con el gradiente. La preparacion de las
soluciones low, high, plug y stacking se muestra en la Tabla IV. El gradiente se realiz6 combinando
soluciones de los agentes desnaturalizantes 0 % y 100 % mediante un gradientador Hoefer™ 5630

Gradient Maker (ServiQuimia) funcionando mediante vasos comunicantes.
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Solucién 0% (mL)* 100 % (mL)* TEMED (uL) APS 10 % (L)
Low 7.15 5.85 13 50
High 5.2 7.15 13 50
Plug 1.5 - 4.5 15
Stacking 9 - 13 50

*0 %: 50 mL de bis-acrilamida y 2.5 mL de TAE 50X en 250 mL de agua Milli-Q.
*100 %: 105.4 g urea, 50 mL de bis-acrilamida, 100 mL de formamida y 2.5 mL de TAE 50x en 250 mL de agua Milli-Q.

Tabla IV. Soluciones empleadas para la formacion de los geles de DGGE.

En cada pocillo del gel se cargaron 10 pL de muestra (5 pL del producto de amplificacion,
2 UL de tampdn de carga y 3 uL de agua estéril de grado molecular) y las electroforesis se
realizaron en tampon TAE 1x a 200 V a una temperatura de 60 °C hasta que el frente generado por
el tampdn de carga atravesaba el stacking, bajando en ese momento el voltaje para dejarloa 75 V
durante 16 h. Tras la electroforesis los geles se tifieron con una soluciéon de bromuro de etidio (0.5
pg/mL) durante 15 min, eliminando el exceso de tincidn dejando el gel en agua destilada durante

otros 10 min. Los geles se visualizaron en el transiluminador de luz ultravioleta.

3.2.5 Secuenciacion de bandas de DGGE.

Para establecer la identidad de algunas de las bandas observadas en los patrones de
DGGE, estas se cortaron de los geles y se procedid a su posterior amplificacion y purificacidn para
enviarlas a secuenciar. Para ello, cada banda se disolvié en 20 plL de agua Sigma y tras dejar el ADN
difundir a 4 °C durante una noche se realizd una PCR, en las mismas condiciones que se
describieron anteriormente utilizando en este caso los mismos cebadores sin la pinza rica en G+C
(F357 y R518). Los amplicones obtenidos se sometieron a continuacién a una purificacion
mediante el Kit PCR Clean-Up. Los productos purificados de PCR se enviaron a secuenciar a la
compafiia Macrogen. Las secuencias devueltas una vez depuradas y procesadas con el programa
Chromas 2.4, se compararon para encontrar homologias con las secuencias depositadas en dos
bases de datos, el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y

el RDP (Ribosomal Database Proyect) (http://rdp.cme.msu.edu/seqgmatch/segmatch_intro.jsp).
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3.3 Determinacion de isoflavonas y metabolitos derivados mediante cromatografia

liquida de alto rendimiento (UPLC).

Para la determinacién de isoflavonas y metabolitos derivados a partir de las muestras
procedentes de las fermentaciones, se utilizaron 3 mL de cada una de las muestras guardadas
a 20 °C. Para concentrar y purificar los analitos a detectar se realiz6 una extraccion en fase sélida
y reversa mediante un equipo MANIFOLD preparado con cartuchos (Agilent Technologies) rellenos
con 200 mg de absorbente hidrofdbico de silica (Bond Elut-C18) y con capacidad de 3 mL. Las
columnas se activaron con metanol de grado cromatografico (VWR Chemicalia) y se lavaron con
tampdn acetato de sodio 0.1 M a pH 4.5. Antes de pasar las muestras por las columnas se
mezclaron con otros 3 mL del mismo tampén y con 213 uL de estandar interno (SI)
4-hidroxibenzofenona (4-HBPH) de un stock a 45 uM. La elucién de los analitos se llevé a cabo
seguidamente con 1 mL de etilacetato de grado cromatografico (Merck). El eluido se filtrd
mediante filtros de PTFE de 0.2 um y se dejé evaporar hasta obtener el residuo seco, que se
concentrd y resuspendid en 100 puL de metanol. Las muestras se preservaron en viales opacos a

4 °C hasta su analisis por UPLC.

Para la determinacion de las isoflavonas en sus formas conjugadas (daidzina y genistina) y
en sus formas agliconas (daidzeina y genisteina) asi como uno de los metabolitos derivado de la
bioconversidn de las mismas (equol) se utilizé un equipo UPLC-H Class (Waters) con un volumen
de preinyeccidn de 317 pL preparado con una columna BEH C18 de espesor de 1.7 um y de
dimensiones 2.1 x 100 mm (Waters) a 40 °C. Se inyectaron 0.1, 0.2, 1 y/o 3 pL de muestra a una
velocidad de flujo de 0.450 mL/min en una cdmara de muestreo a 16°C, utilizando en el gradiente
de elucién como solvente A, agua suplementada con un 0.05 % de acido fosférico, y como solvente
B, metanol al 100 %. Para la determinacion de daidzeina, genisteina, daidzina y genistina se utilizd
un detector de absorbancia photodiode array (PDA) con datos de espectro 3D entre 190 y 450 nm
y canales 2D a 260 y 280 nm. Para la determinacién de equol se utiliz6 un detector de
fluorescencia (mddulo FLR) con excitacion a 260 nm y emisién a 310 nm. Como patrones de
calibracion se utilizaron mezclas de diluciones 100, 50 y 10 uM (realizadas en metanol para las
formas agliconas y para el equol, y, en metanol agua para las formas conjugadas) a las que se les

anadio el SI.
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3.4 Determinacion de acidos grasos de cadena corta (SCFAs) mediante cromatografia de

gases (CG).

Para la determinacién de SCFAs a partir de las muestras procedentes de las
fermentaciones, se descongelé 1 mL de cada una de las muestras guardadas a -80 °C y se les

afiadié una proporcion de estandar interno (2-etil-butanoico) 1:10.

Se utilizd un cromatdgrafo de gases modelo 6890N (Agilent Technologies) con inyector
automatico HP 7683B (Agilent Technologies) split/splitness a una temperatura de 220 °C utilizando
una relacién de split 1:20 y con columna capilar HP-FFAP de 30 metros con un didmetro de 0.25
mm y un espesor de 0.25 um. Se inyecté 1uL de cada una de las muestras, utilizando como gas
portador se utilizd Helio con una presiéon constante de cabeza de 28 psi. Las condiciones
cromatograficas fueron: temperatura inicial de 110 °C, primera rampa de 5 °C/min hasta 150°C,
segunda rampa de 20 °C/min hasta 220 °C y temperatura final de limpieza de la columna de 220 °C
durante 5 min. Se empled un detector por ionizacidn en llama (FID). La cuantificacion se realizé
mediante el programa ChemStation (Agilent Technologies) calibrando el equipo con un minimo de
cinco concentraciones diferentes de soluciones acuosas de los analitos: acido acético, acido
propidnico, acido isobutirico, dcido butirico, acido isovalérico, acido valérico, acido capropico y

estandar interno.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

En este apartado se describen los resultados obtenidos de los ensayos realizados para
optimizar las condiciones de cultivo y crecimiento de las dos cepas de microorganismos del género
Slackia utilizadas en el presente trabajo. Asi mismo, se comenta la optimizacidén de las condiciones
experimentales de las fermentaciones en discontinuo que se llevaron a cabo. Por otro lado, se
indica la biodisponibilidad de isoflavonas en el medio MCB en el que se realizaron las
fermentaciones. Por ultimo, se exponen los resultados que se obtuvieron de los cultivos con
Slackia spp., de los cultivos con heces de mujeres menopausicas y de cultivos fecales combinando

Slackia spp. y heces.

4.1 Ensayos de cultivo de Slackia spp.

Tras ensayar distintos medios de cultivo, descritos en el apartado de material y métodos,
se eligid finalmente, para la propagacidn de S. equolifaciens DSM 24851 y S. isoflavoniconvertens
DSM 22006 de forma rutinaria, el medio GAM suplementado con un 0.5 % de arginina. Ambos
microorganismos son estrictamente anaerobios y poseen un crecimiento lento, necesitando 24 h

para crecer en medio liquido y 48 h para crecer en medio sélido.

El crecimiento de ambas cepas del género Slackia en este medio, asi como su aspecto
morfoldgico al ser observados mediante microscopia éptica se refleja en la Figura 13. Las colonias
de ambos microorganismos mostraron un aspecto translicido o ligeramente blanquecino, en
ambos casos de pequefio tamano. S. equolifaciens DSM 24851 presentd colonias mas pequefias y
un crecimiento mas lento que S. isoflavoniconcertens DSM 22006. Al microscopio, ambas cepas
mostraron un tamafio similar y morfologia en forma de coco-bacilos, libres o agrupados en parejas
o en cadenas cortas. Si bien, en la literatura se ha descrito que S. isoflavoniconvertens (Matthies et

al., 2009) tiene un tamafio de 0.5 x 0.8-1.0 um y S. equolifaciens de 0.4 x 2.4 uM (Jin et al., 2010).
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Figura 13. Morfologia de S. equolifaciens DSM 24851 y de S. isoflavoniconvertens DSM 22006. 1) S. equolifaciens DSM
24851y 2) S. isoflavoniconvertens DSM 22006. a) Crecimiento de ambas cepas bacterianas en placas de GAM + 0.5% de
arginina sembradas por estrias. b) Visualizacion de ambas cepas bacterianas con microscopio éptico H600L (Nikon) con

objetivo de 100 aumentos.

Por otro lado, a través de los recuentos realizados a partir de diluciones seriadas de
cultivos liquidos de 24 h de ambas cepas del género Slackia, se determind que estas crecian hasta

una densidad celular entre 10’y 10% ufc/mL.

4.2 Ensayos de las condiciones de fermentacion.

En esta parte se muestran los resultados de la estandarizaciéon de las condiciones de
fermentacién para la realizacién de los cultivos de Slackia spp. o cultivos fecales con heces de
mujeres menopausicas productoras de equol. Para optimizar dichas condiciones se ensayd el

tiempo de duracion de las fermentaciones y condiciones estaticas o agitadas del medio.
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4.2.1 Fermentaciones en agitacion o en estdtico.

El primero de los pardametros de fermentacidn que se optimizo fueron las condiciones para
la mezcla y el mantenimiento en suspension de los componentes del medio, principalmente de las
isoflavonas. Con esta finalidad se realizaron cultivos fecales con las heces de la mujer 14.3 en

medio MCByso en condiciones de ligera agitacién o en estatico.

Los patrones de DGGE de las comunidades microbianas desarrolladas en ambas
condiciones no mostraron diferencias claras entre si (Figura 14 a). Esto indicaba que el desarrollo
de los microorganismos mayoritarios presentes en las heces de las mujeres del estudio en el

medio suplementado con las isoflavonas podria ser independiente de la agitacion o no del medio.

En estos experimentos se evalud también la bioconversién de las isoflavonas del medio
hacia el metabolito con mayor bioactividad que se deriva de ellas, el equol. Los resultados
obtenidos mediante UPLC de la produccién de equol durante estas fermentaciones se muestran
en la Figura 14 b. Al igual que lo que ocurria con los patrones de comunidades microbianas, no se
apreciaron cambios significativos entre las fermentaciones que tuvieron lugar en agitaciéon o en
estatico, pues la produccién de equol se mantenia en concentraciones de 15.000 nM. Si bien a las
24 h de la fermentacidn la produccién de equol fue ligeramente mayor en estatico, a las 48 h este
resultado se invertia. Ademas se observd que, en agitacion, la produccion de equol sufria menores
variaciones entre las 24 y 48 h de la fermentacion que en estatico. En condiciones de reposo, se
aprecio una ligera disminucién en la produccién de equol a las 48 h, lo cual se podria explicar si se
tiene en cuenta que parte de las isoflavonas del medio tenderian a ir depositandose a lo largo del

tiempo de fermentacion.

A partir de estos resultados se decidié continuar realizando las fermentaciones en
condiciones de agitacidn para garantizar la maxima eficiencia en el reparto de los componentes

del medio.
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Figura 14. Cultivo fecal con las heces de la mujer 14.3 en MCBsc ensayando condiciones estdticas o agitadas del medio
de fermentacion. a) DGGE de los productos de amplificacién del gen del ARNr16S obtenidos por PCR de los extractos de

ADN. b) Produccién de equol en el medio de fermentacion a las 24 y 48 h determinada mediante UPLC.

4.2.2 Tiempo de duracion de las fermentaciones.

Se ensayaron, en medio MCB,, cultivos con S. equolifaciens DSM 24851 o S.
isoflavoniconvertens DSM 22006 y cultivos con heces de mujeres menopadusicas productoras de

equol (1.1y 14.3), en ambos casos con duracion de 24 y 48 horas.

La visualizacion de los productos de amplificacidn, en un gel de DGGE, de las extracciones
(realizadas con y sin tratamiento previo con EMA) a las 24 h del cultivo de S. equolifaciens DSM
24851 o S. isoflavoniconvertens DSM 22006 en MCBso se muestra en la Figura 15 a. Como se
puede apreciar en el gel, al tratar con este tipo de agentes se observd la desaparicién de las
bandas de amplificacion correspondientes con ambas cepas de microorganismos. Estos resultados
indicaban que tras 24 h de incubacidn, los microorganismos podrian estar ya una fase estacionaria

de crecimiento, y empezaban a perder viabilidad, de tal manera que la membrana de los mismos
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podria estar dafiada y permitir la difusién del EMA hacia el interior celular. Una vez en el interior
celular, este compuesto se une al material genético y hace que este quede inaccesible para la
actuaciéon de la ADN polimerasa (Nocker et al., 2006), de ahi que en el gel de DGGE no se

observase banda de amplificacién correspondiente a ambas cepas de microorganismos.

Por su parte, el andlisis mediante UPLC de los metabolitos derivados de la
biotransformacién de las isoflavonas del medio MCB,so, determiné la presencia de equol en las
muestras de los cultivos de cada una de las cepas del género Slackia, en concentraciones de
3.000 nM a las 24 h de la fermentacidn, y en concentraciones de 500 nM a las 48 h (Figura 15 b).
Esto podria indicar que, aunque los microorganismos se empezaran a lisar a las 24 h, la
bioconversién de isoflavonas en el medio continuaba, aunque en niveles mas reducidos, como se
observa en los datos de las 48 h. Los procesos de ruptura de las membranas celulares supondrian
la liberacidn hacia el medio, junto con el resto del lisado celular, de las enzimas encargadas de la

bioconversion de las isoflavonas.
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Figura 15. Cultivo en medio MCBsq con S. equolifaciens DSM 24851 o con S. isoflavoniconvertens DSM 22006 a las 24
y/o 48 h de la fermentacién. a) DGGE de los productos de amplificacién obtenidos por PCR de los extractos de ADN
realizados con y sin tratamiento con EMA a las 24 h. b) Produccién de equol en el medio de fermentacién a las 24y 48 h

determinada mediante UPLC.

Por otro lado, cuando se analizé la evolucién de las comunidades microbianas con el
tiempo, no se pudieron observar cambios entre las 24 y las 48 h de la fermentacién en los perfiles

de DGGE de los cultivos fecales con las heces de la mujer 1.1 y 14.3 realizados en MCBo
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(Figura 16 a). Las poblaciones mayoritarias de las heces de las mujeres del estudio que se
desarrollaban en el medio de fermentacién disefiado para este trabajo, parecian haber alcanzado
una estabilidad a las 24 h de la fermentacién que se mantenia con el tiempo. De ahi que no
apareciesen cambios significativos en los perfiles de DGGE entre las 24 y 48 h de la fermentacion,
al menos en las poblaciones microbianas mayoritarias, que son las que permiten analizar este tipo

de técnicas independientes de cultivo.

A mayores, tampoco se observaron diferencias en los niveles produccion de equol a partir
de las isoflavonas del medio entre las muestras tomadas a las 24 y 48 h de los cultivos con las
heces de las mujeres 1.1 o 14.3 (Figura 16 b). Las muestras de los cultivos fecales de la mujer 1.1
se mantuvieron produciendo equol entre las 24 y 48 h de la fermentacién en un rango de
concentracién de 50-100 nM vy los de la mujer 14.3 se mantuvieron en una concentracion de

15.000 nM en ese mismo intervalo de tiempo.
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Figura 16. Cultivos fecales con las heces de las mujeres 1.1 0 14.3 en medio MCB s, a las 24 y 48 h de la fermentacion. a)
Patron del ARNr16S de la comunidad microbiana obtenido mediante DGGE. b) Produccion de equol en el medio de

fermentacién determinada mediante UPLC

A partir de estos datos extraidos del andlisis de las comunidades microbianas y de la
biotransformacion de isoflavonas hacia equol en los cultivos con Slackia spp. y en los cultivos con

heces de mujeres productoras de equol se decidid reducir el tiempo de fermentacion a 24 h.
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4.3 Biodisponibilidad de isoflavonas en medio coldnico bacteriano (MCB).

La determinacion mediante UPLC de las isoflavonas en sus formas glicosiladas (daidzina:
Da-G y genistina: Ge-G) o en sus formas agliconas (daidzeina: Da y genisteina: Ge) presentes en las
muestras de MCBso, empleadas como control de la biotransformacion de isoflavonas, permitié el
analisis de la biodisponibilidad de las mismas para la accién microbiana en las fermentaciones
(Figura 17). La biodisponibilidad de las isoflavonas en el medio estd condicionada por la
composicion inicial de los comprimidos con los que se suplementé el medio MCBs,, por la
solubilidad de las isoflavonas y por las condiciones de agitacién en las que se realizaron los

experimentos.

100 -+
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10 -

Da-G Ge-G Da Ge

Figura 17. Biodisponibilidad de isoflavonas en el medio MCB. Isoflavonas detectadas mediante UPLC en sus formas

glicosiladas, daidzina (Da-G) y genistina (Ge-G) o en sus formas agliconas, daidzeina (Da) y genisteina (Ge).

De los datos obtenidos mediante UPLC de las isoflavonas presentes en el medio MCBs, se
observé que, las isoflavonas mayoritarias disponibles para las transformaciones microbianas en los
experimentos de fermentacién, eran las que se encontraban en sus formas glicosiladas, en
concentraciones de hasta 50 pM. Sin embargo, las formas agliconas, las mdas activas
bioldgicamente, se encontraban cerca de 10 uM para la daidzina y de 5 uM para la genisteina. La
principal explicaciéon a esto se encuentra en la composiciéon de los comprimidos utilizados como

suplementos de isoflavonas del medio MCB. Los comprimidos a base de isoflavonas se elaboran a
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partir de semillas de soja. Se sabe que en las semillas de leguminosas como la soja, las isoflavonas
mayoritarias se encuentran en sus formas glicosiladas (Pastor y Perote, 2007). Otra explicacién al
hecho de que las formas glicosiladas sean las mayoritarias, una vez que se disuelven los
comprimidos en el medio MCB, reside en su solubilidad en solventes polares. Todas las isoflavonas
de soja son solubles en disolventes polares (Stancanelli et al., 2007), pero el hecho de llevar unidas
moléculas de glucosa, altamente polar, puede favorecer su disolucion en un medio hidrofilico

como el MCB.

4.4 Evaluacion de la viabilidad celular bacteriana mediante tratamiento con monoazida

de etidio (EMA).

Como ya se comentd anteriormente, mediante la utilizacion del EMA se pudo discernir la
alteracion de las membrana, y posiblemente la muerte celular, de S. equolifaciens y S.
isoflavoniconvertens en los cultivos de mds de 24 h. A mayores, este compuesto también se utilizd

en los cultivos fecales con comunidades microbianas complejas.

Los resultados obtenidos de la comparacién de los patrones de microorganismos
mayoritarios, generados mediante DGGE de las mismas muestras procedentes de los cultivos
fecales, y sometidas o no a tratamiento con EMA con anterioridad a la extraccidon y amplificacion
del ADN microbiano, se muestran en la Figura 18. En algunas de las muestras, tras el tratamiento
con EMA desaparecieron algunas bandas o perdieron parte de su intensidad, lo cual podria indicar
que las bacterias con las que se correspondian esas bandas estaban entrando en la fase litica de su
ciclo de vida. Sin embargo, en otras ocasiones, también aparecieron nuevas bandas tenues o
algunas de las bandas incrementaron su intensidad. En este caso, se planted la hipdtesis de que,
cuando el EMA secuestra el ADN de las células con las membranas alteradas, los componentes de
la reaccion de PCR quedan mas disponibles para la amplificacion de otros grupos de

microorganismos de menor representacion en muestras complejas.

En el tratamiento con EMA, éste se utilizd a una concentracién de 60 pM. Esta
concentracién de EMA, aunque fue efectiva en los cultivos con las cepas del género Slackia, puede
no ser suficiente para acomplejar todo el ADN de las células bacterianas muertas de una

comunidad bacteriana compleja. Por eso, en los casos en los que se quiera discernir la viabilidad
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celular por medio de utilizacién del EMA en cultivos fecales, deberia reajustarse la concentracion

de tratamiento con este compuesto.
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Figura 18. Comparacion de los patrones de bandas de DGGE para el gen del ARNr16S entre las muestras procedentes de
los cultivos en MCB o MCByso con las heces de las mujeres 1.1, 9.3 y 14.3 sometidas o no a tratamiento con EMA con

anterioridad a la extraccion del ADN de la comunidad microbiana total.

A consecuencia de estos primeros resultados que se obtuvieron del tratamiento con EMA
se descartd su utilizacion en el resto del trabajo experimental, posponiendo para posteriores

estudios reajustes en el protocolo acordes con la cantidad de ADN esperable conforme a la

diversidad de las muestras.

4.5 Cultivos con Slackia spp. y cultivos fecales en un modelo colénico experimental.

En este apartado se reflejan los resultados de los cultivos que se realizaron mediante
fermentacién discontinua de S. equolifaciens 24851 y/o S. isoflavoniconvertens DSM 22006, de

heces de mujeres menopausicas o de estos microorganismos y heces.
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4.5.1 Cultivos con Slackia spp.

Se sabe que existen ciertos microorganismos del género Slackia, aislados a partir de heces
de mujeres, que son capaces de llevar a cabo transformaciones de las isoflavonas de soja para
producir ciertos metabolitos de interés como el equol (Jin et al., 2010; Matthies et al., 2009). Sin
embargo, no se habia ensayado, por el momento, la biotransformacién de isoflavonas en las
formas en las que son ingeridas por las mujeres para el tratamiento de los sintomas de la
menopausia en un modelo colénico capaz de simular las condiciones intestinales donde se
producen dichas transformaciones en el organismo. Se desconoce también cuales son las
condiciones en las que estos microorganismos son capaces de activar sus mecanismos enzimaticos
para la transformacidn de isoflavonas. Por todo esto, se ensayaron cultivos de S. equolifaciens
DSM 24851 y/o S. isoflavoniconvertens DSM 22006 (inoculadas en el medio de fermentacion en el
orden de 10°-10"ufc/mL) para probar si las cepas descritas en la bibliografia como productoras de
equol eran capaces de crecer en el modelo colénico experimental disefiado para este trabajo y

producir in vitro este metabolito.

Se analizaron los geles de DGGE del cultivo de cada cepa por separado y del cultivo mixto
de ambas cepas en MCB o MCBs, (Figura 19 a). Aparecieron bandas correspondientes a ambas
cepas en las muestras del medio MCB y en las del mismo medio suplementado con isoflavonas
(MCBs0), tanto cuando se encontraban en cultivo puro como cuando se encontraban en cultivo
mixto, indicando que ambos microorganismos eran capaces de crecer en el modelo experimental

planteado en este trabajo.

Para evaluar la biotransformacién de isoflavonas en los cultivos con S. equolifaciens DSM
24851, se analizaron mediante UPLC las principales isoflavonas de las muestras, en sus formas
glicosiladas (Da-G y Ge-G) y en sus formas agliconas (Ge y Ge-G), y el metabolito con mayor
bioactividad que se deriva de ellas, el equol (Figura 19 b). Comparando estos resultados con los
datos de isoflavonas presentes en el medio antes de realizar los cultivos (MCBso Control), se
determind que S. equolifaciens DSM 24851 era capaz de transformar las isoflavonas,
mayoritariamente en sus formas agliconas (Da y Ge), llegando incluso a agotar la Da, y
consumiendo solo una pequefia proporcion de las formas glicosiladas (Da-G y Ge-G). El hecho de
que S. equolifaciens consuma mayoritariamente la daidzeina del medio y apenas muestre

capacidad para deglicosilar las formas conjugadas de las isoflavonas concuerda con lo que hay
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publicado hasta la fecha sobre el metabolismo que lleva a cabo esta cepa microbiana (Jin et al,,
2008). Asi mismo, la produccién de equol en el cultivo con esta cepa del género Slackia se produjo

en concentraciones cercanas a 3.000 nM.
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Figura 19. Cultivos con S. equolifaciens DSM 24851 y/o S. isoflavoniconvertens DSM 22006 en medio MCB y MCBs. a)
Perfiles de gen del ARNrl6S obtenidos mediante DGGE para cultivos puros o mixtos de ambas cepas de
microorganismos. Marcadores de DGGE: S. equolifaciens DSM 24851 y S. isoflavoniconvertens DSM 22006. b)
Determinacion mediante UPLC de isoflavonas, en sus formas glicosiladas, daidzina (Da-G) y genistina (Ge-G) o en sus
formas agliconas daidzeina (Da) y genisteina (Ge), y el equol que se deriva de ellas en cultivos con S. equolifaciens DSM

24851 en MCBiso.
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4.5.2 Cultivos fecales.

En esta parte se reflejan los resultados de los cultivos realizados con heces de mujeres
menopausicas y de los cultivos combinando heces y S. equolifaciens DSM 24851. El analisis
mediante UPLC del equol formado en el medio MCBso de los cultivos con S. equolifaciens DSM
24851, de los cultivos con las heces de las mujeres 1.1, 9.3 y 14.3 y de los cultivos con la
combinacion de las heces de las mujeres 1.1 y 9.3 con S. equolifaciens DSM 24851 se refleja en la

Figura 20.
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Figura 20. Determinacion de equol mediante UPLC en medio MCBsy en diferentes muestras procedentes de cultivos
con S. equolifaciens DSM 24851, de cultivos con las heces de las mujeres 1.1, 9.3 y 14.3 y de cultivos con las heces de las

mujeres 1.1 y/o0 9.3 en combinacién con S. equolifaciens DSM 24851.

Los cultivos fecales mostraron una gran variabilidad en la produccidn de equol en funcién
de la mujer de procedencia de las heces con las que se llevaron a cabo. Los cultivos fecales de la

mujer 1.1 produjeron equol en concentraciones inferiores a los 100 nM, mientras que los cultivos

58



“Bioconversion de isoflavonas por microbiota intestinal mediante incubaciones ex vivo” Resultados y discusién
TFM por Marta Colinas Rodriguez

fecales de la mujer 9.3 y de la mujer 14.3 produjeron equol en niveles superiores, de 10.000 nM vy
15.000 nM, respectivamente. Estos datos abalan la hipdtesis de la enorme variabilidad
interindividual existente en la microbiota intestinal que responde produciendo equol tras un

tratamiento continuado con isoflavonas de soja (Clavel y Mapesa, 2013).

A la vista de estos resultados se decidieron combinar en el mismo cultivo fecal las heces de
las mujeres 1.1 (baja productora de equol) y 9.3 (alta productora de equol) para tratar de ver
cambios en la biotransformacion de isoflavonas y en la produccién de equol por la combinacién de
la microbiota intestinal desarrollada en MCBso a partir de las heces de dos mujeres diferentes. En
estos co-cultivos, la produccion de equol se triplicd con respecto a los niveles del cultivo fecal de la
mujer 9.3 llegando hasta una concentracidon de 35.000 nM. Esto implicaba que la microbiota
intestinal desarrollada a partir de la combinacién de las heces de dos mujeres era capaz de llevar a
cabo de manera mas eficiente la bioconversidn de isoflavonas, hacia la produccién de equol, y que
dicha transformacién de isoflavonas aumentaba en presencia de diferentes microorganismos que,

en su conjunto, aportaran distintas actividades cataliticas de las rutas.

A mayores, se ensayaron cultivos con las heces de la mujer 1.1 o de la mujer 9.3 en
combinacion con S. equolifaciens DSM 24851. En ambos casos la produccion de equol se
incrementd exponencialmente con respecto a lo producido por los cultivos de S. equolifaciens
DSM 24851 o por los cultivos con las heces de las mujeres 1.1 y 9.3 (por separado o en conjunto),
llegando a concentraciones de 65.000 nM. En este caso, los cultivos combinados de heces de la
mujer 1.1 (baja productora de equol) con S. equolifaciens obtuvieron unos niveles elevados de
produccién de equol, lo que implicaba que en las heces de la mujer 1.1 hay microorganismos
capaces de llevar a cabo las transformaciones de las isoflavonas, pero se necesitan
microorganismos como estas cepas del género Slackia, para que se desencadenen eficientemente
los ultimos pasos de las rutas que conducen a la liberacién de equol. Todo esto hacia pensar que,
cuando la microbiota presente en las heces complementaba su acciéon degradativa con
microorganismos como S. equolifaciens, aumentaba la eficiencia en la biotransformacién de

isoflavonas hacia metabolitos con propiedades fitoestrogénicas, como el equol.

Por ultimo, cuando se combinaron en un Unico cultivo las heces de la mujer 1.1, las heces

de la mujer 9.3 y S. equolifaciens DSM 24851 el equol producido se dispard hasta los 70.000 nM,
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constatdndose la idea del efecto sinérgico producido por la combinacion de un grupo diverso de

microorganismos intestinales con diferente origen.

Estos resultados podrian explicar por qué la mayor parte de la poblacidon occidental, y en
especial las mujeres que tratan los sintomas de la menopausia con isoflavonas, no pueden
beneficiarse del consumo de las mismas (Clavel y Mapesa, 2013). Aunque en el intestino de estas
mujeres estén presentes algunos de los microorganismos que llevan a cabo las transformaciones
iniciales de las isoflavonas, seria necesario que continuase la transformacién de las mismas, hacia
la produccién de equol, y que este se produjera en concentraciones relevantes a nivel fisioldgico.
Esto vendria condicionado por la existencia de una microbiota intestinal diversa con todas las
actividades cataliticas de las rutas de biotransformacidon de isoflavonas que conducen a la
aparicion de equol (Sanchez-Calvo et al., 2013). Si bien los microorganismos capaces de llevar a
cabo los primeros pasos de la ruta de biodegradacion de isoflavonas, los que suponen la liberacidn
de las formas agliconas, son mds comunes en el TGI, se estima que solo entre el 30 y el 50 % de la
poblacién posee los microorganismos capaces de liberar equol, preferentemente a partir de la

isoflavona daidzeina (Stetchell et al., 2002; Atkinson et al., 2005).

El analisis mediante UPLC de las isoflavonas, en sus formas glicosiladas o agliconas, y del
metabolito equol en los cultivos fecales con las heces de las mujeres 1.1 y 9.3 en medio MCBso se
muestra en la Figura 21. En ambos cultivos fecales, y a diferencia de lo observado con los cultivos
con las cepas del género Slackia, se produjo un consumo completo de las formas glicosiladas de
las isoflavonas (Da-G y Ge-G), implicando que se desarrollaban microorganismos capaces de
desconjugar los glucésidos de las isoflavonas. Con respecto a las formas agliconas de las
isoflavonas, los cultivos fecales de la mujer 1.1 consumian por completo la genisteina (Ge) y parte
de la daidzeina (Da). En el caso de la mujer 9.3, las formas agliconas (Ge y Da) aparecieron en
cantidades similares a las presentes en el control del medio de fermentacion (MCBso Control).
Dado que la produccién de equol fue mayor en los cultivos con las heces de la mujer 9.3 (10.000
nM) en comparacién con los de la mujer 1.1 (100 nM), se traté de buscar una explicacion al
consumo diferencial de las formas agliconas del medio. En los cultivos de la mujer 1.1, las formas
agliconas (que son las que estaban presentes en el medio antes de la fermentacién mas las
liberadas a partir de las actividades B-glucosidasas de los microorganismos de la microbiota
intestinal) se consumian por completo y probablemente se derivaban en su mayoria hacia la via

de produccién de O-DMA, un metabolito derivado de las isoflavonas sin potencial fitoestrogénico
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(Sanchez-Calvo et al., 2013), que no fue objeto de determinacidén mediante UPLC en este trabajo,
pero que podria detectarse en posteriores estudios para constatar esta hipdtesis. En el caso de los
cultivos con las heces de la mujer 9.3 se producia mayoritariamente equol, el metabolito
bioldgicamente activo, a partir de las formas agliconas de las isoflavonas. En este caso, las formas
agliconas que se acumularon durante el transcurso de la fermentacién no se consumieron por
completo, de ahi que sus niveles fuesen equiparables a los del control del medio (MCBsg Control).
De esta forma, en los cultivos con las heces de la mujer 1.1 el consumo de las isoflavonas se
explico por su biotransformacién mayoritaria hacia O-DMA y en menor medida hacia equol, y en

los cultivos de la mujer 9.3 hacia la produccién de equol.
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Figura 21. Determinacidn mediante UPLC de isoflavonas en sus formas glicosiladas, daidzina (Da-G) y genistina (Ge-G) o
en sus formas libres, daidzeina (Da) y genisteina (Ge), y el equol que se deriva de ellas en cultivos fecales en MCBso con

las heces de la mujer 1.1y las heces de la mujer 9.3.

Los datos de consumo de isoflavonas por parte de los cultivos fecales contrastan con los
datos de consumo en los cultivos con Slackia spp., reflejados en el anterior apartado. Mientras
que en los cultivos con S. equolifaciens DSM 24851 habia un consumo preferencial de las formas
agliconas de las isoflavonas, principalmente la daidzeina, los microorganismos de los cultivos
fecales consumian preferentemente las formas conjugadas de las isoflavonas. Esto seria un fiel
reflejo de las actividades cataliticas que estan codificadas por el genoma de cada uno de estos

microorganismos. Las cepas del género Slackia poseerian actividades que conducen al equol,
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mientras que la microbiota fecal de las mujeres del estudio codificaria, mayoritariamente para

actividades desconjugativas de isoflavonas, y, en baja medida, para actividades que liberan equol.

En el transcurso de estos cultivos también se analizd mediante DGGE el perfil de las
comunidades microbianas mayoritarias (Figura 22). No se apreciaron diferencias entre los
microorganismos mayoritarios desarrollados a partir de los cultivos con las heces de la mujer 9.3
en medio con y sin isoflavonas (MCB;so y MCB). Sin embargo, los co-cultivos con heces de
diferentes mujeres mostraron un patrén de microorganismos mayoritarios diferente. Cuando se
combinaban las heces de ambas mujeres (1.1 y 9.3) en un unico cultivo, el perfil microbiano
pasaba a ser una combinacién del perfil de cada una por separado. Por su parte, cuando se
incorporaba S. equolifaciens DSM 24851 a los cultivos fecales, la banda correspondiente a este
microorganismo aparecia pero de manera muy poco intensa. Esto estaba indicando que el
crecimiento de esta cepa, inoculada en el orden de 10° a 10’ ufc/mL, podia verse sobrepasado por
otros microorganismos presentes en las heces con mayor capacidad de crecimiento. De esta
manera, S. equolifaciens DSM 24851 no se desarrollaba lo suficiente como para formar parte de la
microbiota mayoritaria representada en los perfiles de DGGE de los cultivos fecales, pues debia
competir con la comunidad microbiana de las heces de las mujeres del estudio presentes en
concentraciones de entre 10"y 10" ufc/mL. Sin embargo, aunque S. equolifaciens no apareciera
de forma tan notable en los perfiles de DGGE, su papel en las transformaciones de las isoflavonas

hacia equol en los cultivos planteados en este trabajo fue clave, como se mostré anteriormente.

Algunas de las bandas caracteristicas de los perfiles de DGGE de los cultivos fecales con las
heces de las mujeres 1.1 y 9.3 se identificaron mediante escisidn, reamplificacién y secuenciacion.
Tras el andlisis de las secuencias del ARNr16S y a través de la comparacion con las secuencias
depositadas en las bases de datos BLAST y RDP, se identificaron en los cultivos con las heces de la
mujer 1.1 (baja productora de equol) dos microorganismos caracteristicos del TGl humano. Uno de
estos microorganismos se identificd a nivel de especie, Escherichia coli (98 % de homologia con las
secuencias de las bases de datos) y otro a nivel de género, Enterobacter (98 % de homologia con
las secuencias depositadas en las bases de datos). Por su parte, en los cultivos con las heces de la
mujer 9.3 (alta productora de equol), se encontré una banda amplificada con una homologia del
94 % con la bacteria AUH-Julong64 aislada a partir de heces humanas y caracterizada como
productora de dihidrodaidzeina (Wang et al., 2005), un intermediario de la ruta de

biotransformacién de daidzeina (Sanchez-Calvo et al., 2013).
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Figura 22. Perfiles de DGGE de diferentes cultivos en MCBso con Slackia spp. y/o con heces de mujeres productoras de
equol e identificacién de algunas bandas representativas. a) DGGE del ADNr16S de diferentes muestras procedentes de
los cultivos en MCB o MCBso de S. equolifaciens DSM 24851, de cultivos individuales o mezclados de las heces de las
mujeres 1.1 y 9.3, y de cultivos fecales combinando heces de las mujeres 1.1 y 9.3 con S. equolifaciens DSM 24851.
Marcadores de DGGE: Ruminococcus flavefaciens, Faecalibacterium prausnitzii, Flavonifractor plautii, Bifidobacterium
adolescentes, S. isoflavoniconvertens DSM 22006 y S. equolifaciens DSM 24851. b) Bandas secuenciadas e identificadas
con ayuda del BLAST y del RDP en los cultivos con las heces de la mujer 9.3 (banda a: 94 % de identidad con la bacteria
AUH-Julong 64) y en los cultivos con las heces de la mujer 1.1 (banda b: 98% de identidad con Enterobacter y banda c:

98 % de identidad con Escherichia coli).
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4.6 Determinacion de SCFAs.

Los 4acidos grasos de cadena corta (SCFAs por sus siglas en inglés), constituyen la principal
fuente de energia de los enterocitos, por lo que son metabolitos claves para el TGl. En la
actualidad poco se sabe sobre la relacién existente entre la bioconversion de las isoflavonas y la
produccién de SCFAs en TGl por la microbiota que lo habita. Lo que si se sabe es que la produccidn
de SCFAs en el colon se produce a partir de la fermentaciéon de los carbohidratos de la dieta
mediante la intervencion de ciertos grupos de microorganismos en determinadas condiciones
(Neish, 2009). Asi mismo, se ha demostrado que una dieta rica en polifenoles, como los de las uvas

o el vino, puede estimular la liberacion de SCFAs en el colon (van Dorsten et al., 2012).

La determinacién de SCFAs en el transcurso de los cultivos fecales se utilizé con la
finalidad de analizar el metabolismo microbiano de los carbohidratos del medio en relacién con el
metabolismo de las isoflavonas. El medio en el que se llevaron a cabo las fermentaciones, MCBs,
estd compuesto por un 0.2 % de glucosa, sin embargo una fuente adicional de glucosa es la
presente en forma de glucosa en las formas glicosiladas de las isoflavonas con las que se
suplementd dicho medio. Se determinaron por CG el acido acético, el acido propidnico, el acido
butirico, el acido isobutirico, el acido valérico, el acido isovaréico y el acido caproico en los cultivos
en MCB o en MCBsocon heces de las mujeres 1.1 y 9.3. La intencionalidad de este andlisis fue la
evaluacion de las diferencias de metabolismo de carbohidratos en presencia y ausencia de

isoflavonas.

Los resultados de la determinacion mediante CG de los SCFAs producidos
mayoritariamente en dichos cultivos (acido acético, acido propidnico y acido butirico) y la relaciéon
entre dos de los SCFAs mas abundantes (el acido acético y el acido propidnico), en comparacion
con los controles de ambos medios, se reflejan en la Figura 23. No se observaron diferencias al
comparar los resultados del catabolismo de carbohidratos entre los cultivos fecales llevados a
cabo en medio con y sin isoflavonas (MCB;sp y MCB). Asi mismo, los perfiles de los SCFAs
mayoritarios fueron semejantes entre los cultivos con las heces de la mujer 1.1 (baja productora
de equol) y los cultivos con las heces de la mujer 9.3, (alta productora de equol) entre los que si se
habia observado un metabolismo diferencial de isoflavonas. Si bien, los perfiles de los SCFAs
minoritarios mostraron mayores variaciones entre los cultivos fecales de ambas mujeres. En

general, durante las fermentaciones llevadas a cabo por los microorganismos que se desarrollaron

64



“Bioconversion de isoflavonas por microbiota intestinal mediante incubaciones ex vivo” Resultados y discusién
TFM por Marta Colinas Rodriguez

en los cultivos fecales, se producia un aumento considerable del acido acético (pasando desde 900
ug/mL en los controles a 4000 pug/mL en los cultivos fecales), del dcido propidnico (pasando desde
35 pug/mL en los controles a 1400 pg/mL en los cultivos fecales) y del acido butirico (pasando
desde 20 pg/mL en los controles hasta 1600 pg/mL en los cultivos fecales). Por su parte, la relacién
entre el acido acético y el acido propidnico se redujo desde un valor de 26 en los controles hasta 4
en los cultivos fecales, indicando un aumento notable en la produccidn de acido propidnico con

respecto al acido acético.

Concentracion L. . .. L. .
B Acético M Propionico Butirico M Acético/Propidnico

(ng/mL)
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Figura 23. Concentracién (en ppm o pg/mL) de los principales SCFAs (4cido acético, acido propidnico, acido butirico) y la
relacién acido acético/acido propidnico determinados mediante CG en los cultivos de heces de las mujeres 1.1y 9.3 en

MCB o MCB,so asi como en los controles de dichos medios realizados antes de las fermentaciones.

Al no observarse diferencias entre los perfiles de SCFAs del medio con y sin isoflavonas, el
analisis de estos datos no sirvié como una medicién indirecta de las transformaciones microbianas
de las isoflavonas en el medio coldnico planteado en este trabajo. Estos datos de produccidn de
SCFAs en los cultivos fecales de heces menopausicas productoras de equol tras un consumo
continuado de isoflavonas de soja comerciales, son todavia preliminares y deben ser considerados

en el futuro con posteriores ensayos y abordajes experimentales.
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5. CONCLUSIONES.

A continuacién se enumeran las principales conclusiones que se obtuvieron de este

estudio.

1. Tras ensayar distintas condiciones experimentales para las incubaciones de heces con
isoflavonas de soja, se seleccionaron como mas adecuadas tiempos de fermentacién de

24 h y condiciones de agitacion del medio.

2. Eltratamiento de las muestras con EMA, previamente a la extraccion de ADN, fue util para
discernir entre células de Slackia intactas de aquellas con membranas alteradas. Sin
embargo, estos tratamientos fueron poco Uutiles para analizar las comunidades
microbianas que se desarrollaron en las fermentaciones de heces con isoflavonas,

posiblemente debido a la complejidad de las mismas.

3. Slackia equolifaciens DSM 24851 y Slackia isoflavoniconvertens DSM 22006 fueron capaces
de crecer y de llevar a cabo la biotransformacion de las isoflavonas de soja hasta producir

equol, en el modelo coldnico experimental disefiado.

4. La microbiota fecal de mujeres menopausicas productoras de equol, fue capaz de
desarrollarse y de llevar a cabo la biotransformacién de las isoflavonas de soja hacia la
produccién de equol en el modelo coldnico experimental disefiado. Los niveles de este
metabolito se incrementaron en las incubaciones en que se combinaron heces de varias
mujeres. El aumento en la diversidad de los microorganismos presentes podria potenciar

las rutas cataliticas de conversidn de estos compuestos.

5. La combinacion de las cepas del género Slackia y de las heces de una o varias mujeres
productoras de equol supuso también un incremento notable en las tasas de produccién
de equol. Este efecto sinérgico podria indicar que para asegurar la biodisponibilidad y
efectividad de las isoflavonas se necesitan consorcios microbianos mas que cepas Unicas

de microorganismos.
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6. El analisis de los acidos grasos de cadena corta no permitid correlacionar el metabolismo
de los carbohidratos con la biotransformaciéon de isoflavonas, pues no se observaron
diferencias en los acidos grasos de cadena corta mayoritarios entre las fermentaciones

realizadas en medio con y sin isoflavonas.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ACOG
ADN
AEEM
APS

ARN
ARNr16S

BAL
BHI
BLAST
°C

CG
cm
Da
Da-G
DGGE
DSMz
EDTA
EMA
ERa
ERB
ERs
FID
FLR

ppm

G+C
GAM

American College of Obstetricians and Gynecologist
Acido desoxirribonucleico

Asociacion Espaiola para el Estudio de la Menopausia
Persulfato amdnico

Acido ribonucleico

ARN ribosomal del componente con coeficiente de sedimentacion 16S de la
subunidad pequena de los ribosomas procariotas
Bacterias del acido lactico

Brain Heart Infussion

Basic Local Alingnment Search Tool

Grados centigrados

Cromatografia de gases

Centimetro/s

Daidzeina

Daidzina

Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
Coleccidn de cultivos tipo alemana

Acido etilendiaminotetracético

Monoazida de etidio

Receptor estrogénico de tipo a

Receptor estrogénico de tipo B

Receptores estrogénicos

Detector por ionizacién en llama

Detector de fluorescencia

Partes por millén

Gramos/s

Desoxirribonucleétidos guanina y citosina

Gifu Anaerobic Medium
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Ge

Ge-G

h

4-HBPH
HERS
IMS
IPLA-CSIC

MCB
MCBiso

mM
NCBI
NCI
nM

ug
ML
M
0-DMA
PBS
pH
PCR
PDA
PMA
psi
PTFE
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Genisteina

Genistina

Hora/s

4-hidroxibenzofenona

The Heart and Estrogen/progestin Replacement Study
International Menopause Society

Instituto de Productos Lacteos de Asturias-Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas

Litro/s

Medio Coldnico Bacteriano

Medio Colénico Bacteriano suplementado con isoflavonas
Minuto/s

Miligramo/s

Mililitro/s

Milimetro/s

Molar (moles/L)

Milimolar (milimoles/L)

National Center for Biotechnology Information
National Cancer Institute

Nanomolar (nanomoles/L)

Microgramo/s

Microlitro/s

Micromolar (micromoles/L)

O-desmetilangolensina

Tampon fosfato salino

Potencial de hidrégeno

Reaccién en cadena de la polimerasa

Photodiode array

Monoazida de propidio

Libra-fuerza por pulgada cuadrada

Politetrafluoroetileno
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RDP
RNasaA
rpm

s

spp.

SCFAs
SI
SULT
TAE
TEMED
TGl
THS
ubP
ufc
UGT
UPLC

V2-v3

WHI

Ribosomal Database Proyect
Ribonucleasa A

Revoluciones por minuto

Segundo/s

Especies

Unidades Svedberg

Acidos grasos de cadena corta
Estandar interno

Sulfotransferasa

Tris acetato EDTA

N,N,N' N'-tetrametiletilenediamina
Tracto gastrointestinal

Terapia Hormonal Sustitutiva
Uracilodifofato

Unidades formadoras de colonia
Glucuronosiltransferasa UDP
Cromatografia liquida de alto rendimiento
Voltio/s

Regiones variables 2 y 3 del ARNr16S
Watio/s

Women’s Health Initiative
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