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Resumen

RESUMEN

Nueces (Juglans regia), almendras (Pronus dulcis) y avellanas (Corylus avellana)
son frutos secos reconocidos como alimentos saludables en patrones de
alimentacién como la Dieta Mediterranea. Estudios clinicos y epidemiolégicos
sugieren que la ingesta regular de estos alimentos esta asociada con la prevencién
de riesgo de sindrome metabdlico y el tratamiento de sus componentes
diagndsticos. Sin embargo, a pesar de los conocimientos actuales, los mecanismos
de accién subyacentes a dichos efectos saludables no estan completamente
elucidados. La aplicacion de la metabolomica a estudios nutricionales
(nutrimetabolémica), como herramienta analitica avanzada, permite explorar los
cambios en el metaboloma humano producto de la ingesta de un determinado
alimento o patrén de alimentacién (food metabolome), con el fin de descubrir y
validar biomarcadores nutricionales que reflejen la exposiciéon real a la dieta y, de
esta manera, establecer evidencias fiables y robustas acerca de la asociacién

reciproca entre la dieta y el estado de salud.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue identificar biomarcadores de
exposicion a frutos secos a través de la caracterizacion del perfil metabdlico
humano tras la ingesta, y evaluar las posibles asociaciones de efecto entre estos
biomarcadores y el estado clinico de sujetos con sindrome metabdlico. Para lograr
este objetivo, el flujo de trabajo en nutrimetabolémica se aplic6 desde una
aproximacion no dirigida a dos disefios de estudio diferentes, un estudio de
intervencién y un estudio de cohorte, en los cuales se analizé la huella metabdlica
plasmatica y urinaria, respectivamente. La exploraciéon del metaboloma urinario se
realizo a partir de un protocolo analitico previamente validado por el grupo de
investigacion. Por el contrario, el protocolo analitico para la exploraciéon del

metaboloma plasmatico se desarrolld y validé durante esta Tesis Doctoral.

El poder discriminante y predictivo de los biomarcadores de exposicién a frutos

secos se realizo a través de diferentes estrategias bioestadisticas, se interpreté



biologicamente las huellas metabdlicas asociadas a los biomarcadores de
exposicién a frutos secos y, finalmente, se evaldo las posibles asociaciones entre
los biomarcadores de exposiciéon a frutos secos y el estado clinico segin los

criterios diagnésticos de sindrome metabdlico.

En el estudio de intervencion, la urolitina A glucurénido, metabolito derivado de la
biotransformacién de elagitaninos por accién de la microbiota intestinal y, el acido
dodecanodioico, metabolito derivado del metabolismo de 4acidos grasos
dicarboxilicos, se identificaron como los biomarcadores plasmaticos mas
discriminantes de la exposicién a frutos secos. En cuanto al estudio de cohorte,
catorce biomarcadores urinarios procedentes de diferentes rutas metabélicas (co-
metabolismo microbiota-huespéd de polifenoles, metabolismo del triptéfano y de
los acidos grasos) fueron considerados como discriminantes a la exposicion a
frutos secos. La relacion entre estos biomarcadores urinarios de exposicion y el
registro de ingesta de frutos secos segun el cuestionario de frecuencia de consumo
de alimentos (FFQ), se evalué a través del modelo predictivo Tobit, lo cual
demostr6 que la urolitina A glucurénido es el biomarcador mas discriminante a la
exposicién a frutos secos en el estudio de cohorte. Estos resultados aportan
evidencias contundentes acerca de la robustez de la urolitina A glucurénido como
biomarcador de exposicién a frutos secos independiente de la muestra biolégica
analizada (plasma y orina) y las caracteristicas de exposicion de la poblacién (dieta

controlada y condicion de vida libre).

Finalmente, la evaluacién entre los biomarcadores de exposicién a frutos secos y el
estado clinico, evidencié que sujetos con alteraciones metabdlicas menos severas
de sindrome metabolico, como obesidad abdominal e hiperglucemia, presentaron
mayores niveles de urolitina A glucuronido en plasma. Esta correlacidon inversa
permite abrir nuevas hipoétesis acerca de la influencia del perfil de disbiosis de la
microbiota intestinal, recientemente asociado a sujetos con sindrome metabdlico,
en el metabolismo de polifenoles por accién de la microbiota intestinal y, por tanto,
en la produccién de metabolitos asociados con efectos saludables como son las

urolitinas.
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1. Interés

La dieta es uno de los principales factores de exposicion humana que participan
como mediadores en el estado salud y enfermedad (Rappaport 2011). La Dieta
Mediterranea en particular se reconoce como un patrén de alimentacién en la
prevencion de riesgo de sindrome metabdlico (Salas-Salvado et al. 2014; Ros et
al. 2014, Ros et al. 2015). Los efectos saludables de este patréon de alimentacion
estan relacionados con habitos de estilo de vida saludables como la actividad fisica
y el consumo regular de ciertos alimentos representativos, entre los cuales se

destacan los frutos secos (Damasceno et al. 2013).

Numerosas y recientes evidencias cientificas, producto de estudios clinicos (Blanco
Mejia et al. 2014) y epidemiolégicos (Lutsey et al. 2008; Fernandez-Montero et al.
2013), sugieren que una ingesta regular de frutos secos como nueces (Juglans
regia), almendras (Pronus dulcis) y avellanas (Corylus avellana) esta asociada con
mejoras en los parametros diagnosticos de sindrome metabodlico -obesidad
abdominal (Jackson et al. 2014), hiperglucemia (Salas-Salvado et al. 2014),
hipertension (Guo, et al. 2014) y dislipidemia-, asi como con la reduccién de riesgo
de enfermedad cardiovascular (Luo et al. 2014) y diabetes mellitus tipo II (Salas-
Salvado et al. 2011). Estas evidencias han posicionado a los frutos secos como
alimentos saludables en otros patrones de alimentacién como lo es la Nueva Dieta
Nérdica (Mithril et al. 2013) y en las recientes Recomendaciones Alimentarias para

los Estadounidenses (2015) (USDA 2015).

Sin embargo, a pesar de las evidencias actuales, mecanismos subyacentes a dichos
efectos saludables no estan del todo elucidados. En particular, el papel de
componentes fitoquimicos minoritarios de los frutos secos en la proteccidon

frente a riesgo cardiometabdlico.

Por otra parte, asegurar la exposicion real a los alimentos es un criterio
fundamental en la exploracion de las asociaciones entre la alimentacion y el estado
de salud, lo cual permite evidenciar los efectos reales de los alimentos en una
condicién patolégica especifica. En este sentido, evidenciar y diferenciar “lo que las

personas realmente comen” de “lo que dicen que comen”, es el primer paso en la



evaluacion de los efectos asociados a la salud tras la ingesta. Tradicionalmente, la
valoracién y el seguimiento de la ingesta alimentaria se ha realizado a través de un
conjunto de métodos clasicos como son el recordatorio 24 horas, los cuestionarios
de frecuencia de consumo de alimentos y los registros dietéticos, en los cuales las
personas registran “lo que dicen que comen”, aunque son instrumentos que
brindan informacién importante acerca del seguimiento alimentario en una
poblacién, sobretodo en estudios epidemiolégicos y observacionales, presentan
algunas limitaciones metodoldgicas y errores sistemdticos, asociados a la
subestimacién o sobreestimacion del consumo real por parte de los sujetos al
realizar sus registros y, a la comparacién de este consumo con tablas de
referencias de composicion de alimentos previamente establecidas y que
posiblemente no corresponden con las condiciones reales de consumo (Hedrick et

al. 2012).

Teniendo en cuenta lo anterior, surge el concepto de biomarcadores
nutricionales con el fin de establecer de una manera objetiva, valida y precisa la
exposiciéon real a los alimentos. La metabolémica, como la mas reciente de las
tecnologias “-6micas”, se presenta como una herramienta robusta en el
descubrimiento y validacién de biomarcadores nutricionales (Zhang, al. 2008;
Llorach, et al. 2012). En epidemiologia nutricional, el descubrimiento y posterior
verificacion de estos biomarcadores en diversos disefios de estudios nutricionales
(clinicos, de cohorte, observacionales...), garantiza la fiabilidad y robustez de estos
biomarcadores en la valoracion a la exposicion real a la ingesta y, abre nuevas
aplicaciones a estos biomarcadores en diversos campos como la investigacion
nutricional clinica relacionada con el estudio de los efectos de la ingesta en
parametros clinicos asociados a alteraciones metabdlicas, el disefio de nuevos
ingredientes o alimentos funcionales por parte de la industria alimentaria y, como
evidencias potenciales en las declaraciones de las propiedades saludables de los
alimentos siguiendo los criterios establecidos en estudios en humanos por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (del inglés, European Food Safety
Authority, EFSA) (EFSA 2016).



1. Interés

En metabolémica nutricional o nutrimetabolémica, plasma y orina son los
biofluidos més utilizados (Zhang et al. 2008). El plasma es considerado como una
de las matrices con mayor interés biolégico ya que brinda informacion relevante
acerca de la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de los metabolitos circulantes en
el organismo (Rappaport et al. 2014). Por tanto, el desarrollo de metodologias
analiticas robustas y validadas para la exploraciéon del metaboloma plasmatico es
motivo de interés en estudios metabo6lomicos. La exploraciéon del metaboloma
urinario también aporta informacioén bioldgica relevante acerca de los productos
de excrecidn del metabolismo no s6lo de metabolitos end6genos, sino también de
metabolitos exdgenos, los cuales estan directamente relacionados con Ila
exposicion dietética. En este sentido, explorar ambas matrices biologicas ofrece
informacion complementaria que favorece la compresion de los mecanismos
bioldgicos asociados a los biomarcadores nutricionales con el fin de aumentar su
validez y robustez como instrumentos de caracterizacion real de la exposicion a la

ingesta.

En esta Tesis Doctoral se ha propuesto el estudio de la huella metabdlica
relacionada con el consumo de frutos secos, tanto en muestras biolégicas de orina
como de plasma, desde una aproximacién metabolémica no dirigida. Ademas se
han evaluado las posibles relaciones existentes entre los biomarcadores de ingesta
frutos secos identificados y los rasgos clinicos asociados al diagnéstico de
sindrome metabdlico. Concretamente, la aproximacién metabolémica se aplic6 a
dos disefios de estudios diferentes, un estudio nutricional aleatorizado, controlado
y en paralelo de 12 semanas de intervencion y, un estudio observacional (de
cohorte), en los cuales se exploré el metaboloma plasmatico y el metaboloma

urinario, respectivamente.
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2.1 Frutos secos: datos de consumo y perfil nutricional

El Codigo Alimentario Espafiol define como frutos secos o “frutas secas o de
cascara” a aquellos alimentos cuya parte comestible posee en su composicién
menos del 50% de agua (ver Figura 2.1). Dentro de esta definicidn se encuentran
las castafias (Castanea vesca), las nueces (Juglans regia), las almendras (Prunus
dulcis), las avellanas (Corylus avellana), las nueces de Malaga (Caryia olivaeformis)
y los pifiones (Pinus pinea), siendo las castafias las que contienen mayor
proporcion de agua (alrededor del 50%) en comparaciéon con los demas frutos

secos que no superan el 6% (Deleuze 2006).

Tegumento

Germen
~—| Cotiledones
Hipocdtilo
Radicu!a..-jﬂ

Figura 2.1. Descripcidn anatomica de la semilla de almendra (Prunus dulcis), parte comestible
del fruto: germen y tegumento (piel). En general, los frutos secos se caracterizan por presentar
una semilla en la que la pared del ovario se endurece en la madurez.

Las nueces (Juglans regia), las almendras (Prunus dulcis) y las avellanas (Corylus
avellana) son los frutos secos de mayor consumo en Europa, con una ingesta
significativamente superior en los paises del mediterraneo de acuerdo con
estudios epidemiolégicos como la Investigaciéon Prospectiva Europea sobre el
Cancer y la Nutricién (del inglés, European Prospective Investigation into Cancer
and Nutrition, EPIC) (Jenab, et al. 2006) y bases de datos de consumo de alimentos.
En el caso puntual de Espaia e Italia, la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura (del inglés, Food and Agriculture Organization,
FAO), reporta que desde hace mas de dos décadas, el consumo de frutos secos en
estos paises no sélo es significativamente superior en comparacion con la media en

Europa sino también a nivel mundial (ver Figura 2.2) (FAOSTAT 2015).
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Figura 2.2. Reporte de consumo de frutos secos (kg/persona/afio).
Fuente: FAO, FAOSTAT. Direccién de estadistica, 2015 (FAOSTAT 2015).

Ademas, tanto las nueces como las almendras y las avellanas son considerados
alimentos saludables dentro de patrones dietéticos como la Dieta Mediterranea
(Damasceno, et al. 2013), la Nueva Dieta Nérdica (Mithril, et al. 2013) y en las
recientes Recomendaciones Alimentarias para los Estadounidenses (2015 - 2020)
(USDA 2015a), debido a su perfil nutricional Unico y complejo, tanto en
composicion de macro- y micronutrientes como de compuestos fitoquimicos
(USDA 2015b). Sin embargo, este perfil nutricional puede variar de acuerdo con la
forma de consumo, siendo la presentacién natural, sin aditivos (sal o sacarosa) ni
tratamientos térmicos que impliquen la adicién de grasas como el tostado con

aceites, la mas recomendada (USDA 2015a; EFSA 2011).

Macronutrientes y micronutrientes

La composicion de macronutrientes en los frutos secos en presentacion natural
se caracteriza por un alto contenido de grasas (> 50% de su peso total), menor
proporcién de proteinas y carbohidratos y, un escaso contenido en agua (Ros

2010) (ver Tabla 2.1).



Tabla 2.1. Composicion nutricional por 100 g de porcién consumible de nueces (Juglans regia), almendras (Prunus dulcis) y avellanas (Corylus avellana)
segln distintas bases de datos®.

Nutrientes DRI USDA BEDCA BDA |
Mujeres Hombres Nueces Almendras Avellanas Nueces Almendras Avellanas Nueces Almendras Avellanas|
Agua (g) ND ND 4.07 4.41 5.31 18.5 5.87 5.26 3.50 5.10 450 |
Energia (kcal) 1600 -2000 2200 - 3000 654 579 628 585 589 656 689 603 655
Macronutrientes
Proteina total (g 46 56 15.23 21.15 14.85 14.00 19.13 12.01 14.30 22.00 13.80
Grasas totales (g 20-35° 20-35° 65.21 49.93 60.75 £63.28 45.22 56.25 68.10 55.30 64.10
Acidos grasos saturados (g) <10° <10° 6.13 3.80 4.45 7.42 4,32 491 5.57 4,59 416
Acidos grasos moncinsaturados (g) ND ND 8.93 3155 45.65 12.13 27.98 46.40 9.54 39.44 38.60
Acidos grasos poliinsaturados (g) ND ND 47.17 12.33 7.92 43,70 11.14 4.89 40.66 10.85 5.20
Acidos grasos trans totales (g) ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Colesterol (mg) ND ND 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Carbohidratos totales (g) 130 130 13.71 21.55 16.70 3.30 6.20 10.50 5.10 4.60 6.10
Azlcares totales (g) ND ND 2.61 4.35 4.34 ND ND ND 3.00 3.70 4,10
Fibra dietética total (g) 22.4-28 30.8-336 6.70 12.50 9.70 5.20 8.35 8.22 6.20 12.70 8.10
Micronutrientes: minerales
Calcio (mg) 1000 - 1200 1000 98.00 269.00 114.00 77.00 248.25 226.00 61.00 240.00 150.00
Hierro (mg) 08-18 8 2.91 371 4.70 2.30 3.59 3.80 2.40 3.00 3.30
Magnesio {mg) 310 -320 400 - 420 158.00 270.00 163.00 140.00 258.13 156.00 121.00 264.00 160.00
Fasforo (mg) 700 700 346.00 421.00 290.00 304.00 524.88 333.00 300.00 550.00 322.00
Potasio {mg) 4700 4700 441.00 733.00 680.00 690.00 767.25 636.00 603.00 780.00 466.00
Zinc {mg) 8 11 3.09 3.12 2.45 2.10 3.60 2.10 5.00 2.50 2.00
Sodie (mg) 2300 2300 2.00 1.00 0.0 3.00 10.36 6.00 Traza 14.00 11.00
Micronutrientes: vitaminas
Vitamina A" (ug) 900° 700° 1.00 0.00 1.00 0.00 0.00 4,80 8.00 1.00 30.00
Vitamina B - Folato total {ug) 400 400 98.00 44.00 113.00 66.00 70.00 71.00 66.00 48.00 72.00
Vitamina C (mg) 90 75 1.30 0.00 6.30 Traza Traza 3.00 1.00 0.00 4,00
Vitamina E® {mg) 15 15 0.70 25.63 15.03 0.80 24.00 26.19 4.00 26.00 24.98

® Fuentes: USDA National Nutrient Database for Standard Reference, Release 28 (2015), Red BEDCA, Base de Datos Espafiola de Composicion de Alimentos vy,
Banca Dati Di Composizione Degli Aliment Per Studi Epidemiologici (BDA, 2015). b Ingesta Diaria de Referencia (del inglés, Dietary Reference Intakes, DRI)
para mujeres y hombres mayores de 19 afios de acuerdo con Dietary Guidelines for Americans 2015-2010. © Expresado como % kcal. ¢ Equivalentes de
actividad de retinol (EAR). © mg EAR. " Acido ascérbico total. & Equivalentes de a-tocoferol. ND, no datos.
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El perfil lipidico es la fraccién mayoritaria de macronutrientes en los frutos secos,
el cual no so6lo hace que sean considerados alimentos de muy alta densidad
energética (segunda fuente de grasas de origen vegetal después de los aceites
vegetales), sino que su compleja y nica composiciéon de acidos grasos atribuye a
los frutos secos una calidad lipidica exclusiva no registrada en otros alimentos.
Esta fraccion grasa se caracteriza por el alto contenido de acidos grasos mono- y
poli-insaturados, bajo contenido de acidos grasos saturados (AGS) y libre de
colesterol. Entre los AGS se destacan los acidos monocarboxilicos como el acido
laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y estearico (18:0) y, acidos
dicarboxilicos alifaticos de cadena media par como el acido dodecanodioico (C12,
1-12) este ultimo principalmente en avellanas (Dembitsky, et al. 2002). Las
almendras y las avellanas presentan una mayor proporciéon de acidos grasos
monoinsaturados (AGM) como el acido oleico (C18:1 w-9 cis) en comparacién a su
contenido de Aacidos grasos poliinsaturados (AGP). Las nueces, contrario a los
demas frutos secos, se caracterizan por un alto contenido de AGP como el acido
eicosapentaenoico (C20:5) y acidos grasos de la serie omega w-3 y w-6 como el
acido a-linolénico (C18:3 w-3) y el acido linoleico (C18:2 w-6), respectivamente
(ver Figura 2.3). Esta composicién sitiia a las nueces como principal fuente de

acido a-linolénico en una dieta de origen vegetal (USDA 2015b).

Figura 2.3. Acidos grasos de la serie omega. a). w-3: 4cido a-linolénico (C18:3), principal acido
graso poliinsaturado en nueces y, b). w-6: acido linoleico (C18:2).
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La fraccién de carbohidratos es la segunda mas alta de macronutrientes en los
frutos secos en términos de calorias totales (Brufau, et al. 2006). Se compone
mayoritariamente por carbohidratos complejos como la fibra dietética
(principalmente de tipo insoluble) (Salas-Salvado, et al. 2006) en comparacién con
la proporcion de carbohidratos simples como azucares. Esta composicién atribuye
a los frutos secos como segunda fuente de fibra dietética de origen vegetal después

de los cereales (Ros 2010).

El contenido total de proteinas en los frutos secos se considera relativamente alto,
lo cual atribuye a estos alimentos como una buena fuente de proteina de origen
vegetal (Brufau, et al. 2006). En cuanto a su valor biolégico, se considera no muy
alto debido a la presenta de un perfil limitado en algunos aminoacidos esenciales
como treonina, isoleucina o metionina, en comparacién con otros alimentos de
origen vegetal y animal. La determinacion de esta calidad proteica es producto de
un puntuaciéon o cdmputo quimico de aminoacidos corregido por digestibilidad
proteica, donde un puntuacién de proteinas de origen animal corresponde al 100%
y la correccidn de este valor segun la digestibilidad proteica para los frutos secos
es baja (48.09%) en comparacién con otros alimentos de origen vegetal como las
hortalizas (73.40%), los tubérculos (74.20%) y las legumbres (69.58%) o de origen
animal con el huevo (97.00%) y la carne (94.00%) (Suarez Lopez, et al. 2006). Sin
embargo, a diferencia de estos alimentos, con un escore proteico mas alto, los
frutos secos y especialmente las nueces presentan un alto contenido en L-arginina
(aminoacido no esencial) y bajo contenido en L-lisina (aminoacido esencial). El
bajo indice L-lisina:L-arginina caracteristico de los frutos secos es considerado de
interés bioldgico en la prevencion de enfermedades cardiometabdlicas (Brufau, et

al. 2006; Huynh and Chin-Dusting 2006; Ros 2015).

Dentro de los micronutrientes, los frutos secos se caracterizan por un importante
contenido de minerales como calcio, fésforo, magnesio y potasio, en comparacién
con otros alimentos de origen vegetal. De acuerdo con la USDA (ver Tabla 2.1), el
mineral que se encuentra en mayor proporcién en los frutos secos es el potasio,
siendo las almendras el fruto seco con mayor contenido de este mineral (733

mg/100 g), asi como de calcio (269 mg/100 g), fésforo (481 mg/100 g) vy,
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magnesio (270 mg/100 g) en comparacion con nueces y avellanas. En general, los
frutos secos en presentaciéon natural (sin presencia de aditivos) se caracterizan por
un bajo contenido de sodio (<2 mg/100 g) y, un contenido apreciable de hierro
(>2.91 mg/100 g). Sin embargo, la biodisponibilidad de este dltimo mineral es baja
debido a la absorcién deficiente del hierro inorganico procedente de los vegetales.
También se consideran a los frutos secos como fuente importante de zinc y cobre.
En su mayoria, las vitaminas en frutos secos son del tipo lipofilico debido a la
matriz grasa predominante en estos alimentos y, la cual aumenta su
biodisponibilidad. En general, los frutos secos son una excelente fuente de
vitamina E, mayoritariamente en la posicién isomérica de a-tocoferol (25.63
mg/100 g, 15.03 mg/100 g y 0.70 mg/100 g en almendras, avellanas y nueces,
respectivamente) (USDA 2015b). B-tocoferol y y-tocoferol también se han
reportado pero en menor concentracién. Dentro de las vitaminas hidrosolubles se
encuentran los folatos totales, una vitamina del grupo B presente
mayoritariamente en avellanas. Otras vitaminas como la A y la C se encuentran en

muy bajas concentraciones o como trazas en la mayoria de frutos secos.

Compuestos fitoquimicos

Se define como compuestos fitoquimicos a un amplio y variado conjunto de
nutrientes no esenciales, producto del metabolismo secundario de las plantas y, a
los cuales se asocian efectos saludables como anti-oxidantes, anti-inflamatorios,
anti-proliferativos, anti-virales, quimiopreventivos e hipocolesterolémicos, entre

otros (Bolling, et al. 2011).

Los compuestos (poli)fendlicos o (poli)fenoles, con mas de 8000 estructuras
quimicas caracterizadas, son el grupo mas extenso y variado de compuestos
fitoquimicos. Recientes estudios han demostrado que estos compuestos
cuantitativamente minoritarios son de importancia biolégica relevante para la
salud cardiometabdlica (Alasalvar and Bolling 2015; Hayes, et al. 2015; Sanchez-
Gonzalez, et al. 2015; Zanotti, et al. 2015). Tradicionalmente, el reactivo de Folin-
Ciocalteu es el ensayo utilizado para determinar los polifenoles totales, sin

embargo, este método es inespecifico y puede detectar cualquier sustancia
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reductora como azucares, acido ascorbico o aminas aromaticas, alterando la
cuantificaciéon (Abe, et al. 2010). Actualmente tecnologias analiticas avanzadas
como cromatografia liquida (HPLC) se han incorporado en la identificacién y
cuantificacion de estos compuestos fitoquimicos en diferentes matrices
alimentarias. En este sentido, el desarrollo de una metodologia analitica basada en
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas para la identificacion y
caracterizacion de polifenoles en nueces ha sido reportada recientemente
(Regueiro, et al. 2014). De acuerdo con diferentes técnicas de cuantificacién, las
nueces, las almendras y las avellanas son algunos frutos secos con mayor
contenido de polifenoles en comparacién con otros alimentos (ver Figura 2.4)

(Perez-Jimenez, et al. 2010).
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Figura 2.4. Comparacion del contenido de polifenoles en algunos alimentos. Los valores
reportados para el reactivo de Folin-Ciocalteu corresponden al promedio contenido en
diferentes reportes cientificos en la base de datos Phenol-Explorer
(http://phenol-explorer.eu/) (Rothwell, et al. 2012; Bolling, et al. 2011).
Busqueda actualizada mayo de 2016.

Bases de datos de libre acceso como US Departament of Agriculture phytochemical

databases (http://ars.usda.gov/nutrientdata) y Phenol-Explorer (http://phenol-
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explorer.eu/), son las principales fuentes de informacién acerca de la cantidad de
compuestos fenolicos presentes en frutos secos como nueces, almendras y
avellanas. En estas bases de datos, se registra el promedio de los compuestos
fenolicos presentes en alimentos hasta la fecha en diferentes estudios cientificos
(Alasalvar and Bolling 2015). Sin embargo, las concentraciones de estos
compuestos fenolicos pueden variar por motivos relacionados con las técnicas de
cultivo, composicion del suelo y condiciones ambientales, asi como por los
métodos de extraccion y las técnicas de cuantificacion utilizadas al momento del

analisis.

La biosintesis de los compuestos fenolicos ocurre como producto del metabolismo
secundario de las plantas a través de la via metabdlica del acido siquimico y del
acetato y, la gran diversidad estructural de estos compuestos puede incluir desde
moléculas monofenélicas como los acidos fenolicos hasta moléculas poliméricas de
alto peso molecular como taninos y algunos flavonoides (Rabassa, et al. 2011).
Quimicamente los compuestos fenoélicos se caracterizan por un nuicleo aromatico
de benceno substituido, como minimo, por un grupo hidroxilo, cominmente
conocido como grupo fenol. El nimero de anillos fendlicos y los elementos que se
unen a estos anillos son los que dan origen a la diversidad de compuestos fendlicos

presentes en los vegetales.

En general, los compuestos fendlicos se clasifican en dos sub-grupos: flavonoides
y no flavonoides, los cuales a su vez se sub-clasifican de acuerdo con la similitud
de las propiedades estructurales y funcionales que exhiben los compuestos
(Alasalvar and Bolling 2015; Bolling, et al. 2011). La estructura basica de los
flavonoides es la del 2-fenilbenzopirona (C6-C3-C6) y en este grupo se encuentran
las siguientes ocho sub-clases: flavanonas, flavonas, dihidroflavonoles, flavonoles,
flavan-3-oles, antocianidinas, isoflavonas y, proantocianidinas (ver Figura 2.5).
Por otra parte, el grupo de los no flavonoides se clasifica segin el nimero de
carbonos que contiene la molécula en 13 sub-clases: fenoles simples, acidos
benzoicos, taninos hidrolizables, acetofenonas y 4acidos fenilacéticos, acidos
cindmicos, cumarinas, benzofenonas, xantonas, estilbenos, chalconas, lignanos y

secoiridoides (Rabassa, et al. 2011).



2. Antecedentes bibliogrdficos

e

Antocianidinas

o S

Flavanona OH

Flavono

»

Proantocianidina tipo B

Figura 2.5. Algunos flavonoides representativos en frutos secos.
Tomado de: Bolling, et al. 2011.

En la Figura 2.6 se presentan los principales compuestos fenoélicos identificados
en nueces, almendras y avellanas y, en la Tabla 2.2 se describen rangos de

concentracion de los principales compuestos fendlicos reportados en estos

alimentos.
Compuestos fendlicos
Flavonoides No flavonoides

Flavanonas Estilbanos

Flavan-3-oles
Flavonas Acidos fenodlicos
Antocianidinas
Dihidroflavonoles Aldehidos fenclicos

Isoflavonas

Flavonoles Naftoquinonas

Proantocianidinas

Taninos Taninos |
condensados hidrolizables
‘ Elagitaninos

Figura 2.6. Clasificacidon de los principales compuestos fendlicos en nueces, almendras
y avellanas. Adaptado de: Bolling, et al. 2011, Alasalvar and Shahidi 2009;
Alasalvar and Bolling 2015.
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Tabla 2.2. Compuestos fendlicos reportados para las almendras, las avellanas y las nueces
(mg/100 g).

Compuestos fendlicos Almendra Avellana Nueces
Fenoles totales 47 - 418 291 - 835 1558 -1625
Flavonoides 11 12 3-65
Estilbenos 0.008 - 0.01 ND ND
Taninos condensados ~ Proantocianidinas 176 491 60
Taninos hidrolizables  Ejagitaninos + acido eldgico 49 - 63 ND 6-823
Galotaninos + acido galico 14-41 0.2-4.3 0.1
Acidos fenélicos 0.2-0.7 2 36

Tomado de: Alasalvar and Bolling 2015.

Como se destaca en la Tabla 2.2, los taninos constituyen el grupo mayoritario en
los tres tipos de frutos secos reportados en esta Tesis Doctoral, los cuales son
clasificados a su vez en taninos condensados (proantocianidinas) y taninos
hidrolizables. Las proantocianidinas, predominantemente del tipo-B, son la clase
mas abundante de flavonoides en almendras y avellanas, mientras que las nueces
son los frutos secos con mayor contenido de taninos hidrolizables, especialmente,
elagitaninos. Mientras que, fenoles totales, elagitaninos y acidos fenodlicos son
significativamente superiores en las nueces en comparacion con otros frutos secos

(Alasalvar and Bolling 2015).

Las proantocianidinas son polimeros de flavanoles-3 que constituyen el producto
final de la via biosintética de los flavanoides y se metabolizan a antocianinas. Estas
unidades mas simples estdn constituidas por flavanoles unidos a uno o varios
glucésidos. Diferentes estudios han demostrado que ambos compuestos
(proantocianidinas y antocianinas) estan asociados con efectos beneficiosos a la

salud debido a sus propiedades antibacterianas, antioxidantes y antitumorales.

Tanto las proantocianidinas como los taninos hidrolizables se caracterizan por ser
compuestos poliméricos de elevado peso molecular (> 1000 Da) y baja
biodisponibilidad. Como consecuencia, su absorcion tras la ingesta requiere una
etapa previa de biotransformacion por parte de la microbiota a nivel del lumen

intestinal.
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2.2 Metabolismo y biodisponibilidad de los elagitaninos

La estructura base de los taninos hidrolizables consiste en glucosa unida a acido
galico (galotaninos) o acido hexahidroxidifenico (elagitaninos), que por hidrolisis
liberan acido galico y acido elagico, respectivamente. Los elagitaninos se
caracterizan por exhibir una estructura comdn compuesta por anillos
hexahidroxidifendlicos (HHDP) que varian en complejidad (desde oligomeros
hasta polimeros) de acuerdo con el alimento del que provienen. Entre los
elagitaninos de consumo frecuente en la dieta se encuentran la punicalagina
(C4s8H28030) y la punicalina (C34H22022) en granadas; la sanguina H6 (CszHs4052), la
sanguina H10 (CegH48044) y la lambertianina C (C123Hs0078) en bayas, frambuesas y
fresas; y la vescalagina (C41H26026) y la castalagina (C41H26026) en vino de roble
envejecido (Garcia-Munoz and Vaillant 2014). En frutos secos, la pedunculagina
(C34H24044) se ha reportado mayoritariamente en nueces, sin embargo, también se
ha descrito la presencia de elagitaninos en almendras y avellanas en menor
proporcidn (Alasalvar and Bolling 2015). Los elagitaninos, como la pedunculagina,
son compuestos que se caracterizan por el gran numero de grupo hidroxilo (-OH)
en su estructura molecular, lo cual les otorga una alta polaridad vy,
consecuentemente, una baja biodisponibilidad. In vitro, estas moléculas son
relativamente estables en medios acidos e inestables en medios basicos, incluso en

neutros (ver Figura 2.7).

Hidrolisis

\ 4

Lactonizacién

Acido

hexahidroxidifenico Q
c-0 OH
HO OH
HO o-C

kel

Pedunculagina

Acido elagico

Figura 2.7. La pedunculagina es el elagitanino presente mayoritariamente en nueces.
Los circulos punteados representan los dos grupos HHDP presentes en cada molécula.
A través de hidrélisis enzimatica, estos grupos HHDP son biotransformados en acido elagico.
Adaptado de: Espin, et al. 2013.
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En condiciones fisiologicas, el metabolismo de los elagitaninos inicia con la
biotransformacion de estos compuestos en acido elagico, a través de una
hidrolisis enzimatica microbial (Tanasa-hidroxilasa) a condiciones de pH acido en
el estdbmago, reacciéon que produce la liberacion de los grupos HHDP presentes en
los elagitaninos, que posteriormente, son biotransformados en acido elagico a
través de una reaccién de lactonizacion espontanea o por medio de una reaccion
enzimdtica microbial (Lactonasa) en el medio basico propio del duodeno, parte
proximal del intestino delgado (ver Figura 2.8). Una baja concentracién de acido
elagico y residuos de elagitaninos son absorbidos a través de los enterocitos y
transportados a nivel sistémico por medio de la vena porta. Sin embargo, la mayor
parte del acido elagico es transportado hacia el colon, donde la microbiota
intestinal biotransforma este compuesto en moléculas mas simples que se ha
demostrado presenta mayor biodisponibilidad, como son las urolitinas. Estos
compuestos bioactivos estan asociados con efectos saludables como agente
quimiopreventivo, anti-inflamatorio y anti-oxidante (Garcia-Munoz and Vaillant

2014; Espin, et al. 2013).

La formacion de estos compuestos de bajo peso molecular (urolitinas) se produce
por la eliminacién gradual de grupos hidroxilo a través de reacciones de
deshidroxilacion enzimadtica (dehidroxilasas) por interacciéon con la microbiota
intestinal (metabolismo de fase I), biotransformando progresivamente compuestos
pentahidroxilicos (urolitina D) a monohidroxilicos (urolitina B), lo cual incrementa
su lipofilidad y capacidad de absorcion. La urolitina D ha sido encontrada
principalmente en el yeyuno (parte intermedia del intestino delgado entre el
duodeno e ileon) en cerdos ibéricos (Espin, et al. 2013), mientras que las demas
urolitinas (C, A y B) se han reportado mayoritariamente en coléon y heces. A
continuacién, estos metabolitos son absorbidos a través de los colonocitos y son
transportados por medio de la vena porta al higado, donde ocurre principalmente,
reacciones de conjugaciéon enzimatica con moléculas endégenas (glucurénidos,
sulfatos o sulfatoglucurénidos) con el fin de aumentar su polaridad y, en
consecuencia su bioaccesibilidad y posterior eliminacién por via renal
(metabolismo fase II). Estas reacciones de metabolismo de fase Il pueden ocurren

tanto en colonocitos como en hepatocitos, siendo mayoritariamente su
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biotransformacion en el higado. Entre los metabolitos conjugados detectados con

mayor frecuencia se encuentran los glucurénidos y sulfatos.

La variedad de las urolitinas producidas tras la ingesta de alimentos ricos en
elagitaninos depende de la composicion de la microbiota, el tiempo de exposicién a
la microbiota intestinal y, eventualmente, al tipo de enzimas deshidroxilasas
involucradas (Gonzalez-Barrio, et al. 2011). Esta elevada variabilidad inter-
individualidad, se atribuye no sélo a factores genéticos, sino mayoritariamente a
las diferencias en la microbiota intestinal (Tomas-Barberan, et al. 2014; Garcia-

Munoz and Vaillant 2014; Zanotti, et al. 2015).

Poca informacion existe acerca de la microbiota intestinal asociada a la produccién
de urolitinas, sin embargo, investigaciones recientes han identificado que dos
cepas de la familia Coriobacteriaceae, género Gordonibacter se relacionan con la
transformacién de diferentes polifenoles en moléculas bioactivas y en la
produccion de estos metabolitos (Gupta, et al. 2013; Selma, et al. 2014a; Selma, et
al. 2014b). Selma et al. 2014 demostraron que las cepas Gordonibacter pamelaeae y
Gordonibacter urolithinfaciens tienen la capacidad de producir la urolitina M-5,
urolitina M-6 y urolitina C a partir del catabolismo del acido eldgico durante la fase
estacionaria de crecimiento bacterial en condiciones anaerobias (Selma, et al.
2014b). Previamente, la presencia de G. pamelaeae ha sido reportada en un
paciente con enfermedad de Crohn (Wurdemann, et al. 2009) y, en un voluntario
saludable (Jin, et al. 2007). G. urolithinfaciens fue aislada en las heces de una mujer
sana a una alta concentracién (= 107 cfu/g heces) luego de una intervencion con

ingesta de nueces durante un afio (Selma, et al. 2014b).

En términos de biodisponibilidad, el 4dcido eldgico ha sido detectado en plasma
humano una hora después de la ingesta, aunque en concentraciones bajas.
Mientras que los derivados conjugados de las urolitinas A y B han sido
generalmente reportados en muestras de plasma 24 horas después de la ingesta,
con un maximo de concentracién entre las 48 y 72 horas (Garcia-Munoz and

Vaillant 2014; Espin, et al. 2013).
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Figura 2.8. Biotransformacion de elagitaninos en compuestos bioactivos como urolitinas Ay B, producto de la accion enzimatica y de la microbiota
intestinal. Adaptado de: Tulipani, et al. 2012; Garcia-Munoz and Vaillant 2014; Espin, et al. 2013; Zanotti, et al. 2015.
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2.3 Ingesta de frutos secos y sindrome metabélico

El sindrome metabdlico es una constelacion de factores fisiolégicos, bioquimicos,
clinicos y metabdlicos correlacionados entre si, que incrementan hasta 5 veces el
riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo II (Gao, et al. 2016) y, la presencia de
diabetes mellitus tipo Il incrementa de 2 a 5 veces el desarrollo de enfermedad
cardiovascular, especialmente en mujeres (World Health Organization 2011).
Ademas, este sindrome esta asociado con otras complicaciones en la salud no
menos complejas como son accidentes cerebrovasculares, cancer de mama,
prostata y colon, amputacion de extremidades, ceguera y enfermedades renales y
biliares (Haimovici 1979; Uzunluluy, et al. 2016; van Rooy and Pretorius 2015). Se
estima que cerca del 20-25% de la poblacién adulta a nivel mundial presenta
sindrome metabdlico y, las evidencias sugieren que estas cifras estan en aumento
proporcional con la prevalencia de obesidad y diabetes mellitus tipo II,
convirtiéndose el sindrome metabodlico en un problema de salud publica a nivel

mundial (Gao, et al. 2016; World Health Organization 2011).

Factores ambientales y genéticos estdn asociados al desarrollo de sindrome
metabdlico. Entre los factores ambientales se destaca la inactividad fisica, el
tabaquismo, la ingesta excesiva de alimentos altamente energéticos asi como
constantes episodios de estrés, mientras que como factores genéticos se asocia
tanto el genotipo como el fenotipo ahorrador (Kaur 2014). Aunque la definicién de
sindrome metabolico sigue siendo debatida y en continua revisién (ver Tabla 2.3),
este sindrome es universalmente conocido como el conjunto de alteraciones
metabolicas que incluye obesidad abdominal, alteracion en el control glucémico,
hipertension arterial y, desequilibrio del perfil lipidico (disminucién de colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad -c-HDL- y aumento de niveles de
triglicéridos -TG-) (ver Figura 2.9 y Tabla 2.4) (Alberti, et al. 2009). Asimismao, el
sindrome metabolico puede estar relacionado con otros componentes como
deterioro del estado oxidativo e inflamacién crénica de bajo grado (Mahjoub and

Masrour-Roudsari 2012; Monteiro and Azevedo 2010).
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Tabla 2.3. Diferentes definiciones de los criterios diagnésticos de sindrome metabdlico (1998 — 2005).

enfermedad cardiovascular

Criterios diagndsticos WHO (1998) EGIR (1999) NCEP ATP-111 {2001) AAEC (2002) IDF (2005) AHA - NHLBI (2005)
w
a
T |Criterio fundamental Resistencia a la insulina Resistencia a la insulina Ninguno Ninguno Circunferencia de cintura NR
-
E
g Numero de criterios para el , o L
T L 22 22 23 Segun criterio medico 22 23
@ |diagnostico
T |Circunferencia de cintura [cm) MR »0438&=809 >1025 & >88¢9 MR Segun etnia 2102982889
-
E IMC (kg/m°) =30 NR NR »725 NR NR
=] ICC >09d&>0.889 NR NR NR NR NR
6
= |PAS/PAD (mm Hg) >140/90 >140/90 >130/85 >130/85 >130/85 21300285
g
£
a
&2 |Tratamiento NR SR NR NR SR SR
T
& |TG(mg/dL) 2150 =180 =150 2150 2150 =150
§
% c-HDL (mg/dL) <353 & <309 <40 F & <509 <403 & <509 <40d & <509 <403 & <509 <403 & <509
2
8 | Tratamiento NR SR MR NR SR SR
o .
=] Alteracion (no se reporta
£ |Glucosaen ayunas (mg/dL) MR >110 =110 > 100 >100
-3 umbral)
(=)
=
%ﬂ Diabetes mellitus tipo Il MR Se excluye NR SR o0 antecedentes familiares SR NR
2
8 Tratamiento NR NR NR NR NR SR
. . o =40 anos, sedentarismo y/o
5] Microalbuminuria
5 NR NR antecedentes de NR NR
6] (> 30 mg/g)

Abreviaturas: NR (no se requiere), SR (se requiere), & (hombres), ? (mujeres), PAS (presion arterial sist6

de: O'Neill and O'Driscoll 2015; Kaur 2014.

ica) y PAD (presion arterial diastdlica). Adaptado
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Obesidad
abdominal

Figura 2.9. Correlacién entre los diferentes componentes diagndsticos de sindrome
metabdlico de acuerdo con la definicidn armonizada (2009).
Adaptado de: Mendizabal, et al. 2013.

Tabla 2.4. Criterios diagnésticos de sindrome metabdlico armonizados (2009).

Criterios diagnosticos Valores umbrales

Definicion especifica segun

- - - a
Elevada circunferencia de cintura . .
la poblacion y el pais

Trigliceridos elevados (un indicador alternativo es el tratamiento

) ) \ > 150 mg/dL
farmacologico para trigliceridos elevados)
Reduccion de colesterol HDL (un indicador alternativo es el <40 mg/dL para hombres y
tratamiento para colesterol HDL reducido}lt < 50 mg/dL para mujeres

Presion arterial elevada (un indicador alternativo es el tratamiento o
L - ) ) sistolica > 130 mm Hg v/o
farmacologico con antihipertensivos en un paciente con antecedentes o
) ., _ diastélica = 85 mm Hg
de hipertension arterial)

Elevada glucemia basal en ayunas (un indicador alternativo es el
i o ) > 100 mg/dL
tratamiento farmacologico para glucosa elevada)”

® La circunferencia de cintura para la poblacién europea se considera = 102 cm en hombres y >
88 cm en mujeres segln la Sociedad Europea Cardiovascular; para los demas paises y etnias, la
IDF considera diferentes puntos de corte tanto para hombres como para mujeres en obesidad
abdominal. ° Los farmacos mas utilizados para la reduccién de los triglicéridos elevados y c-
HDL son los fibratos y acido nicotinico. Un paciente que toma uno de estos farmacos puede
presumir de tener niveles altos de triglicéridos y bajos niveles de c-HDL. Las dosis altas de
acidos grasos w-3 presumen niveles altos de triglicéridos.  La mayoria de los pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 tendran sindrome metabdlico segun los criterios propuestos.
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Posterior a esta definicion armonizada (2009) de sindrome metabdlico, la
Organizacién Mundial de la Salud en 2010 propuso la exclusién de sujetos que han
sido diagnosticados con diabetes mellitus tipo II (y/o glucemia en ayunas = 126
mg/dl) o enfermedad cardiovascular (y/o antecedentes de infarto agudo de
miocardio, sindromes coronarios o ictus), los cuales serian incluidos en un nuevo
concepto denominado sindrome metaboélico premérbido (Simmons, et al. 2010).
Los criterios y los valores umbrales que definen el diagndstico de sindrome
metabodlico utilizados en los estudios reportados en esta Tesis Doctoral,
corresponden a los propuestos por la definicibn armonizada (ver Tabla 2.4)

(Alberti, et al. 2009).

2.3.1 Evidencias cientificas

El desarrollo de sindrome metabdlico depende tanto de factores genéticos como de
condiciones ambientales, siendo la dieta uno de los principales factores de
exposicion al riesgo de enfermedad. En este sentido, la modificacion del estilo de
vida sigue siendo la intervencion inicial por eleccién en la prevencién y el
tratamiento de sindrome metabdlico. Las terapias modernas combinan
recomendaciones estratégicas de comportamiento relacionadas con cambios
especificas en la dieta y la practica regular de ejercicio fisico. Mientras que el
tratamiento farmacolégico es considerado so6lo para aquellos sujetos cuyos
factores de riesgo no se reducen de manera adecuada con los cambios de estilo de
vida (Kaur 2014). Los efectos saludables asociados al consumo regular de nueces,
almendras y avellanas se han demostrado tanto por estudios epidemiolégicos
como clinicos en la prevencion y tratamiento de sindrome metabdlico (Blanco
Mejia, et al. 2014; Kendall, et al. 2010). Segin un reciente meta-analisis, existen
mas de 100 estudios clinicos reportados en la literatura cientifica, sin embargo,
mas del 70% de estos estudios se caracterizan por una baja calidad
(Methodological Quality Score < 8) y, mas del 60% son estudios de corta duracion
(< 12 semanas) (Blanco Mejia, et al. 2014). Hasta la fecha se reportan cinco
estudios epidemiolégicos en los cuales se evaltia la asociacién entre la prevalencia

e incidencia de sindrome metabdlico y el consumo de frutos secos. En dos de los
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cinco estudios se evidencia una disminuciéon en la prevalencia de sindrome
metabdlico y, en uno de los estudios reportados con 6 afios se seguimiento sugiere
una disminucién en la incidencia de sindrome metabdlico (Salas-Salvado, et al.
2014). Estos resultados evidencian una asociacién inversa y significativa entre el
consumo de frutos secos y la incidencia y prevalencia de sindrome metabdlico (ver

Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Estudios epidemioldgicos de consumo de frutos secos y componentes de sindrome

metabdlico.

Seguimiento

Estudio Disefio Sujetos (n) L Exposicién Resultados
(afios)
ARIC Prospectivo | 9514 sujetos saludables 9 Consumo de frutos secos No hay asociaciones
totales y manteca de
cacahuates (basal)
NHANES 1999-2004| Transversal 13292 sujetos Consumo de = 18 vs £ 18 g | Baja prevalencia de sindrome
saludables de frutos secos y manteca metabdlico, obesidad
de cacahuates abdominal, hipertension,
c-HDL y glucosa en ayunas
SUN Prospectivo | 9887 sujetos saludables 6 = 2 raciones de almendras | Baja incidencia de sindrome
vs no consumidores (basal) metabdlico, obesidad
abdominal y glucosa en ayunas
en mujeres
PREDIMED Transversal 7210 sujetos con alto >3 raciones por semana | Baja prevalencia de sindrome

NHANES 2005-2010| Transversal

riesgo cardiovascular

14386 sujetos en riesgo

vs < 1 racién por semana

< 1/4 de onza/dia (no
consumidores) vs = 1/4 de

metabdlico y obesidad
abdominal

Bajo IMC, obesidad abdominal
y presion arterial sistélica

onza/dia de frutos secos

Adaptado de: Salas-Salvado, et al. 2014; O'Neil, et al. 2015.

En cuanto a estudios clinicos, Blanco-Mejia et al. 2014 han descrito en un reciente
meta-andlisis 49 estudios aleatorizados y controlados que evaldan el efecto del
consumo de frutos secos en relacién con los criterios diagnosticos de sindrome
metabdlico (Blanco Mejia, et al. 2014). En este meta-andlisis, el consumo de
diferentes frutos secos fue evaluado, siendo el consumo de nueces y almendras, los
frutos secos mas reportados con 13 estudios clinicos en cada caso, las avellanas
fueron reportados en tres estudios clinicos y, el consumo de una mezcla de frutos
secos que incluian en diferentes proporciones nueces, almendras y avellanas

fueron evaluados en dos estudios clinicos (Blanco Mejia, et al. 2014).
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Frutos secos y control glucémico

Evidencias cientificas acerca del efecto del consumo de frutos secos en el control
glucémico, incluye asociaciones con respecto a la secrecién y resistencia a la
insulina, glicemia y riesgo de diabetes mellitus tipo II. Estudios prospectivos de
cohorte como el Nurses’ Health Study (NHS), Nurses’ Health Study (NHS II),
Shanghai Women’s Health Study, y, el estudio PREDIMED, evidencian una
disminucién de riesgo de diabetes mellitus tipo II de 27%, 33%, 20%, y, 52%,
respectivamente (Salas-Salvado, et al. 2014; Salas-Salvado, et al. 2011). En el
seguimiento del estudio NHANES 2005-2010 se reporta una reduccién significativa
del HOMA-IR en los sujetos que mantienen una ingesta usual > '/, de onza/dia en
comparacién al grupo control (< '/, de onza/dia) (O'Neil, et al. 2015). Aunque los
resultados de los estudios de cohorte parecen ser inconsistentes, en términos
generales se sugiere que una ingesta regular de frutos secos puede disminuir la
hiperglicemia por mecanismos de control glucémico postprandial e incremento de
la excrecién y sensibilidad a la insulina, especialmente en sujetos prediabéticos.
Ademas, se sugiere que los frutos secos pueden reducir el impacto postprandial en
la demanda de insulina por alimentos ricos en carbohidratos cuando son
consumidos con frutos secos. Estos efectos son dosis-dependientes tal como lo
sefialan diferentes estudios que incluyen ingestas de 28 a 90 g/d de frutos secos
(Salas-Salvado, et al. 2014). En cuanto a pardmetros clinicos como hemoglobina
glicosilada (HBA1c) se reportan resultados inconsistentes. Cuatro de los cinco
estudios epidemiolégicos reportados a la fecha, no evidencian cambios
significativos. Mientras que un estudio con 117 sujetos diagnosticados con
diabetes mellitus tipo II y, quienes recibieron una suplementacién de 75 g/d de
una mezcla de frutos secos durante 3 meses, exhibieron un significativo

decrecimiento de HBA1. en comparacidn con el grupo control (Jenkins, et al. 2011).
Frutos secos y obesidad abdominal
Recientes meta-anadlisis evidencian que no se presentan efectos estadisticamente

significativos relacionados con el didmetro de circunferencia de cintura en sujetos

que han recibido una intervencién con frutos secos en comparacion con el grupo
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control (Blanco Mejia, et al. 2014; Flores-Mateo, et al. 2013). Sin embargo, en los
grupos de intervencion que ademds de realizar la ingesta de frutos secos
presentaban una baja ingesta de carbohidratos, se observé una reduccién
estadisticamente significativa de la circunferencia de cintura (Blanco Mejia, et al.
2014). A pesar de estas evidencias, estudios puntuales de cohorte transversal,
observacional y clinico, aportan resultados interesantes. Un estudio transversal
con poblaciéon mediterranea (estudio PREDIMED) y elevado riesgo cardiovascular
evidencié que tanto el IMC como la circunferencia de cintura fueron asociados con
un decrecimiento de 0.78 y 2.1 cm, respectivamente, al consumir raciones de 30 g
de frutos secos (Casas-Agustench, et al. 2011a). Asimismo, resultados del estudio
de Seguimiento de la Universidad de Navarra (estudio SUN) con estudiantes
universitarias saludables, sugiere que quienes consumen frutos secos = 2
veces/semana presentan reduccion de hasta un 31% de riesgo de aumentar de
peso (Bes-Rastrollo, et al. 2007) y, disminuye en un 33% el riesgo de obesidad en
mujeres (Bes-Rastrollo, et al. 2009). Adventist Health Study evidencia una
correlacion inversa entre los sujetos que consumen frutos secos = 5 veces/semana
e IMC en comparacién con quienes nunca o rara vez consumen frutos secos
(Fraser, et al. 1992) y, en su segunda etapa del Adventist Health Study-2, ademas
de demostrar una fuerte asociacién inversa entre la obesidad y el consumo de
frutos secos, se evidencian diferencias de efectos de acuerdo con el tipo de fruto
seco consumido (Jaceldo-Siegl, et al. 2014). En el Physicians'Health Study no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el IMC en una cohorte
de hombres que siguieron un consumo de = 2 veces/semana de frutos secos
durante 16 afios (Albert, et al. 2002). En el seguimiento del estudio NHANES 2005-
2010 se reportd una reduccién significativa en IMC y circunferencia de cintura en
los sujetos que mantienen una ingesta usual > */, de onza/dfa en comparacién al

grupo control (< '/, de onza/dia) (0'Neil, et al. 2015).
Frutos secos y dislipidemia
Diferentes estudios clinicos han demostrado que un consumo regular de frutos

secos, disminuye los niveles de colesterol total y colesterol unido a lipoproteinas

de baja densidad (c-LDL); sin embargo, las evidencias acerca del impacto en
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triglicéridos y c-HDL atin no son contundentes. Blanco Mejia, et al. 2014 reportan
en su meta-andlisis diferencias significativas entre sujetos saludables que
consumieron frutos secos en comparacion con el grupo control. Sin embargo, este
mismo efecto no fue observado en sujetos con dislipidemia, sindrome metabdlico o
diabetes mellitus tipo II. El efecto del tipo de fruto seco también fue evaluado,
presentando mayor reduccion significativa en los niveles de triglicéridos en
plasma, sujetos que consumen nueces y pistachos en comparacién con quienes
consumen almendras (p < 0.05) y, a su vez, quienes consumen almendras,
macadamia, nueces y pistacho presentan una reduccién de triglicéridos en plasma
significativa (p < 0.05) en comparacién con quienes consumen avellanas. En este
mismo meta-andlisis no se evidenciaron diferencias significativas en las
concentraciones de c-HDL tras un consumo de frutos secos (Blanco Mejia, et al.
2014). Otro meta-analisis en el cual 13 estudios clinicos fueron seleccionados (>
300 sujetos incluidos en total), las concentraciones de c-HDL y triglicéridos no
evidenciaron un efecto estadisticamente significativo asociado al consumo de
nueces (Banel and Hu 2009). Mientras que, en un analisis combinado de 25
estudios clinicos que integré 7 paises y 583 participantes, con el fin de evaluar la
relacién entre el consumo de diferentes tipos de frutos secos (consumo medio de
67 g/d) y, los perfiles lipidicos en sujetos normolipidémicos e hiperlipidémicos, no
se observaron diferencias significativas en las concentraciones de triglicéridos y c-
HDL en plasma tras un consumo diario de frutos secos en sujetos
normolipidémicos, mientras que, en sujetos hipertrigliceridémicos se observ6 una
reduccidon significativa de 20.6 mg/dL en las concentraciones de triglicéridos en
plasma (Sabate, et al. 2010). En el seguimiento del estudio NHANES 2005-2010 se
reportd un aumento significativo de c-HDL en los sujetos que mantienen una
ingesta usual > '/, de onza/dia en comparacién al grupo control (< !/, de
onza/dia) (O'Neil, et al. 2015). De acuerdo con los resultados del estudio
PREDIMED el consumo de frutos secos en individuos con hipertriglicemia puede
tener efectos beneficiosos en el componente lipidico de sindrome metabdlico

(Estruch, et al. 2006).
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Frutos secos e hipertension

Reportes establecidos en recientes meta-analisis no evidencian un cambio
significativo de presion arterial sistélica o presion arterial diastélica siguiendo un
consumo de frutos secos. Sin embargo, se observé una reduccién significativa de
presion arterial sistdlica en sujetos que, ademas de seguir una ingesta regular de
frutos secos, siguen una ingesta alta en fibra y/o baja en carbohidratos (Blanco
Mejia, et al. 2014). Interesantemente, dos estudios de cohorte prospectiva han
establecido como objetivo principal, evaluar la asociacién entre la incidencia de
hipertension y el consumo de frutos secos en sujetos saludables. El primero de
ellos corresponde al Physicians Health Study, en el cual hombres delgados, no
obesos, presentaban una reduccion de riesgo de hasta un 18% de desarrollar
hipertension al consumir frutos secos = 7 veces/semana (Djousse, et al. 2009).
Asimismo, en el estudio de cohorte de Seguimiento de la Universidad de Navarra
(SUN), no se asociaron cambios significativos entre el consumo de frutos secos y la
incidencia de hipertensiéon (Martinez-Lapiscina, et al. 2010). En el seguimiento del
estudio NHANES 2005-2010 se reporta una reduccién significativa en presiéon
sistélica en los sujetos que mantienen una ingesta usual > '/, de onza/dia en
comparacion al grupo control (< '/, de onza/dia) (0'Neil, et al. 2015). En estudios
de intervencién con ingestas entre 30 a 108 g/d de frutos secos, en sujetos
saludables y con elevado riesgo cardiovascular, se evidenciaron resultados
contradictorios. En la mayoria de los estudios no se reportan cambios
significativos en presién sanguinea, en algunos estudios se report6 una reducciéon
de presion sistdlica y diastoélica al seguir una dieta enriquecida con frutos secos y,
sélo en un estudio se describié un aumento en la presion sanguinea siguiendo una

ingesta de frutos secos (Salas-Salvado, et al. 2014).

2.3.2 Potenciales mecanismos de accion

Hasta la fecha, los efectos saludables asociados al consumo de frutos secos en
sujetos diagnosticados con sindrome metabdlico estan prioritariamente asociados
con la mejora de estados de inflamacion, estrés oxidativo y funcion endotelial, que

a su vez se asociarifa a un aumento de la sensibilidad y secrecion de insulina, y una
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disminucién del riesgo de obesidad abdominal, hipertension, dislipidemia vy,
diabetes mellitus tipo II (Ros 2010). Estos efectos saludables asociados con la
prevencién y el tratamiento de sindrome metabdlico son producto de la respuesta
metabodlica al perfil nutricional y a la diversidad de compuestos bioactivos

minoritarios presentes en los frutos secos (Salas-Salvado, et al. 2014).

A pesar del elevado contenido lipidico de los frutos secos, las evidencias cientificas
sugieren que su ingesta no se asocia a ganancia de peso corporal, por el contrario,
se observa disminucién de parametros relacionados con obesidad, tales como IMC,
circunferencia de cintura e indice cintura cadera (ver apartado sobre Frutos secos
y obesidad abdominal del presente documento). Entre los lipidos “saludables™ de
los frutos secos se destacan los acidos grasos insaturados, principalmente los
PUFAs (por ejemplo, el acido a-linolénico presente mayoritariamente en las
nueces) que, ademas de ser una molécula con mayor susceptibilidad a la oxidacién
de c-LDL, se caracteriza por una alta capacidad anti-oxidante que puede
contrarrestar el efecto pro-oxidante de las grasas (Kris-Etherton, et al. 2008) y, al
igual que el acido elagico exhibir propiedades anti-inflamatorias (ver Figura 2.10).
Los MUFAs se asocian con una mejora en la eficiencia de la funcién de células 8
mediante el aumento de la secrecion de péptido glucagén ligado-1, la cual participa
en la regulacion de la glucemia postprandial y la sensibilidad a la insulina.
Asimismo, estos MUFAs y PUFAs pueden reducir las concentraciones séricas del
tromboxano vasoconstrictor-2, produciendo la regulaciéon de la presién arterial y

la proteccién contra la hipertension (Casas-Agustench, et al. 2011c).
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Figura 2.10. Perfil nutricional de frutos secos y su asociacion con mecanismos de accion
relacionados con alteraciones metabdlicas. Evidencias reportadas hasta la fecha. La
exploracién de nuevos componentes de los frutos secos es necesaria para elucidar nuevos
mecanismos asociados a parametros de sindrome metabdlico.

Adaptado de: Casas-Agustench, et al. 2010.

Los mecanismos asociados a esta respuesta metabodlica no s6lo estan relacionados
con el contenido de acidos grasos presentes en los frutos secos, sino también a la
acciéon sinérgica de otros componentes como la fibra dietética la cual podria
aumentar la saciedad y, disminuir la ingesta de energia de otras fuentes, asi como
reducir secreciones postprandiales de glucosa, mejorando tanto los estados de
inflamaciéon como la resistencia a la insulina y, macronutrientes como las
proteinas, donde el alto contenido en nueces del aminoacido no esencial L-arginina
es considerado un potente precursor del 6xido nitrico (NO) vasodilatador
endogeno que favorece la reactividad vascular (Ros 2010). Sin embargo, multiples
componentes de los frutos secos ain pueden no estar identificados, asi como los
productos de su metabolismo, lo cual hace necesaria esta exploracién con el fin de
elucidar nuevos mecanismos asociados al consumo de los frutos secos y

parametros clinicos de sindrome metabdlico.

En relaciéon a los efectos asociados al consumo de frutos secos y la obesidad,

algunos mecanismos se han descrito hasta la fecha (ver Figura 2.11), entre los
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cuales se destaca la masticacion incompleta, la disminucioén del apetito por causa
del aumento de las hormonas gastrointestinales asociadas con la sensacién de
saciedad (glucagon-ligado a proteina 1 (GLP-1) y colescistokinnina (CCK)), la mala
absorciéon y/o la absorcién incompleta de acidos grasos y, el aumento de la

termogénesis, entre otros.
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Figura 2.11. Potenciales mecanismos de accién asociados al consumo de frutos secos
y obesidad (pérdida de peso corporal). La identificacion de los componentes
de los frutos secos (o producto de su metabolismo) puede abrir nuevas hipétesis
acerca de los efectos en la salud metabdlica. Adaptado de: Jackson and Hu 2014.

En relacién a micronutrientes como los minerales, el alto contenido de magnesio
estd asociado con una reducciéon de la inflamacién periférica, lo cual mejora la
resistencia a la insulina y, estimula la produccién de 6xido nitrico y prostaciclinas
vasodilatadoras, parametros asociados con la mejora del estado de salud
cardiovascular (Barbagallo, et al. 2003). En caso contrario, concentraciones de
magnesio inferiores a los niveles normales, se asocia con sindrome metabdlico,
diabetes mellitus tipo Il y enfermedades cardiovasculares (Ros 2015). Asimismo, el
potasio es otro de los minerales que se encuentra en mayor proporciéon en los
frutos secos sobretodo en almendras. La presencia de este mineral esta asociada
con la reduccién del liquido extracelular, lo cual disminuye la influencia de la

angiotensina y, por tanto, relaja el musculo liso vascular que mejora la respuesta a
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la resistencia vascular periférica y, por consiguiente, reduce el riesgo de
hipertension. En general, los frutos secos al ser pobres en sodio y ricos en
magnesio, potasio y calcio estdn asociados con efectos beneficiosos a la presiéon
sanguinea, incluyendo mecanismos como la inhibicién de la hormona paratiroidea
(Ia cual induce hipertensién) al incrementar los niveles de calcio extracelular

(Grosso and Estruch 2016).

De acuerdo con estos resultados, el Comité Cientifico de la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) en 2011 ha indicado una relacién causa-efecto entre
el consumo de nueces y la mejora de la vasodilatacion dependiente del endotelio.
Este panel ha considerado que esta aclaracion es valida s6lo si se consume como

minimo 30 g/d de nueces en el contexto de una dieta equilibrada (EFSA 2011).

Sin embargo, muchos componentes de los frutos secos asi como los mecanismos de
accion relacionados con sus efectos en la salud pueden ser aun desconocidos. El
estudio de estos componentes puede abrir nuevas hipdtesis acerca de los efectos
saludables asociados a estos alimentos en la mejora y la prevencion de patologias
asociadas con alteraciones metabdlicas. Andlisis metabolémicos desde una
aproximacion no dirigida, se presentan como una herramienta analitica potencial
en el descubrimiento de nuevos compuestos que son producto del metabolismo
tras una ingesta de frutos secos y que pueden dar nuevas interpretaciones acerca

de la relacion entre ingesta de frutos secos y salud metabdlica.

2.4 Nutrimetabolomica: biomarcadores de exposicion y efecto

2.4.1 Generalidades

Evaluar la conexion entre la ingesta de frutos secos y los efectos asociados al
estado de salud, requiere asegurar de manera valida y precisa la exposicién a la
dieta. Tradicionalmente, la valoracién de la dieta en estudios epidemioldgicos es
realizada a través de la estimacidn de la ingesta por medio de instrumentos como

cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos y, recordatorios dietéticos
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24-h, en los cuales se registra la ingesta promedio en un periodo de tiempo puntual
de informaciéon auto-referenciada, como por ejemplo, en la Investigacién
Prospectiva Europea sobre el Cancer y la Nutricion, EPIC (Kaaks and Riboli 1997),
donde se han desarrollado metodologias de validacién y calibracién de
instrumentos para las mediciones de la ingesta dietética. Sin embargo, es
ampliamente conocido que estos instrumentos presentan multiples limitaciones
metodoldgicas y errores sistematicos (Hedrick, et al. 2012). Estas limitaciones
pueden variar desde la subestimaciéon o sobreestimacion de la cantidad y la
frecuencia de consumo de alimentos y, la omisidn detallada de la ingesta (por
ejemplo, consumo de condimentos o aderezos) hasta la variabilidad en la
composicion de los alimentos consumidos, al atribuir una composicién absoluta a
los alimentos como producto de tablas de composicion “tedricas” que no
necesariamente se ajustan fielmente con el consumo real (Bingham 1991; Corella
and Ordovas 2015). Por otra parte, estos instrumentos se centran exclusivamente
en la cantidad y el tipo de alimento consumido, dejando de lado la interaccién
entre los componentes de este alimento y el organismo. Esta interaccion, producto
del metabolismo humano, refleja procesos reales acerca de la absorcion, la
biodisponibilidad y la excrecién de los alimentos y sus componentes. El
metabolismo humano incluye procesos complejos y caracteristicos en cada
individuo, lo cual refleja una variabilidad interindividual producto de factores
como el perfil de la microbiota intestinal, lo cual dificilmente puede ser

considerado a través de los métodos tradicionales de evaluaciéon de la ingesta.

Con el fin de responder a esta inminente situacidn, surge la necesidad de
monitorizar los efectos asociados no solamente al consumo sino también a la
exposicion real, esto significa evaluar la biodisponibilidad y la bioaccesibilidad en
el organismo (por ejemplo, los compuestos producto del metabolismo de los
alimentos en biofluidos como plasma, suero y orina), con el fin de establecer de
manera objetiva la exposicién a la ingesta de ciertos alimentos y dilucidar los
posibles mecanismos de accién a través de los cuales establecer el puente entre
ingesta y efectos asociados a la salud. En este sentido, surge la necesidad de
identificar biomarcadores nutricionales (Llorach, et al. 2012; Odriozola and

Corrales 2015). En la actualidad existen diferentes definiciones y criterios de
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clasificacion de biomarcadores, sin embargo, la definicidn universalmente
aplicable procede de Biomarkers Definitions Working Group (2011), al establecer
que un biomarcador es “cualquier caracteristica que es objetivamente medida y
evaluada como un indicador de los procesos fisiologicos, procesos patoldgicos o de
respuesta farmacoldgica a una intervencion terapéutica” (Biomarkers Definitions
Working Group 2001). En el contexto de la Nutricién, se requiere ampliar esta
definicion con el fin de incluir aspectos como: la ingesta alimentaria, el estado
nutricional, la exposicion de nutrientes, los efectos de intervenciones nutricionales
en los estados fisiolégico y/o patoldgico de la poblacién y, ademas, proporcionar
informaciéon sobre la respuesta a la dieta de acuerdo con la variabilidad
interindividual (fenotipo metabdlico). En este sentido, se define como biomarcador
nutricional “a cualquier indicador bioquimico, funcional o clinico que ha sido
medido en una muestra biologica y que refleja el estado nutricional respecto a la
ingesta o al metabolismo de los componentes de la dieta, asi como las
consecuencias biologicas de la ingesta alimentaria” (Potischman and Freudenheim
2003). De forma general, los biomarcadores nutricionales se pueden clasificar en
tres grupos: biomarcadores de exposicion a la ingesta dietética, biomarcadores de
efecto o estado nutricional y, biomarcadores de estado de salud/enfermedad o de

fenotipo (Corella and Ordovas 2015; Llorach, et al. 2012).

En la era de las dmicas, la metabolémica se posiciona como una tecnologia
analitica avanzada en el descubrimiento y la validacién de biomarcadores
nutricionales y, por tanto, de biomarcadores de exposiciéon a alimentos como los
frutos secos. El objeto de estudio de la metabolémica es el metaboloma o conjunto
de moléculas de bajo peso producidas en las células -metabolitos- y que estan

presentes en cualquier muestra bioldgica (ver Figura 2.12).
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Figura 2.12. La metaboldmica, la mas reciente de las tecnologias “0micas”, como
herramienta en la interpretacion de los sistemas bioldgicos relacionados con la
exposicion y el estilo de vida en los procesos de homeostasis fisioldgica.
Tomado de: Claus and Swann 2013.

La subdisciplina de la metabolémica aplicada a la Nutricibon es la
nutrimetabolémica o metabolémica nutricional (Rezzi, et al. 2007). En los
ultimos afios ha aumentado progresivamente la aplicacion de la metabolémica al

estudio de los cambios asociados a la dieta en humanos (ver Figura 2.13).
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Figura 2.13. Publicaciones de estudios metaboldmicos en humanos. Creciente
aplicacion de estudios nutrimetaboldmicos. Fuente: Base de datos PubMed
((metabolomic OR metabonomic)) AND (Food OR Nutritional Sciences OR diet OR
nutrimetabolomics OR metabolomics nutritional)) AND (human OR female OR male)).
Busqueda actualizada marzo de 2016.

42



2. Antecedentes bibliogrdficos

El estudio del metaboloma abre nuevas hipotesis en la interpretacion de
mecanismos bioquimicos relativos al fenotipo celular y, por tanto, a los efectos
asociados a la salud tras el consumo de un alimento o patrén dietético (Patti, et al.
2012). El metaboloma humano esta constituido por diferentes metabolomas que
son producto de reacciones bioquimicas propias del metabolismo celular (del
inglés, endogenous metabolome), o como resultado de la exposicion o agentes
xenobidticos como medicamentos (del inglés, metabolome drug), condiciones
ambientales (del inglés, pollutant metabolome) y, por supuesto, a la dieta (del
inglés, food metabolome) (Scalbert, et al. 2014b). El food metabolome o
metaboloma alimentario se define como la suma de todos los metabolitos
directamente derivados de la digestion de alimentos, su absorcion en el intestino y,
biotransformacién por tejidos y la microbiota (Fardet, et al. 2008; Scalbert, et al.
2014b). El metaboloma alimentario es una de las principales fuentes de
metabolitos en el metaboloma humano con > 25.000 compuestos procedentes de
los alimentos, ademas de sus respectivos derivados producto del metabolismo
humano (Wishart, et al. 2007). La identificacién de biomarcadores de exposicién a
frutos secos es una parte en la exploracién del metaboloma alimentario. Segin
Corella et al. 2015, los biomarcadores de exposicién pueden categorizarse
temporalmente como biomarcadores de efectos agudos o a corto plazo (tras
consumo de horas/dias), a medio plazo (semanas/meses) vy, cronicos
(meses/afios) (Corella and Ordovas 2015). Esta clasificacién es asociada al tipo de
muestra bioldgica analizada. Biofluidos como orina, plasma o suero reflejan una
ingesta a corto tiempo; células o tejido adiposo permiten la identificacién de
biomarcadores de ingesta a mediano plazo y; cabello, ufias o dientes, son
empleados para la identificacién de biomarcadores a largo plazo (Potischman

2003).
En este sentido, para considerar un metabolito como potencial biomarcador de
exposicion a un determinado alimento, los siguientes criterios de validacién

bioldgica y analitica se deben tener en cuenta (Andersen 2013):

i). Validacion biolégica:

- Relacién causal conocida con la exposicion.

43



44

- Sensibilidad y especificidad.
- Relacién dosis-respuesta.

- Variacion inter-individual.

ii). Validacion analitica:
- Condiciones de almacenamiento y preparativa de las muestras biolégicas.
- Cuantificacién de acuerdo con un método definido y un error analitico

conocido.

2.4.2 Flujo de trabajo en nutrimetabolémica

Un andlisis nutrimetabolémico puede ser abordado desde dos enfoques diferentes
y complementarios al momento de establecer las interpretaciones biolégicas del
estudio (Dettmer, et al. 2007; Llorach, et al. 2012; Oresic 2009). El primer enfoque
se basa en un andlisis dirigido, 1o cual significa el andlisis de un grupo circunscrito
de metabolitos relacionados con un compuesto particular o una via metabdlica.
Este enfoque proporciona perfiles metabdlicos cuantitativos (del inglés, targeted
metabolic profiling) y guiados por hipotesis iniciales (del inglés, hypothesis-driven
approach). El enfoque alternativo es por el contrario, libre de hipétesis iniciales
(del inglés, hypothesis-free approach), tiene como objetivo el andlisis no dirigido del
maximo numero de metabolitos contenidos en un sistema bioldgico sin un
concepto establecido a priori, proporcionando complejas huellas metabolémicas
(del inglés, non-targeted metabolomic fingerprinting). Este método no dirigido
procura obtener una visién global y semi-cuantitativa del metaboloma de una
muestra bioldgica, incluidos aquellos que son desconocidos o poco caracterizados,
y es una aproximacién generadora de nuevas hipotesis biolégicas, mas que
confirmatoria de hipotesis preestablecidas (del inglés, hypothesis-generating
approach) como ocurre en un analisis dirigido (Patti, et al. 2012). Actualmente,
estrategias no dirigidas y recientes avances en métodos estadisticos y
bioinformaticos mas sofisticados han permitido la identificacién de potenciales
biomarcadores utiles para evaluar la exposicién a diferentes alimentos (Jenab, et
al. 2009; Tulipani, et al. 2011). Entre las principales ventajas que ofrece un estudio

metabo6lomico no dirigido se incluye: i). El descubrimiento de nuevos
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biomarcadores; ii). Una mayor comprension acerca de los fendmenos bioquimicos
ocurrentes en un organismo; iii). La descripciéon de la situacion metabdlica en
tiempo real del sistema estudiado; y, iv). La integraciéon de tecnologias analiticas
avanzadas, en lugar de un gran nimero de métodos clasicos, para la determinacién
global del metaboloma (Gika, et al. 2014). Las técnicas analiticas mas utilizadas
desde un enfoque no dirigido son la resonancia magnética nuclear (siglas en
inglés, NMR) y la espectrometria de masas (MS), esta ultima generalmente
combinada con técnicas separativas como la cromatografia de gases (GC-MS) o la
cromatografia liquida (LC-MS) (Alonso, et al. 2015; de Raad, et al. 2016). Sus
ventajas y desventajas han sido revisadas previamente (Dunn, et al. 2005; Zhang,
et al. 2012) y hay consenso en que la medicién exhaustiva de los metabolitos de un
sistema requiere la integraciéon de datos procedentes de distintas plataformas
analiticas (Bingol, et al. 2016; Lanza, et al. 2010). Sin embargo, las técnicas de RMN
se caracterizan por tener una alta reproducibilidad pero una sensibilidad limitada.
Por el contrario, la sensibilidad alcanzada con técnicas de espectrometria de masas
se estan haciendo cada vez mdas adecuadas para la identificacion de nuevos
biomarcadores, debido a los avances en las tecnologias analiticas e informaticas.
En particular, la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con
ionizacién por electropulverizacién (LC-ESI-MS) se esta convirtiendo en el método
de eleccion para la adquisicidn tanto de perfiles metabolémicos como de huellas
metabolicas en matrices biolégicas complejas (Andersen, et al. 2014; Brown, et al.
2009; Fuhrer and Zamboni 2015; Gika, et al. 2014). Esta tecnologia analitica
avanzada permite la recopilacion de informacién cuantitativa, semi-cuantitativa y
estructural con una alta sensibilidad que puede llegar a la escala de pg/ml. Por
tanto, LC-MS es una herramienta muy versatil en el analisis global del metaboloma
humano (Theodoridis, et al. 2012). Curiosamente, la exploracién del metaboloma
plasmatico humano en estudios nutrimetabolémicos desde una aproximacién no
dirigida, reporta sélo el 4.65% en el total de estudios publicados, independiente de
la plataforma analitica utilizada y, 15.38% de los estudios reportados con la
aplicacién de la tecnologia LC-q-ToF-MS (ver Figura 2.14), esta tendencia puede
estar asociada a diversos puntos criticos durante la preparacién de la muestra y la

adquisicion de datos.
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Figura 2.14. Tendencia de aplicacién de las diferentes tecnologias en estudios
nutrimetabolémicos en humanos desde una aproximacién no dirigida.
Busqueda en PubMed actualizada en marzo de 2016.

La informacion biolégica que se obtiene a través de estudios metabélomicos no
dirigidos es relevante no s6lo en volumen sino también en complejidad, por tanto,
se requiere el uso de protocolos y metodologias validadas y estandarizadas. Tras el
disefio del estudio, el flujo de trabajo (workflow) seguido comuinmente en

metabolémica incluye una secuencia de cinco pasos principales (ver Figura 2.15):

1). Recoleccion y preparacion de las muestras bioldgicas: incluye un control
de calidad riguroso en el almacenamiento del material biolégico y los
procedimientos necesarios para la adecuacion de las muestras antes de ingresar a

la plataforma analitica.

2). Adquisicion de datos: consiste en la generacién de datos a través del
procesamiento de las muestras biologicas en plataformas analiticas como LC-MS o
RMN. En el caso de LC-MS se obtienen miles de iones con caracteristicas como

masa/carga y tiempo de retencién especificos, a lo cual se denomina sefial de masa.

3). Anadlisis de datos: etapa en la cual se aplican diferentes técnicas
quimiométricas y bioinformadticas para el tratamiento de los datos obtenidos de las

plataformas analiticas, con el fin de reducir significativamente el volumen de datos
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procedentes de la etapa anterior, identificar las sefiales de masa que varian
significativamente entre los grupos de intervencién y, evaluar las posibles

relaciones entre los datos obtenidos.

4). Identificacion de metabolitos: paso critico y de gran importancia en un
andlisis metabolémico. Consiste en descubrir la identidad (nomenclatura y
estructura quimica) de las sefiales de masa discriminantes a través de una
busqueda minuciosa en literatura cientifica, la comparacion de espectros en bases
de datos online y, la realizacion de experimentos MS/MS para confirmar la

identidad del metabolito, si se posee el reactivo comercial.

5). Interpretacion bioldgica: en este paso final se da respuesta a la pregunta de
investigacion de acuerdo con los biomarcadores discriminantes identificados
previamente. Consiste en establecer las relaciones de estos biomarcadores dentro

de rutas metabolicas que responden a un contexto bioldgico especifico.

Durante este proceso, el uso de herramientas bioinformaticas de alto rendimiento
son necesarias para la interpretacién y el andlisis de los datos obtenidos (Alonso,

etal. 2015).
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Figura 2.15. Diagrama de flujo en los estudios metabdlomicos no dirigidos
para el analisis de muestras bioldgicas de orina y plasma.
Adaptado de: Llorach, et al. 2012; Alonso, et al. 2015.
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3. Hipdtesis y objetivos

3.1 Hipotesis

La presente Tesis Doctoral se plantea de acuerdo con de las siguientes hipétesis de

partida:

e Una intervencion nutricional con frutos secos permitird observar diferencias
significativas en el perfil metabolico humano, posibilitando la caracterizaciéon
del metaboloma y de biomarcadores especificos asociados al consumo de frutos

SecCos.

e Los biomarcadores nutricionales asociados al consumo de frutos secos
identificados en un estudio de intervenciéon podran ser replicados en otros
disefios de estudios, aportando evidencias en la validacion de dichos

biomarcadores.

e Los biomarcadores nutricionales detectados tras la ingesta de frutos secos,
tanto en el metaboloma plasmatico como en el metaboloma urinario, permitiran
una mejor asociacién con los marcadores de sindrome metabdlico, posibilitando
la generacion de nuevas hipdtesis acerca de las implicaciones del consumo de

frutos secos y el estado de salud cardiometabdlica.

51



52

3.2 Objetivos

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es identificar biomarcadores de
exposicion a frutos secos a través de la caracterizacién de los perfiles metabodlicos
plasmatico y urinario y, evaluar posibles asociaciones de efecto entre los
biomarcadores de exposicién a frutos secos y parametros de estado clinico de

sujetos diagnosticados con sindrome metabdlico.

El desarrollo de este objetivo general incluye los siguientes objetivos especificos:

e Identificar y caracterizar biomarcadores metabolémicos asociados al consumo
de frutos secos en sujetos con sindrome metabdlico en dos diseinos de estudio
diferentes (estudio de intervencién y estudio de cohorte), implementando una
metodologia analitica en la exploraciéon del metaboloma plasmatico a partir de

un analisis metabolémico no dirigido.

e Seleccionar un conjunto robusto de biomarcadores discriminantes de
exposicion a frutos secos asociados a la frecuencia de consumo reportado en el

FFQ en un estudio de cohorte.

e Evaluar las eventuales relaciones entre biomarcadores de exposiciéon a frutos

secos y parametros clinicos asociados a sindrome metabélico.
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4. Metodologia

4.1 Diseiio de los estudios nutricionales

El objetivo de un estudio nutricional en investigacién clinica es caracterizar el
estado nutricional o condicién de salud de un individuo o grupo de individuos
influenciado por la ingesta, el metabolismo y el uso de nutrientes. Segun su disefio,
los estudios nutricionales se pueden clasificar de forma general como estudios de
intervencién y estudios observacionales. Los estudios de intervencion se
caracterizan por el control de la dieta, la inclusion de los participantes de acuerdo
con criterios previamente establecidos, la clasificacién aleatoria de los
participantes en grupos y, el seguimiento de la intervencién en rangos temporales
como corta o media/larga duracién, entre otros. Mientras que, los estudios
observaciones suponen la colecciéon de informacién sin efectuar ningin tipo de
interferencia como, por ejemplo, el control de la dieta. Un estudio de cohorte es
una muestra representativa que ha sido seleccionada de un estudio observacional

de acuerdo con ciertos criterios como la exposicién a la dieta (ver Figura 4.1).

Estudios de
intervencion
{controlados)

] Control de |a dieta

Heterogeneidad de la

Numero de metabolitos

discriminantes

Riesgo de falsos positivos

hipotesis hipotesis

Figura 4.1. Comparacion entre estudios nutricionales (estudios de intervencién vs estudios
transversales). Adaptado de: Jenab, et al. 2009; Scalbert, et al. 2014b.
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El potencial de los estudios de intervencion radica en el control de la dieta y/o el
estado de salud, lo cual significa, aumentar la posibilidad de identificar metabolitos
discriminantes asociados al consumo especifico del alimento valorado. Por su
parte, los estudios transversales reflejan el consumo habitual del alimento en
condiciones de vida libre, lo cual permite la validacién de biomarcadores
discriminantes a la ingesta valorando la variabilidad asociada a la inter-
individualidad y heterogeneidad de la poblacién (Jenab, et al. 2009; Scalbert, et al.
2014b). La integracion de ambos tipos de estudio en el descubrimiento de
biomarcadores  nutricionales, aporta  informacién independiente 'y
complementaria, que posibilita nuevas interpretaciones asociadas no sélo a la
validaciéon y capacidad predictiva de estos biomarcadores como indicadores
discriminantes de ingesta, sino también a la respuesta de la exposicion dietético en

poblaciones heterogéneas.

Este trabajo de Tesis Doctoral se centra en dos estudios nutricionales relacionados
con el consumo de frutos secos en sujetos diagnosticados o no con sindrome
metabodlico. El primer estudio (EFINUT) corresponde a un estudio de intervencién
controlado en el cual se evalio el consumo regular de frutos secos en sujetos
diagnosticados con sindrome metabdlico y, el segundo estudio, corresponde a un
estudio de cohorte (InCHIANTI) donde se evalio el consumo habitual de frutos
secos de sujetos en condiciones de vida libre a los cuales se ha diagnosticado o no

sindrome metabdlico al inicio del estudio.

El diagnostico de sindrome metabdlico fue reportado de acuerdo con los criterios
armonizados y, descritos en detalle en el apartado 2.3 de la presente Tesis Doctoral
(Alberti, et al. 2009). Fue diagnosticado como sujeto con sindrome metabdlico a
todos aquellos que cumplieran al menos tres de los cinco componentes descritos a
continuacién: 1). Circunferencia de cintura: hombres (= 102 cm) y mujeres (= 88
cm); 2). Elevada concentracion de triglicéridos en sangre: = 150 mg/dL (1.7
mmol/L) o recibir un tratamiento farmacolégico para la hipertrigliceridemia; 3).
Baja concentracion de c-HDL en sangre: hombres (< 40 mg/dL o 0.9 mmol/L) y
mujeres (< 50 mg/dL o 1.1 mmol/L) o recibir tratamiento farmacoldégico para

aumentar el c-HDL; 4). Elevada presion arterial: presion arterial sistélica (=2 130
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mmHg) y/o presion arterial diastdlica (= 85 mm Hg) o recibir tratamiento
farmacoldgico antihipertensivo; 5). Elevada concentracién de glucosa en ayunas:
(= 100 mg/dL o 5.55 mmol/L) o recibir tratamiento farmacolégico para

hiperglucemia.

4.1.1 Estudio de intervencion: EFINUT

Diserio del estudio. Consiste en un estudio clinico nutricional aleatorizado,
controlado y en paralelo de 12 semanas de intervencién, cuyo objetivo inicial fue
evaluar el efecto del consumo regular de una mezcla de frutos secos (nueces,
almendras y avellanas) en la mejora de factores de riesgo cardiovascular en sujetos
diagnosticados con sindrome metabdlico (Casas-Agustench, et al. 2011b; Lopez-

Uriarte, et al. 2010).

El protocolo de trabajo fue disefiado de acuerdo con los principios de la
Declaracién de Helsinki, aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del
Hospital Sant Joan de Reus y, firmado por todos los voluntarios como
consentimiento por escrito de su participacion en este estudio (ISRCTN36468613),
el cual fue financiado por el proyecto CONSOLIDER FUN-C-FOOD (CSD2007-063).
Las muestras de plasma humano del estudio EFINUT fueron proporcionadas por
los investigadores Dr. Jordi Salas-Salvado y Dra. Monica Bull6 de la Unidad de
Nutricion Humana de la Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud de la

Universitat Rovira i Virgili (Tarragona, Espafia).

Sujetos. Hombres y mujeres entre 18 y 65 afios fueron entrevistados entre octubre
de 2005 y febrero de 2007 en el Hospital Universitari Sant Joan de Reus y, en los
tres centros de atencién primaria de las comarcas del Baix Camp (Riudoms y Reus)
y Alt Camp (Alcover) en Tarragona (Espafa). Como criterio fundamental en la
inclusion de los voluntarios, se consider6 el diagndstico de sindrome metabdlico
(ver Figura 4.2). En cuento a los criterios de exclusion en este estudio, se tuvieron
en cuenta los siguientes: 1). Alergias al consumo de frutos secos; 2). Diagnostico de
diabetes mellitus tipo 2 con o sin tratamiento farmacolégico; 3). Indice de masa

corporal > 35 kg/m?; 4). Leucocitosis al inicio del estudio (leucocitos > 10000
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células x 109; 5). Presencia de alguna enfermedad inflamatoria, infecciosa agua o
grave, neoplasica, endocrina, pulmonar obstructiva y/o hematoldgica activa; 6).
Consumo de medicamentos como antiinflamatorios, corticoides, hormonas o
antibidticos en la semana previa al inicio del estudio; 7). Seguir una dieta muy
restrictiva o registrar una pérdida de peso corporal superior a 5 kg en los tltimos 3
meses antes del inicio del estudio; y/o 6). Presencia de tabaquismo, enolismo o
drogodependencia. Al inicio del estudio, sesenta y un sujetos fueron elegibles, sin
embargo, durante la seleccién once sujetos fueron excluidos por diferentes
motivos, entre los cuales se destaca la dificultad para seguir el estudio, el inicio de
un tratamiento farmacolégico, el abandono del estudio por motivos personales y,
el no cumplimiento con los criterios de inclusién del estudio. Las muestras
bioldgicas de plasma fueron extraidas a cada voluntario al inicio (S0) y al final de la

intervencidn, luego de las 12 semanas (S12).

Sujetos elegibles
(n=61)

11 individuos fueron excluidos por

4 no cumplimiento con los criterios de inclusién
— 4 dificultades para seguir el estudio

2 abandono del estudio por motivos personales

1 inicio de tratamiento farmacolégico

\ 4
Sujetos

seleccionados 12 semanasde intervencion
(n=50)

SO 54 58 512

Aleatorizacién

Grupo frutos secos
(NU,n=25)
1 | 1
.« VC. . VC . VC. * VC.
¢ *RD-3d. *RD-3d. =« RD-3d. *RD-3d.
J/ *P-12hda. * P- 12hda. /

Figura 4.2. Esquema de disefio del estudio EFINUT: cincuenta sujetos fueron seleccionados.
Valoracidn clinica (VC) y registro dietético de 3 dias (RD-3d) fueron reportados al inicio del
estudio (S0), cada cuatro semanas (S4 y S8) y al final de la intervencién (S12).

Las muestras de plasma 12 horas de ayuno (P-12hda) fueron extraidas solamente
al inicio (S0) y al final de la intervencién (S12).
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Intervencion. Antes de iniciar el estudio, los participantes seleccionados fueron
estratificados por género y edad (< 50 afios o = 50 afios) y, asignados
aleatoriamente a uno de los dos grupos disefiados en este estudio de intervencion:
grupo control (CT) y grupo de intervencion (NU). Ambos grupos recibieron
recomendaciones dietéticas cualitativas para el seguimiento de una dieta
cardiosaludable, a partir de las recomendaciones de la Asociacion Americana del
Corazon (del inglés, American Heart Association, AHA) (Krauss, et al. 2000). Entre
las recomendaciones cualitativas de una dieta cardiosaludable se sugirié a todos
los participantes: reducir el consumo de cualquier fuente de grasa; aumentar el
consumo de frutas y verduras; preferir el consumo de granos enteros; elegir
productos libres de grasa o con bajo contenido de la misma; consumir pescado al
menos dos veces por semana; limitar el consumo de carnes rojas o sustituirlo por
carnes blancas; limitar el consumo de grasas trans y/o grasas saturadas y
colesterol, asi como de alimentos fuente de aceites vegetales hidrogenados; limitar
el consumo de bebidas azucaradas y alimentos con azucar adicionada; seleccionar
y preparar alimentos con baja o nula adiciéon de sal; y reducir el consumo de
alcohol. Ademas, a todos los participantes se recomendé que no cambiaran su
patrén de actividad fisica o habito tabaquico, en caso de ser fumadores, durante las

12 semanas del estudio.

A los sujetos del grupo CT se les remarc6 especialmente la importancia de no
consumir ningun tipo de fruto seco o cacahuates durante las 12 semanas de la
intervencidn. Por el contrario, el grupo NU se suplement6 diariamente su dieta con
30 g de una mezcla de frutos secos (15 g de nueces + 7.5 g de almendras + 7.5 g de

avellanas) que se les proporcionaron gratuitamente.

Dos muestras de sangre fueron extraidas tras 12 horas de ayuno a todos los
participantes del estudio: al inicio (SO) y luego de las 12 semanas de intervencion
(S12). La sangre se recogio6 en tubos de plasma-EDTA. Una parte de cada muestra
fue emitida el mismo dia de la extraccion al laboratorio de referencia en el Hospital
Universitari Sant Joan de Reus donde se determindé de inmediato: hemograma,
recuento y féormula leucocitaria, velocidad de sedimentacion globular, albtimina,

colesterol total, c-HDL, triglicéridos, glucosa, sodio, potasio, urea, creatinina, acido
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urico y transaminasas. La porcion de la muestra restante fue centrifugada a 2500
rpm durante 10 minutos a 4°C y, almacenada en alicuotas de 0.5 mL de plasma

fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior analisis.

Evaluacion del estado clinico-antropométrico y de la ingesta dietética. Los
sujetos inicialmente evaluados como elegibles, asistieron a una valoracién médica
previa al inicio del estudio. Los médicos tanto del Hospital Universitari Sant Joan
de Reus como de los centros de atencion primaria, realizaron el cribado a través de
una entrevista personal, un andlisis bioquimico y la evaluacién de la historia
clinica, esto con el objetivo de corroborar el estado de salud de los participantes y

su elegibilidad en este estudio.

La caracterizacién clinica y antropométrica de los sujetos se realizo en cada una de
las cuatro entrevistas realizadas durante la intervencion (SO, S4, S8 y S12).
Estatura solamente fue determinada al inicio del estudio (SO). La presién arterial
(sistolica y diastolica) fue determinada en el brazo no dominante por duplicado y
siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Europea de Hipertensiéon y de la
Sociedad Europea de Cardiologia (Redon and Coca 2003). La circunferencia de
cintura se determiné en el punto medio, ubicado entre el borde costal inferior y el
reborde superior de la cresta iliaca en bipedestacién y, luego de una espiracién
suave. El gasto energético promedio diario se estimé de acuerdo con la actividad
fisica realizada a través del cuestionario de actividad fisica de tiempo libre en
Minnesota (Taylor, et al. 1978), que posteriormente fue validado en poblacién

espafiola (Elosua, et al. 1994).

La evaluacion de la ingesta dietética se realiz6 a través del registro alimentario
de 3 dias (2 dias laborables y 1 dia festivo) completado directamente por los
participantes, de acuerdo con las indicaciones proporcionadas personalmente por
el grupo de especialistas. Durante cada visita (S0, S4, S8 y S12), los participantes
recibieron asesoria personalizada sobre el seguimiento nutricional y revisaban y
completaban los registros dietéticos en compania de los especialistas.
Posteriormente cada uno de estos registros fue codificado para facilitar el analisis

de esta informacion dietética en una base de datos. Los valores de la ingesta
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energética total y de los nutrientes consumidos en la dieta, fueron calculados a
partir de las tablas espafiolas de composicion de alimentos del programa
informatico “Professional Diet Balancer” (Cardinal Health Systems Inc, Minnesota,

Estados Unidos de América).

La adherencia a la intervencién dietética en ambos grupos se evalu6 a través del
registro alimentario de 3 dias, el recuento de los envases vacios de frutos secos
devueltos (en el caso del grupo NU) y el andlisis por cromatografia de gases que
determin6 la concentraciéon plasmatica de acido a-linolénico, empleado como
biomarcador de consumo de frutos secos por ser un componente mayoritario en
las nueces. La determinacidon de este biomarcador se realizd en una muestra
aleatoria de 27 individuos distribuidos en 14 del grupo CT y 13 del grupo NU,

respectivamente.

4.1.2 Estudio de cohorte: InCHIANTI

Diserio del estudio. El estudio INCHIANTI (Invecchiare in Chianti, envejecimiento
en la zona de Chianti) es un estudio poblacional representativo de personas
mayores (= 65 afios) que viven en el area geografica de Chianti (Toscana, Italia),
especificamente de las regiones Greve in Chianti y Bagno a Ripoli
(http://InCHIANTIstudy.net/). Este estudio es realizado en colaboracion con el Dr.
Luigi Ferrucci del Instituto Nacional sobre el Envejecimiento (NIH, NIA, Bethesda,
Estados Unidos de América) y el Dr. Antonio Cherubini, del Instituto Nacional de
Investigacion y Atencién a las Personas Mayores (INRCA, Ancona, Italia). La
colaboracion entre la Universitat de Barcelona, el Instituto Nacional sobre el
Envejecimiento (NIH, NIA, Bethesda, Estados Unidos de América) y, la Agencia
Regional de Salud de la Toscana corresponde a un convenio de colaboracién
internacional que se centra en el estudio del efecto del consumo de dietas ricas en

compuestos fendlicos y su relacion con estados asociados al envejecimiento.
Como objetivo principal, el estudio InCHIANTI pretende traducir la investigacion

epidemiolégica en herramientas clinicas geriatricas relacionadas con problemas de

movilidad y fragilidad y, evaluar los factores de riesgo y los efectos asociados a la
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pérdida de movilidad o enfermedades relacionadas con alteraciones neuroldgicas

“leves”.

En la Figura 4.3 se representa el disefio general del estudio InCHIANT], un estudio
de cohorte prospectivo que inici6 la recolecciéon de datos en septiembre de 1998 y
se completé en marzo de 2000. Este periodo se consider6 como la fase inicial (o
basal) del estudio y registr6 la inclusién de 1453 participantes entre hombres y
mujeres con edades comprendidas entre 20 y 102 afios, de los cuales 1260
participantes son adultos mayores de 65 afios. A la fecha, en este estudio se han
realizado cuatro etapas de seguimiento que incluyen la evaluacién a los 3 afios
(2001 - 2003), seis afios (2004 - 2006), nueve afios (2007 - 2010) y quince afios
(2013 - 2015), respectivamente. Durante los afios 2011 y 2012 s6lo se reportaron
datos de movilidad. El disefio y los métodos en la recoleccion de datos se han

descrito previamente (Ferrucci, et al. 2000).

Faseiniial 1¥ seuimiento 1™ seguimiento 3" seuimiento 4°septimiento

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 <2011 2012 2013 2004 2005

Figura 4.3. Linea de tiempo y seguimiento del estudio observacional
prospectivo INCHIANTI.

Sujetos. Una cohorte de la fase inicial del estudio InCHIANTI ha sido seleccionada
para la exploracién del metaboloma urinario de adultos mayores (= 65 afios) que
registren una frecuencia de consumo de frutos secos y reporten criterios
diagnosticos asociados a sindrome metabdlico. Esta muestra representativa
corresponde con los criterios de inclusién y exclusién propuestos para el estudio:
“Associaci6 entre 'exposicid als fruits secs en la dieta i el deteriorament cognitiu
en un periode de tres anys en la gent gran: estudi InCHIANTI” (c6digo oficial
FBG307906), financiado por el INC (International Nut & Dried Fruit Council)
World Forum for Nutrition Research and Dissemination durante el periodo 2014 -

2016 (ver Figura 4.4).
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1260 sujetos elegibles = 65 anos

—— 105 sujetos no aceptaron participar en el estudio

h 4

1155 sujetos aceptaron
participar

—» 82 sujetos fueron diagnosticados con demencia
Y

1073 sujetos
libres de demencia

| 5 225sujetos no reportaron informacion sobre ingasta de frutos secos

ni funcidn cognitiva al tiempo basal y 3 afios
v

848 sujetos con disponibilidad de informacion clinica y
de exposicion a frutos secos

—» 230 sujetos no reportaron muestras de orina 24 h al tiempo basal

Y

609 sujetos con disponibilidad de
datos y muestra biologica

Una estratificacion de muestras fue propuesto de acuerdo con una
—» distribucién similar de sujetos teniendo en cuenta criterios como
genero, edad y consumo de tabaco

Y

191 sujetos seleccionados

———p 72 sujetos fueron excluidos al reportar una ingesta de frutos secos (< 2.9 g/d)

4
’ 119 sujetos seleccionados

23 sujetos con SM

49 sujetos sin SM

Grupo de consumidores |_’ 16 sujetos con SM
semanales (WK, n =47) | L’

31 sujetos sin 5SM

Figura 4.4. Esquema de disefio del estudio y descripcion de la cohorte participante de acuerdo
con la ingesta de frutos secos y el diagnéstico de sindrome metabdlico (SM).

De los 1260 adultos mayores de 65 afios elegibles al inicio del estudio, 412 sujetos
fueron excluidos por no aceptar la participacion en el estudio, reportar demencia y
carecer de informacién clinica y registro dietético del consumo de frutos secos y,

239 sujetos mas fueron excluidos por no reportar muestras de orina en los
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biobancos. 609 sujetos fueron considerados elegibles con informacion clinica y
dietética a tiempo basal. Esta muestra fue estratifica por género, edad y consumo
de tabaco, lo cual permitié seleccionar una sub-muestra de 191 sujetos, los cuales
posteriormente, fueron estratificados segtn frecuencia de ingesta de frutos secos.
La estratificacion de los grupos extremos en consumo de frutos secos: no
consumidores (0 g/d, n = 72) y consumidores semanales (= 2.9 g/d, n = 47) fueron
seleccionados como cohorte (n = 119) para la exploracion del metaboloma
urinario desde una aproximaciéon no dirigida. El diagnéstico de sindrome
metabolico fue asignado a aquellos participantes que presentaran al menos tres de
los cinco componentes propuestos en los criterios armonizados (Alberti, et al.

2009) (ver apartado 2.3 de la presente Tesis Doctoral).

Las muestras biologicas de orina (24 h) fueron recogidas dentro de las tres
semanas siguientes a la entrevista domiciliaria y, almacenadas a -80°C hasta su

posterior analisis.

Evaluacion del estado clinico-antropométrico y de la ingesta dietética. La
recoleccion de datos del estudio InCHIANTI inicia con entrevistas que fueron
realizadas en los hogares de los participantes por tres entrevistadores
experimentados, quienes ademds de obtener informacién socioeconémica y
familiar, registraron informacién acerca del estilo de vida, actividad fisica y dieta.
La descripcién de la dieta fue reportada de acuerdo con el cuestionario de
frecuencia de consumo alimentario previamente validado en el proyecto EPIC
(Investigacion Prospectiva Europea sobre Cancer y Nutricion) en poblacion
italiana (Pisani, et al. 1997). Después de recibir una descripcion detallada del
protocolo del estudio durante la entrevista, los participantes firmaron un
consentimiento que incluia el permiso para consultar las bases de datos
administrativas pasadas y futuras, las historias clinicas, y para llevar a cabo
diferentes analisis a partir de muestras bioldgicas almacenadas en el banco
biolégico del estudio. El entrevistador programo tres citas adicionales y explico el
procedimiento adecuado para la recogida de orina de 24 horas, el cual incluia
evitar el consumo de ciertos alimentos (como carne y pescado) durante el dia de la

recoleccion de la muestra de orina. El mismo dia que los participantes del estudio
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llevaron al centro clinico la muestra de orina, fueron valorados por los
especialistas, con el fin de aumentar la informacién registrada en su historia clinica
que, en las posteriores visitas médicas, fue completada con los examenes y pruebas

diagnosticas correspondientes.

4.2 Analisis metaboléomico de muestras de bioldgicas de plasma y
orina

El protocolo utilizado para el analisis del metaboloma urinario fue previamente
desarrollado y validado por el grupo de investigaciéon (Llorach, et al. 2009;
Tulipani, et al. 2011). Mientras que el protocolo analitico para la exploracién del
metaboloma plasmatico, fue desarrollado, optimizado y validado durante el
desarrollo de la presente Tesis Doctoral. A continuacién se describe cada una de

las etapas teniendo en cuenta el flujo de trabajo en nutrimetabolémica.

4.2.1 Recoleccion y preparacion de la muestra

Las muestras biolégicas como orina y plasma son las mas utilizadas en estudios
nutrimetabolémicos debido a la facilidad de recoleccion de estos biofluidos poco
invasivos (Gibney, et al. 2005). Independiente del tipo de muestra biologica a
analizar, las condiciones de almacenamiento antes de su preparaciéon y durante la
adquisicion de datos deben cumplir con unos minimos de calidad que garanticen la
conservacion de la composicion bioquimica original en el material bioldgico
analizado. De acuerdo con el Chemical Analysis Working Group (CAWG) de
Metabolomics Standards Initiative (MSI), estos criterios incluye el almacenaje de las
muestras a menos -80°C antes de realizar su preparacién y su mantenimiento
entre 0° y 4°C durante la adquisicion de datos (Sumner, et al. 2007). Se debe
mantener la cadena de frio a través del cambio paulatino y controlado de la

temperatura desde -80°C a 4°C.

En términos general, la preparacion de una muestra en un analisis metab6lomico

no dirigido se caracteriza por:
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i). Ser tan simple como sea posible, con el minimo numero de pasos necesarios,
para evitar la pérdida de informacién biolégica importante durante el estudio;

ii). Extraer los metabolitos presentes en la muestra sin alterar su naturaleza
bioquimica;

iii). Eliminar componentes que puedan afectar durante la adquisicion de datos;

iv). Adecuar las muestras para garantizar la proteccion del equipo analitico
durante el andlisis en LC-ESI-MS con procedimientos como centrifugacién y
dilucién y,

v). Concentrar las muestras para conseguir los limites de deteccién en el sistema
LC-ESI-MS de metabolitos con bajas concentraciones en las muestras originales (en

caso de ser necesario) (Dettmer, et al. 2007; Theodoridis, et al. 2012).

A continuacidn, se describe los procedimientos especificos en la preparacién de los

biofluidos analizados en esta Tesis Doctoral.

Plasma. El plasma es una matriz compleja que aporta informaciéon biolégica
relevante acerca de la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de compuestos
circulantes en el organismo (Rappaport, et al. 2014). La preparativa de este tipo de
muestras, incluye procesos mas complejos no necesarios en la preparacion de
muestras biolégicas mas simples como la orina. En el plasma no sélo se encuentran
metabolitos, sino también proteinas y fosfolipidos que son necesarios removerlos
para evitar el deterioro de la columna cromatografica o efectos de supresion
idnica, durante la adquisicion de datos. Debido a la complejidad de esta matriz
bioldgica, en la actualidad no existe un protocolo universalmente aceptado para la
preparacion de muestras de plasma. El grupo de investigacién, previamente al
desarrollo de esta Tesis Doctoral, realiz6 un primer analisis comparativo de
diferentes técnicas de extraccion de plasma, llegando a un protocolo inicial para la
remocion conjunta de proteinas y fosfolipidos (Tulipani, et al. 2013). Durante el
desarrollo de esta Tesis Doctoral se profundizé en el trabajo de optimizacion del
protocolo analitico para la exploracién del metaboloma plasmatico. Las muestras
de plasma fueron descongeladas gradualmente hasta alcanzar una temperatura de
4°C, posteriormente fueron centrifugadas y 50 pL del sobrenadante fue sometido a

extraccion hibrida de desproteinizacién por precipitaciéon con acetonitrilo al 1% de
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acido formico (ACN 1% AF) y remocion de fosfolipidos por extraccion de fase
sélida (SPE) mediante distintas placas. El filtrado fue evaporado, reconstituido y
ubicado en la placa de inyeccién para la adquisicion de datos. La atencién se centr6
en la comparacion de dos tecnologias para SPE (Ostro, Waters vs Phree,
Phenomenex) y tres diluciones muestra/solvente durante la extraccion (1:6; 1:9;
1:12). La eleccién de cada alternativa metodolégica se evalto a través de un arbol

de decisién (Tulipani, et al. 2015).

Orina. En el caso de la preparacion de las muestras de orina del estudio reportado
en esta Tesis Doctoral, solamente fueron necesarios los procesos fisicos de
centrifugacion y dilucion (Theodoridis, et al. 2012), tal como se describe a
continuaciéon: las muestras fueron descongeladas gradualmente dentro del
frigorifico hasta alcanzar una temperatura de 4°C. Posteriormente, fueron
centrifugadas a 12.500 rpm durante 5 minutos. 50 pL del sobrenadante fue diluido
en una proporciéon 1:1 con agua Milli-Q Gradiente A10 (Millipore Corporation,
Bedford, Massachusetts, Estados Unidos de América) en una placa de 96 pocillos.
Esta placa fue vortexada e introducida directamente en el sistema LC-ESI-MS. El
material biolégico no utilizado fue re-etiquetado y almacenado nuevamente a -

80°C.

4.2.2 Adquisicion de datos: plataforma analitica LC-ESI-MS

La adquisicion de datos metab6lomicos desde una aproximacién no dirigida
reportados en esta Tesis Doctoral fueron realizados a través de la aplicacion de la
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas con
analizador hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (del inglés, High-Performance
Liquid Chromatography coupled to quadrupole Time of Flight Mass Spectometry,
HPLC-q-ToF-MS), a través del sistema Agilent HPLC serie 1200 RRLC acoplado a un
sistema hidrico cuadrupolo tiempo-de-vuelo QSTAR Elite (AB Sciex) y equipado

con una fuente ESI.

El primer paso en la adquisicion de datos metabolomicos consiste en la separaciéon

de los metabolitos presentes en una muestra bioldgica a través de un sistema de
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cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). La cromatografia es una
técnica analitica en la cual los componentes de una mezcla son separados en
funcién a la afinidad fisicoquimica (por ejemplo, la polaridad) de estos compuestos
con las dos fases presentes en el sistema: la fase movil y la fase estacionaria. La
fase mdvil es una mezcla de solventes en la cual la muestra biolégica generalmente
se encuentra diluida. Durante una separacién cromatografica, la proporciéon en
%v/v de la fase movil puede variar en funcién del tiempo y, esta distribucion se
conoce como gradiente de elucién. Por otra parte, la fase estacionaria se encuentra
dentro de la columna cromatografica y, se caracteriza por presentar polaridad
opuesta a la de la fase mdvil. En el mercado actual, se dispone de una gran variedad
de materiales y tamafio de particulas que componen la fase estacionaria. Esta
diversidad permite una seleccion mas asertiva de la columna cromatografica en
funcion de la naturaleza fisicoquimica de los componentes de la mezcla y, por

tanto, optimizar el sistema cromatografico de manera que permita:

i). Un aumento de la intensidad de la sefial del pico;
ii). Una baja supresion iénica;
iii). Una mejora de la relacion sefial-ruido que se refleja en una mayor sensibilidad

(Theodoridis, et al. 2012).

La mayoria de los estudios LC-MS desde una aproximacién metabdlomica no
dirigida utilizan un gradiente cromatografico de fase reversa (Theodoridis, et al.
2008). Esto significa que la fase mdvil de naturaleza polar transporta la muestra a
través de la fase estacionaria de naturaleza apolar. Las diferentes fuerzas
intermoleculares de atraccion y repulsién que se establecen entre los componentes
de la mezcla y las fases determinan el tiempo que tarda cada compuesto en eludir a
través de la columna. En la cromatografia de fase reversa los compuestos polares
eluyen mas rapido en comparacién de los compuestos apolares, al ser retenidos en
la columna por mas tiempo por causa de su polaridad. El tiempo que tarda cada
compuesto en eludir a través de la columna cromatografica se conoce como
tiempo de retencion (del inglés, retention time, RT) y, corresponde con uno de los
dos criterios que posteriormente seran utilizados para la identificaciéon de los

metabolitos.
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La espectrometria de masas es una técnica de andlisis cualitativo utilizado
ampliamente en la caracterizacién y determinacién de estructuras organicas.
Durante la obtencién de un espectro de masas, se da lugar a una serie de procesos
quimicos que destruyen la muestra impidiendo su recuperacion. El fundamento de
esta técnica analitica se basa en la obtencion de iones a partir de moléculas
organicas en fase gaseosa, que posteriormente son separados de acuerdo a su
relacién masa/carga (m/z) y, finalmente detectados a través de un dispositivo
electrénico. En consecuencia, un espectro de masas es una representacion
bidimensional de un parametro relacionado con la abundancia de los diferentes
iones en funcién de la relacién masa/carga (m/z). La presencia y abundancia de los
iones en el espectro, identificados por su masa, serd por tanto en funcién de la
estructura quimica del compuesto. En términos generales, un espectrometro de
masas consta de cuatro partes. Cada una de ellas cumple con una funcién

secuencial:

i). Sistema de introduccién de muestras: vaporiza los diferentes compuestos
previamente separados en el sistema cromatografico. Generalmente, estos
compuestos presentan volatilidades diferentes;

ii). Fuente de ionizacién: origina iones a partir de las moléculas neutras
previamente volatilizadas y que se encuentran en fase gaseosa;

iii). Analizador de masas: separa los iones en funcién de su relacién masa/carga
(m/z);

iv). Sistema detector y registrador: como su nombre lo indica, detecta los iones

formados y los registra de forma independiente.

Una vez los metabolitos eluyen desde el sistema cromatografico al espectrometro
de masas, son volatilizados en el sistema de introduccion de muestras vy,
posteriormente inyectados a la fuente de ionizacién, donde se forman los iones
positivos o negativos de acuerdo con el modo de trabajo programado. En estudios
metabdélomicos, la fuente de ionizacién mas utilizada es la ionizaciéon por
electropulverizacion (del inglés, Electrospray Ilonization, ESI) (Dettmer, et al.
2007; Dunn, et al. 2013). En esta ionizacién, la mezcla disuelta en la fase movil

forma un aerosol de particulas ionizadas que se producen por la accién de un
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campo eléctrico y de un gas nebulizador, que a altas temperaturas (400°C),
evapora el solvente. En este proceso se puede dar una pérdida o ganancia de un
protén (H*) en cada molécula ionizada, esto se produce por el tipo de modo
operado, siendo modo negativo y positivo, en cuanto a pérdida o ganancia de un
protéon (H*), respectivamente. Para garantizar la mayor adquisicién de datos
metabo6lomicos posible, se recomienda analizar los dos tipos de ionizacién para

cada muestra biol6gica (Dettmer, et al. 2007).

A continuacién, estas particulas ionizadas son transportadas hacia el analizador de
masas, donde son separadas en funcion de su masa/carga (m/z). El analizador de
masas utilizado en el trabajo experimental de esta Tesis Doctoral corresponde al
sistema hibrido de cuadropolo-tiempo de vuelo (del inglés, quadrupole Time of
Flight -q-ToF), que son separados por una celda de colision que permite la
fragmentacion de estos compuestos. La modalidad de trabajo de un analizador de

masas cuadrupolo puede ser de dos formas:

i). Modo de escaneo o “full scan”, donde se analizan todas las relaciones
masa/carga que se encuentran dentro de un intervalo. Modo utilizado en estudios
metabo6lomicos desde una aproximacion no dirigida, mientras que;

ii). Modo monitoreo de ion seleccionado “selected ion monitoring”, consiste en la
determinacion de una relacién masa/carga especifica, por tanto, responde al
supuesto de la generaciéon de una hipétesis previa acerca de los metabolitos

analizados (enfoque de estudios metabdlomicos desde una aproximacion dirigida).

Posterior al analizador cuadrupolo, las particulas son fragmentadas a través de una
celda de colision y, dichos fragmentos son transportados al analizador de masas
tiempo de vuelo. En este analizador los diferentes fragmentos son sometidos a una
fuerza electromagnética uniforme que provoca una aceleracién de los iones en
funcion de su masa/carga, permitiendo que los fragmentos mas ligeros lleguen
primero al detector. En este momento, el detector registra los fragmentos en
funcién al flujo o a la abundancia con la cual son expulsados por el analizador de

masas.
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En la Tabla 4.1 se describen los principales parametros durante la adquisicion de

datos para cada matriz biologica.

Tabla 4.1. Comparacidn entre diferentes parametros en la adquisicién de datos especificos en
la exploracién del metaboloma urinario y plasmatico.

Parametros en la adquisicion i i L
de datos Metaboloma urinario Metaboloma plasmatico
Cromatografia liquida de alta definicion (HPLC)
Yolumen de inyeccion (pl) 15 5
Fase mavil
Fase acuosa [A] [H,0 0.1% AF] [H.0 0.1% AF]
Fase organica [B] [ACM 0.1% AF] [MeCOH]
Gradiente de elucion (t, %B) (0, 1), (4, 20), (B, 95), (7.5, 95), |(0, 0}, (2, 0), (4.5, 85), (7, 100), (9.9, 100),
(8, 1), (12, 1) (10,0} (13, 0)
Volumen de flujo (mL/min) 600 600
Colurmna cromatografica de fase
Modelo Luna® C18 (2) Phenomenex Atlantis T3 Waters
Tamafo de particula {pm) 5 5
Dimensiones (mm) 50x 2.0 50x2.1
Espectrometria de masas (MS5)
Fuente de ionizacion IS+4000V,DP 80V, FP £380V, [IS-4000V & IS+4000V, DP-60V & DP +
DP2+£10V, IRD 6, IRW S 7OV, FP-300V & FP+200V, DP2 10V,
IRD 6, IRW 5
Temperatura (2C) 400 400
Gas cortina N (50 L/min) Mz (50 L/min)
Calibracion de equipo
ESl+ (reserpina, 1 pmol/mL) m/z = 195.0651 & 609.2818 m/z =195.0651 & 609.2818
ESl- (acido taurocolico, 1 pmol/mL) m/fz = 79.9568 & 514.2844 m/z = 79.9568 & 514.2844
Full scan ESI- (m/z) 70- 700 70 - 850
Full scan ESI+ (m/z) 70 - 850 70 - 850

Durante el desarrollo del protocolo analitico para la validacién del metaboloma
plasmatico, tres pasos criticos durante la adquisicion de datos también fueron
evaluados y validados. Estos pasos criticos incluyeron: 1). La valoracién de cuatro
columnas de separaciéon cromatografica de fase reversa (Luna, Phenomenex;
Atlantis T3, Waters; Synergy Fusion, Phenomenex; Acquity HSS T3, Waters), 2). La
combinacion de cuatro sistemas de disolventes de elucién y grados de calidad ([A]
H20 0.1% AF/[B] ACN 0.1% AF; [A] H20 0.1% AF/[B] MeOH; [A] H20 0.1% AF/[B]
MeOH 0.1% AF; [A] (ESI+) NH4Ac 10 mM - (ESI-) NH4For 10 mM/ [B] ACN 0.1%
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AF), y, 3). La implementacion de una modificaciéon de la fase movil organica post-
columna (MeOH). Sobre la incorporacién de una fase mévil organica post-columna
en el sistema LC-MS, el objetivo de su implementacién fue minimizar el efecto
matriz y la supresiéon iénica. Un flujo constante de 100 pL/min de MeOH fue
inyectado en la interfaz de LC-MS, con el fin de reducir la proporcién acuosa que
llega al detector MS y mejorar la eficiencia de ionizacion. Esta optimizacién en la
metodologia analitica de muestras complejas como plasma a través de estudios
metabo6lomicos no dirigidos, no se habia reportado previamente y, se traduce en la
mejora significativa de la intensidad de la sefial de los metabolitos monitorizados

en el cromatograma (Tulipani, et al. 2015).

Para garantizar la calidad de los datos obtenidos durante la adquisicion vy,
monitorear constantemente la estabilidad del equipo, un conjunto de controles de
calidad (del inglés, Quality Control, QC)fueron incluidos después de una secuencia
previamente aleatorizada de 15 a 20 muestras biolégicas inyectadas (Dettmer, et
al. 2007; Gika, et al. 2012; Gika, et al. 2014). De acuerdo con la matriz biolégica
analizada en los estudios reportados en la presente Tesis Doctoral, los QC
corresponden con una seleccién validada previamente en el grupo de investigacién
(ver Tabla 4.2) (Llorach, et al. 2009; Tulipani, et al. 2011; Tulipani, et al.
2015).Para evitar un posible sesgo en la comparacién inter-método, todos los
extractos resultantes de las diferentes técnicas de preparaciéon de muestras fueron
analizados en orden aleatorizado, excepto cuando no fuera posible (como en la
comparacion entre las diferentes columnas RF o en el andlisis con o sin la fase
movil organica post-columna). Las muestras se dividieron en sub-batch
homogéneos, donde aproximadamente cada 10 inyecciones de muestras de plasma
se inyectaba muestras de controles de calidad (QCs, ~30% del total de las
inyecciones). Antes del analisis, se inyectaron un minimo de dos QC2Z y diez
muestras bioldgicas con el fin de comprobar la idoneidad del sistema y para
acondicionar el sistema con la matriz biolégica de la muestra. Analyst QS 2.0
software fue utilizado para la adquisicion de datos y control del sistema (Applied

Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).
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Tabla 4.2. Controles de calidad (QC) utilizados en estudios metabolémicos para la exploraciéon
del metaboloma urinario y plasmatico.

Control de calidad
(Qc) Metaboloma urinario Metaboloma plasmaitico
Qcl H.0 Millic H,0 Millicy
Qc? Solucidon acuosa de compuestos fendlicos {5 ppm): | Solucion acuosa de metabolitos endogenos y exdgenoes (5 ppr):
acido 4-hidroxihipurico, dcido hidroxiindolacético, |L-citrulina, acetilcolina, L-carnitina, acetil-L-carnitina, L-valina,
procianidina, epicatequina. L-isoleucina, L-leucina, L-fenilalanina, L-triptéfano, dcido o
hidroxi-isobutirico, acido 4-hidroxihipurico, acido galico, (-)
epicatequina, dcido siringico, dcido sebacico, acido
glicoguenodesoxicdlico, naringenina, dcido dodecanedioico,
acido palmitico y acido estedrico.
Q3 Solucion acuosa de metabolitos endégenos (5 ppm): | Re-inyeccion de muestras de plasma aleatorias durante toda la
L-citrulina, L-fenilalanina, desoxiguanosina, secuencia del analisis.
triptéfano vy, acido glicoguenodesoxicdlico.
Qc4 Re-inyeccion de muestras de orina aleatorias
durante toda la secuencia del analisis.
Estandar interno L-fenilalanina **N Acido glicocdlico (1-°C glicina); 1-O-estearail-sn-glicero-3-
(15) fosfocolina (control negativo)
Estandar externo Acido indolacético-d2 Acetil-ds-L-carnitina, acido indol-3-acético-d,
(ES)

4.2.3 Analisis de datos

La complejidad y el volumen de los datos generados a través de una plataforma
analitica como LC-MS en un estudio metabdlomico no dirigido, requiere diferentes
tratamientos matematicos para extraer de ellos toda la informacién bioldgica que
sea posible y, garantizar la fiabilidad de los biomarcadores identificados como
discriminantes. A este conjunto de tratamientos matematicos se conoce como
analisis de datos y, requiere para su desarrollo, el uso de técnicas quimiométricas

avanzadas como el andlisis estadistico multivariante (Giirdeniz, et al. 2013).

La estrategia aplicada en el andlisis de los datos adquiridos a través de la
plataforma LC-MS en los estudios metabdlomicos no dirigidos que se describen en
esta Tesis Doctoral, fue realizada a través de tres etapas secuenciales: i). Pre-
procesamiento de datos, ii). Tratamiento de datos y, iii). Andlisis bioestadistico.
Esta metodologia ha sido desarrollada a partir de la experiencia del grupo de
investigacion (Llorach, et al. 2010; Llorach, et al. 2009; Tulipani, et al. 2011) y del
estudio de metodologias descritas en la literatura cientifica (Bijlsma, et al. 2006;

Smilde, et al. 2013; Yang, et al. 2015).

75



76

- Pre-procesamiento de datos. Esta etapa incluye una serie de procedimientos

secuenciales como: filtracion, deteccidn, alineamiento y correccién de valores
perdidos (en inglés, missing value) de los datos metabdlomicos, con el fin de
obtener una matriz de datos “limpios” que representa a cada compuesto en dos
dimensiones (relacién masa/cargo y tiempo de retencién), a lo que se denomina
sefal de masa o “feature” (Castillo, et al. 2011). Una sefial de masa es un término
utilizado en la literatura para describir cualquier pico cromatografico que puede
tener o no una identidad establecida y, que se define como cualquier compuesto
quimico (no necesariamente un metabolito, sino un aducto, fragmento o is6topo
relacionado a un metabolito) que reporta una relaciéon de masa/carga (m/z) a

un tiempo de retencién (RT) especifico (Sumner, et al. 2007).

En el desarrollo de esta Tesis Doctoral el software MarkerView™ 1.2.1 (AB
Sciex) fue utilizado para realizar la filtracion, la deteccion y el alineamiento de
los picos. Mientras que Microsoft Excel 2013 y el software SPSS 21.0 (SPSS Inc,,
Chicago, IL, Estados Unidos de América) fueron utilizados para la correcciéon de

los valores perdidos en la matriz de datos.

i). El objetivo de la filtracién es eliminar aquellas sefiales que no aportan
informacion y son consideradas como ruido de base, por tanto, se trata de la
correccion de la linea base. Este procedimiento se realiza a través del
establecimiento de un umbral de intensidad (del inglés, threshold) que reduce el
ruido quimico (generado por el proceso de medida) y el ruido aleatorio
(asociado al sistema de deteccién). Este procedimiento mejora el analisis y
reduce posibles falsos positivos en el analisis estadistico.

ii). La deteccion (del inglés, peak-picking) consiste en la identificacion de cada
una de las sefiales de acuerdo con el tiempo de retenciéon (RT) y la relacién
masa/carga (m/z) registradas a partir de la plataforma analitica LC-MS. Cada
pareja m/z-RT corresponde a una sefial de masa, que posteriormente seran
consideradas como variables detectadas para cada muestra dentro de la matriz
de datos “limpias”.

iii). El alineamiento es un método que permite ordenar y asociar las sefiales de
masa que corresponden a un mismo metabolito con el fin de unificar datos

procedentes de diferentes muestras.
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Los valores perdidos (del inglés, missing values) pueden ser causados por

diferentes razones:

i). El pico estaba presente en la muestra/cromatograma, pero se pierde en la
deteccién del pico;

ii). El pico no estaba presente en la muestra/cromatograma; o

iii). El pico estaba presente en la muestra/cromatograma, pero fue intensidad

estd por debajo del umbral.

La presencia de estos valores perdidos pueden afectar el analisis y generar
falsos positivos, por tanto, es importante reducir al maximo su presencia. Las
estrategias para la determinaciéon de los valores perdidos en los estudios
metabo6lomicos no dirigidos desarrollados en esta Tesis Doctoral fueron
construidas de acuerdo con publicaciones previas (Bijlsma, et al. 2006;

Giirdeniz, et al. 2013; Yang, et al. 2015).

Tratamiento de datos. El objetivo principal durante esta etapa consiste en
minimizar al maximo las interferencias experimentales e instrumentales
generadas durante la preparaciéon de las muestras y la posterior adquisiciéon de
datos, esto con el fin de reducir el error sistémico que puede explicar la
variabilidad entre las muestras por causas diferentes a las bioldgicas. Las
operaciones que se aplican con mayor frecuencia en el tratamiento de datos son
la transformacidn, el centrado y el escalado de los datos. El tratamiento de datos

fue realizado con el software SIMCA 13.0 (Umetrics, Umed, Sweden).

i). La transformacién de datos consiste en la correccion de la
heteroscedasticidad (variacidn de las sefiales que no es constante en todas las
muestras) y el incremento de la simetria de su distribuciéon. Por tanto, la
transformacioén de los datos se utiliza para normalizar las variables con el fin de
seguir una distribucion normal. El método utilizado en los estudios
metabo6lomicos reportados en esta Tesis Doctoral fue la transformacién

logistica.
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ii). El centrado de datos consiste en la operacion que traslada el centro de
gravedad de un conjunto de datos en cero en vez de la media, este
procedimiento se realiza con el fin de eliminar la importancia de determinadas
sefiales.

iii). En el escalado de datos se divide cada una de las variables de una misma
sefial de masa por un factor (factor de escalado), con el objetivo de ajustar las
diferentes seflales de masa o metabolitos a una misma importancia,
independiente de su concentracién o abundancia. El método de escalado mas
reportado en estudios metab6lomicos es el escalado por Pareto, que consiste en
utilizar como factor de escalado la desviacion estandar de los mismos datos.
Este método de escalado es el utilizado en los estudios metabdlomicos

reportados en esta Tesis Doctoral.

Analisis bioestadistico. La multidimensionalidad de los datos es una de las
caracteristicas potenciales mas destacadas en un estudio metabélomico no
dirigido, puesto que permite desentramar informacién biolégica importante
que, con otro tipo de estudios, no es posible establecer. Sin embargo, esta
caracteristica se traduce en un conjunto de datos que contiene un ndmero de
variables (muy superior) con respecto al nimero de muestras y, que conduce a
una matriz enorme y compleja dificil de interpretar. En este sentido, diversos
métodos quimiométricos de tipo matematico, estadistico y representaciones
graficas o simbdlicas, son empleados con el fin de reducir esta dimensionalidad
y maximizar la informacién que puede ser extraida desde los datos espectrales
adquiridos a través de analisis univariante, bivariante y multivariante
(Eliasson, et al. 2011; Gromski, et al. 2015; Madsen, et al. 2010; Wheelock and
Wheelock 2013).

Durante el pre-procesamiento y el tratamiento de los datos, diferentes métodos
de interdependencia propios del analisis multivariante fueron aplicados con
el fin de: 1). Realizar una evaluacioén inicial de la calidad de los datos adquiridos
(PCA) y, 2). Seleccionar e identificar los biomarcadores discriminantes entre los

grupos en estudio (OSC-PLS-DA y HCA) (Xi, et al. 2014).
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El andlisis multivariante se refiere al estudio de tres o mas variables de forma
simultdnea que permite identificar aquellas caracteristicas espectrales
biol6gicamente relevantes, no establecidas por medio de técnicas de andlisis
estadistico uni- y bi-variante. Los métodos de interdependencia se
caracterizan por no generar diferenciacion entre variables dependientes e
independientes y, se clasifican segin la informaciéon de agrupamiento de los
datos de que se dispone a priori en: i). Métodos no supervisados: en los
cuales no se aporta informaciéon acerca de la clasificacién de las muestras
analizadas o, en caso de disponerse, la informacidén es insuficiente. El objetivo
de estos métodos no supervisados es poner de manifiesto tendencias que
estdn ocultas en la matriz de datos que corresponden a los espectros de las
muestras. Como ejemplos de métodos no supervisados se destaca el analisis de
componentes principales (del inglés, Principal Component Analysis, PCA) y los
analisis de cluster jerarquicos (del inglés, Hierarchical Clustering Analysis,
HCA); ii). Métodos supervisados: se caracterizan por una categorizaciéon a
priori en el colectivo de las muestras, por lo que los modelos generados
utilizan esta informacién para andlisis las muestras desconocidas. El analisis
discriminante por minimos cuadrados parciales (del inglés, Partial Least
Square Discriminant Analysis, PLS-DA) es el ejemplo mas utilizado de este tipo
de métodos. En esencia, tanto métodos supervisados como no supervisados
tienen por objetivo diferenciar entre clases de conjuntos de datos de alta
complejidad, a pesar de su gran variabilidad dentro de la misma clase. A
continuacién, estos métodos de andlisis multivariante se describiran

brevemente.

Andlisis de componentes principales (PCA). Esta técnica de andlisis no
supervisado fue utilizada para la evaluacion inicial de los datos adquiridos del
pre-procesamiento y el tratamiento en los estudios metaboldémicos. Se clasifica
dentro de los métodos de simplificacion o reduccién de dimensiones, ya que se
aplica a un conjunto elevado de variables cuantitativas interrelacionadas con
el fin de transformarlo y obtener un nuevo conjunto con menor ndmero
variables, en este caso ortogonales, como producto de combinaciones lineales

de las variables originales, al que se denomina componentes principales (PC).
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Este nuevo conjunto de variables se caracteriza por estar incorrelacionadas
entre si (Yamamoto, et al. 2014). En un PCA se realiza una sintesis de nuevas
variables, mediante las cuales se pretende explicar la maxima variabilidad de
los datos y revelar la estructura interna de los datos respecto a la varianza. En
este sentido, el primer componente (PC1) describe la maxima varianza del
conjunto de datos y, por tanto, las siguientes componentes explican de forma
decreciente y excluyendo la componente anterior, la varianza de los datos. Un
PCA también es considerado un analisis exploratorio de los datos al permitir
identificar la distribucion general de los datos y la deteccién de valores
atipicos (del inglés, outliers). Los graficos de dispersion obtenidos a partir de

un PCA se conocen como “scores-plot” y “loading-plot” (ver Figura 4.5).
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Figura 4.5. a). Scores-plot, a través de este grafico es posible identificar casos atipicos
(del inglés, outliers) sefialados en los circulos de lineas punteadas y considerar
su exclusién en futuros andlisis. b). Loading-plot, la variable X representa la distribucion
de los metabolitos, mientras que la variable Y hace referencia a las clases con
las cuales fueron creados los modelos.
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La matriz de puntuaciones “scores-plot” expresa los datos originales
transformados en los valores de las componentes principales, lo cual
representa las muestras analizadas y, puede interpretarse como las diferencias
y similitudes entre dichas muestras; mientras que, la matriz de cargas
“loading-plot” contiene los coeficientes de transformaciones lineales de las
variables originales que dan lugar a la nueva componente principal y, por
tanto, corresponden a los metabolitos analizados en el proceso de proyeccion.
En este sentido, la direccién en la cual se proyecta el “loading-plot” (que
representan a los metabolitos o sefiales de masa) corresponde a la direccién en
el “scores-plot” (que representa la agrupacién de las muestras), de esta manera
es posible establecer que metabolitos son responsables de la agrupacién de las

muestras en el PCA (Trygg, etal. 2007).

Anadlisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA). A través
de este analisis fue posible identificar los biomarcadores discriminantes segiin
las clases generadas en los modelos reportados en los estudios de esta Tesis
Doctoral. A diferencia de técnicas no supervisadas como PCA, en un PLS-DA se
analizan datos que se caracterizan por muchas variables predictoras con
problemas de multicolinealidad, de forma que consigue reducir las
dimensiones de la matriz, establecer fronteras entre las clases y hacer un
andlisis discriminante que clasifica las nuevas muestras segin el modelo
confeccionado. Ademads, el algoritmo PLS-DA proporciona en estudios
metabolémicos una alternativa para filtrar informacién no correlacionada con
las clases previamente establecidas (por ejemplo, ingesta o no de frutos secos).
En este sentido, el PLS-DA proyecta los datos medidos como variables X
(biomarcadores detectados a través del analisis LC-MS) en espacios de pocas
dimensiones que maximizan la separacion entre los grupos previamente

(i

definidos (variables Y) en “variables latentes”. Estas variables latentes se
ordenan de acuerdo con la varianza explicada en la variable Y. R% es un criterio
que permite valorar la robustez del andlisis PLS-DA, ya que estima la bondad
de ajuste o porcentaje de variacion explicada y, toma valores desde 0 a 1,
donde valores cercanos a 1 indican que el modelo es capaz de clasificar

correctamente las muestras en las clases previamente definidas.
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Al igual que un PCA, el PLS-DA los resultados se visualizan a través de graficos
de dispersion “scores-plot” y “loading-plot”, los cuales presentan la misma

funcionalidad que en los métodos no supervisados (ver Figura 4.6).
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Figura 4.6. A través de un modelo PLS-DA es posible identificar las relaciones
fundamentales entre las variables X (sefiales de masa) y las variables Y
(clases con las cuales se construye el modelo).

Correccion ortogonal de las senales (0SC). Un error comun en un analisis
PLS-DA estd asociado con el enmascaramiento de efectos por causa de
variaciones no deseadas que no se relacionan con la variable Y, respuesta de
interés. Para evitar estas perturbaciones, se hace necesaria la creaciéon de un
filtro multivariante OSC (del inglés, Orthogonal Signal Correction) antes de
realizar un analisis PLS-DA. Este filtro consiste en eliminar la informacién de la
matriz X que no esta relacionada (es decir, es ortogonal) con la variable Y
(Llorach, et al. 2009; Trygg, et al. 2007). En la presente Tesis Doctoral el filtro
de correccion ortogonal de las sefiales fue aplicado en los dos estudios (OSC-
PLS-DA), tanto en la exploracion del metaboloma urinario como el plasmatico,

ambos estudios desde una aproximacidon no dirigida.

La validacion de los modelos PLS-DA garantizan la prediccion del modelo
construido en caso de que nuevas muestras se deseen clasificar y ser asignadas

a una clase especifica. Para garantizar esta robustez del modelo, pruebas de
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validacion cruzada, pruebas de permutacion y pruebas de doble validacion

cruzada fueron realizadas (Smilde, et al. 2013; Szymanska, et al. 2012).

En una prueba de validacion cruzada (del inglés, cross-validation, CV) el
conjunto de muestras es dividido aleatoriamente en dos grupos: i). Grupo de
entrenamiento o “training set”, conjunto de datos con los cuales se crea el
modelo y; ii). Grupo de validacién o “validation set”, conjunto de datos con el
cual se comprueba el modelo. Las pruebas de validaciéon cruzada realizadas
para los estudios metabolémicos reportados en esta Tesis Doctoral, fueron
repetidos (iteraciones) con el fin de garantizar la robustez de los modelos.
Como producto de esta validacion se obtiene un valor Q2 o error de prediccion,
que nos indica lo correcto que puede predecir una variable (o clase Y) cuando
son introducidos nuevos valores en el modelo. El rango de valor de Q2 puede
variar de 0 a 1, donde 0 indica que el modelo no tiene capacidad predictivay, 1
donde la capacidad predictiva es maxima (Westerhuis, et al. 2008) (ver Figura

4.7).

Grupo de entrenamiento

—> o —»| Construccion del modelo !
! (Training set) |
Datos | i k veces .
1 N Grupo de validacion . Clasificacion errénea .
;_ (validation set) o (mis classifications) !

Errorde validacion cruzada
(CV error)

Figura 4.7. Esquema bdsico seguido a través de una validacion cruzada (CV).
Tomada de: Smilde, et al. 2013.

Por otra parte, en una prueba de permutacion, se evalua si la clasificacion de
las muestras que se ha realizado para el modelo es mejor que cualquier otra
clasificacion escogida al azar (Bijlsma, et al. 2006; Westerhuis, et al. 2008).
Durante esta prueba de permutacion, que se realiza de forma iterativa n veces
de forma predeterminada (que en el caso de los estudios reportados en esta

Tesis Doctoral, n=200) se puede calcular un nuevo modelo a partir de la
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clasificacion aleatoria, el cual aporta nuevos valores R?2 y Q2 que son
comparados con los valores obtenidos en el modelo real. El grafico resultante
representa en la parte superior derecha los valores R? y Q2 originales y, en la
parte inferior izquierda los valores R? y Q2 finales obtenidos en la prueba de

permutacion (ver Figura 4.8).
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Figura 4.8. Grafico resultante de las pruebas de permutacidn (n = 200),
donde R*=0.608 y Q*=-0.138.

Una prueba adicional de validacién de los modelos fue realizada, se trata de
una prueba de doble validacion cruzada. En este caso, el grupo de
entrenamiento o “training set” corresponde al 80% de las muestras, mientras
que el grupo de validacién o “validation set” corresponden al 20% de las
muestras restantes. Al igual que en la prueba de validacién cruzada, el modelo
es creado con el grupo de entrenamiento y, validado con el resto de la

poblacién a través de 5 iteraciones.

Seleccion de variables discriminantes. Luego de garantizar la validez de los
modelos creados, la seleccion de las variables discriminantes que explican la
agrupacion de las muestras previamente establecidas fue realizada, como un
objetivo primordial, en el descubrimiento de biomarcadores en un estudio
metabolémico no dirigido. Esta seleccion de variables es posible a través de
varias estrategias, como el valor VIP y el p(corr). Graficamente es posible

identificar estas variables discriminantes a través de un diagrama de



4. Metodologia

dispersion a dos o tres dimensiones donde se utilicen las variables VIP y

p(corr) en los ejes.

Los valores de la importancia de la variable en la proyeccion (del inglés,
Variable Importance in the Projection, VIP) son mediciones que representan la
contribucién de cada variable dentro del modelo PLS-DA. Lo cual significa que
a mayor valor de VIP, mayor sera la importancia de esta variable dentro del
modelo (Xia, et al. 2013). De acuerdo con la literatura, la mayoria de los
estudios metabolémicos normalmente reconocen a una variable como
discriminante si presenta VIP > 1 (Eriksson 2006). El p(corr) es otro
parametro utilizado habitualmente en la seleccion de variables discriminantes.
Este valor representa la correlacion entre la variable X y el valor p o peso de
cada metabolito dentro del modelo. Al igual que las correlaciones de Spearman
o de Pearson, el p(corr) toma valores entre -1 y +1. En los estudios reportados
en esta Tesis Doctoral, se considera valores como punto de corte en la
seleccidon de variables discriminantes, donde las variables con p(corr) < 0 se
relacionan con efecto, mientras que sefiales de masa con p(corr) > 0 se asocian

a la exposicidn a frutos secos.

La visualizacion de los valores VIP y p(corr) es posible a través de graficos de
dispersion como S-plot (score plot). A través de un S-plot es posible
representar tanto la covarianza como la correlacion entre las sefiales de masa
y, su alta o baja regulacién segun la designacién de clase (o grupo) dentro de
un modelo. Normalmente estos graficos tienen forma de S, por este motivo su
nombre (Wiklund, et al. 2008). Para disminuir la presencia de falsos positivos
en los estudios reportados en esta Tesis Doctoral, se considera como punto de
corte en la seleccion de variables discriminantes, a toda sefial de masa que

reporte valores de VIP > 2, |p(corr)| 2 0.5 y |p| = 0.05 (ver Figura 4. 9).
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Figura 4.9. A través de graficos de dispersion con VIP vs p (corr) es posible identificar tanto las
sefiales de masa discriminantes en un modelo como su regulacidn. Los recuadros en lineas
punteadas y lisas representan las sefiales de masa discriminantes de acuerdo con los puntos de
corte y alta o baja regulacién, respectivamente.

4.2.4 Identificacion de biomarcadores

La identificacién de biomarcadores es uno de los pasos mas criticos y complejos
durante el flujo de trabajo en nutrimetabolémica (Alonso, et al. 2015). Este paso
requiere de un minucioso desarrollo con el fin de garantizar que las sefiales de
masa detectadas como discriminantes correspondan con el metabolito especifico.
En otras palabras, sin una identificacién correcta de biomarcadores podria decirse
que un estudio metabolémico no tiene sentido, ya que no es posible interpretar
quimica y biolégicamente los metabolitos asociados a los cambios metabolicos

analizados en el estudio (Bingol, et al. 2016; Wishart 2011).

En este contexto, se entiende por identificacién de metabolitos a un proceso de
andlisis multifacético que tiene por objetivo la identificacion definitiva o
“supuesta” (del inglés, putative) de compuestos quimicos de bajo peso molecular
(15 a 1500 Da) en una muestra biolégica (Wishart 2011). En metabolémica no
dirigida, este objetivo es ain mas ambicioso, ya que incluye la identificacién de
metabolitos con diferentes clases quimicas, polaridades, naturaleza endégena o

exodgena, e incluso, moléculas que posiblemente no se encuentren en las bases de
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datos espectrales disponibles para la identificacién de metabolitos. Sumner et al.
2007 proponen cuatro niveles de identificacion de metabolitos a partir de un

estudio metabolémico (Sumner, et al. 2007):

» Nivel I: compuestos positivamente identificados. Incluye la comprobacién del
patron de fragmentacion y, de la relaciéon m/z y tiempo de retencién con el
estdndar comercial. Con esta identificacién es posible establecer el nombre
quimico del metabolito, su estructura molecular y, su numero CAS o
identificador InChi (Coles, et al. 2005).

» Nivel II: compuestos “supuestamente” identificados. Corresponde a la
identificacién de metabolitos a través de la comparacién del patrén de
fragmentacion y, relaciéon m/z y tiempo de retencion con informacién reportada
en bases de datos espectrales o literatura cientifica.

» Nivel III: compuestos “supuestamente” identificados en una clase quimica.
Corresponde Unicamente a la identificacion y clasificacion del compuesto en una
clase quimica especifica. Por ejemplo, al clasificar un lipido como fosfolipidos o
triglicéridos.

» Nivel IV: compuestos desconocidos. Aunque no son identificados ni clasificados
dentro de una clase quimica especifica, las sefiales de masa asociadas a este
metabolito pueden correlacionarse como aductos, isémeros, etc. Estos
metabolitos que no han sido descritos en la literatura cientifica ni reportados en
bases de datos espectrales previamente, pueden ser “nuevos” biomarcadores

potenciales (Bowen and Northen 2010; Wishart 2009).

En un estudio metabolémico no dirigido con datos adquiridos a través de la
plataforma LC-ESI-MS, cada sefial de masa identificada como discriminante en los
pasos anteriores proporciona la siguiente informacion relevante para la
caracterizacién molecular: i). Relacién masa/carga (m/z); ii). Tiempo de retencién
(RT) y, en algunos casos, iii). Patrones de fragmentacion. Ademas, durante la
ionizacién por electropulverizacion en el espectrémetro de masas es posible que
un mismo metabolito pueda formar multiples tipos de iones, entre ellos, los
aductos. La formacién de estos aductos depende del modo de ionizacidn, siendo la

adicion de Na* o K* en la estructura de la molécula las formas mas comunes en el
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modo de ionizacion positiva (Dunn, et al. 2013). Teniendo en cuenta esta
informacion, se aplican diferentes estrategias como el andlisis bioestadistico, la
comparacién de informaciéon espectral obtenida a nivel experimental con
repositorios disponibles en bases de datos de libre acceso, diferentes fuentes de
literatura cientifica y, la realizacién de experimentos MS/MS, para garantizar la
identificacién adecuada de los metabolitos y reducir significativamente los falsos

positivos en este proceso.

Un primer paso en la identificacion de metabolitos, consisti6 en la confirmacién de
las diferencias estadisticamente significativas entre las seflales de masa
discriminantes segun los grupos o clases de acuerdo con los modelos construidos.
Esta comparaciéon fue desarrollada a través de analisis univariante (SPSS 21.0,
SPSS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos de América), el cual es un analisis estadistico
realizado a una sola variable presente en dos o mas grupos. De acuerdo con la
distribucién normal de la variable entre los grupos, los datos pueden ser tratados
con pruebas paramétricas (en aquellos casos que la variable presenta una
distribucién normal) o pruebas no paramétricas (cuando la variable sigue una
distribucién no normal). En el caso de variables normales se trabaja con la media,
mientras que en el caso de variables no normales se trabaja con la mediana. La
comparacién entre dos grupos (independientes o relacionados) a través de
pruebas paramétricas se realiza por medio de un test T de Student, mientras que en
pruebas no paramétricas se realiza a través del test de Mann-Withney y el test de
Wilcoxon, segiin sean muestras independientes o relacionadas, respectivamente.
Cuando existen mas de dos grupos de comparacion, cuya variable presenta una
distribucién normal, se realiza una ANOVA. En el caso de pruebas no paramétricas
con mas de dos grupos, el test de H de Kruskal-Wallis o el test de W de Kendall son

realizadas, segiin sean muestras independientes o relacionadas, respectivamente.

Una vez seleccionadas las sefiales de masa con diferencias estadisticamente
significativas y, se procede a establecer las posibles relaciones entre ellas a partir
de un analisis de cluster jerarquicos (HCA). Esta técnica no supervisada permite
agrupar los datos como similares o diferentes, de acuerdo con un calculo de

distancias entre ellos. Generalmente, las determinaciones de estas distancias se
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realizan a través de correlaciones de Pearson y el método de Ward. En el desarrollo
de esta Tesis Doctoral, HCA fueron creados para establecer las correlaciones entre
diferentes sefiales de masa que presentan el mismo tiempo de retencién y pueden

corresponder a aductos o isotopos de un mismo metabolito (ver Figura 4.10).
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Figura 4.10. El analisis jerarquico de cluster (HCA) permite, a través de una representaciéon
grafica de mapa de colores, identificar posibles asociaciones entre diferentes sefiales de masa
y, de esta manera optimizar los procesos de identificacion de biomarcadores.

Teniendo en cuenta las posibles asociaciones entre las diferentes sefiales de masa,
se inicié una buscada minuciosa en diferentes bases de datos espectrales y en
literatura cientifica, con el fin de caracterizar a estos compuestos. Algunas bases de
datos online de libre acceso utilizadas fueron las siguientes: MAIT, KEGG,
MassBank, MZedDB, PubChem, LIPIDMAPS, Metabolite and Tandem MS Database
(METLIN), Manchester Metabolomics Database (MMD), Golm Metabolome
Database (GMD)y HMDB (Mitchell, et al. 2014). Sin embargo, la manera mas
adecuada de confirmar la identidad quimica de los biomarcadores (nivel I) es a
través de estrategias de metabolémica dirigida, como MS/MS. Asimismo, de
acuerdo con el nivel de evidencia reportada en la identificacion los biomarcadores
pueden ser clasificados desde nivel I (maximos criterios de identificacién) a nivel

[V reportados como metabolitos desconocidos (Sumner, et al. 2007).
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4.2.5 Interpretacion bioldgica

En este paso final se da respuesta a la pregunta de investigacién de acuerdo con los
biomarcadores discriminantes identificados previamente y, abre nuevas hipotesis
acerca de las implicaciones de los biomarcadores discriminantes identificados
previamente en un contexto biologico y clinico. Estos metabolitos al ser el
producto de diversos procesos bioquimicos en el organismo, permiten, a través de
su seguimiento, el reconocimiento de las rutas metabdlicas a través de las cuales se
presentan alteraciones en el sistema biolégico como consecuencia de una
anormalidad metabdlica (en el caso de enfermedad) o a la exposicién (por ejemplo,
tras la ingesta de un determinado alimento). Por tanto, la identificaciéon de los
perfiles de los metabolitos es el andamio de apoyo en la interpretacion biologica de
la metabolémica, lo cual permite obtener un marco general acerca de los cambios
metabolicos que caracterizan a una condicidn especifica, como lo es la respuesta a

una ingesta.

Con el fin de lograr una interpretacion biolégica contundente, establecer los
posibles mecanismos biologicos implicados a partir de los biomarcadores
identificados y, evaluar las posibles relaciones entre la informacién metabolémica
reportada y datos clinicos o de ingesta correspondientes a la poblaciéon
participante en cada estudio, diferentes estrategias fueron utilizadas en los

estudios reportados en esta Tesis Doctoral:

- Una primera estrategia consiste en la busqueda exhaustiva de bibliografia
cientifica relacionada con los biomarcadores identificados, esta estrategia
permitié comparar los resultados obtenidos y establecer concordancia o
divergencia de acuerdo con diversos factores como son el disefio del estudio,
las técnicas analiticas empleadas, la tipologia del estudio in vitro o in vivo, las
caracteristicas de la poblacién (edad, estado clinico, género, entre otros) y, el
control de la dieta, entre otros factores. Un estado de arte robusto permite la

generacion de nuevas hipdtesis a la luz de los resultados obtenidos.
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Otra estrategia interesante fue la visualizacion de los biomarcadores
identificados dentro de rutas metabdlicas especificas, esto es posible a través
del uso de bases de datos como KEGG y MetaCore® que permiten ubicar un
metabolito dentro de un contexto biologico especifico (Scalbert, et al. 2014a;
Zhang and Watson 2015). Esta estrategia ademas de la visualizacion de los
metabolicos en un escenario biolégico, permite identificar conexiones con otras
entidades biolégicas como metabolitos, enzimas, proteinas, transcriptomas o
géneros y, de esta manera establecer mecanismos de acci6on asociados a la

regulacion de los biomarcadores discriminantes.

Una tercera estrategia consistio en valorar la capacidad predictiva y
discriminante de los biomarcadores de exposiciéon alimentaria con respecto al
registro dietético a través de la construccion de curvas ROC. El analisis de curva
ROC o curva de rendimiento diagnostico (del inglés, receiving operating
characteristics) es considerado ampliamente como el método mas objetivo y
estadisticamente valido para la evaluaciéon de biomarcadores (Obuchowski, et
al. 2004; Xia, et al. 2013). Se fundamenta en la capacidad para evaluar el poder
discriminatorio y predictivo de una prueba diagndstica binaria a través de
parametros como la sensibilidad y la especificidad, con el objetivo de
clasificar correctamente a los sujetos dentro de un grupo, por ejemplo, sujetos
sanos vs sujetos enfermos o consumidores vs no consumidores. La sensibilidad
es la capacidad que posee un modelo logistico (variable Y binaria) para
identificar y predecir correctamente los casos positivos (verdaderos positivos,
del inglés true positives, TP), por ejemplo, clasificar correctamente un
biomarcador como discriminante de un grupo de consumidores; mientras que,
la especificidad es la capacidad del modelo para clasificar correctamente a los
casos negativos (verdaderos negativos, del inglés true negatives, TN), por
ejemplo, clasificar correctamente a los controles o no consumidores con
aquellos que no reportan un determinado biomarcador. El calculo de estos

parametros se realiza a través de las siguientes ecuaciones:
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Sensibilidad = TP Especificidad = __ TN
(TP + FN) (TN + FP)

Donde, TP son casos verdaderos positivos; FN son falsos negativos, es decir,
casos que se reportan como negativos cuando son positivos; TN son casos
verdaderos negativos y; FP son falsos positivos, es decir, casos que se reportan

como positivos cuando en realidad son negativos.

La curva ROC es una representacion grafica de los pardmetros sensibilidad
(variable dependiente, Y) y especificidad (variable independiente, X) de un
modelo, prueba diagndstica o biomarcador (ver Figura 4.11). De acuerdo con
el contexto de esta Tesis Doctoral, se considera que un biomarcador presenta
un alto poder predictivo y discriminante cuando su sensibilidad es iguala 1y
su especificidad es igual 0 (1-especificidad). Esta forma de cuantificar el poder
discriminatorio y predictivo se realiza a través de la determinacién del area
bajo la curva (del inglés, Area Under the Curve, AUC), que de acuerdo con el
rango de valores, es posible clasificar la capacidad discriminante de un
biomarcador (Xia, et al. 2013) o un conjunto de biomarcadores (Garcia-Aloy, et

al. 2014), como:

- Excelente = 0.9 - 1.0.
- Buena=0.8-0.9.

- Regular=0.7 - 0.8.

- Pobre=0.7-0.6.

- Mala=0.6-0.5.

Segun la ecuacion:

d=V[(1- S 4 (1-Sp)

Donde, d es la distancia de cada uno de los puntos de corte en la curva ROC, Sn

se refiere a la sensibilidad y, Sp a la especificidad.
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Figura 4.11. Ejemplos de diferentes curvas ROC que representan la capacidad predictiva de
la prueba de acuerdo con el AUC, como a). Excelente, b). Buenay, c). Regular.

En el desarrollo de esta Tesis Doctoral, la visualizacion de las curvas ROC y el
analisis de significancia estadistica entre los grupos se utilizé a través de la

libreria pROC del paquete estadistico Rstudio 3.0.1 Inc. (Robin, et al. 2011).

Otra estrategia fundamental en la interpretacién biolégica de los
biomarcadores nutricionales en el contexto de la salud consiste en verificar
eventuales asociaciones directas/inversas entre los productos de metabolismo
(biomarcadores) y el estado clinico (parametros clinicos y bioquimicos) de los
sujetos en estudio, con el fin de elucidar nuevas aproximaciones acerca del
efecto real de la alimentacién en la salud. Esta aproximacion fue posible a
través de analisis bivariante (analisis de correlaciones). En el contexto de
esta Tesis Doctoral, el andlisis de correlaciones fue empleado para establecer
asociaciones entre biomarcadores de exposicion a los frutos secos y

parametros clinicos y antropométricos relacionados con el sindrome

metabdlico.

A través de una correlacion se pretende examinar la direccion y la magnitud de
la asociacion entre dos variables cuantitativas, lo cual permite establecer el
comportamiento de una variable cuando se modifica la otra. La direccién se
representa a través de los signos (-) y (+), como inversa o directa,

respectivamente. Una asociaciéon negativa o inversa significa que cuando una
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aumenta, la otra disminuye, mientras que una asociacion positiva o directa,
significa que las dos variables aumentan de la misma manera. Para determinar
la magnitud o grado de asociaciéon entre las dos variables se calcula un
coeficiente de correlacion. Los coeficientes de correlacién que se utilizan con
mayor frecuencia son: i). Coeficiente de Pearson (r, paramétrico) que evaluia la
adecuacidn de los valores a una linea recta que define idealmente la asociacién
y, ii). Coeficiente de Spearman (rho, no paramétrico) que mide cualquier tipo de
asociacion, sin el condicionante lineal. En ambos casos, las dos variables no se
clasifican como dependiente e independiente, ya que son mutuamente

intercambiables.

Los valores que puede tomar una correlacidn varian entre -1 y +1 y, al ser una
medida abstracta, es adimensional y, por tanto, no posee unidades. De acuerdo

con los valores de los coeficientes, se considera que:

e rérho < 0: existe una correlacién negativa.

e ro6rho = 0:no existe asociacidn.

e rdrho > 0: existe una correlacién positiva.

e |rorho| <0.30: existe una asociacién débil.

e 0.30 <|rdé6rho| <0.70: existe una asociaciéon moderada.

e |rorho| > 0.70: existe una asociacion fuerte.

Una ultima estrategia fue valorar la capacidad predictiva de un biomarcador de
ingesta o un conjunto de biomarcadores de ingesta con respecto al consumo
habitual reportado en métodos tradicionales de seguimiento de la ingesta como
lo es el FFQ en estudios de cohorte. Métodos de dependencia multivariante
como el modelo de regresion censurado o modelo Tobit es una alternativa
eficaz debido a informacién reportada en el instrumentos de medicién de la
ingesta como el FFQ. En este modelo de regresion, la variable dependiente es
continua y responde basicamente al supuesto que existe una variable latente
“no observable”, la cual se origina al analizar datos de variables dependientes
censuradas, como el caso del consumo de un alimento, donde se considera

censura el valor 0, lo cual implica no consumo. La determinacién de datos semi-
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cuantitativos propios del uso de tecnologias analiticas avanzadas como es la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) en estudios
metabolémicos desde wuna aproximacién no dirigida, corresponden a
mediciones continuas determinadas en un rango de limites de deteccién, tanto
inferiores como superiores. Estos limites pueden hacer que, a pesar que el
metabolito o conjunto de metabolitos objeto de estudio presente (n) una
distribucién determinada, los valores obtenidos en las muestras no sean
representativos. La censura no es una caracteristica intrinseca de la distribucién
de la variable (en nuestro caso del metabolito) objeto de estudio, sino un
defecto de los datos de la muestra, que si no estuvieran censurados constituirian

una muestra representativa de la poblacion de interés no censurada.
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5. Resultados

5.1 Desarrollo metodoldgico para el analisis de muestras de
plasma

Actualmente no existe un protocolo estandarizado y globalmente aceptado para la
exploracion del metaboloma plasmatico a través de una aproximacién
metabolémica no dirigida, por lo tanto, un paso previo imprescindible para la
exploraciéon de la huella metabdlica plasmatica fue el desarrollo y la validacién de
una metodologia analitica para la preparacién de las muestras de plasma y la

posterior adquisicién de datos por HPLC-ESI-q-ToF-MS.

Los diferentes escenarios metodolégicos probados y validados durante el
desarrollo de esta metodologia analitica fueron publicados en la revista Analytical
Chemistry indexada en el Journal Citation Reports con un factor de impacto de
5.636 (2014) y situada en el primer decil (D1) y primer cuartil (Q1) de la categoria
de CHEMISTRY, ANALYTICAL (4/74).

Sara Tulipani, Ximena Mora-Cubillos, Olga Jauregui, Rafael Llorach,

Eduardo Garcia-Fuentes, Francisco ] Tinahones, Cristina Andres-
Lacueva. New and Vintage Solutions to Enhance the Plasma
Metabolome Coverage by LC-ESI-MS Untargeted Metabolomics. The
Not-So-Simple Process of Method Performance Evaluation. Analytical

Chemistry, 2015, 87, 2639-2647.DOI: 10.1021/ac503031d.

El desarrollo de este protocolo analitico incluyé la evaluacién y puesta a punto de
cinco aspectos metodolégicos cruciales dentro de las dos etapas mas criticas del
proceso analitico: preparativa de las muestras biolédgicas (fase 1y 2) y adquisicién
de datos (fases 3, 4 y 5) a través de la comparacion entre diferentes métodos para

cada caso (ver Figura 5.1).
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1. Tecnologia SPE

Placa 1: Ostro Placa 2: Phree
(Waters) (Phenomenex)

e

2. Proporcion
muestra:solvente (v/v)

-

3. Columna cromatografica (FR-LC)

) Sl
* ‘ e * *
Luna Atlantis T3 Synergy Fusion Acquity HSS T3
(Phenomenex) (Waters) (Phenomenex) (Waters)
i
Iﬂ
4. Solventes de gradiente de elucion
(sistema cromatografico)
,- |
+ v v ! v
[A] H,0 0.1% AF [A] H,O 0.1% AF [A] H,0 0.1% AF [A] (ESI+) NH AC 10 mM
[B] ACN 0.1% AF [B] MeOH [B] MeOH 0.1% AF [A] (ESI-) NHsFor 10 mM
¥ [B] ACN 0.1% AF

5. Fase movil organica
post-columna

Figura 5.1. Descripcién del flujo de trabajo seguido en el desarrollo del protocolo analitico.
Los cuadros en color gris representan la opcién con mayor rendimiento y las lineas punteadas
la secuencia de decisién que dio lugar a la siguiente etapa del protocolo.

Tomado de: Tulipani, et al. 2015.

Durante la preparativa de la muestra bioldgica, se evalu6 el rendimiento dptimo
tanto de las placas de extraccion por fase sélida por tecnologia SPE (fase 1) como la
relaciéon 6ptima de solvente con respecto al volumen de muestra analizada (fase 2).
En la adquisicién de datos a través del sistema LC-MS, se probaron tres sistemas
diferentes para la optimizacion del método: cuatro columnas de separacién
cromatografica fueron comparadas (fase 3), cuatro sistemas de gradientes de
elucién fueron valorados (fase 4) y la adicién de una fase mévil organica post-
columna (fase 5) para la disminucién del efecto matriz, también fue evaluado. En la
Tabla 5.1 se resumen los principales criterios metodolégicos evaluados en cada

una de estas etapas a través de la comparacion entre métodos.
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Tabla 5.1. Clasificacion de criterios metodoldgicos evaluados en el desarrollo y la validacién del
protocolo analitico.

Etapa de
optimizacion

Criterios de comparacion

Tipos de muestras y
herramientas

Clasificacion?

. Placa 1 Placa 2
1. Tecnologia SPE
(Ostro) (Phree)
Perfil residual de fosfolipidos Plasma de referencia
) +H +H
[0 pg/mL)
Efectos residuales de supresicn idnica QCzyplasma de
e ++ +H
referencia
Recuperacion de metabolitos estandares  |Plasma de referencia
) ++ +H
{0y 1pg/mL)
Técnica de Deteccion de cambios 3 escala <5 pg/mL  |Plasma de referencia - -
extraccion de (0. 1y5 pg/mL)
muestra Deteccidn de cambios metabolémicosen  |Plasma humane de - -
plasma real estudio de intervencidn
2_ Proporcion muestra:solvente (v/v) 1:6, vfv 19, v/v 1:12, v/v
Extractabilidad de los metabolitos Plasma de referencia N . -
(0, 1y 5 pg/mL)
Forma del pice de elucién temprana Plasma de referencia
) + + +
(0. 1y 5 pg/mL)
Reproducibilidad de [a técnica Plasma de referencia
) ++ ++ +H
(0,1y5 pg/mL)
3. Columna cromatografica (FR-LC) Luna C18 | HS5T3 Synergy Atlantis T3
Capacidad de retencidn para los Plasma de referencia
compuestos altamente polares (0 pg/mL) y mezcla
' ! + ++ ++ i
Qcz/POLy plasma de
referencia (0 pg/mL)
Reproducibilidad de [a técnica Qczyplasmade
i . + + +H +H+
referencia (0 pg/mL)
[AH0 | [A] H:0 .0 015 ap | 1A (ESI) NHAC 10 mM
4_Solventes de gradiente de elucién (sistema cromatografica) 0.1% AF | 0.1% AF | [AIH:00. [A] (ESI-) NH.For 10 mM
[B] ACN [B] [B] MeOH 0.1% AF (] ACN 0.1% AF
Adquisicion de 0.1% AF MeOH -
a . Deteccidn de metabolitos QC2yplasma de
datos: sistemas s
referencia (0, 1y 5 + +H+ +HHH +
LC y ESI : :
ug/mL)
Forma del pico, anchura y simetria Qczyplasmade
referencia (0, 1y 5 +H+ +H+ +H+ ++
ug/mL)
5. fase movil organica post-columna Si No
Deteccion de metabolitos QCzyplasma de
referencia (0, 1y 5 +H+ +
ug/mL)
Deteccidn de cambios metabdlices en
tiempo real Plasma humano de —r -

estudic de intervencidn

3 Las puntuaciones estan en el rango de + a ++++ de acuerdo con los criterios de evaluacion.

5.1.1 Técnica de extraccion de muestras de plasma

En un estudio previo realizado en el grupo de investigacion, se ha propuesto como

método de preparativa de muestras de plasma, el método de extraccién hibrido

que consiste en la desproteinizaciéon por precipitaciéon de un solvente acido (ACN

1% AF) seguido de la remocién de fosfolipidos mediante una extraccion por fase

sélida (Tulipani, et al. 2013). Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este

estudio se buscé mejorar las condiciones para minimizar el efecto matriz por

medio de la seleccion de una placa de extraccion que mejor retencion de

fosfolipidos reporte y, el establecer las condiciones 6ptimas de dilucion

muestra:solvente (v/v) para la precipitaciéon de proteinas. Dos placas (de 96
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pocillos) de extraccion por fase sdlida fueron probadas independientemente. La
placa 1 corresponde a Ostro de la casa comercial Waters y, la placa 2 a Phree, de la
casa comercial Phenomenex. La evaluacién del efecto matriz fue realizada en
primer lugar comparando el perfil de fosfolipidos residuales en las muestras de
plasma luego de ser sometidos a la extracciéon por ambas placas, y con respecto a
técnicas tradicionales de extracciéon por desproteinizacion (ACN, MeOH, MeOH:
EtOH 1: 1 v/v). Con este propésito, cada extracto de plasma se analiz6 aplicando un
alto potencial de fragmentacién en la fuente (+90 V) y se monitoreo6 la intensidad
de sefial correspondiente a cationes de fosfato trimetilamonio-etil liberados por
residuales (liso)fosfolipidos aun presentes en los extractos XIC del rango m/z:
184.0700 - 184.0750 modo ESI+). En segundo lugar, se utilizaron experimentos de
infusion post-columna permanente de metabolitos estandares de la mezcla de QC2.
En comparacion con enfoques mas convencionales (es decir, adicion de estandares
individuales), la técnica de infusion post-columna es, de hecho, la herramienta mas
adecuada para la evaluacion del efecto matriz en los protocolos de LC-MS no
dirigidos, ya que permite evaluar los fendmenos de supresion de la sefial que se
producen en el cromatograma de forma continua, independientemente de un
tiempo de retencién especifico (Stahnke, et al. 2009). Otros criterios utilizados
para evaluar el rendimiento en la extracciéon de las muestras de plasma, fue la
capacidad para detectar la recuperacion (recovery) de la mezcla de QC2 de

metabolitos adicionados a concentracién definida a muestras de plasma.

La reproducibilidad de la extraccién se comprobdé a través de una serie de
extracciones repetidas independientes (= 3 repeticiones por técnica). En todos los
casos, se afiadieron la mezcla de estdndares acuosos marcados isotépicamente a
las muestras antes (IS) y después (ES) de la extraccién con una concentracion final
de 10 pg/mL. La reproducibilidad de la extraccion fue evaluada a través del
coeficiente de variacion de las intensidades de los picos entre las repeticiones y, la
comparacion de la forma de los picos cromatograficos segin la proporcion de
dilucién. La eliminacion exitosa de los fosfolipidos de las muestras también se
confirmé mediante la inclusién del control negativo lisofosfatidilcolina (1-O-

estearoil-sn-glycero-3-fosfocolina) en la mezcla.
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La intensidad reportada de fosfolipidos residuales detectados en un intervalo de
tiempos de retencién comprendido entre 5.8 a 8.5 min fueron significativamente
superiores muestras extraidas con métodos convencionales en comparacién con
los extractos obtenidos por precipitacién de proteinas con el uso de placas SPE,
esto significa reduccién de fendmenos de supresion de la sefial en la zona de
elucién de fosfolipidos, asi como disminucién del efecto matriz con el uso de placas

de SPE en comparacidn a los métodos tradicionales.

Teniendo en cuenta la recuperacion de los estandares (mezcla de QC2 incluidos en
plasma de referencia), el uso de la placa 2 (placa Phree) se asocié con una mejor
eficiencia de extraccion general (ver Tabla 5.2). Sin embargo, la intensidad de los
analitos detectados mostré una significativa variacion en comparacion de los
resultados obtenidos con la placa Ostro que evidenciaron diferencias no tan
marcadas. Para evitar resultados poco concluyentes, se utilizo el analisis
univariante para comparar las dos tecnologias SPE de extraccion con el fin de
detectar variaciones cuantitativas en una escala de < 5 pg/mL. Como resultado de
la prueba de t-Student, se obtuvo que el uso de la placa de Ostro revelé un aumento
en la capacidad para detectar diferencias estadisticamente significativas en plasma
de referencia con y sin adicion de QC2. Lo cual significa que, una aparente
reduccion en la recuperaciéon de los metabolitos no necesariamente puede estar

asociada con una pérdida de informacién biol6gicamente relevante.
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Tabla 5.2. Comparacién de eficacia entre placas de extraccion (Ostro y Phree) de muestras de plasma de referencia con metabolitos a diferentes
concentraciones (0 y 1 pg/mL).

% de repuracioén 0 pg/mL 1 yg/mL QC2(ac)
Metabolito (analito) | plate 1 Plate 2 Placa 1 Placa 2 T de Placa 1 Tde Placa 2 Tde Sin placa
(Ostro) (Phree) Studenta (Ostro) Studentt (Phree) Studentt
(Ostro) (Phree)
Media CV Media CV p FC |Media CV p FC |Media CV p FC |Media CV

L-citrulina 22.00 95.20 030 1800 060 2400 010 060| 120 16.00 0.02 190 | 050 2700 0.07 0.70| 48.00 16.00
Acetilcolina 0.20 1.80 010 5500 040 900 000 020| 010 12800 063 170 | 030 17.00 0.54 1.10|300.00 6.00
L-carnitina 21.80 86.70 | 1330 1.00 2290 200 000 060|188 6.00 0.00 140 | 2820 16.00 0.11 0.80 |439.00 12.00
L-valina 59.20 8220 | 3710 500 4210 900 010 090 ]| 4250 500 0.02 110 4350 800 067 1.00| 76.00 7.00
L-(iso)leucina 27.60 13510 | 9920 1.00 106.00 3.00 002 09011770 800 0.03 1.20 (11280 10.00 0.36 0.90 |[233.00 4.00
L-fenilalanina 41.80 101.20 | 3780 7.00 3920 700 054 100| 4420 500 0.02 120 4580 11.00 0.11 0090 |154.00 5.00
L-triptofano 37.60 vp 80.70 13.00 8380 800 069 1.00(10020 6.00 0.03 1.20| 9310 800 019 0.90 |283.00 5.00
Acido o-hidroxiisobutirico vp vp 130 2500 130 1900 09 100 130 1500 098 100 | 120 300 057 1.10( 3500 7.00
Acido 4-hidroxihipurico 24.20 53.70 0.00 - 0.00 - 1.00 - 160 16.00 0.00 - 160 2400 0.00 0.00]| 36.00 7.00
Acido gélico vp vp 0.00 - 0.00 - 1.00 - 340 900 0.00 - 160 1200 0.00 0.00| 87.00 3.00
Epicatequina 15.40 1.90 0.00 - 0.00 - 1.00 - 0.00 - 1.00 - 0.00 - 1.00 - 68.00 6.00
Acido siringico vp vp 0.00 - 0.00 - 1.00 - 0.00 - 1.00 - 0.00 - 1.00 - 10.00 5.00
Acido o 31.00 10150 | 490 1200 380 1800 011 130| 1930 800 0.00 390 | 1550 6.00 0.00 0.20|153.00 22.00
glucoquenodesoxicdlico

Naringinina 42.10 119.80 | 0.00 - 0.00 - 1.00 - 0.00 - 0.44 - 170 1400 0.00 0.00 | 50.00 13.00
Acido palmitico vp vp 130 2300 400 2000 001 030 120 2229 054 090 | 320 3632 040 120 133 21.00

@ Comparacion de las intensidades de los metabolitos a 0 pug/mL entre placas (Ostro vs Phree) a través de la prueba t de Student (p, valor de significancia <
0.05; FC, factor de cambio). ® Comparacidn de las intensidades de los metabolitos a diferentes concentraciones (0 y 1 pg/mL) para cada placa a través de la
prueba t de Student (p, valor de significancia < 0.05; FC, factor de cambio). El simbolo (-) representa metabolito no detectado y la abreviatura (vp) valores

perdidos.



5. Resultados

El analisis multivariante de los datos confirm6 la presencia de diferencias
relevantes entre muestras, segin el procedimiento de extraccién. En la Figura 5.2
se muestra un PCA de plasma de referencia a diferentes concentraciones, tras la
extraccion de la placa Ostro vs Phree y, el efecto de la presencia frente a la ausencia

de la modificacién de fase mévil organica post-columna.
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Figura 5.2. PCA de muestras de plasma a diferentes concentraciones en modo ESI+.

a). Representa la discriminacién entre las tecnologias SPE (Ostro vs Phree) (PC1, circulos linea
continua) y, el uso o no de una fase mévil organica post-columna (se representa por PC2,
circulos de linea discontinua). b). Representa la variacién entre muestras segun diferentes

concentraciones (PC3, circulo con lineas punteadas).

Para obtener una comparacion definitiva, el estudio nutricional se utilizé para
evaluar la magnitud de los cambios metabolémicos detectados en plasma humano
real, de acuerdo a la tecnologia de extracciéon de muestra utilizada durante la
preparacion de la muestra (analisis multivariante supervisado). No se observo
diferencias significativas en el nimero de sefiales de masa identificadas luego de
una ingesta de cacao en muestras preparadas a través de las dos placas de

extraccion y con la presencia de la fase moévil orgdnica post-columna (ver Figura

5.3).
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Placa Ostro
Placa Phree + Post-
columna organica

Figura 5.3. Diagrama de Venn donde se observa el nimero de sefiales de masa detectadas
(nivel de significancia (p > 0.05) y valor de correlacién significativa (p(corr) > 0.5)) luego de una
ingesta con cacao en muestras de plasma humano. Comparacién entre placas de extraccion
(Ostro vs Phree) y uso de fase mévil organica post-columna.

Los metabolitos mas comunes identificados previamente tras la ingesta aguda de
cacao como teobromina, cafeina y decanoilcarnitina (Llorach, et al. 2013; Tulipani,
et al. 2013), se detectaron en ambos tipos de extractos de plasma. Sin embargo,
parametros de calidad de los modelos (O)PLS-DA como p-valor, Ry Q de intercepto
Y, Q2(cum) para muestras extraidas con la placa Ostro mostraron mayor robustez
que los modelos (O)PLS-DA de las muestras extraidas con la placa Phree. Por estas
razones, se concluye que la placa Ostro presenta mayor rendimiento de extraccion
al evidenciar cambios sutiles en las variaciones de los metabolitos detectados a
través del andlisis comparativo en esta primera etapa del flujo de trabajo en

metabolémica no dirigido (ver Tabla 5.1).

En cuanto a la proporcién éptima entre volumen de muestra:solvente (v/v), tres
relaciones de dilucién diferentes fueron probadas (1:6, 1:9 y 1:12). Las tres
relaciones de dilucién fueron evaluadas a través de la eficacia de la extraccion de
metabolitos en el plasma de referencia (con y sin la mezcla de QC2 adicionados)
valorando criterios como deteccién de picos cromatograficos relativos a
metabolitos conocidos (QC2) (ver Tabla 5.3), intensidad y cambios de intensidad
maxima entre las diferentes muestras. La reproducibilidad de la extraccion fue
evaluada a través del coeficiente de variacion de las intensidades de los picos entre
las repeticiones y, la comparacion de la forma de los picos cromatograficos segin

la proporcidn de dilucion.



Tabla 5.3. Efecto de la relacién del factor de dilucidon (muestra:solvente) durante la extraccién en la deteccién del pico, la reproducibilidad de la intensidad
del pico (CV) v, la capacidad para discriminar de manera significativa entre las muestras con metabolitos a diferentes concentraciones.

Intensidad del pico2 p -value

Metabolito (analito) Modo de 1:6 (vIv) 1:9 (VIv) 1:12 (vIv) inten?;‘:zz bico| (0 VS5 Hg/mL)e

Ionizacion 1 vedia CV (% | Media CV(%) | Media CV(%) | (1:12vs1:6, %P> |1:6 (vIv) 1:12 (vIv)
L-triptéfano ES- 1280 1250 | 920 18.00 8.50 17.10 67.00 130604 4.90E-04
Acido a-hidroxiisobutirico ES- nd - nd - nd - - - -
Acido 4-hidroxihipdrico ES- 1560 2070 | 1000 2950 9.40 16.20 61.00 572608 2.79E07
Acido galico ES- nd - nd - nd - - - -
Epicatequina ES- 1860 1850 | 1220 1600 | 11.60 19.30 62.00 1.86E07 1.09E06
Acido siringico ES- 0.80 3010 | 020 10590 | 0.30 29.10 36.00 746506 6.41E03
Acido sebacico ES- 6580 1350 | 4960 1600 | 4510 11.30 69.00 8.86E00 1.71E08
Acido glucoguenodesoxicdlico ES- 12400 1250 | 9730 1570 | 9220 11.80 74.00 583500 3.15E08
Naringinina ES- 2880 1220 | 2350 1190 | 24.80 8.60 86.00 32010 1.94E09
Acido dodecanedioico ES- 11190 910 | 8390 1090 | 77.00 4.20 69.00 9.10E12 6.91E12
Acido palmitico ES- 3.60 1870 | 4.00 15.70 4.40 17.50 122.00 237E01 9.42E01
Acido sebacico ES- 0.70 4210 | 120 31.40 1.50 25.80 217.00 6.18501 6.06E-01
L-carnitina ES+ 6.40 7.30 nt nt 6.40 5.30 100.00 471E03 4.55E03
Acetil-L-carnitina ES+ 6.20 8.80 nt nt 5.70 6.90 91.00 6.79E05 1.54E05
L-valina ES+ 13.70 4.00 nt nt 12.80 13.00 93.00 9.30E04 1.94E01
L-(iso)leucina ES+ 16.10 590 nt nt 16.00 9.30 99.00 170603 3.88E:03

2 Intensidades de sefial de metabolito en plasma humano de referencia. ® Relacidn de la intensidad del pico de cada metabolito estdndar obtenida mediante
el uso de la proporcion 1:12 vs 1:6 (v/v). Mayor proporcidn del 57% significa una mayor capacidad de extraccidn con la proporcidn organica mas alta durante
la extraccion. © Comparacion de los picos detectados a diferentes concentraciones y factores de dilucién a través de la prueba t de Student (p-valor). Las
abreviaturas (nd) significa picos no detectados y, (nt) significa prueba no realizada en ESI+.
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El uso de la proporcién organica mas alta durante la preparacion de la muestra
(1:12, v/v) no se asoci6 con una pérdida significativa de la detecciéon de
metabolitos, por el contrario, se asoci6 con la capacidad de extraccién mas alta en
casi todos los compuestos monitoreados (intensidades de pico) y, sugiri6 una
ligera mejora de la reproducibilidad de extracciéon con un coeficiente de variacion
mas bajo entre las intensidades de los picos reportados por triplicado. Ademas, no
se observo distorsion en la forma de los picos de elucién temprana. Por todas estas
razones, el uso del factor mas alto de dilucién (1:12) durante la extraccion de las
muestras de plasma se consideré como la opcién mas adecuada de acuerdo con la
capacidad de extraccion, la dilucién de la muestra y el porcentaje final de extractos

organicos en las muestras (ver Tabla 5.1).

5.1.2 Adquisicion de datos: puntos criticos en la seleccion de columnas
cromatograficas y fases moviles

En esta parte del desarrollo del protocolo analitico, diferentes columnas LC,
disolventes organicos de eluciéon y modificacién de la fase movil organica post-
columna fueron probados y validados. En consonancia con la opcién de mantener
un analisis de un sélo paso, cuatro formatos de columnas de fase reversa con
diferentes composiciones quimicas de silice se compararon. El rendimiento de
cada columna se evalu6 con = 450 inyecciones de muestra aleatorias, mediante la
comparacién de la capacidad de retenciéon (media de RT y factor k de metabolitos
estdndar QC2 que muestran una amplia gama de coeficientes de particion, log P -
3.19 a +8.23) y, la reproducibilidad técnica del analisis (a través de la estabilidad

de la presion y, la reproducibilidad del tiempo de retencién por CV).

De acuerdo con los resultados obtenidos, el uso de la columna de Atlantis T3
proporcioné el mejor rendimiento cromatografico en términos de retencion
superior de los metabolitos polares (2 veces mas alto el factor k mediante el uso de
la columna tradicional basado en C18, para los compuestos con un log P < 0) con
efectos insignificantes en el eluciéon de la mayoria de las especies no polares
monitoreados, asi como en la velocidad de andlisis global. La columna también

mostré una buena reproducibilidad del tiempo de retencién (variacion RT < 5 s)



5. Resultados

(ver Tabla 5.4) y mayor estabilidad de presion durante la separacion
cromatografica (variacion de presiéon < 5 % en un maximo de 800 inyecciones). En
comparacion con el uso de una columna de cromatografia de interaccién hidroéfila
(HILIC) (BEH amida, Waters), la capacidad de retencion y el poder de resolucion de
compuestos polares con isomerismo estructural como glucosa y fructosa-6 fosfato
fue baja (k < 1), coherente con la naturaleza reversa de la fase estacionaria. Sin
embargo, la mejora en la deteccién del pico obtenido por cromatografia HILIC no
fue directamente relacionado con el aumento de la capacidad de retencion en todas
las especies polares monitorizadas, es decir, mayor sensibilidad para la D-fructosa-
1,6-bisfosfato y el acido citrico, L-lactico, oxalico, maléico, piravico y propidnico

mediante el uso de separacion por fase reversa como se muestra en la Tabla 5.4.

Por otra parte, con el fin de mejorar la ionizaciéon ESI, dos estrategias fueron
propuestas. Una primera consistio en establecer la relacién éptima entre los
componentes de las fases maviles del sistema cromatografico y, una segunda, en
evaluar el impacto de una fase movil organica post-columna (100 pL/min MeOH
en la interfase del sistema LC-MS) con el fin de reducir la proporcién acuosa antes
de llegar al detector MS y mejorar la eficiencia de la ionizacion por
electropulverizaciéon. Cuatro combinaciones de fase movil se ensayaron tanto en
modo negativo como en positivo, las cuales no sélo difieren en la naturaleza de la
fase acuosa [A] y la fase organica [B], sino también en la calidad del disolvente
comparando el rendimiento desde calidad LC-MS hasta disolventes de alta pureza
como grado (U)HPLC-MS. La deteccion de metabolitos (intensidades de los picos),
la forma del pico, anchura y simetria y, la extension de los cambios en el
metaboloma plasmatico humano real detectados en el estudio de caso

metabolomico fueron utilizados para la comparacion inter-métodos ESI.
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Tabla 5.4. Tiempo de retencidén y reproducibilidad de metabolitos endégenos y exégenos
comunmente presentes en las muestras de plasma (mezcla QC2).

Metabolitos RT Luna C18 H55 T3 Synergi Fusion  Atlantis T3
(Phenomenex) (Waters) (Phenomenex) (Waters)
L-citrulina Media 0.30 0.33 0.32 0.38
CV (%) 1.65 1.78 0.00 1.26
k® 0.16 0.12 0.23 0.32
Acetilealina Media 0.32 0.37 0.33 0.44
CV (%) 0.30 1.09 3.13 1.11
k* 0.21 0.28 0.26 0.51
L-carnitina Media 0.29 0.32 0.25 0.35
CV (%) 0.35 0.94 1.23 1.46
k= 0.11 0.10 0.07 0.22
Acetil-L-carnitina Media 0.33 0.52 0.35 0.56
CV (%) 0.02 0.03 0.72 0.95
k* 0.25 0.78 0.34 0.91
L-valina Media 0.35 0.43 0.37 0.51
CV (%) 0.27 2.55 0.67 0.62
k® 0.34 0.49 0.42 0.76
L-{iso}leucina Media 0.73 0.66 0.53 0.86
CV (%) 1.38 0.76 1.53 3.66
k® 1.78 1.27 1.04 1.57
L-fenilalanine Media 1.38 2.34 1.11 2.47
CV (%) 0.08 3.13 3.84 0.85
k® 4.29 7.06 3.27 7.50
Acido a-hydroxiisobutirico Media 0.93 0.76 0.79 1.08
CV (%) 0.62 0.66 0.70 0.53
k* 2.54 1.63 2.01 2,72
Acido 4-hidroxihipurico Media 2.96 3.47 2.80 4.55
CV (%) 0.84 0.43 0.20 0.11
k= 10.35 10.96 8.71 14.68
Acido galico Media 1.20 1.09 1.33 1.86
CV (%) 1.42 0.88 0.88 0.63
k* 3.61 2,77 4,10 5.40
Epicatequina Media 4.38 4.58 4.44 4.85
CV (%) 0.11 0.11 0.12 0.09
k® 15.77 14.75 15.99 15.72
Acido siringico Media 4.33 4.55 4.40 4.88
CV (%) 0.12 0.00 0.12 0.12
k® 15.58 14.69 15.84 15.83
Acido glucoquenodesaxicdlico|Media 5.51 5.69 5.48 5.77
CV (%) 0.09 0.14 0.09 0.00
k® 20.12 13.62 20.01 13.90
Maringinina Media 2.20 2.33 3.25 5.50
CV (%) 0.00 0.09 0.00 0.09
k* 13.92 17.37 18.11 17.95
Acido palmitico Media 7.60 1.77 7.01 7.72
CV (%) 0.17 0.22 0.11 0.16
k® 28.13 25.78 25.85 25.63

2 Factor de retencion (capacidad). El volumen muerto en la columna fue calculado por el
tamafio de las columnas.
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El rendimiento de la configuracion de mayor éxito RP-LC-MS fue finalmente en
comparacién con el uso de una columna HILIC (columna XBridge BEH amida 100 x
2,1 mm, 4 micras, Waters) en términos de capacidad de retencion,
reproducibilidad y, sensibilidad de detecciéon MS (mezcla POL). En cuanto a los
componentes de las fases moviles, aunque se identificaron efectos sobre la
respuesta de la sefial dependiente al compuesto, el uso de MeOH no acidificado
como fase organica [B] evidencié las intensidades de sefial de iones moleculares
mas fuertes, en ambos modos de ionizacién (ver Figura 5.4). En modo ESI-, el uso
de MeOH no acidificado increment6 las intensidades de los picos hasta 25 veces en
comparaciéon con la fase organica de referencia utilizada en protocolos
previamente validados (ACN 0.1% AF) (Tulipani, et al. 2011). Ademas, los efectos
de ensanchamiento de los pico con el uso de MeOH (Keunchkarian, et al. 2006)
fueron insignificantes en relacion con la ganancia en la mejora de la intensidad del
pico observado y, no se evidenciaron efectos durante el pre-procesamiento de
datos. En conclusidn, el uso de MeOH calidad UHPLC-MS como fase organica [B]
evidencié un aumento de entre 2 y 37 veces en las intensidades de los picos, en
comparacién con la fase organica a base de ACN 0.1% AF en modo ESI- (ver Figura

5.4).
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Figura 5.4. Relaciones de intensidades de metabolitos detectados segun diferentes
sistemas de fase mavil. Son expresadas como la media de al menos tres repeticiones
en ESI+ vy cuatro en ESI-.

El uso de la fase mévil organica post-columna antes de la deteccion MS fue un
determinante fuerte en la variacion de las muestras. De hecho, la adicion de fase
organica post-columna se asocié constantemente con un aumento significativo de
la intensidad de la sefial de masa para todos los metabolitos monitorizados de
elucion hasta dos tercios de la cromatograma, lo que llevé a una mayor capacidad
para detectar hasta cambios a escalas de baja concentraciéon (1 pg/mL) en
muestras de plasma de referencia con o sin adicién de la mezcla de QC2. Ademas,

no se observd una disminucién en la intensidad de la sefial de metabolitos de

. omm
LValing —— [B] MeQH 0.1% FA
Acetil-L-carnitina _—'. M (8] MeOH
L-carnitina

Acetilcoling M H
T
L-citrulina & H
T

0 0.5 1 15 2 25 3 35 0 0.5 1 1.5 2 2.5

Ratio de intensidad del pico Ratio de anchura del pico

2



5. Resultados

elucién tardia ni la pérdida de deteccion de pico en el rango de concentraciéon
supervisado (1-5 pug/mL), lo que sugirié que el efecto de dilucién del volumen
adicional de fase movil no afect6 drasticamente la deteccion de metabolitos (efecto
de dilucién). El ensanchamiento de los picos (supuestamente esperado debido a la
introduccién volumen muerto) fue de nuevo insignificante y no se asocié con la
pérdida de deteccién de picos. Por el contrario, la modificacién de la fase movil
organica post-columna de la fase mévil mejoré la deteccion de cambios biolégicos
significativos que ocurren en el metaboloma plasmatico después de una

intervencidn dietética aguda con cacao (muestras de plasma humano reales).

Para verificar el impacto del uso de esta soluciéon analitica en la mejora de la
eficiencia del sistema ESI y en la deteccidon de diferencias metabolémicas sutiles
entre las clases de muestras reales, se compard el nimero de biomarcadores
detectados en el plasma después de una ingesta aguda de cacao, en ausencia o
presencia de la modificacion de la fase movil organica post-columna. La Figura 5.5
muestra un SUS-plot en el cual se comparan las sefiales de masa significativas
detectadas por los dos modelos (M1, con la modificaciéon de fase moévil organica
post-columna y, el M2 sin modificaciones de la fase movil). A pesar que los
biomarcadores mas fuertes asociados a la ingesta de cacao (teobromina y cafeina)
fueron detectados independientemente del uso de la fase mévil organica post-
columna (Llorach, et al. 2013; Tulipani, et al. 2013), otros biomarcadores como el
acido glicoquenodesoxicolico y el aminoacido L-(iso)leucina se detectaron
Unicamente con el uso de la fase movil organica post-columna. La mayoria de las
sefiales de masa discriminantes asociadas a la ingesta de cacao con uso de la fase
movil organica post-columna no fueron identificadas previamente, lo que dificulta

evaluar plenamente el alcance de la mejora del funcionamiento del método.
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Figura 5.5. Metabolitos identificados con la modificacién de la post-columna orgdnica.
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modelos (M1y M2) a través de un SUS-plot (SIMCA).
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ABSTRACT: Although LC-MS untargeted metabolomics
continues to expand into exiting research domains, methodo-
logical issues have not been solved yet by the definition of
unbiased, standardized and globally accepted analytical
protocols. In the present study, the response of the plasma
metabolome coverage to specific methodological choices of the
sample preparation (two SPE technologies, three sumple-to-
solvent dilution ratios) and the LC-ESI-MS data acquisition
steps of the metabolomics workflow (four RP columns, four
elution solvent combinations, two solvent quality grades,
postcolumn modification of the mobie phase) was inves-
tigated in a pragmatic and dedsion tree-lke performance evaluation strategy. Quality control samples, reference phama and
human plasma from a real nutimetabolomic study were used for intermethod comparisons. Uni- and multivariate data analysis
approaches were independently applied. The highest method performance was obtained by combining the plasma hybrid
extraction with the highest solvent proportion during sample preparation, the use of a RP column compatible with 100% agueous
polar phase (Atlintis T3), and the ESI enhancement by using UHPLC-MS purity grade methanal as both organic phase and
postcolumn modifier. Results led to the following considerations: submit plasma samples to hybrid extraction for removal of
interfering components to minimize the major sample-dependent matrix effects; avoid solvent evaporation following sample
extraction i loss in detection and peak shape distortion of early eluting metabolites are not noticed; opt for a RP column for
superior retention of highly polar species when analysis fractionation & not feasible; use ultahigh quality grade solvents and
“vintage” analytical tricks such as postcolumn organic enrichment of the mobile phase to enhance efficiency. The final
proposed protocol offers an example of how novel and old-fashioned analytical solutions may fruitfully cohabit in untargeted
metabolomics protocoks.

n‘mgehd mubbmﬂj oomiulnes‘ tﬁc; izmd to exdting analyticl protocols. Certainly, the ambitious challenge of a
life science application domains™ ™ by progress in ; ;
high-resolution liquid chromatography mass spectrometry (LC- comprehensive uad-f:utol.'dz metabolome oon-:pl:.cas method
MS), bioinformatics toolsfor data processing, and by recent huge performance evaluation, since the dear-cut ariteria established
investments (hutp://commonfund.nih.gov/Metabolomics/ for the validation of targeted LC-MS/MS protocols*® are hardly
fundedsesenrch). H"“,w’ g!ﬁm&hgxﬂ matunty h“ ot applicable to this different approach (nonquantitative, and
yet been reached, thus hindering field's progress and application ) !

to epidemiology.* The growing number of metsbolomic studies nonspedific for a selected cluster of metabolites).
and initiatives aimed to solve methodological concerns (Figure
S-1, Supporting Information)*™* and set objective crtena for Received: August 14, 2014
method optimization**'* have not yet converged into the Accepted: February 2, 2015
definition of unbiassed, standardued and globally accepted Published: February 2, 2015
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Like any targeted liquid chromatography tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) bioamlysss, untargeted liquid
chromatography-electrospray jonization mass spectrometry
(LC-ESI-MS) metabolomics suffers from matrix effects respon-
sible for jon suppresson phenomem, which in turn hamper
metabolome coverage, mass accuracy and analytical reprodud-
bility."”** Pasticularly, in the case of complex biomatrices (Le.,
blood fluids), inadequate sample preparation and LC-MS data
acquisition rbadum are known major sources of ion
suppression,™'*'* but discussion on bow to overcome specific
methodological hindrances related to these two steps of the
workflow still appears fairly imbic. Regarding sample prepara-
tion, for nstance, the vast majority of the attempts to optimize
the sample extraction procedures still focus on a partial removal
of blood-interfering components (namely proteins),'™* intead
of searching for the most satisfactory compromise between the
exhaustive removal ofall the species responsible for matrix effects
and nonselective metabolite extraction (metabolome cover-
age).” ' In addition, an ideal sample preparation method
shouldbeassimple as possible, with the minimal number of steps
required. In contrast, laborious and potentially “nsky” steps such
as sample evaporation and reconstitution pror to LC-MS
analysis are often incorporated into the procedure, but evidence
of the real benefits obtained has not yet been established in
untargeted studies.™

Regarding the LC-MS data acqussition phase, the main
challenge lies in the detection of thousands of known and
unknown components in a wide range of chemistries, molecular
masses, dynamic concentration range and MS responses,
possibly in a single analysis. Reversse phase (RP)-LC &
considered the most suitable amalytical tool for ESI-MS high-
throughput amalysis of heterogeneous samples,” but the
nonretention of highly polar metabolites generally poses a
chromatographic challenge (coelution of many chemical spedes
at the solvent front, competition in the use of the energy availible
for onization at the source of the MS, thus mutud on
suppression phenomema ). The choice to resort to dual amlysis
(ie, RP/HILIC) has been much widespread so far,' with no
apparent consideration of its environmental impact (generation
of hzzardous chemical waste ) and reduced applicability to large-
scale studies (sample, time, labor and solvent consumption).
Nevertheless, new RP column formats designed to promote
superior retention of highly polar ionic spedes are currently
avalable, and may lead to a satisfactory separation of a wide
metabolite chemical diversity without the need for jon pairing
agents or analyss fractionation. Furthermore, the combination of
new chromatographic solutions with the cwreful selection of
mobie phases and the use of “vintage™ analytical tricks
traditionally used to enhance ESI effidency in RP-LC (ie, the
postcolumn organic modification of mobile phases) has not been
explored so far in untargeted metabolomics ® 72427

In the present study, the response of the plasma metabolome
coverage to specific methodological choices of the sample
preparation (two SPE technologies, three sampletosolvent
dilution ratios) and the LC-ESI-MS data adquisition steps of the
metabolomics workflow (four RP columns, four elution solvent
combinations, two solvent quality grades, postcolumn mod-
ification of the mobile phase ) was investigated in a pragmatic and
decisgon tree-like pedormance ewalmtion strategy. Quality
control samples, reference phana and human phsma from a
real nutrimetabolomic study were used for intermethod
comparisons, injected i a batch-designed randomized sequence
order. To overcome the notso-smple process of method

performance evaluation in untargeted metabolomics, uni- and
multivariate data analysis approaches were independently
applied.

B EXPERIMENTAL SECTION

Figure 1 shows the different methodological scenarios testedin a
simplified dedsion tree like flowchart The main aiteria and
tools used for method pedformance evaluation are listed in Table

Lma Sy Finwm | Acqun HSS |

(Phenoemenes ) Phenomenes) || T3 (Mo
A H2O 0 1% FA (ATHID® 1 FA  [A](EY ) NH4dA: 10w
[B] ACN 1% FA (] MM 0 1% FA | [A] GEXT-) N Fox Houmdd

IBIACN 0 1% FA

Figure L Decision treelike flowchart showing the methodological
scenarios tested in the study.

Samples. Three sample types were used for comparison
among the different methodological set-ups: aqueous standard
metabolite mixes, reference phama and individuad buman
plsma amples collected during a dietary intervention study.
An aqueous standard mix (QC2) composed by metsbolites
representative of the plama metabolome chemical variety was
prepared, nduding sixamino acids, two carnitines, three organic
acids, two acyl glydne conjugates, an ester of acetic add and
choline, two fatty adds and two flavonoid compounds (detais in
Table §-1, Suppaorting Information). A second standard mix of
twenty-one highly polar metabolites (LogP << 0, POL mix) was
also prepared for comparison between RP and HILIC chromato-
graphic performance (details in Table S-1, Supporting
Information ). Aqueous solutions of isotopically labeled com-
pounds were abo prepared for use as internal (IS) and extemal
standard (ES) mix during sample extraction (details in the
Supporting Information ).

Commerdal reference plasma (Sigma-Aldrich, St Louss, MO)
was used in a first-pass method performance evalution, to avoid
biological variability among compared samples. Plasma was
altematively spiked with milli-Q water (unspiked) and with the
QC2 mix (I and § pg/mL fimal standard concentrations), to
evaluate the capacity of the tested methodological set-ups to
detect known expected quantitative differences among spiked
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Table 1. Ranking of the Amalytical Options According to the Proposed Evaluation Criteria
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intensities, Analyst lﬂn&wc. Applied Biosystems, Foster City,
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ics). XCMS onki £Mobile phase combination 1 (ESI

+ ): [A] H;0 0.1% FA, [B] ACN Q1% FA. Mobile phase combinaion 2 (ESI = ): [A] H,0 0.1% FA, [B] McOH 01% FA Mobie
combination 3 (ESI  ): [A] H,O Q1% FA, [B] McOH. Mobie phase combination 4 (ESI+): [A] 10 mM NH4Ac, [B] ACN 0.1% FA. (ESI-): [A]

10 mM NH, [B] ACN 0.1% FA.

and unspiked reference samples. Human plisma samples from a
previowsly described nutritional intervention study'™™* were
finally used to assess the influence of spedfic methodological
choices ina real metabolomic study (plasma collected before and
2-h after an acute intake of a cocoa-based drink). The choice of
the case study was not casual but pushed by aiteria of logic
functionality, to easily orient the evaluation of the different
methodological options according to the detection of expected
biomarkers of cocoa intake.

Sample Extraction Performance Evaluation. 96-well
Plate SPE Technologies. Plasma (50 L) was subjected to an in-
phte hybnd extraction method consisting of deproteinization by
addic solvent precipitation (ACN 1% FA) followed by
phospholipid SPE-medisted removal'® Two 96-well plates
were independently wsed for sample SPE (plate 1: Ostro,
Waters; plate 2: Phree, Phenomenex) according to the respective
manufacturer's suggestions.

Sample cleanup from matrix effects was firgt evaluated by
comparing the residual total phospholipid profile of plhsma
samples extracted through the two 96-well plates, compared to
samples subjected to traditioml deproteinzation techniques

alone (organic extraction with ACN, MeOH, MeOH:EtOH 1:1
v/v)."* This was carried ot by monitoring the XIC at m/z
184.070~184.075 (ESI+ mode), corresponding to the yield of
trimethylimmonium-ethyl phosphate cations released from the
residual (lyso)phospholipids stil present in the extracts, when
applying high-energy declustering potential for in-source
fragmentation (+90 V).

Experiments of permanent postcolumn infusion of QC2
standard metabolites were then wsed. Compared to more
conventiomal approaches (ie, individml standards addition),
the postcolumn infusion technique is in fact a more suitable tool
for the evalmtion of matrix effects in untargeted LC-MS
protocols, because it gives mformation on sgnal suppression/
enhancement phenomena occuming throughout the whole
chromatogram, independently of a spedific retention time™*
(details in the Supporting Information).

The recovery of QC2 standard metabolites spiked in plasma,
the capadity to detect subtle quantitative differences in reference
plasma (raw versus spiked) and metabolomic changes in human
plasma following an acute cocoa intake were aso wsed to
compare the sample extraction performance of the two plites
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To chedk for extraction reprodudbility, repeated independent
extactions (23 technical replicates) of each biclogical sample
were carnied out In all cases, aqueous isotopically hibeled
standard mix were added to the sample matrices before (IS) and
after (ES) the extraction (10 wg/mL final standard concen-
tration), to check for extraction reproducbility and amalytical
stability during LC-MS data adquisition. The successful removal
of phosphalipids from the samples was also confimed by
including a lysophosphatidykcholine molecule (1-O-stearoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine) in the IS mix (negative control).

Sample-to-Salvent Dilution Ratio (vA7). Three sampleto-
solvent dilution mtios (1:6, 1:9 and 1:12 v/v) were then
evaluated during the extraction process, according to the plate
manufacturer suggestions. For this experiment, reference phiama
samples (raw, piked) were used, and the three dilution ratios
were evaluated in terms of the extraction efficiency of the
standard metabolites spiked in phsma (peak detection, peak
intensities, peak intensity changes among sample chsses, p <
0.05), the extraction reproduablity (CV of peak intensties
among technical replicates) and the shape of the eady eluting
peaks according to the organic percentage of the extracts

Chromatographic and Electrospray lonization Per-
formance Evaluation. LC Columns, Elution Solents and
Postcolumn Organic Modification. In kne with the choice of
maintaining a single-step amlysis, four RP column formats with
different siica chembtries were fist compared (details in
“Columns”, Supporting Information ), ranging from a traditional
HPLC Cl 8-based stationary phase to three (U)HPLC columns
designed for superior retention of highly polar ionic spedes.
Column performance was evaluated upon a no. 2450
randomized sample injections, by companng the retention
capadty (mean RT and k factor of QC2 standard metabolites
showing a wide range of pantition coeffidents, log P -3.19 -
+8.23) and the tedhnical reproducibiity of the amalysis (column
back pressure, across-run pressure stability, RT reproducibility
by retention time CV).

For ESI enhancement purposes, four mobile phase combina-
tions were then tested (ESI+ and ESI-), differing in the nature of
theaqueous [A] and organic [B] phasesand in the solvent quality
(LC-MS versus ultrahigh pedormance (UHP)LC-MS purity
grade) (detads in “Mobile Phases”, Supporting Information ).
Second, the impact of a postcolumn organic enrichment of the
mobile phase was ako tested by adding a 100 gL/min MeOH
flow at the LC-MS interface, so as to reduce the aqueous
proportion reaching the MS detector and enhance ESI effidency
(15% increase of organic fiml concentration). Metabolite
detection (peak signal intersities), peak shape, width and
symmetry, and the extent of real-life plsma metabolome
changes detected in the metabolomics case study were used for
intermethod companson of ESI peformance. The performance
of the most successful RP-LC-MS setup was fimally compared to
the use of aHILIC column (XBridge BEH Amide column 100X
21 mm, 4 pm, Watess) in terms of retention capadty and
reprodudbility, and MS detection sensitivity (POL mix).

The not-mentioned operating conditions for LC-ESI-qToF-
MS data acquisition were set as previously described”
(Supporting Information). To avoid possible bias in intermethod
comparson, all extracts resulting from different sample
prepantion were analyzed in a unique batch-desgned and
randomized run sequence order, except when not feasble (ie,
comparison among different RP columng analysis with or
without the postcolumn organic modifier). Samples were
subdivided into homogeneous sub-batches (~10 mjections

each) separated by the regular analysis of QC samples (~30%
of the total runs). For system suitability check, the following
quality contral (QC) samples were analyzed throughout the data
acquisition: QC1, Milli-Q water samples; QC2 ($ pg/mL final
standard concentration); QC3, mandomly selected biosamples
repeatedly injected along the sequence of analysis. Blank
extractions (solvent only) were ako mjected at the beginning
of the sequence, to verify any eventual solvent-dependent mass
features not to be considered during comparative analysis. Prior
to analysis, 3 minimum of two QC2 and ten biological samples
were injected, respectively to chedk for system suitability and for
system conditioning with the sample matrix.

Analyst QS 20 software was used for data acquisition and
system control (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Chemometric Data Analysis. Before statstical analysis,
data preprocessing was carned out using MarkerView 121
software (AB Sciex, Toronto, Ontario, Canada). Data were log,
transformed and Pareto-scaled to approach a normal distribu-
tion, and data quality asured as previowsly described.'” Data
reprodudbility was acommon requirement forall the conditions
tested® The analytical variability across the runs was then
evaluated by monitoring the standard metabolite components of
QC2 samples injected over time. Since several of the tested
parameters may modify LC and MS response of the QC2
metabolites (ie, RT shifts and variation in mass signal intensities
depending on the different columns, mobile phases and organic
modifier), the entire analysis sequence was divided into smaller
unmatchable sequences of experiments, and data quality
assurance was carried out in intraexperiment separate evaluations
(details in “System suitability check”, Supporting Information ).

Subsequently, UVA (1 test for pairwise sample comparisors, p
< 0.05) and MVA (PCA, PCA-DA, OPLS-DA) were applied to
the different data sets for comparative amlysis, as previously
described,' ™™ by using both commerdal (MarkerView TM
12.1, AB Sciex, Toronto, Ontario, Camada; SIMCA P+ v13,
Umetrics Umed, Sweden) and online tools (XCMS).* PCA
score plots, S- and SUS-plots, box plots and relational diagrams
were helpful for data comparison and visualization™ Finally, the
inhouse R-based MAIT padu;‘“ was used for the computa-
tionally assisted identification of significant metabolites up- or
down-regulated in the nutrimetabolomic case study.

W RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows an overview ranking of the methodological
options tested, according to the proposed evaluation critena
Sample Extraction Performance Evaluation. 96-well
Plate SPE Technalogies. The first three criteria used to compare
the pedformance of the two SPE plates were not able to show a
dear-cut difference between the sample extraction technologies.
In fact, a similar sample deanup was observed, with negligible
levels of residual phospholipids compared to extracts obtamed by
sample protein precipitation alone (Figure S-2, Supporting
Information), resulting in low signal suppression phenomena at
the phogpholipid elution zone (5.8-8.5 min of the chromato-
graphic run). Simibir infusion profiles were also observed, with
minimal matrix effeas (Figure S-3, Supporting Information).
Two suppression zones in the chromatogram (ie, negative
fuctuations in the matrix profiles at ~0—05 and 6—7 min) were
more accentuated in extradts obtained by the Ostro plate,
possibly due to less efficent removal of salts (front solvent) and
late-eluting components from the matnx, respectively. However,
none of the mass features that were differentiasting the extracts in
those spedfic areas corresponded to metabolites of the infused
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QC2 mix, and were considered as artibrual features (sgmak
from chemical impurities, background noise).

Considering the standards recovery (QC2 metabolites spiked
in reference phisma), the use of the Phree plate appeared to be
associated with an overal enhanced extraction efficiency
(percentage recovery in Table S-2, Supporting Information ).
However, recoveries varied more depending on the analyte
monitored than on the SPE technology used, so not to lead to
conclusive results (Figure S-4, Supporting Information).
Univariate analysis was then used to compare the two extraction
technologies upon the capadty to detect subtle quantitative
variation in the plasma metabolome (<$ pg/mL-scale changes).
In this case, the use of the Ostro plte revealed an increased
capadty to detect statistically significant differences between raw
versus sphked reference plisma (f test results in Table S-2,
Supporting Information ), suggesting that an apparent reduced
metabolite recovery may not necessanly be sssociated with a los
of biclogically relevant information. Multivariate analysis of the
data confimed the presence of rdevant differences among
sample extracts, according to the extraction procedure. Figure 2
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Figure 2. PCA scores plots of plasma les subjected to jon by
plate 1 versus 2 (discriminawed by PC1, mH h crdu)md analyred
with or without postcok organic (discri d by

P2, dashed line cirdes); ESl+ mode. Sample classes (plasma unspiked
(0) and spiked with Q(2 mix at 1 and 5 ug/mL fnal concentration)
wese caly discriminated by PC3.

shows a PCA scores plot of raw versus spiked reference plasma,
extracted by the SPE phte 1 versus 2, and analyzed in presence
versus absence of the postcolumn mobde phase modification
(ESI+ mode). Because the fist two PCs of the PCA scores space
give the direction of the maximum spread of the data the
exploratory analysis dearly showed how the extraction plate and
the postcolumn organic modification of the mobile phase were

much stronger determinants of sample vanation than the
differences among sample chsses (similar results in ESI-
mode, Figure S-5, Supporting Information).

To obtain a definitive companson, the nutritional case study
wasused to assess the extent of metabolomic changes detected in
real plasma, according to the sample extraction technology used
during sample preparation (supervised muktivariate analyss). No
difference was observed in the number of significant muss
features of cocoa intake between the two extraction plates, with a
high extent of data overlpping (Figure S-6, Supporting
Information ). The most common metabolites expected to be
up-and down-regulated following the acute intake of cocoa (ie,
theobromine, caffeine, decanoylcarnitine) were detected in both
types of p!.nma extracts, and confirmed our previous
observations.'™”” However, more robust (O)PLS-DA modek
were obtained by submitting samples to extraction with the
Ostro plate (p-value, Rand Qintercepts in Table S-3, Supporting
Information ). For these reasons, and because the final goal of the
application of any metabolomic method & to highlight even
subtle metabolite up- and down-regulation in comparative
analysis, the Ostro plate finally gave the greatest extraction
performance (Table 1).

Sample-to-Salvent Dilution Ratio (vA). Table S-4 (Support-
ing Information) shows the comparative amlysis between the
different sample-to-solvent diution ratios tested during extrac-
tion. The three ratios were first compared according to the
capadty to extract known expected mass features from spiked
plagma samples (peak detection, peak intensities and CV
depending on the omganic propartion during extraction) and
the capaaty to highlight subtle differences between raw and
spiked samples (f test pairwise comparisons, p-value). The use of
the highest organic proportion during sample preparation (1:12
sample-to-solvent ratio, v/v) was notassodated with a significant
loss of metabolite detection, possibly expected due tothe greater
final smple dilution. The highest solvent proportion was
assodated with a higherextractability of almost all the monitored
compounds (ratio of peak intensities, Table S-4, Supporting
Information), and appeared to dightly improve extraction
reprodudbiity across samples (lower peak intensity CV, Table
S$-4, Supporting Information ). Finally, no peak shape distortion
of the early eluting metabolites was noticed to hamper mass
feature detection (Figure S-7, Supporting Information ), akhough
no solvent replacement was carried out by evaporation prior to
LC-MS amlysis

For all these reasons, the use of the highest sample dilution
factor was considered the best compromise between extractive
capadty, sample dilution and final organic percentage in the
extracts (Table 1).

Chromatographic and Hectrospray lonization Per-
formance Evaluation. RP Columns. The use of the Athntis
T3 column provided the best chromatographic pedormance in
terms of superior retention of polar metabolites ( 2-fold higher k
factors than by using the traditional Cl8-based column, for
compounds with log P < 0) with negligible effects on the dution
of the most nonpolar species monitored and o on the global
analysis speed The column ako showed good retention time
reprodudbdity (RT variation < § s) (Table S-5, Supporting
Information ), lower column back pressure and higher across-run
pressure stability (pressure vanation <5% across up to 800
injections) (Table 56, Supporting Information ). In comparison
to the use of a hydrophilic interaction chromatography (HILIC)
column (BEH Amide, Waters), the retention cpacity and
resolution power of polar compounds with structural somerism
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(Le, glucose and fructose6-phosphate) was low (k < 1),
consistent with the RP nature of the stationary phase. However,
peak detection enhancement obtained by HILIC chromatog-
raphy was neither directly related to the increased retention
capadty nor common to all the polar spedes monitored (ie,
higher sensitivity for p-fructose 1,6-bisphosphate, dtric, 1-lactic,
oxlic, maleic, pyruvic and propionic adds by using RP
separation, as shown in Table §-5, Supporting Information ).
Consequently, these findings did not support a dearcut
improvement by the use of fractionation analysis (RP/HILIC),
and confirmed that many factors other than column chemistry
can be modulated in order to enhance sensitivity in MS.

Elution Solvents. Although the effect on signal resporse was
found to be compound dependent, the use of nomaddified
MeOH as organic phase [B] gave the strongest molecular jon
signal intensities, in both ionization modes (Figure S-8,
Supporting Information). Pasticulady, in ESI— mode, the use
of MeOH increased pesk intensities up to 25-fold compared to
the reference organic phase used in previously validated
protocols (ACN0.1% FA).® Moreover, peak broadening effects
putatively expected with the use of MeOH™ were negligible in
respect of the gain in peak intensity enhancement observed
(Figure S-8, Supporting Information), and were neither shared
by all the monitored metabolites nor detnmental for peak
detection during data preprocessing,

Finally, the use of UHPLC-MS qulty grade MeOH gave
between a 2- and 37-fold mcarease in peak intensities, compared
to the ACN-based organic phase (Figure S-8, Supporting
Information, ESI— mode).

Postcolumn Mobile Phase Modification. The organic
enrichment of the mobile phase prior to the MS detection was
a strong determinant of sample variation (Figure 2). In fact, it
consistently associated with 3 sgnificant enhancement of mas
signal intensities for all the monitored metabolites eluting up to
two-thirds of the dwomatogram (Figure 3), leading to an
increased capacity to detect up to 1 mg/ml-sal dhange
between raw and spiked reference plasma samples. A decrease in

0s 13
Inscnsity Ratio [with/without]

Figure 3. Ratios of mass signal intensities obtained with vswithout the
use of postcolumn modification of the mobile phase (¥, significant
differences, p < 005 **, highly sgnificant differences, p < 0.01).
Intensities were exresied 25 mean of five technical replicates. CV
ranged from 1 to 21%.

mass signal intensities was not common among the late-eluting
metabolites, and los of peak detection did not occur at the
concentration range monitored (15 pg/mL), suggesting that
the diuting effect of the extravolume of mobile phase infused did
not damatically aflet metsbolite detection (diution effect).
Furthermore, peak broadening (putatively expected due to dead
volume introduction) was again negligible and not associated
with the loss of peak detection. Finally, the postcolumn organic
modification of the mobile phase also enhanced the detection of
significant biologal changes occumring in the phema metab-
olome after an acute dietary intervention.

To verify the impact of using this analytical solution in the
enhancement of ESI effidency and the detection of subtle
metabolomic differences among real ample dasses, the number
of biomarkers detected in plasma following an acute intake of
cocoa, inthe absence or presence of the postcolumn modification
of the mobile phase, was compared. Figure 4 shows a SUS-plot

A Witheut McOH .

With MeOH

Shusted metabedites
* Dsds svn
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| . '
| "
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e "
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Figure 4 (A) Rehtional disgram matching the extent of metabolomic
changes detected in phisma aer an acute dietary intervention by using
or not the postcolumn organic modification of the mobide plase
(metaXCMS). Uniquely identified metabolite s significantly down-(le &)
and upregulsted (right) following the mtervention are shown
(boxplots, XCMS). (B) SUS-plot comparing the two models
(SIMCA). Mass features far from the diaganal were uniquely detected
by the mobile phase modification (moded 1).

comparing the significant mass festures detected by the two
models (model 1, with mobile phase modification; moded 2,
without mobile phase modification). As shown in the figure,
although the strongest biomarkers of cocoa intake were detected
independently on the use of postcolumn addition (mass features
found on the plot disgonal represent shared blomarkers ie,
theobromine and caffeine), other previously described metabo-
lites were uniquely detected through the arganic modification of
the mobile phase (mass features far from the diagonal, Le up-
regulation of g;lzcochenodemydmlc add, down-regulation of 1-
{iso)leucine).” ™" Nevertheless, the majority of the cocoa
associated discriminant mass features observed following
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postcolumn organic modification kept unidentified, hampering
to fully evaluate the extent of method performance enhancement.

B CONCLUSION

Although being excellent samples for assessing pathophysio-
logical deviations in both endogenous and exogenous meubo—
lism, blood fluids are as informative as challenging samples.™
Inadequate preparation and LC-MS analysis of these complex
biomatnices are major sources of ion suppression phenomena,
which in turn adversely affect the most crucial prerequisite for
untargeted metabolomics, such as metabolome coverage, mass
accuracy, and data reproducibility. However, there is stil no
consensus on how to overcome spedfic amalytical hindrances and
make large-scale untargeted studies feasible. Even the method
performance evaluation process is not fully standardized, due to
the difficulty in defining validation criteria to cover the specific
problems associated with untargeted analysis of (mostly
unknown) compounds. Although the concept of method
optimization is not viable in untawgeted metabolomics, the
joint fnishing of sample extraction procedure, chromatographic
separation and electrospray ionization stil forms the necessary
basis to develop a succesdful and robust LC-ESIqToF-MS
(gToF, quadrupole timeof-flight) methodology, and reach a
balanced compromise between metabolome coverage and
feasibdity.

In the present work, we investigated the response of the
phisma metabolome coverage to spedfic methodological choices
related to sample preparation, chromatographic separation and
ESI process enhancement procedures in RP-LC-MS data
adquisition.

The best sample extraction pedformance was obtained when
combining sample hybrid extraction with high organic
proportion. During sample preparation, both a partial removal
of undesired interference or a too drastic nonselective cleanup of
the samples would lead to poor metabolome coverage and
compromise the detection of sd:tle metabolite vanation in
comparative analysis. ™ ** Ina work, we observed that
the selective removal of phospholipid-based matnx eflects is a
more successful ahmalnre for plasma s:n;ie preparation than
deproteinization alone'® (the “less & more” concept). In the
present work, two in-plate hybnd extraction technologies were
compared, and conventional crtena for extraction effidency
evaluation were not definitive in making lean toward one or the
other phisma preparation procedure. Nevertheless, the observed
findings suggested that an apparent reduced recovery of specific
standard metabolites is not necessarily asodated with a loss of
biologcally relevant information, confirming that established
criteria for the optimization and validation of targeted LC-MS/
MS bioanalysis should be integrated with untargeted approaches
for method performance evaluation, in order to get closer to the
real objectives of the analytical protocok.

Although no solvent removal/replacement was carried out
after sample extraction and prior to LC-MS analysis, neither
significant loss of metabolite detection nor early duting peak
shape distortion were observed in our study, suggesting that
extract evaporation and reconstitution steps may not be truly
necessary following the proposed sample preparation protocol.
Extract evaporation followed by reconstitution is commonly
incorporated in sample prepamtion procedures, genenlly
)l.mﬁed by solvent removal/replacement and low-sensitivity
issves (concentration purposes). However, concerns about
introducing these potentially “risky” steps are widely shared
(nsk of incomplete solubilzation of the dryresidues and losses of

hydrophobic and wolatlle species, inaeased ion suppression due
to preconcentration of interferents, reduced sample throughput
due to considenble time consumption), and no evidence has
bunylod:adsofzdduadnd benefits in terms of
metabolome coverage.™ Furthermore, the sample-to-solvent
ratio giving the highest final plasma diution and greatest organic
proportion was assodated with a higher extractabiity of the
monitored metabolites, without compromising peak detection
and shape. The tested mtios were chosen upon the plate
manufacturer suggestions and consistently with the challenge of
miniming jon suppression phenomena while bypassing
subsequent sample concentration. Although the best diution
ratiois not an absolute parameter toextrapolate forapplicationto
different extraction procedures, our findings suggested that
sample dilution may be a valuable choice to reduce matrix effects
and enhance metabolome coverage.

The use of Atlantis T3 RP column compatible with 100%
initial aqueous phase wasthen found the best option to maximize
retention of poly metabolites. The replacement of addified
ACN with nomaddified MeOH as organic phase [B] gave the
strongest moleculyr ion sigral intensities, in both ionization
modes. Although acidification of both mobile phases of the
elution gradient is a common technique in LC-UV amlysk, in
order to avoid major baseline disruptions when working at low-
absorbance wavelengths (Le, 210 nm), this rule does notapply in
LC-MS data acquisition, allowing the best binary systems to be
chosen in view of the jonization enhancement. Besides showing
the best spray solvent characteristics in terms of volatility and
surface tersion (low dielectric constant and viscosity), MeOH s
also known to faglitate lipid elution and avoid accumulation in
the column (Le,, as acetone), whdl may further contribute to the
minimization of matrix effects” Furthermore, oompxed to
harmful solvents such as ACN, MeOH is a more “environ-
mentally fiendly” dternative in terms of workess, processes and
environment safety (ie., ecotaxidty),”” and its replacement in
LC applications should be encouraged as 3 “greener” option ****
The punty grade of the solvents used in mobie phase
preparation revealed to be an even more cuda Bcator in mass
signal detection, although at least LC-MS purity grade solvents
were used These findings underlined the importance of chedking
the levels of contaminants in the solvent, such xs plasticzers and
surfactants, which are very often re J ionizable and an
compete for charge with the metabolites.

Fimally, the postcolumn modification of the mobie phase by
organic enrichment confirmned to be a pragmatic solution to
increase the ionization efficiency without influendng the
chromatographic separation, although no applications in RP-
LC-ESI-MS untargeted metabolomics have been described until
now. Other postcolumn solvents apart from methanol were not
considered in our Howchart, for several reasons The use of the
same solvent for both mobile phase and postcolumn enrichment
of the phase has been suggested as preferable, and the use of
nonaddified MeOH as organic phase [B] gawe the strongest
molecular ion signal intensities in both ESI modes. Both MeOH
and ACN are considered as adequate as postchromatography
organic modifiers, but they do not differ strongly in decreasing
the droplet surface tension in the ESI source, and so in helping
ionic evaporation. However, MeOH shows some pecubiar
advantages in respect to acetonitrile, such as a higher vapor
pressure and a lower surfice tension, which faclitate even more
solvent evaporation.

Summarwing, the results of the present work led to the
following considerations: plasma samples should be submitted to
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hybrd extraction for removal of interfering components, to
minimize al the major sample-dependent matrix effects; solvent
evaporation following sample extraction may be awoided ¥ no
peak shape distortion of early eluting metabolites is noticed; aRP
column for superior retention of highly polar species should be
chosen when analysis fractionation is not feasible, ESI efidency
may be enhanced by using UHPLC-MS quality grade solvents
and “vintage” analytical tricks, such a postcolumn organic
enrichment of the mobie phase. The final proposed protocol
offers an example of how novel and old-fshioned amlytical
solutions should fruitfully cohabit in untargeted metabolomics
protocols, and deserves consideration for the rapid and simple
LC-ESI-MS untargeted fingerprinting of large-scale complex
biomatrces.

We are aware of the intemal kmitations of the word. To
simplify the process of method performance evaluation, only
those factors expected to mostly impact the metabolome
coverage (SPE technology, postcolumn organic modification of
the mobile phase) where fimlly tested upon real samples, to
compare the capacity to detect known biomarkers of cocoa
intake. Thus, several specific comparative analysis were carried
out on reference plasma samples only (raw, spiked). Although
the standard metabolites monitored were representative of a
wide range of chemistries, moleculsr masses, dynamic concen-
tration range and MS responses (39 metabolites in the QC2/
POL mix, 70 < m/z < 800, — 9 < log P < 4), there is no guarantee
that the behavior of the thousands of variables constituting the
whole metabolome canbe extrapolated from asmaller number of
compounds. Second, data on the direct comparison between
sample diution versus evaporation/reconstitution are not
presented in this work, so further analyss will be required to
get a definitive evaluation.
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5.2 Estudio EFINUT

Los resultados de este estudio han sido publicados en la revista Molecular
Nutrition & Food Research indexada en el Journal Citation Reports con un factor de
impacto de 4.603 (2014) y situada en el primer decil (D1) y primer cuartil (Q1) de
la categoria de FOOD SCIENCE & TECHNOLOGY (4/123).

Ximena Mora-Cubillos, Sara Tulipani, Mar Garcia-Aloy, Monica Bullg,

Francisco ] Tinahones, Cristina Andres-Lacueva. Plasma metabolomic
biomarkers of mixed nuts exposure inversely correlate with severity of
metabolic syndrome. Molecular Nutrition & Food Research, 2015, 59,
2480-2490. DOI: 10.1002/mnfr.201500549.

Dos objetivos principales se abordaron en este estudio. Por una parte, identificar
biomarcadores plasmaticos de exposicidn a frutos secos en sujetos diagnosticados
con sindrome metabodlico que siguieron una intervencion de 30 g/d de una mezcla
de frutos secos durante 12 semanas. En un segundo momento, evaluar las posibles
asociaciones entre dichos biomarcadores plasmaticos y criterios diagnosticos de

sindrome metabdlico mas severos en los sujetos participantes en este estudio.

5.2.1 Analisis descriptivo de los participantes del estudio

Cincuenta hombres y mujeres participaron en este estudio, 25 sujetos en el grupo
frutos secos (grupo NU) y 25 sujetos en el grupo control (grupo CT), tal como se
informé previamente en la metodologia (ver apartado 4.1.1). Tres sujetos (dos del
grupo CT y uno del grupo NU) fueron excluidos del estudio durante la adquisicién
de datos, por motivo de hemolisis de las muestras biolégicas (Yin, et al. 2013). El
grupo de intervencién con frutos secos reporté una edad promedio de 52.7 + 8.5
afios y un 62% de hombres, mientras que el grupo control reporté como edad
promedio 51.0 * 8.4 afios y un 52% fueron hombre. En la Tabla 5.5 se describen
las caracteristicas clinicas, antropométricas y bioquimicas de los 47 sujetos

participantes incluidos en este estudio, asi como la comparacién entre dichos
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parametros luego de la intervencién (12 semanas después). En ninguno de los
casos se observo una diferencia significativa entre los dos grupos al inicio de la
intervencién, ni se reportaron cambios estadisticamente significativos en la
diagnosis de sindrome metabdlico, asociados al consumo de frutos secos. Sin
embargo, cambios significativos fueron observados en parametros clinicos como
disminucién de presion sistélica y diastolica en grupo NU luego de la intervencion,
aunque disminuciéon en presién diastélica también fue reportada como
significativa en grupo CT. En ambos grupos se observé una disminucién en
parametros clinicos asociados a obesidad como son IMC, peso y grasa corporal. Sin
embargo, efectos asociados al consumo de frutos secos y pardmetros bioquimicos
como insulina en ayunas y HOMA-IR fueron reportados como estadisticamente

significativos (p < 0.05) inicamente en el grupo NU.

En estado basal, no se observaron diferencias significativas en la composicion de la
dieta en términos de energia y macronutrientes dentro de cada grupo (ver Tabla
5.6). Sin embargo, luego de las 12 semanas de intervencidn, fueron reportados
cambios significativos e inversos en parametros como ingesta de grasas totales
(incluidas grasas saturadas, monoinsaturadas y poliinsaturadas) entre los dos
grupos de intervencion, es decir, mientras que en el grupo NU se observé un
aumento de grasas totales, una disminucién de la ingesta de grasas saturadas y un
aumento de grasas monoinsaturadas y poliinsaturados (cambio estadisticamente
significativo para esta ultima p < 0.001), en el grupo CT se observa una
disminucién en la ingesta de grasas totales, incluidas las grasas monoinsaturadas y
poliinsaturadas asociadas con efectos beneficiosos para la salud (McCombie, et al.

2009; Nestel, et al. 2014; Oh da and Walenta 2014).
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Tabla 5.5. Caracteristicas de parametros clinicos, antropométricos y bioquimicos al tiempo
basal y después de 12 semanas en paralelo para cada grupo de intervencion.

Grupo NU {n = 24)

Grupo CT {n=23)

Efecto del
tratamiento

Criterios

Basal 12 semanas p-valor Basal 12 semanas p-valor p-valor
Componentes del sindrome metabdlico®
Elevada circunferencia de cintura [n (36)] 21 (87.5) 18 (75.0) 0.267 13(81.8f 14 (63.6] 0.176" 0.582°
Triglicéridos e os [n (3] 73 (95.8) 22 (91.7) 0.551 18 (81.8] 19 (82.6) 0.945¢ 0.472¢
Reduccién de colesteral HOL [n (3] 16 (66.7) 14 (58.3) 0.551 15 (85.2) 16 (69.6) 0.753¢ 0.508¢
Presisn arterial elevada [n (3]] 22 (91.7) 20 (83.3) 0.383 17 (73.9) 18 (78.3) 0.730° 0.955¢
Elevada glucemia basal en ayunas [n ()] 18 (75.0) 20 (83.3) 0.477 16 (69.6) 0.753¢ 0.576"
Total casos con sindrome metabdlico 24 (1 ) 22 (91.7) 0.149 22 (95.7) 0.550° 0.601"
Parametros antropométricos y bioquimicos asociados a sindrome metabolico
Cricunferencia de cintura (cm) 105652783 10155880 0. 98081764 0]
Presidn arterial sistdlica (mm Hg) 14454 £ 1554 138.79 % 16.60 0 0
Presign arterial diastdlica (mm Hg) 8579804 83132538 0] 0.
Glucosa en ayunas (mmol/L) 5771049 0. 0.
c-HDL (mmol/L) 0. 0.
Triglicéridos en ayunas (mmol/L) 0] 0.

Otros parametros antropométricos y bi
IMC (kg/m?)

Pezo corporal (kg)

Indice cintura-cadera

Grasa corporal (kg)

Graza corporal (3)

Impedancia (Ohms)

Hemoglobina (g/L)

Leucocitos {xLC;_fL]

wow

P

Glicemia 120 min (mmol/L)® 9. Q.

Insulina (pU/mL)* 210 I . Q.

HOMA-IR® 2.10 0. 1 0.

Colesterol total (mmol/L) 5.30 0. 5 0]

c-LOL {[mmal/L) 3.40 0. 3. 0. 0.025°
c-VDL (mmol/L) 0.80 0.80 .30 0. 0 0. 0.685°
Gasto de Energiz Basal (keal/d) 171450+ 288.40 1698.60 % 355.80 0. 1622 0. 0.68%¢
Actividad fisica (kcal/d) 44930154050 3379024760 0. 0. 0.206°
PCR (mg/L) 1702140 180%1.30 0. 0 0.140°
IL-6 (ng/L) 5.80%£9.30 3.20x390 0121 0 0.073*
IL-18 (pg/mL) 118.80+63.90 95.40%47.50 0.014 0. 0.478°
Adiponectina (ug/mL) 0.466 0. 0.871°
PAI-1 0.575 0. 0.573
ICAM-1 0.073 0. 0.381°
VCAM (pg/L) 0.6 0. 0.458°
MCP1 0.0 0 0.194°
Dienos conjugados 0.0 0. 0.632¢
LDL-ox (U/L) 0.08 0. 0.381°
sodio (mmal/L) 0.412 0 0.778°
Potasio (mmol/L) 0.438 0. 0.647°
Creatinina (pmol/L) 0.097 0. 2
Acido drico (umal/L) 0.48 0.

Albumina (g/L)

=
)

i
w
=]

2 Los criterios y valores umbrales para el diagndstico de sindrome metabdlico de acuerdo con
publicaciones previas (Alberti, et al. 2009). P Significancia (p < 0.05) segln prueba de chi-
cuadrado para variables categdricos. © Sélo 22 casos fueron analizados. ¢ Diferencias intra-
grupo estadisticamente significativas (p < 0.05 o p < 0.01) fueron realizadas mediante la
prueba de muestras pareadas. Diferencias inter-grupo (grupo NU vs grupo CT)
estadisticamente significativas (p < 0.05), mediante T de Student de muestras no pareadas.

A pesar de no reportarse como estadisticamente significativos, la ingesta de
carbohidratos aumenté en el grupo CT mientras que disminuy6 en el grupo NU. En
ambos grupos la ingesta de fibra aumentd, aunque no se reporto como significativo

en ninguno de los casos.
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Tabla 5.6. Energia y nutrientes al inicio del estudio (basal) y después de la intervencion de
frutos secos (12 semanas) en sujetos con sindrome metabdlico.

Variable Grupo NU (n = 24) Grupo CT (n = 23) tf;‘::trr?i::::o
Basal? 12 semanas p-valor® Basal? 12 semanas  p-valor® p-valort
Energia (kcal/d) 2112.00 £ 558.60 1895.70 +579.00 0.017 19581.60 £ 476.70 1596.00 + 480.00 0.001 0.162
Carbohidratos (%) 41.20 £ 7.00 41.00+7.10 0.870 42,80 £ 5.20 45,50 £ 7.30 0.144 0.178
Proteinas (%) 18.80 £ 3.20 19.30 £ 3.90 0.451 18.80 £ 3.50 21.30 £ 3.30 0.012 0.098
Grasas totales (%) 35.70 £ 6.00 36.80 £6.70 0.353 35.90 £5.50 3130+ 7.20 0.030 0.003
Saturadas 10.50 £ 2.50 8.50 £ 3.00 0.011 10.50 £ 2.60 8.10 £3.00 0.001 0.657
Monoinsaturadas 16.830 = 4.20 17.50 + 3.60 0.241 17.20 £ 3.50 15.00 = 4.30 0.005 0.003
Poliinsaturadas 5.30+£1.70 7.40 = 1.50 0.001 5.00+1.30 4.90+£1.70 0.660 0.001
Alcohol 4,30 £5.70 2.90£4.50 0.004 2.60£4.30 2.00£4.70 0.461 0.374
Fibra (g/d) 20.60 £ 7.80 22.40 £ 8.10 0.318 19.90 £9.10 22.30 £ 22.20 0.636 0.910

2 No se evidenciaron cambios significativos intra-grupo al inicio de la intervencién.

Diferencias intra-grupo estadisticamente significativas (p < 0.05 o p < 0.01) fueron evaluadas
mediante la prueba de muestras pareadas. © Diferencias inter-grupo (grupo NU vs grupo CT)
estadisticamente significativas (p < 0.05) fueron evaluadas mediante T de Student de muestras
no pareadas.

5.2.2 Analisis del metaboloma plasmatico

Con el objetivo de identificar los biomarcadores de exposiciéon a frutos secos y
explorar los cambios que se producen en el metaboloma plasmatico de sujetos con
sindrome metabdlico tras la intervencion, se aplico el flujo de trabajo caracteristico
en el analisis metabolémico no dirigido impulsado por LC-ESI-q-ToF-MS a través

del protocolo analitico previamente validado (Tulipani, et al. 2015).

5.2.2.1 Evaluacion de la calidad de la adquisicion de los datos

La reproducibilidad de la extraccion y la estabilidad del sistema LC-MS en modo
ESI- durante la adquisicién de los datos fueron comprobados mediante la
intensidad del pico del estandar interno (IS) y la intensidad del pico de la mezcla
de estandares externos (ES) en las muestras de plasma (CV < 1% en el analisis).
Este seguimiento y control evité la necesidad de normalizaciéon de los datos

utilizados en anadlisis posteriores.

La calidad y la estabilidad del sistema LC-MS fueron comprobadas a través del

seguimiento continuo de los controles de calidad (mezcla de QC2), los cuales
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fueron inyectados cada 15 muestras de plasma, aproximadamente. En la Tabla 5.7
se observan las variaciones en el tiempo de retencion, el area de los picos y la
precision de masa detectadas para cada uno de los metabolitos de la mezcla de

QC2.

Tabla 5.7. Variacion en el tiempo de retenciéon, el area del pico y la masa detectada en
muestras acuosas de QC2 inyectadas aleatoriamente.

.. Tiempo de retencién Intensidad
. Masa tedrica vs masa detectada [M -H] . A
Metabolitos (QC2) Formula {min) : {area del pico)
maolecular Masa exacta Masa detectada Error . Cambio '

tedrica {media) {mDa) Medie {max - min) Media  CV{%)
Eplcatequina CisHiaOs 289.017 289.077 -5.33 5.35 0.02 1807.74  7.53
Acido 4-hidroxihiptirico CyHgNO, 194.045 194,045 0.85 4,73 0.03 764.50 6.87
Acido dodecanedioico Cy;H30, 229.144 229.136 7.69 6.47 0.02 1689.91 5.83
Acido gélico CyHgOs 169.014 169.015 -0.95 1.89 .04 525,58 12.40
Acido glucoguenodesoxicdlico CogHysNO; 448307 448315 -8.32 6.98 0.03 2333.63 6.76
L-fenilalanina CoHy{NO, 164.071 164.072 -0.38 245 .05 69.71 10.39
L-triptéfano € HLN,0, 203.082 203.083 0.77 4.78 0.03 18075 871
Naringinina CysHy,05 271.061 271.056 431 6.11 0.02 254032 613
Acido sebdcico CyoH1404 201.113 201.107 5.48 6.16 0.05 153551 537
Acido siringico CyH200s 197.055 197.046 093 541 0.02 13019 22.33
Acido a-hidroxiisobutirico CaHg05 103.040 103.039 0.30 1.23 0.03 719.74 533

A través de los resultados reportados en la tabla anterior, se establecen los
criterios de calidad propuestos para el pre-procesamiento de los datos (deteccién
y alineacién de picos) de acuerdo con el protocolo de andlisis en metabolémica:
desplazamiento de tiempo de retencién < 0.09 min y desviacién en la deteccion de
masa en modo ESI- de 0.05 Da, al no superar 10 mDa de error en la masa detectada
(ver Tabla 5.8). La variacion de la intensidad de la sefial fue satisfactoria (areas de
los picos con CV < 20%) a excepcién de un metabolito con una respuesta muy baja

alaionizacién (Llorach, et al. 2010; Tulipani, et al. 2015).

Tabla 5.8. Parametros utilizados en el pre-procesamiento de los datos a través del software

MarkerView™ 1.2.1 (AB Sciex, Toronto, Ontario, Canada).

Parametro Descripcion Valor
Qubtraction offset (scans) 15
SQubtraction multiplication factor 1.5
Dez’fg:if ::;in)oo Minimum spectral peak width (ppm) 1
Minimum retention time peak width (scans) 3
Noise threshold 5
Retention time tolerance (min) 0.09
Alineacion del pico  |Mass tolerance (Da) 0.05
(peak alignment)  |ntengity threshold 5
Maximum number of peaks 5000
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5.2.2.2 Andlisis de datos e identificacion de metabolitos

Antes de realizar el andlisis bioestadistico, el conjunto de datos obtenidos del pre-
procesamiento fue filtrado con el objetivo de eliminar cualquier sefal de masa que
no apareciera en mas del 35% de las muestras de cada de una de las tres siguientes
clases de muestras en estudio: muestras basales (T0) de ambos grupos al inicio del
estudio, muestras del grupo NU luego de las 12 semanas de intervencion (NU_T3) y
muestras de sujetos del grupo CT después de la intervencion (CT_T3) (Rothwell, et

al. 2014).

Las diferencias en el metaboloma plasmatico debido a los factores de exposicion de
frutos como la dieta (NU vs CT) y el tiempo de la recoleccién de las muestras de
plasma (TO vs T3) fueron exploradas tras la aplicaciéon de un filtro ortogonal de
correccion al conjunto de datos (filtro OSC) por medio de un analisis discriminante
por minimos cuadrados parciales (PLS-DA). El filtro OSC aplicado al procesado de
datos eliminé 11 componentes y mostré el mantenimiento de un 43% de la

variacién no ortogonal del conjunto de datos original.

Tres modelos fueron construidos, un primer modelo de tres clases para evaluar la
presencia de una variacion significativa en el metaboloma plasmatica al inicio del
estudio y después de la intervencion (M1: TO vs CT_T3 vs NU_T3) (ver Figura 5.6),
un segundo modelo que evaludé la variacion en el tiempo del metaboloma
plasmatico en el grupo NU (M2: TO vs NU_T3) y, un tercer modelo con el fin de
evaluar Unicamente las sefiales de masa discriminantes producto de la exposicion a

los frutos secos luego de la intervencion (M3: CT_T3 vs NU_T3).

129



130

L] B | —
—T ° —
, ° s —
eo =
> e
®e % e :
o
1 = ® oo
/ o %
/ ¢]
;" S 2
5o C; %3—@8 @ ‘
o oP @e’ /
\.\_\ o ® 6 ° Y . A% = .@ ;.
S '
. i & o /
Po o A
O P
L]
-2 E: -y —xd =t
5 | | | =

-
~

-3 -2 -1 0
1]

rR2x[1] = 0,0311 RrR2x[2] = 0,0255 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Figura 5.6. OSC-PLS-DA plot del M1. Los colores indican las diferentes muestras de plasmas:
muestras de NU_T3 (color amarillo), muestras de CT_T3 (color azul) y, muestras superpuestas
de CT_TOy NU_TO (color verde y rojo, respectivamente).

La capacidad predictiva de cada uno de los modelos PLS se evalué mediante el
parametro de bondad de ajuste (R2X), la proporcidn de la varianza de la variable de
respuesta que se explica por el modelo (R2%Y), la validacion cruzada y las pruebas

de permutacién (n = 200; trama y CV ANOVA) (ver Tabla 5.9).

Tabla 5.9. Resumen de los pardmetros de aseguramiento de la calidad para los modelos OSC-
PLS-DA.

Modeloz | Numero de clases c’::Ez;::tZs REX(cum)e | RY(cum)b | Q%(cum)b interI:ept o interf:ept | P d
1 3(TOvsCT_T3vsNU_T3) 2 0.057 0.886 0.669 0.562 0223 | 8.92E35
2 2(TOvsNU_T3) 1 0.04 0.942 0.744 0.645 -0.147 | 183624
3 2(CT_T3vsNU_T3) 1 0.047 0.928 0.621 0.709 0152 | 2.07E-10

2 La generacion de los filtros OSC elimind 11 componentes con (valor propio > 2), manteniendo
el 43% de variacién no ortogonal en el conjunto de datos original. ® R>X(cum) y R%Y (cum) son la
variacién acumulada de modelado en la matriz X y Y, respectivamente. Q*(cum) es la variacion
predicha acumulado en la matriz Y. © Se obtiene de la prueba de permutacién (n=200). ¢ Valor
de ANOVA basado en los residuos de prediccion con validacidon cruzada. Los modelos se
consideraron significativos con p < 0.001.

Como una prueba de calidad final, el conjunto de datos se dividi6 aleatoriamente
en cinco sub-muestras de igual tamafio (20% de las muestras en cada uno), cuatro

de los cuales fueron usados como conjunto de entrenamiento y, el conjunto
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restante fue considerado como validacion. Este proceso se repitio cinco veces, cada
sub-muestra se utiliza como el conjunto de validacién al menos una vez, y se
calcularon los individuos clasificados correctamente en cada conjunto de

validacién (%) (ver Tabla 5.10).

Tabla 5.10. Resumen de los parametros para evaluar la calidad del modelo OSC-PLS-DA
después de la eliminacién de las muestras de validacion (20%).

Conjunto de Individuos correctamente clasificados
entrenamiento | No. ? REX(cum)® R2Y(cum)® Q*(cum)® p-valor | Conjuntede o py Grupo  Grupo o o bilidad
(80%) validacion (%) CT_T3 NU_T3 de Fisher
total (%) (%) (%)
1 2 0.071 0.864 0.647 8.18E25 88.24 100 60 100 1.50E-05
2 2 0.0745 0.851 0.651 793624 94.12 100 75 100 5.90E-06
3 2 0.0715 0.867 0.589 223621 94.12 88.89 100 100 5.90E-06
4 2 0.0706 0.856 0.601 9.76E-22 100 100 100 100 1.80E-07
5 2 0.0729 0.859 0.645 2.78E-26 88.89 88.89 75 100 1.00E-05
Media + DS 2 0.0721+0.0016 0.8594 + 0.0063 0.6266 + 0.029 6.43E-22 93.074 95.56 82 100 7.40E-06

® Componentes seleccionados. ’ R’X(cum) y R*Y(cum) son la variacién acumulada de modelado
en la matriz X y Y, respectivamente. Q*(cum) es la variacién predicha acumulado en la matriz Y.
“Valores de R*X(cum), R%Y(cum) y Q*(cum) corresponden a media y desviacidn estandar (DS).

A través de la visualizacién de un grafico de dispersién con ejes p vs p(corr),
conocido como S-plot, fue posible identificar las sefiales de masa discriminantes
asociadas al efecto (p(corr) < -0.5) y a la exposicién (p(corr) > 0.5) tras la ingesta

de frutos secos (ver Figura 5.7).
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Figura 5.7. S-plot para la seleccion de las sefiales de masa discriminantes de la huella
metabdlica plasmatica de sujetos con sindrome metabdlico tras la ingesta de frutos secos
durante 12 semanas. Los recuadros en lineas punteadas y lisas representan las sefales de

masa discriminantes de acuerdo con los puntos de corte y alta o baja regulacién,
respectivamente.
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La importancia de las sefiales de masa en la discriminaciéon entre clases se
visualizé mediante los valores VIP. Para evitar falsos positivos, las sefiales de masa
que explican la separacién de clases se seleccionaron mediante la combinacién de
la VIP de corte (VIP = 2), el peso (p) de cada metabolito en el modelo estadistico (|p
> (0.05|) y su correlacion con la designacion de la clase de modelado (|p(corr) 2
0.5]) como fue descrito previamente (Tulipani, et al. 2011). Un total de 23 sefiales
de masa discriminantes fueron las responsables de establecer la variacién en las

huellas metabdlicas producto de la exposicién a frutos secos (ver Figura 5.8).
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Figura 5.8. Representacion de los valores VIP del M2 (TO vs NU_T3) y el M3 (CT_T3 vs NU_T3).
Las lineas azules representan las sefiales de masa con valor VIP 2 2 en ambos modelos.
Urolitina A glucurdnido, acido dodecanodioico y acido sebacico (monémero y dimero) son
ejemplos de algunos biomarcadores discriminantes (circulos rojos).

Luego de la seleccidn de las sefiales de masa discriminantes, se inici6 el proceso de
identificacién de metabolitos. En primer lugar, se realiz6 un analisis de
agrupamiento jerarquico de dos vias basado en la correlaciéon de Pearson y el
método de distancia de Ward’s para determinar eventuales grupos de sefales de
masa procedentes del mismo metabolito (es decir, como fragmentos moleculares,
aductos, 13C is6topos) y reducir asi las sefiales de masa consultados (PermutMatrix

software 1.9.3) (ver Figura 5.9).
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Figura 5.9. Aplicacion de andlisis jerarquico (HCA) de mapa de colores en la agrupacién
de sefiales de masa discriminantes en la exploracion de la huella metabdlica
plasmatica asociada a la exposicion de frutos secos.

En el proceso de identificacion de los metabolitos se utilizaron diferentes

estrategias como el uso de las herramientas proporcionadas por el paquete MAIT

(R, RStudio 3.0.1 Inc. (Fernandez-Albert, et al. 2014a; Fernandez-Albert, et al.

2014Db), la busqueda minuciosa en bibliografia cientifica y, la consulta de bases de

datos de libre acceso con datos espectrales (como MassBank, mzCloud, hmdb,

Metlin y Phenol-Explorer, entre otras) (+ 10 mDa de tolerancia de error) (Horai, et

al. 2010; Wagele, et al. 2012; Wishart, et al. 2013). La confirmacién de la identidad

de los metabolitos finalmente se llevé a cabo a través de experimentos MS/MS

(cromatograma de iones extraidos, escaneo de iones producto) de los estandares

de referencia comercial, los cuales se inyectaron en agua Milli-Q y plasma (50 ppb

de concentracidn final). Por ejemplo, en el caso del acido sebécico, la sefial de masa

mas significativa del grupo de iones correspondié a la forma del dimero del

compuesto ([2M-H],, m/z = 403.2377) probablemente generado en la fuente y co-

eluyendo con el monémero ([M-H], m/z =201.1132) (ver Figura 5.10).
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Figura 5.10. Ejemplo de identificacion final obtenida a partir de experimentos MS/MS (XIV,
PICS) de los metabolitos significativos antes y después de la adicién de los estandares de
referencia disponibles en las muestras bioldgicas de plasma.

En la Tabla 5.11 se presentan los 19 grupos de iones discriminantes cada uno
correspondiente a un distinto metabolito (incluyendo aductos, isétopos, etc.). Tres
biomarcadores fueron identificados con nivel I de evidencia, segin los criterios
propuestos por la Metabolomics Standards Initiative (Dunn, et al. 2013; Sumner, et
al. 2007), siendo uno de ellos un metabolito derivado de los compuestos fendlicos
presentes en las nueces (urolitina A glucurdnido) el cual es producto del co-

metabolismo entre la microbiota intestinal y el huésped y, dos metabolitos de
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acidos dicarboxilicos de cadena media par (acido dodecanodioico y acido
sebacico). A pesar de que algunas de las sefiales de masa detectadas como
discriminantes coincidieron con las masas tedricas conocidas en bibliotecas
quimicas disponibles en internet, la baja intensidad impidié la realizacién de
experimentos MS/MS necesarios para la confirmacién de su identificaciéon (en la

Tabla 5.11 se reportan como biomarcadores no identificados).

Tabla 5.11. Biomarcadores identificados y no identificados asociados con la exposicidn a frutos
secos en el metaboloma plasmatico de sujetos con sindrome metabdlico®.

d
Ndmero de Masa detectada  Mass tedrica Error Valor VIP Nivel de

RT (min) N Asignacion |Biomarcador potencial| Cambio® TO vs CT_T3vs
(m/z) {m/z) (mDa) N
NU T3 NU T3

agrupacion evidencia®

Biemarcador derivado de la microbiota y del metabolismo de fase li de los compuestos fenolicos de las nueces

1 | 5.61 | 403.0734 403.0671 | -6.35 ‘ M- HI Urolitina A glucurénido T 4.47 454 ]
Biomarcadores del metabolismo de los dcidos grasos (dcidos dicarboxilicos de cadena media y par)
2 6.16 403.2377 403.2337 -4 [2M - H] Acido sebécico L 2.89 2.33 ]
6.18 201.1081 201.1132 5.1 M- H]- L 1.52 176
3 6.49 229.1352 229.1445 EE] M- HI Acido dodecanodioico T 2.61 2.01 ]
Biomarcadores no identificados
4 05 352.0023 M- H]- NA 3.76 3.59
5 5.69 145.0519 M- H]- T 3.42 2.20
& 0.60 583.1809 M- H]- T 3.03 2.44
7 0.47 605.1648 M- H]- T 3.00 204
g 7.86 253.2187 M- H]- T 2.92 212
9 6.63 194.0835 M- H]- L 2.73 211
10 6.23 527.2204 M- H]- L 273 272
1 6.41 421.1493 M- H]- L 271 2.86
6.41 422.1508 M- H L 2.64 2.76
6.41 423.1468 2% M- HF L 2.73 2.77
6.43 424.1482 35¢ M- H)- L 274 285
12 6.41 807.3249 M- H]- L 255 248
6.41 808.3294 M- H L 2.17 229
13 0.6 354.9976 M- H]- T 2.45 2.77
14 0.6 347.0152 e M- HI T 2.27 2.31
15 4.47 217.0284 M- H]- T 2.20 2.60
16 6.38 607.2990 M- H]- NA 2.19 256
17 6.43 475.2045 M- H]- L 2.04 2.25
18 5.83 318.1196 M- HI T 2.04 211
19 5.78 175.6309 M- H]- T 2.01 2.94

® Las agrupaciones se enumeran segun el valor decreciente de VIP; todas las sefiales de masa
propuestos cumplen los criterios de significacion propuestos (|p = 0.05| y |p(corr) = 0.5]). °
Datos obtenidos por LC-ESI-MS-g-ToF. © Direccidn de los cambios observados tras el consumo
de frutos secos (ver Figura 5.7). ¢ Calculado a partir de los modelos OSC-PLS-DA a 2 clases (M2
y M3). € De acuerdo con la Metabolomics Standards Initiative (Dunn, et al. 2013; Sumner, et al.
2007).

5.2.3 Asociacion entre biomarcadores de ingesta y estado clinico

Con fin de evaluar las posibles asociaciones entre pardametros clinicos y
biomarcadores de exposicidn a los frutos secos, diferentes analisis bioestadisticos

fueron aplicados en la interpretacion de esta informacidn bioldgica y clinica. En un
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primer momento, curvas ROC fueron utilizadas en la evaluacidn del desempefio de
los biomarcadores identificados con nivel de evidencia I (ver Tabla 5.11) en
funcién a la capacidad de prediccién del consumo de frutos secos. Para desarrollar
este objetivo, curvas ROC fueron construidas con el conjunto de datos de la matriz
0SC-filtrada y, se estimé el area bajo la curva (AUC [IC 95%]) a través del paquete
de pRoc, RStudio 3.0.1 Inc. (Robin, et al. 2011; Xia, et al. 2013). Las curvas ROC son
ampliamente consideradas como el método mas objetivo y estadisticamente valido
para la evaluacion del desempefio de biomarcadores en estudios de metabolémica
(Xia, et al. 2013). La urolitina A glucurdnido y el acido dodecanodioico, metabolitos
identificados como nivel 1, presentaron una buena capacidad de prediccion del
consumo de frutos secos (AUC = 89.6% [80.8 - 98.4] y AUC = 83.7% [74.5 - 92.9],

respectivamente (ver Figura 5.11).
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Figura 5.11. Analisis de curva ROC de urolitina A glucurénido y acido dodecanodioico
(biomarcadores de exposicidn a frutos secos, NU_T3 vs TOy CT_T3).

De acuerdo con este analisis, la urolitina A glucurénido es el biomarcador
plasmatico mas sensible y especifico a la ingesta de polifenoles provenientes de las
nueces. Este resultado, en concordancia con observaciones recientes evidenciadas
en estudios de intervencién y de cohortes (Garcia-Aloy, et al. 2014; Tulipani, et al.

2011), sugirié que una matriz biolégica como el plasma, recogido al menos 12
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horas desde la ultima ingesta, puede ser una valiosa alternativa al cuestionario
dietético y a la huella metabdlica obtenida de la orina para evaluacién del consumo
de alimentos ricos en elagitaninos. Interesantemente, este biomarcador fue
detectado en el metaboloma plasmatico de un sujeto del grupo de intervencién a
tiempo basal (NU_TO), al verificar el registro dietético se confirmé un consumo de
15 g de nueces y 5 g de avellanas, en coherencia con resultados reportados

previamente del metaboloma urinario (Tulipani, et al. 2011) (ver Figura 5.12).
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Figura 5.12. Trend plot de urolitina A glucuronido detectada en el metaboloma plasmatico.
Altas intensidades corresponden a mayores niveles de urolitina A glucurdnido
circulante en el plasma.

A través de correlaciones de Pearson se establecieron asociaciones entre los
niveles plasmaticos de urolitina A glucurénido después de las 12 semanas de
ingesta de frutos secos y, los componentes clinicos asociados al sindrome
metabdlico, al inicio del estudio y después de la intervenciéon (ver Tabla 5.12 y

Figura 5.13).
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Tabla 5.12. Coeficiente de correlacidn de Pearson entre los cambios en los niveles plasmaticos
de urolitina A glucurénido y los cinco componentes clinicos del sindrome metabdlico
(circunferencia de la cintura, glucosa en ayunas, c-HDL, triglicéridos y presion arterial elevada -
sistdlica y diastdlica-) al inicio del estudio y después de intervencién con frutos secos.

Variable Todos los sujetos Mujeres Hombres
r r {ajustada)| (n=9) (n=15)
Circunferencia de cintura (cm) Basal -0.550%* -0.250° -0.517 -0.272
Post-intervencion 0.184 0.128° 0.406 -0.056
= indice cintura/cadera Basal -0.409* 0.041° -0.033 0.137
m
E Post-intervencion 0.147 0.048° 0.266 -0.045
Q
._g- IMC (kg/m’) Basal -0.228 -0.283° -0.376  -0.400
< Post-intervencion 0.213 0.243° 0.482 -0.018
Grasa corporal (%) Basal 0.222 -0.269° -0.309 -0.445
Post-intervencion | 0.456* 0.209° 0.576 0.224
= Glucosa en ayunas (mmol/L)  Basal -0.254 -0.202° -0.272 -0.184
(%)
e Post-intervencion 0.272 0.322° 0.396 0.322
-0
= Insulina en ayunas (LU/mL) Basal -0.414* -0.277° -0.501 -0.128
]
5 Post-intervencion 0.205 0.084°% 0.2 -0.021
g HOMA-IR Basal -0.417* -0.265° -0.522 -0.115
Q .
Post-intervencion 0.226 0.094° 0.199 0.013
- c-HDL (mmol/L) Basal 0.366 n.181° 0.402 0.103
E Post-intervencién | -0.312 0208® | -0208  -0.011
-
‘& |Trigliceridos (mmol/L) Basal -0.188 -0.000° -0.399 0.024
=
Post-intervencion 0.108 [j]_143t 0.265 -0.115
Sistdlica {(mm Hg) Basal 0.126 0.184° 0.221 -0.065
E E Post-intervencion -0.062 0.186° 0.144 0.246
w U
§ £ |Diastolica (mm Hg) Basal 0.242 0.304° 0.181 0.432
Post-intervencion 0.092 o_ogzt 0.1328 -0.055

Sin sesgo de distribucion de datos. ® Andlisis ajustado por sexo. ® Andlisis ajustado por sexo y
tratamiento farmacoldgico especifico. Correlaciones significativamente estadisticas: * p < 0.05
y ** p<0.01.

Las correlaciones oscilaron entre 0.576 (maxima correlacién directa) a -0.550
(maxima correlaciéon indirecta). Se establecieron correlaciones inversamente
significativas entre los niveles plasmaticos de urolitina A glucurénido, tras la
exposicién a frutos secos y, ciertos criterios clave de sindrome metabélico como
adiposidad abdominal (circunferencia de la cintura: r = -0.550, p = 0.005; Indice
cintura-cadera: r = -0.409, p = 0.047) y deterioro del control glucémico (insulina en
ayunas: r = -0.414, p = 0.049; HOMA-IR: r = -0.417, p = 0.048) al inicio del estudio.

El andlisis de regresion lineal fue desarrollado para comprobar la interacciéon con
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la variable sexo (r ajustada). Donde, criterios como circunferencia de la cintura, r =
-0.359, p = 0.241; indice cintura-cadera, r = 0.041, p = 0.865; insulina en ayunas, r =
-0.202, p = 0.229; y HOMA-IR, r = -0.265, p = 0.185 no presentan interaccién con la
variable sexo. Correlaciones negativas también fueron identificadas en otros
pardmetros clinicos como indice de masa corporal, glucosa en ayunas y porcentaje

de grasa corporal, aunque no alcanzaron significacion estadistica.
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Figura 5.13. Regresiones lineales entre urolitina A glucurdénido identificada en el metaboloma
plasmatico y obesidad abdominal (circunferencia de cintura e indice cintura-cadera)
y desequilirbio de control glucémico (insulina en ayunas y HOMA-IR) a tiempo basal,
criterios clave asociados al sindrome metabdlico.

Por otra parte, a pesar de la corta duracion de la intervencion dietética, dos de los
veinticuatro sujetos participantes en el grupo de intervencién, evidenciaron
reversion de sindrome metabélico (ver Tabla 5.5) y, los cambios en el porcentaje
de grasa corporal, después de la ingesta de frutos secos, se correlacionaron
positivamente con los niveles de urolitina A glucurénido en el plasma (r = 0.456, p
= 0.025). Estas tendencias de correlaciones similares persistieron luego de ajustar
por sexo y medicamentos. Curiosamente, se observaron coeficientes de correlacion

mas altos en mujeres (n = 9) que en hombres (n = 15), sin embargo, debido a la
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falta de significacion estadistica estos resultados puede interpretarse por el
tamafio reducido de la muestra en relacion a la potencia estadistica. Por otra parte,
urolitina A glucurénido no mostr6 correlaciones similares con otros factores de

riesgo cardiometabélico, como hiperlipidemia e hipertensidon.

La posible asociacién entre los niveles plasmaticos de acido dodecanodioico y los
criterios diagnosticos de sindrome metabdlico, al inicio del estudio y después del
periodo de ingesta de frutos secos, también fueron analizados. Aunque no se
observaron variaciones significativas en general, efectos especificos asociados al

sexo también fueron evidenciados (ver Tabla 5.13).

Tabla 5.13. Coeficiente de correlacién de Pearson entre los cambios en los niveles plasmaticos
de acido dodecanodioico y los cinco componentes clinicos del sindrome metabdlico al inicio
del estudio y después de intervencion con frutos secos.

Variable Todos los Suj-e‘tos Mujeres Hombres

r r (ajustada) {(n=9) (n=15)

Circunferencia de cintura (cm)  Basal 0.128 0.381° 0.766* -0.065
Post-intervencion 0.282 0.253® 0.305 0.443

- indice cintura/cadera Basal -0.127 0.213® 0.339 -0.233
:u': Post-intervencion 0.132 0.076® -0.001 0.326
% IMC (kg/m?) Basal 0.156 0.109° 0.188 -0.013
< Post-intervencion 0.216 0.223¢® 0.262 0.243
Grasa corporal (%) Basal 0.284 0.088° 0.114 0.174

Post-intervencion 0.271 0.171# 0.043 0.662**

o [|Glucosa enayunas {mmol/L) Basal 0.251 0.317° 0.784% -0.114
E Post-intervencion 0.233 0.246° 0.523 0.192
E Insulina en ayunas (pLU/mL) Basal -0.229 -0.1402 -0.322 0.094
;:J Post-intervencion 0.266 0.213¢® 0.382 0.105
g HOMA-IR Basal -0.192 -0.0938 -0.237 0.078
“ Post-intervencion 0.291 0.2342 0.434 0.114
o |cHDL {mmol/L) Basal -0.05 -0.095°" -0.178 -0.187
E Post-intervencién | -0.346 -0.285° -0.479 0.075
E_ Trigliceridos (mmol/L) Basal 0.11 0.140° 0.37 -0.148
= Post-intervencion 0.212 0.254° 0.423 0.292
Sistolica (mm Hg) Basal -0.069 0.027° -0.089 0.018

& -TE Post-intervencion 0.031 0.142° 0.381 -0.435
E % Diastolica (mm Hg) Basal 0.239 0.341° 0.274 0.287
Post-intervencion 0.352 0.284° 0.56 -0.271

Sin sesgo de distribucion de datos. * Andlisis ajustado por sexo. ® Andlisis ajustado por sexo y
medicamento. Correlaciones significativamente estadisticas: * p < 0.05y ** p < 0.01.
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Scope: To identify the most discriminant dietary biomarkers of nuts exposure in subjects with
metabolic syndrome (MetS), and investigate the potential association between exposure and
the severity of the MetS diagnostic traits.

Methods and results: We applied the untargeted LC-ESI-gToF-MS-driven metabolomic work-
flow to explore the changes occurring in the plasma metabolome of MetS subjects following
12-wk intake of mixed nuts {30 g/d; nuts versus control groups). Urolithin A glucuronide was
the most discriminative biomarker of nuts exposure, showing the highest predictive capacity
{area under the ROC curve = 89.6% [80.8-98.4]) despite the interindividual variation expected
for a host-microbial cometabolite. Furthermore, the detection of urolithin A glucuronide in
plasma showed significant inverse correlation with basal abdominal adiposity (waist droum-
ference: r = —0.550, p = 0L01; waist-hip ratioc r = —0.409, p <= 0.05) and impaired glycemic
control (fasting insulin: r = —0.414, p = 0,05; HOMA-IR: r = —0.417, p = 0105). Significant
changes in medium-chain dicarboxylic acids, recognized as alternative energy substrates that
are particularly relevant in the case of glycemic control impairment, were also associated with
nut consumption.

Conclusion: Higher levels of utolithin A ghicuronide are reported in subjects with less severe
MetS traits, espedially in females. We believe that this inverse correlation may be related with
profile of gut microbial dysbiosis, recently associated to subjects with MetS.
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Tree muts such as walnuts (Juglans regia L), almonds (Prunus
dulds [Mill.] DA, Webh), and hazelnuts {Corpus avdlana L)
are key healthy components of several dietary patterns such
as the Mediterranean Diet 1] and the Mew Nordic Diet 2], and
are dlzo emphasized in the recently updated Dietary Guide-
lines for Americans [3]. The protective effects of muts con-
sumption have been particularly evidenced against the con-
stellation of interrelated metabolic complications that charac-
terize the metabolic syndrome (MetS) [4]. Both clinical [5] and
epidemiological studies [6-&| have associated nuts intake with
improvements in the diagnostic parameters of MetS, namely
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abdominal ohesity [9], hyperglycemia [3], hypertension [10],
and dyslipidemia, and with the reduction of cardiovascular
dizease [1,11-13] through reduction of inflammation and ox-
idative stress, and enhancement of the endothelial function
[14,15].

Deespite the huge amount of literature in this regard, the
nuts bicactives are not fully characterized, hence the need for
hypothesis-generating research to identify unexplored mech-
anisms of nut exposure and effect. The implication in the
ohserved health effects of minority components besides the
well-known macro- and micronutrients contained in nuts
[e.g. MUFAs and n-3jn-6 PUFAs, proteins rich in essential
amino acids, vitamins, biogenic amines, and fiber) [4,12] only
attracted attention recently, as well as the role of diet and host-
microbial interactions in the health outcomes. The intake of
the mast abundant polyphenols in walnuts, namely ellagitan-
nins (ETs) [16] has particularly been associated with improve-
ments of metabolic disorders, hence acquiring a growing in-
terest in the food industry as potential functional ingredients
[17]. However, due to their high molecular weight, ETs re-
quire gut microbial biotransformation to be metabolized into
smaller compounds {urclithing) absorbable in the intestine,
and the necessary enzymatic machinery does not seem to
be ubiguitous among bacterial strains [18, 19]. In turn, di-
agnostic components of MetS such as obesity and impaired
glycemic control are known to be associated with alterations
in the gut microbiota composition (dysbiosis) [20], thus the
urolithin-producing capacity may be affected by the presence
of these cardiometabolic risk factors, thereby impacting on
the bioavailability of binactives from nuts polyphenols.

Mutritional metabolomics is a highly relevant research do-
main of modern nutrition [21] since, mapping the metabolic
fate of food components in biological specimens, it provides
more ohjective measures of food exposure (biomarker dis-
covery) and their effects in the prevention and reduction
of disease risk [22]. Due to its data-driven approach, untar-
geted metabolomics especially offers a valuable tool for iden-
tifying new nutritional biomarkers without the need for a
starting hypothesis, hence helping to decipher unexplored
mechanisms of action and so linking dietary exposure to din-
ical outcomes 23] Although the application of nutritional
metabolomics has been focused so far to the analysis of the
urinary metabolome [24], blood plasma is a particularly infor-
mative biosample. Blood in fact gives a snapshot of what iz
actually transported at the systemic level to and from tissues,
even hours following the last intake (permanence in circula-
tion and bioaccessibility to body compartments) [25]. thereby
sustaining the potential bioactivity of the dietary components
(association between exogenous and endogenous diet-related
changes) [23,26]

We recently analyzed the changes ocourring in the urinary
metabolome after a 13-wk regular consumption of mixed nuts
in subjects with diagnosed MetS [16,27]. To go forward with
the hypothesiz generated by the previous studies, here we
aimed to identify the most discriminant biomarkers of nuts
exposure still circulating in 12 h fasted plasma, and then

1 2015 WILEY-WCH Verlag GmibH & Co. KiGad, Weinhaim

24:

investigate the potential direct or inverse association between
exposure and the severity of the MetS diagnostic traits, at
baseline and post-intervention.

2 Materials and methods
2.1 Subjects in study

Fifty male and female volunteers aged between 18 and
&5 years with at least three MetS risk factors as defined by the
Adult Treatment Panel 111 [28,29] were recruited in a prospec-
tive, randomized, controlled, parallel-designed, 12-wk inter-
ventional feeding trial (ISRCTN36468613). The design of the
trial has been reported in detail previously [14,15]. Briefly, par-
ticipants were stratified by sex and age (=500r =50 years) and
then randomly assigned to the control group (CT) or the nuts
intake group (MU} intervention groups. Both groups received
the same gualitative dietary recommendations according to
the AHA dietary guidelines [30] in order to follow a low-fat
diet. The NU group received a daily supplement of 30 g of raw
mixed nuts with skin (15 g of walnuts, 7.5 g of almonds, and
7.5 g of hazelnuts), while the CT was recommended to avoid
consumption of nuts. Information about the food intake of
the subjects and their adherence to the interventions was col-
lected by 3-day food records at baseline and in control visits,
namely every 4 wk during the trial, and energy, nutrient, and
polyphenol intakes were calculated as previously described
[16]. Good adherence to the dietary recommendations was
reported for baoth intervention groups [14,15].

Fasting blood samples were collected at baseline time [T0)
and after 12 wk of nuts consumption (T3) and centrifuged
at 2500 rpm for 10 min at $°C. For metabolomic analysis,
plasma EDTA aliquots were separated and stored at —80°C
until further analysis. Three subjects were excluded from the
metabolomic analysis due to evidence of hemolysiz in the
stored plasma (final sampling: n = 23 CT, n = 24 NU group).

2.1.1 Standards and reagents

ae-Hydroxyisobutyric acid, gallic acid, 1-phenylalanine, -
ryptophan, (—)-epicatechin, syringic acid, sebacic acid, do-
decanedioic acid, glycochenodeoxycholic acid, 1-O-stearoyl-
sn-glycerc-3-phosphocholine, glycocholic acid-(glycyl-1-7C)
monohydrate, indole-3-acetic-2,2-d; acid, acetyl-d;-L-carmitine
hydrochloride, and reference human plasma were pur-
chased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), 4
hydroxyhippuric acid from PhytoLab GmbH & Co. KG (Ger-
many) and naringenin from Extrasynthese {Genay, France).
Urolithin A glucuronide was chemically synthesized by Ky-
lolab §.A_ [Murcia, Spain) [27]. UHPLC-MS-grade methanel,
acetone, formic acid, and HFLC-grade acetonitrile were pur-
chased from Scharlau Chemie 5.4 (Barcelona, Spain). Ulra-
pure water (Milli-Q) was obtzined from a Milli-Q Gradient
A10 system [Millipore, Bedford, MA). An aqueous standard
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mix (C2) including metabolites representative of the plasma
metaholome chemical variety was prepared (details in Sup-
porting Information Table 1). Aqueous solutions of izotopi-
cally labeled and unlabeled compounds were also prepared
for use as intermal standard [glycocholic acid-[glycyl-1-C)
monohydrate and 1-O-stearoyl-sn-glycero-3-phosphocheline,
25 ppm) and external standard mixtures {indole-3-acetic-2,2-
d; acid and acetyl-d;-1-carnitine hydrochloride, 25 ppm), dur-
ing sample extraction.

2.1.2 Sample extraction and data acquisition

Plasma samples (30 pL) were extracted through in-plate de-
proteinization by acidic solvent precipitation (acetonitrile, 1%
formic acid) followed by phospholipid S PE-mediated removal
(Ostro, Waters), according to our previously published pro-
tocol [31, 32]. The extracts were analyzed by an LC-ESI-gToF-
MS-driven untargeted metabolomic pipeline [Agilent 1200
Series Rapid Resolution HPLC system) coupled to a QSTAR
Elite Systern mass spectrometer [Applied Bicsystems/MDS
SCIEX, Framingham, MA, USA) in negative ionization mode
(70850 myz). Data were acquired using Analyst Q8 2.0 sofi-
ware (AB Sciex, Toronte, Ontario, CA, USA). Three types of
quality control (QC) were included in the injection plate de-
sign o check for the analytical quality grade: QC1, Milli-Q)
water samples; QC2, aqueous solution of a standard metabe-
lite mix (5 ppm final standard concentration); QC3, randomly
selected biological samples reinjected in opposite positions
within each batch. Details of analytical protocol are given in
Supporting Information Tables 1 and 2.

2.1.3 Data analysis and metabolite identification

Mass feature extraction by peak finding and alignment was
carried out by using MarkerView 1.2.1 software [AB Sciex),
as detailed in Supporting Information Table 3. Prior to mul-
tivariate analyses, the dataset was filtered out to remove any
ionz that did not appear in more than 35% of the samples
of each class separately [33]. Data were then log-transformed
[to improve normality) and Pareto scaled [34]. The differ-
ences in the plasma metabolome due to the *diet” (MU ver-
sus (CT) and “time of collection” factors (T versus T3} were
explored in the orthogonal signal correction-filtered (OSC-
filtered) dataset through a partial least squares discriminant
analysis (FLS-DA; SIMCA 13.0 software, Umetrics, Umea,
Sweden). The predictive ability of the PLS models was evalu-
ated through the goodness-of-fit parameter (R1X), proportion
of the variance of the response variable that is explained by
the model (R*Y), cross validation, and permutation test {n =
200; plot and CV ANOVA). As a final quality test, the whole
dataset was randomly split into five equal-size subsamples
{20%¢ of samples each), four of which were used as train-
ing set whereas the remaining were used as validation set.
This process was repeated five times, each subsample being
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used as the validation set at least once, and the correctly clas-
sified individuals in each validation set (&) were calculated
{Supporting Information Table 4). The importance of mass
features in the discrimination among classes was visualized
by plotting the variable importance projection (VIF) values.
To avoid false positives, the significant mass features explain-
ing the class separation were selected by combining the VIP
cut-off (VIP = 2), the weight (p} of each metabolite within
the statistical model (|p = 0.05|) and its correlation with the
modeled class designation {|p(corr) = 0.5)) as previously de-
scribed [27), and then submitted to the metabolite identifica-
tion procedure. First, a two-way hierarchical cluster analysis
based on Pearson correlation and Ward's distance method
was performed to determine eventual clusters of mass fea-
tures criginating from the same metabolite iLe. in-source
molecular fragments, adducts, "*C isotopes) and so reduce
the gueried masses (PermutMatrix 1.9.3 software). Plausi-
ble identification hypotheses were then generated (MAIT R
package, REtudio 3.0.1 Inc. [35,36]) by matching experimen-
tal mass clusters with both in-house and web-accessible mass
spectral databases [37-39] (+ 10 mDa mass error tolerance).
Identity confirmation was finally carried out by matching
peak chromatographic and MS responses (extracted ion chro-
matogram, product ion scan) to those of commercial refer-
ence standards, when available, spiked in Milli-Q) water and
plasma (50 ppb final concentration). Finally, the performance
of the level 1 identified metabolites (Metabolomics Standards
Initiative criteria, [40]) in discriminating nuts exposure was
evaluated by constructing receiver operating characteristic
curves (ROCs) on the OSC-filtered dataset, and estimating
the area under the curve (AUC [95% CI]) values [pRoc R
package, RStudio 3.0.1 Inc.) [41,42].

22 Biomarker performance and association with
Mets traits

After checking for data distribution mormality, Pearson's
correlation coefficients (r) were calculated between plasma
metabolite levels (peak area) and anthropomertric and labora-
tory measures of MetS traits, (SPSS 21.0 software, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Pearson’s comelations were performed
with dataset at baseline and after the intervention (postinter-
vention).Variables were grouped inte four main categories
related to cardiometabolic risk (adiposity, glycemic control,
lipidemnia, and blood pressure measures): (i) Adiposity mark-
ers: waist circumference (om), BMI (caloulated as weight
in kg/height® in m?), waist-hip index and body fat (2%); (ii)
ghycemic control markers: fasting glucose {mmaolfL), fasting
insulin {wU/mL), and HOMA-IR; {iii) blood pressure mark-
ers: diastolic and systolic blood pressure {mm Hg): (iv) blood
lipid markers: HDL cholesteral (c-HDL) and triglycerides
[mmaolfL). A value of p = 0.05 was considered statistically
significant.
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Table 1. Summary of parameters for assessing the O5C-PLS-DA modeling quality

Model®  Mumber of sample Mumber™  R*Xicum)®  R*¥icum)®  0%cum)®  Rintercept™  Qintercept™ p®!
classes

1 3(TOversus CT.T3 2 0.057 0.386 0.660 0.562 —0.223 B.OZE-35
wersus NU_T3}

2 2 (TOwersus NU_T3 1 0.040 0.942 0744 0.645 —0.147 183E-1

3 2 (CT_T3 versus 1 0.047 0.928 0621 0.709 —0.152 2.07E-10
MU_T3)

a) In model, the generation of the O5C fitters removed 11 and sight components, respectively (Eigenvalue = 2), maintaining 43% non-

orthogonal variation in the original dataset.
b} Mumber of components selected.

c R2Xlcum) and R¥Y (cum |} are the cumulative modeled varistion in X and ¥ matrix, respectively, and 02 (cum) is the cumulative predicted

variation in ¥ matriz
d} Obtained after a permutation test (m = 200).

&) Walue from AMOVA based an the cross-validated predictive residuals. The models were considered significant value with o - 0.001.

3  Results and discussion
3.1 Data acquisition quality

The extraction reproducibility and the LC-MS analytical stabil-
ity during data acquisition were first confirmed by monitoring
the internal standard and external standard mixures peak in-
tensity in the plasma samples over time {CV <= 193¢ across the
analysiz), with no need for data normalization being noticed.
As shown in Supporting Information Tables 2 and 3, the run-
to-run repeatability of RT and mass accuracies of the QC2
standard metabolite components across the whole dataset
met the quality criteria proposed for metabolomic analysis
protocol {retention time shifts < 0.05 min, mass accuracy
deviations < 10 mDa), and the signal intensity variation was
satisfactory (peak areas CV < 20%) except for one metabolite
with a very low response to jonization [32, 34]. In addition,
principal components analysis was used to display the classi-
fication of plasma samples. Details are given in Supporting
Information Fig. 1.

3.2 Plasma metabolomic biomarkers of nut
exposure

The OSC filter applied to the processed dataset removed 11
components, maintaining the 43% non-orthogonal variation
of the original dataset. After confirming the absence of signif-
icant metabolomic differences between the two intervention
groups at baseline, a three-class model was first built o as-
sess the presence of significant variation within the plasma
metabolome at baseline and postintervention (Model 1:
TO versus CT_T3 versus NU_T3 classes). Then, pairwise dis-
criminations between the NU_T3 class and, alternatively, the
CT_T3 and TO classes were carried out and the information
resulting from the two models merged, in order to discrim-
inate mass features uniguely up- and downregulated in the
WU group, following the intervention (Model 2: TO versus
WU_T3; Model 3: CT_T3 versus NU_T3). The parameters em-
ployed to assess the partial least squares discriminant analysis

% 2015 WILEY-WCH Verlag GmibH & Co. KiGas, Weinheim

with OSC [OSC-PLS-DA) modeling quality are summarized
in Table 1 and in Supporting Information Table 4.

Following the 12 wk regular administration of mixed
nuts, the plasma metabolome of the control {CT_T3) and
nuts (NU_T3) groups differed markedly between them and
in respect to the baseline samples (Fig. 1). A total of 23
mass features were responsible for the clear variation in the
metabolic fingerprints following nut intake (Fig. 2), the indi-
vidual mass features grouped into 19 ion custers (including
adducts, isotopes, etc) corresponding to distinct metabolites
(Table Z). Level 1 identification was obtained for three of
them, namely a marker of gut microbial-host cometabolism
of nut phenolics (urclithin A glucuronide, upregulated)
and two medium-chain, even-numbered dicarboxylic acids
[dodecanedioic acid and sebacic acid, up- and downregulated,
respectively). For the latter, the most significant mass feature
of the ion cluster corresponded to the dimeric form of the
compound ([2M-H]", m/z = 403.2377) probably generated
in source and coehuting with the monomer [[M-H] ™, mfz =
201.1132). In all cases, the final identification was obtained
by overlapping the chromatographic and M3 response jex-
tracted ion chromatogram, product ion scan) of the metabo-
lite obtained before and after spiking plasma with the com-
mercially available reference standards (Supporting Informa-
tion Fig ). Although several other mass features matched
with known theoretical masses (chemical libraries available
online,) the low intensity prevented to successfully perform
M5 (M5 experiments, necessary for identification (unidenti-
fied metabolites).

3.3 Biomarkers of gut microbial-host cometabolism
of nut polyphenols

MWuts are rich sources of nonubiguitous dasses of polyphe-
nolz, namely hydrolyzable tannins (i.e. ETs) and condensed
tannins (i.e. proanthocyanidins in hazelnuts and almonds),
which contribute to the peculiar composition of these fruits
and possibly to their health benefits [16, 17| Walnuts, in
particular, are considered a major source of ETs in the
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Mediterranean regions, where nut consumption per person
is relatively high compared to other countries [43], in respect
to ather ET food sources such as berries and pomegranate.
These high-molecular-weight polyphenols are known to be
subjected to intense gut microbial biotransformation, which
is responsible for the production of smaller and more eas-
ily absorbed bivactives currently implicated in the protec-
tion against cardiometabolic disease risk, namely urolithins
(dibenzopyran-6-one derivatives with different hydroxyl sub-
stitutions) [18, 19].

In the present data-driven study, urolithin A glicuronide
was the most discriminant marker of a 12-wk intake of nuts
detected in the plasma metabolome (VIF = 4, Fig. ). A
range of urolithin structure conjugates have been described
as the last products of gut microbial-human cometabolism
of ETs (ie. phase Il metabolites of urolithin A, B, €, and
D} and the most stable and detectable forms in different
human specimens such as urine, plasma, feces, and ds-
sue [44]. In plasma, conjugated urolithins have been previ-
ously described to circulate at concentrations ranging from

nanomolar to low micromolar (within the sensitivity range of
ToF-MS analysis) [45-47|. and urolithin A gliouronide was
especially detected in plasma of 2 human volunteer after up
to 20 h from walnut intake [46]. However, the majority of the
availahle data were extrapolated from healthy subjects, with
only two reported interventions on MetS individuals [46, 48].
Although different in its analytical nature (nonselective and
nonspecific LC-M3 methodology) and scope (data-driven and
hypothesis-generating approach), our plasma metabolomic
fingerprinting was in line with previous findings. Cwverall,
our observed findings matched with changes detected in the
whole urinary metabolome of the same subjects in the study,
as recently described [27], despite the diversity of the (fasted)
blood and excretory system physiology. In both biological
matrices, in fact, phase [T conjugates of urolithin A were the
only products of ET metabolism detected through an untar-
geted approach, with urclithin A glucuronide being the most
significant marker among them (Supporting Information
Figure 3). Although a subgroup (~40%) of the MetS subjects
in study revealed to produce other non-A urolithin conjugates
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Dotted lines represent discriminants
biomarkers with WIP walue = 2 in
both models. Urolithin & glucuronide,
dodecanedioic acid, and sebacic acid
imomomer and dimer] are examples of
some discriminant biomarkers (black
symbols).
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Table 2. ldentified and nonidentifisd metabolites associated with nuts intake in the plasma metabolome of MetS subjects?

MNumberof RT Detectad Thnesratical Eror  Assignation  Potentlal Changes!  VIP valued! Level of
cluster (min] mass|m&l  mass|me  (mDa) blomarker Towversus CT T3wversus  evidences
NU_T2 MU_T3
Biomarkers of microbizi-derved and phase i mataboiism of nuts phenolics
1 561 403.0734 403,057 —6.35  [M-HI- Urolithin A 1 447 4.54 1
glucuranide
Biomamkers of faty acids mataboiism (madium-main, sven-mumbered dica hoxyiic 2cids)
2 G6.18 408.2377 403.3337 —4.00  [2M-H]- Sebacic acid } 263 233 1
6.13 201.1081 2011132 B0 [M-HI- 1 1.82 1.76
3 649 219 1352 2291445 5a0  [M-HI- Dodecanadloc { 281 2m 1
acid
Unidentifed biomamkers
4 0.5D 3620023 [M-HI~ } a.78 168
B 5.69 145.0513 [M-H]~ t 242 220
5] 0.60 BE3.1309 [M-HI~ 1 a.03 244
7 047 B06.1848 [M-H}- { 2.00 204
g 7.6 253 2187 [M-H]~ t 282 212
B 6.63 1540835 [M-HI~ 1 27 21
10 6.23 B27.2204 [M-HI~ 1 27 272
n 641 421.1453 [M-H]~ 3 | 2EG
641 422 1508 TACIM-HT- 1 264 276
641 423 1468 2ICM-HI- 1 27 277
6.43 424 1482 IICIM-HL- } 274 285
12 641 207.3249 [M-HI~ 1 2,55 248
641 208.3204 TACIM-H]- 1 217 2.9
13 0.60 3545978 [M-H]~ t 245 277
14 0.60 3470182 BECIM-H]- 1 227 ey |
18 447 217.0284 [M-HI~ 1 2.30 2.60
16 6.38 6072350 [M-H]~ } 219 266
17 643 4752045 [M-HI~ 1 204 2.25
12 5.E3 7167 [M-HI~ 1 1.9 1.74
6.E3 318.1186 TCIM-H]- 1 204 n
19 573 1756309 [M-HI~ 1 2m 284

a) Clusters are listed according to the decreasing VIP value; all the proposed mass features met the significance criteria proposed (|p =

0.08| and |p{corr) = 0.6[).

b} Data obtained by LC-ESkg-TOF-MS (see taxt for details).

cl Direction of changes observed following the nuts consumption.
d} Calculated from the two-class O5C-PLE-DA models M2 and M3,
a) According to Metabolomics Standards Initiative.

by applying targeted LC-MS/MS analysis (e.g. urolithin B
metahaolites) [16,44], the interindividual variation in the gqual-
itative and guantitative oocurrence of these further metabo-
lites hampered them to rise to the role of potential exposure
biomarkers, at least when evaluating the study population as
a whole, and when applying untargeted metabolomics (non-
selective and nonspecific analytical nature, data-driven, and

hypothesis-generating approach).

3.4 Biomarkers of fatty acid metabolism

Diodecanedioic acid (C12) and sebacic acid (C10) were respec-
tively up- and downregulated in fasting plasma following a
12-wk exposure to nut intake. The increase in plasma do-
decanedioic acid was particularly in line with its increased
urinary excretion recently observed |27]. Due to the known
ocourrence of dicarboxylic adids in some Mediterranean nuts
including walnuts, almonds, and hazelnuts [27,49), dodecane-
dioic acid may reasonably be a direct biomarker of nuts intake.
However, its endogenous origin from the w- and B-oxidative

& 2015 WILEY-VCH Verlag GmibH & Co. KiGa, Weinheim

metabolism of MUFAs and PUFAs, highly contained in nuts,
cannot be discarded [4, 12, 50] and could explain part of the
health effects of nuts lipids [3,51]. In any case, the biclogical
relevance of its increased exposure following nut intake, par-
ticularly in subjects with metabolic impairment, may rely on
its recognized role as an alternative energy substrate. Once
available, in fact, dodecanedioic acid is promptly oxidized
and, due to the intermediate biochemical and metabolic char-
acteristics between free fatty acids and ghicose, may supply
succinyl-CoA at the end of its B-oxidation [50], providing an
alternative entry into the tricarboxylic acid cycle and a mean
of metabolic improvement [52,53]. The positive effects of do-
decanedioic acid infusion have already been described, par-
ticularly in those clinical conditions characterized by altered
glycemic control, and range from improved mitochondrial
function efficiency to reduction of gluconeogenesis, improve-
ment in glycogen synthesis, and significant increase in lipid
oxidation, in turn leading to reduced body fat mass [52,54,55].
The decrease of sebacic acid, in contrast, was not reported
previously and may result from an increased downstream or
upstream metabolism, suggesting a possible alteration in the
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metaholism of w-oxidation of fatty acids in the cytosol of the
cells [56,57). Finally, no changes in other possible and more
expected lipid markers of nuts intake, such as w-linolenic
acid, were observed, in line with previous findings [27], pos-
sibly due to the nature of the analytical technique used [58].
Taken together, our data-driven approach would suggest the
need to focus attention on *minor” components of the healthy
lipid composition of nuts and their potential health effects,
not considered so far to the best of our knowledge.

3.5 Nuts exposure: biomarker performance
and association with clinical traits

ROCs are widely considered to be the most objective and
statistically valid method for the evaluation of biomarker per-
formance in metabolomics studies [41). Both the upregulated
metabolites identified in this study shopved a good predic-
tive capacity of nut consumption (AUC = 89.6% [B0.5-98.4)
and AUC = 83.7% [74.5-92.9|, respectively, for urolithin
A glecuronide and dodecanedioic acid; Fig. 3). Urolithin
A glocuronide was the most sensitive and specific plasma
bivmarker of nuts polyphenol intake. These findings are in
agreement with recent observations from intervention and
cohort studies [27,59), and suggested how plasma collected
at least 12 h from the last intake may be a valuable alterna-
tive to dietary survey and urine metabolic fingerprinting for
assessing the consumption of ET-containing food.

The biological significance of urolithins has been exten-
sively investigated in recent research, especially through in
vitro experiments, suggesting anti-inflammatory, antiglyca-
tive, and selective antimicrobial or prebiotic effects [14, 45 60].
Since they are the net result of a gut microbial and host inter-
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action following nut intake, we, second, assessed whether the
systemic exposure to urolithin A glucuronide was influenced
by the MetS traits known to alter the intestinal microbiota.
Table 3 and Supporting Information Fig. 4 show the associ-
ation berween the plasma levels of urolithin A glicuronide
following the 12 wk of nut intake and the severity of the
five clinical traits of MetS, at baseline and after the interven-
tion (Pearson's correlation coefficient, *p < 0L05; **p < 0.01).
Correlations ranged from 0.576 (maximum direct correla-
tion) to —0.55 [maximum indirect correlation). A significant
inverse correlation was found between the levels of urolithin
A glucuronide detected in plasma after nut intake and key
parameters of abdominal adiposity (waist circumference: r=
—0550, p = 0.005; waist-hip raticc r = —0.409, p = 0.047)
and impaired glycemic contral (fasting insulin: r = —0.414,
p = 0% HOMA-IR: r = —0.417, p = 048] at baseline.
Linear regression analysis was developed to check for inter-
action with sex variable r adjusted). Waist droumference,
r= —0.359, p = 0.241; waist-hip ratio, r = 0.041, p = 0.865;
fasting insulin, r = —0.202, p = 0.22%; and HOMA-IR, r =
—0L265, p = 0.185 shows that there is no interaction with sex
variable. The negative association persisted when testing the
correlation with other clinical parameters (e.g. BMI, fasting
ghucose, percentage of body fat), although not reaching statis-
tical significance. Furthermore, although the short duration
of the dietary intervention allowed the complete remission
of the syndrome in only two of the 24 subjects of the NU
group (Supporting Information Table 5), the changes in fat
percentage following the nut intake positively correlated with
levels of urolithin A gluouronide in plasma |r = 0.456, p=
0.025). Similar correlation trends persisted after adjusting for
sex and drug treatments. Interestingly, much higher corme-
lation coefficients were observed in female {n = 9) than in
male {n = 15) volunteers, when analyzing the sex response
separately (Table 3}, so that the lack of statistical significance
should be interpreted in the context of the reduction of the
sample size/statistical power in gender analysis (Supporting
Information Fig. 4).

Urolithin A glecuronide did not show similar correlations
with the other cardiometabolic risk factors, including hyper-
lipidernia and hypertension parameters.

These findings allow us to hypothesize that subjects with
lower levels of abdominal ohesity and insulin resistance may
have a microbiota best suited to metabolizing phenolic com-
pounds otherwise indigestible and unabsorbable, such as
those derived from mut ETs, once exposed to a dietary chal-
lenge, therefore modulating their health impact.

Taken together, the observed associations would confirm
the crucial role of the gut microbial community in modu-
lating the production and bicavailability of bioactives from
dietary polyphenols. Evidence suggests that the enzymatic
machinery responsible for the biocomversion of ETs into
urolithing may not be ubiguitously shared across the gut mi-
crobial community, but still little is known about the specific
strains responsible for urolithin production [18, 19, 44]. Con-
sequently, no data exist to date on the impact that the gut
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Table 3. Pearson's rank correlation coefficient for correlation of changes in plasma levels of urolithin A glucuronide and the severity of the

five clinical traits of Met5®

Varigble All subjects Female (n=9} Male (n=15)
r riadjusted]
Adiposity Waist circumfarenca icm)  Basaline —DEE0®*  _p.3cob 0517 —0.272
Post-intervention  0.184 0.1280 0.408 —0.05E
Waist-hip ratio Basaline —0.409" 0.0411 -0.033 0.137
Post-intervention 0,147 0.0450 0.266 —0.045
EMI (kg/m?) Basaline —0.228 —0.383" —0.378 —0.400
Post-intervention 0212 0,243 0.482 —-0.0e
Body fat (%) Basaling 0.222 —0.260" —0.209 —0.445
Post-intervention  0.456% 02000 0578 0.224
Glycemic control  Fasting glucose (mmol’l}  Baseline —0.254 —0.202% —0.272 —0.184
Post-intervention 0.272 0.z22M 0306 0332
Insulin {pUmL) Basalina —0414*  —pI3TT™ —0.501 —0.128
Post-intervention  0.205 0.0B4b 0.200 -0.021
HOMA-IR Basaline —0.417*  —0.2650 —0.522 ~0.11%
Post-intarvention  0.226 0.0a4b 0.199 0z
Lipidemia c-HOL {mmoliL) Basaline 0.366 0.1819 0.402 0.103
Post-intarvention  —0.312 —0.2080 —0.208 —0.011
Triglycerides immaolL) Basaline —0.188 —D.pa0e —0.399 0.024
Post-intervention  0.108 0.143% 0.265 -0.115
Blood pressura SPB {mm Hg} Basaling 0.126 0.184% 0.3 —0.065
Post-intervention  —0.062 0.186% 0.144 0.245
DPE (mm Hgl Basaline 0.242 0.304% 0.181 0.432
Post-intervention 0,092 0.032 0.138 —0.055

Unskewed data distribution.

a) Five clinical traits of MetS: waist circumference, fasting glucose, c-HOL, trighycerides, and elevated blood pressure—SPB and DPB, at

baseline and after nuts intervention. ®p - 0.06; **p < 0.01.
b} Adjusted for sex.
cl Adjusted for sex and specific drug treatment.

microbial dyshinsis ohserved in coocourrence with metabolic
alterations may have on the systemic exposure to these
bioactives from nut polyphenols. Further research aimed at
assessing the prevalence of urolithin-producing bacteria in
the gut of metabolically healthy versus diseased individuals
is urgently required.

The potential association between the plasma levels of
dodecanedioic acid and the severity of the MetS diagnostic
traits were also analyzed, at baseline and after the period of
nuts intake. Although no significant variations were overall
ohserved, specific gender effects were also noticed (details in
Supporting Information Table 6).

4 Concluding remarks

In the present study, the exploration of the plasma
metabolome by untargeted metabolomics enabled to iden-
tify discriminant metabolites of nut consumption, namely
conjugated urolithins and fatty acid metabolites such as do-
decanedioic acid, in systemic circulation at least 12 h follow-
ing the last intake. Nut consumption was recently associated
with an increased urinary excretion of the detected metabo-
lites, in both intervention sudies and free-living conditions
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[16,27,59], hence our findings represent an important step
in the validation of these compounds as biomarkers of nuts
exposure. Moreover, the comrelations observed between the
identified metabolites and the MetS dinical traits provided a
first overview of the link between exposure (referred as the
combination of “intake” and *host-microbial metabolic capac-
ity”) and cardiometabolic risk. Although further studies are
highly recommended to verify the generated hypotheses, our
findings have confirmed the role of a healthy gut microbial
community in modulating the production and bioavailability
of healthy bicactives from dietary polyphenols.
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5.3 Cohorte INCHIANTI

La evaluacién precisa de la ingesta de frutos secos, al igual que con otros
alimentos, es un tema problematico en los estudios observacionales. En estos
estudios, los datos de ingesta tradicionalmente se recogen por medio del FFQ y
recordatorios dietéticos de 24 h, métodos de evaluacion de la dieta que se basan en
la percepcion subjetiva y pueden desembocar en errores de desviacién y medicion
(Guertin, et al. 2014). Por tanto, asegurar la exposiciéon a la dieta es un paso
indispensable en el establecimiento de los efectos en la relacion salud-enfermedad
asociada a alimentos individuales o a un patrén dietético en general. La aplicacién
del flujo de trabajo de andlisis metabolémico no dirigido en epidemiologia
nutricional y en grandes estudios de cohortes es una potencial estrategia para
validar biomarcadores de exposicién identificados en estudios clinicos y confirmar
hipétesis establecidas previamente en estudios de intervenciéon (Guertin, et al.

2014).

En el presente estudio, una cohorte del estudio InCHIANTI fue seleccionada para la
exploracion del metaboloma urinario de 119 participantes mayores de 65 afios,
con el objetivo de: i) identificar potenciales biomarcadores de exposicion a frutos
secos en una poblacion de vida libre a través de una aproximaciéon metabolémica
no dirigida por LC-MS; ii) construir un modelo bioestadistico robusto que relacione
un conjunto de biomarcadores de exposiciéon a frutos secos discriminantes en
relacion a la ingesta reportada en el FFQ; y iii) evaluar las posibles asociaciones
entre los biomarcadores de exposicién a frutos secos y parametros clinicos

diagndsticos de sindrome metabdlico.

5.3.1 Anadlisis descriptivo de los participantes del estudio

Cincuenta y siete mujeres y sesenta y dos hombres fueron asignados a uno de los
dos grupos de clasificacién (NC o WK) de acuerdo con la frecuencia de consumo de
frutos secos reportado en el FFQ al inicio del estudio. NC corresponde al grupo de

“no consumidores” de frutos secos (0 g/d) y WK al grupo de “consumidores
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semanales” con una ingesta 2 2.9 g/d de frutos secos. En los grupos NC y WK
fueron integrados por 36 (50%) y 21 (44,7%) mujeres con edad promedio de 72.5
y 71 afos, respectivamente. En cada uno de los dos grupos fueron seleccionados
proporciones similares de participantes por sexo, edad y consumo de tabaco. La
ingesta de energia, acido eldgico total y acido elagico procedente de los frutos
secos se calcularon y se observaron diferencias significativas entre los dos grupos.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los parametros
clinicos para el diagnéstico de sindrome metabdlico y otros parametros clinicos y

antropométricos (ver Tabla 5.14).
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Table 5.14. Descriptiva de los parametros basales de la cohorte (n =

119) del estudio

INCHIANTI.
Variables NC, n= 722 WK, n =472 p-valor

Datos generales y de estilo de vida
Edad (afios) 72.5 (68.0 - 77.0) 71.0 (68.0 - 75.0) 0.228"
Mujeres (n, %) 36 (50.0) 21 (44.7) 0.570F
Educacion (afios) 5.0 (5.0 - 6.8) 5.0 (4.0-5.0) 0.840°
Actividad fisica (n, %) 0.597

Sedentarismo 12 (16.7) 10 (21.3)

Leve 34 (47.2) 24 (51.1)

Moderada a alta 26 (36.1) 13 (27.7)
Estatus de fumador (n, %) 0.131°

Nunca 26 (36.1) 25 (53.2)

Ex- 24 (33.3) 11 [23.4)

Actual 22 (30.6) 11 [23.4)
Componentes del sindrome metabdlico
Elevada circunferencia de cintura [n (%)]° 28 (38.9) 21(44.7) 0.615
Triglicéridos elevados [n (%]] 25(34.7) 13 (27.7) 0.415
Reduccion de caolesterol HOL [n (%)] 14 (19.4) 9(19.1) 0.968
Presion arterial elevada [n {%]l:f 63 (87.5) 44 (93.6) 0.377F
Elevada glucemia basal en ayunas [n (%)] 17 (23.5) 14 (29.8) 0.45%
Total casos con sindrome metabolico [n (%)] 23(31.9) 16 (34.0) 0.817F
Parametros antropomeétricos y bioquimicos asociados a sindrome metabolico
Circunferencia de cintura {cm)® 93.0 (84.0 - 100.0) 93.0(83.0 - 99.0) 0.8119
Triglicéridos (mg/dL) 112.5 {79.0 - 154.8) 117.0 (88.0 - 166.0) 0.853¢
LDL-c (mg/dL) 136.74 £ 33.56 135.40 £ 35.82 0.6918
HDL-c (mg/dL) 58.5 (47.0 - 68.8) 54.0 (45.0 - 66.0) 0.475¢
Presion arterial sistélica (mm Hg)t 145.0 (130.0- 160.0)  150.0 {137.5 - 160.0) 0.685¢
Presion arterial diastolica (mm Hg)® 80.0 (80.0 - 90.0) 80.0 (80.0 - 90.0) 0.490¢
Glucosa en ayunas (mg/dL) 87.5(83.0-96.0) 92.0 (84.0 - 101.0) 0.2844
Otros parametros antropomeétricos y bioquimicos
Cadera {cm)e 100.0 [94.8 - 105.3) 99.0 (96.0 - 105.0) 0.878¢
indice cintura-cadera 0.9 (0.9-1.0) 0.9 {0.9-1.0) 0.859¢
IMC (kg/m?)' 27.15£3.75 27.95 £ 3.85 0.267"
Colesterol total (mg/dL) 222,19 + 40.81 221.55 +£40.46 0.933°
Insulina en ayunas (ml U/L)E 10.2 (7.1 - 14.8) 10.8 (8.5-13.1) 0.7974
Proteina C-reactiva (pg/mL) 2.5 (1.4-5.0) 3.0(1.5-4.9) 0.358¢
Descriptiva general de la ingesta
Ingesta de energia (kcal/d) 1704.6 (1452.3 - 2029.7) 2408.9 (1864.5- 2652.6)  0.000°
Ingesta de frutos secos (g/d) 0.0 (0.0 - 0.0) 4.3(2.9-4.3) 0.000d
Acido elagico total (mg/d) 0.5(0.1-1.4) 3.9(2.9-5.2) 0.000¢
Acido elagico desde frutos secos (mg/d) 0.0 (0.0 - 0.0) 2.7({1.8-2.7) 0.0004

2 Variables continuos fueron expresadas como media *

DS o mediana (intercuartiles) &

variables categéricas como como n (%). p-Valor fue calculado como: P T-Test, © X2-Test & ¢
Prueba de Mann-Withney fueron aplicados para comparar variables continuas (paramétricas y
no paramétricas) y variables categéricas. Variables calculadas con: ¢ 117, f 118, & & 113

subjetos, respectivamente.

5.3.2 Analisis del metaboloma urinario

El flujo de trabajo aplicado en la exploracién del metaboloma urinario a través de

una aproximacién metabolémica no dirigida, se realiz6 de acuerdo con el protocolo
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previamente desarollado y validacion en el grupo de investigacion (Llorach, et al.
2009; Tulipani, et al. 2011). La preparativa de las muestras biolégicas de orina
unicamente incluy6 el centrifugado y la dilucién en dilucién en agua Milli-Q en una

proporcién 1:1.

5.3.2.1 Evaluacion de la calidad de la adquisicion de los datos

La calidad analitica del sistema de HPLC-ESI-MS durante la adquisicién de datos se
controlé a través de la mezcla de patrones internos L-fenilalanina >N y &cido
indol-dz-acético, cuyas masas experimentales detectadas presentaron una
variacion no significativa (CV < 0.001%). Por lo tanto, la normalizacién de datos no
fue necesaria. La reproducibilidad y estabilidad del sistema durante la adquisicién
de los datos fue evaluada y monitoreada a través de una mezcla acuoso de
estandares (QC2) compuesta de metabolitos exdgenos y endogenos de diversidad
quimica presentes en el metaboloma urinaria. Como se muestra en la Tabla 5.15,
la repetibilidad del RT (tiempo de retencién no super6 0.07 min), la precision de la
masa detectada (no super6 desviaciones > 4 mDa) y, la variacion de la intensidad
de la sefal (areas de los picos, CV < 10%) se encuentran dentro de los parametros
propuestos en los protocolos analiticos para estudios de metaboldémica no dirigida

(Rothwell, et al. 2014).

Tabla 5.15. Variacion en el tiempo de retencidon, area del pico y masa de detectadas en
muestras acuosas de QC2 inyectadas aleatoreamente.

Masa teorica vs masa detectada Tiempo de retencion Intensidad

Metabolitos (QC2) Férmula [M-HI (min) _ (4rea del pico)
molecular |Masa exacta Masa detectada Error . Cambio .
. i Media i Media CV (%)

tedrica (media) (mDa) (max - min)
L-citrulina CgH13N50;4 174.0884 174.0880 0.40 0.32 0.01 170 10.00
L-fenilalanina CgH1,NO, 164.071 164.0724 0.71 1.44 0.05 52 4.00
Hidrato de 2'-desoxiguanosina| C;oH,sNsO4,-H,0 | 266.0895 266.0894 0.06 157 0.07 256 4.00
Acido 4-hidroxihipurico CsHsNO, 194.045 194.0452 0.67 2.82 0.05 1192 4.00
L-triptéfano C1iHp,N,0, 203.082 203.0807 1.89 | 2.88 0.05 223 1.00
Acido 5-hidroxiindol-3-acético CigHsNO; 190.0524 190.0517 0.74 3.83 0.05 313 5.00
Procianidina B2 CaoHa6045 577.1361 577.1356 0.47 4.49 0.03 472 6.00
Epicatequina CyH1406 289.017 289.0715 024 | 471 0.05 1449 4.00
Acido glucoguenodesoxicélico CogHasNOg 448.3068 448.3046 2.22 6.96 0.02 1433 5.00

De acuerdo con los resultados anteriores, los pardmetros para la detecciéon y la

alineacién de los picos en el pre-tratamiento de los datos fueron 0.05 Da como
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rango de tolerancia de masa (teniendo en cuenta el mismo criterio utilizado en la
exploracién del metaboloma plasmatico) y 0.07 min como ventana de tolerancia en

el tiempo de retencion, respectivamente (ver Tabla 5.16).

Tabla 5.16. Parametros utilizados en el pre-procesamiento de los datos a través del software
MarkerView™ 1.2.1 (AB Sciex, Toronto, Ontario, Canada).

Parametro Descripcion Valor

SQubtraction offset (scans) 5
Subtraction multiplication factor 1.5

Deteccién del pico (peak finding)|Minimum spectral peak width (ppm) 1
Minimum retention time peak width (scans) 3
Noise threshold 5

Retention time tolerance (min) 0.07

Alineacion del pico (peak  [Masstolerance (Da) 0.05
alignment) Intensity threshold 0

Maximum number of peaks 5000

5.3.2.2 Andlisis de datos e identificacion de metabolitos

Antes de iniciar el analisis bioestadistico multivariante, un filtro para eliminar los
valores perdidos fue aplicado a la matriz obtenida del pre-tratamiento de datos a
través de MarkerView™ 1.2.1. Todas aquellas variables con valores de cero en mas
del 75% en al menos uno de los dos grupos (NC o WK) fueron consideradas como
valores perdidos y excluidas del matriz de datos que fue empleada en los andlisis

posteriores (Rothwell, et al. 2014).

Con la matriz de datos sin valores perdidos, se inici6 el analisis multivariante con
la log-transformacién de los datos (para mejorar la normalidad) y el escalado por
Pareto a través del software SIMCA-P 13.0 (Umetrics, Umea, Suecia) (Llorach, et al.
2010). Un filtro de OSC se aplic6 para excluir la informaciéon no asociada con la
ingesta de frutos secos de acuerdo con los dos grupos (NC y WK), 10 componentes
fueron eliminados y el 52.40% de la variacion no ortogonal del conjunto de datos
originales se mantuvo. Las diferencias en el metaboloma urinario entre estos dos
grupos (NC y WK) fueron exploradas a través de un modelo de analisis
discriminante por minimos cuadrados parciales con correccion de sefales

ortogonales (OSC-PLS-DA) a 2 clases (NC vs WK) (ver Figura 5.14).
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Figura 5.14. Representaciones de OSC-PLS-DA plot. Las diferencias en el metaboloma urinario
de los participantes del grupo NC (simbolos de color gris) y del grupo WK (simbolos de color
negro) son representadas a través del analisis supervisado.

La calidad y la capacidad de prediccion del modelo PLS se evalué por RZX(cum),
R2Y(cum), Q2(cum) y la prueba de permutaciéon (n = 200) (ver Tabla 5.17).
Ademas, una validacién cruzada interna se realizé como prueba final de calidad. El
conjunto de datos se dividid al azar en cuatro sub-muestras de igual tamafio (25%
de las muestras de cada uno), tres de las sub-muestras fueron usadas como
conjuntos de entrenamiento, mientras que la sub-muestra restante se utiliz6 como
el conjunto de validaciéon. Este proceso se repitié cuatro veces, donde cada sub-
muestra se utiliza como el conjunto de validacién al menos una vez y, se calcularon
los individuos clasificados correctamente en cada conjunto de validaciéon (%) (ver

Tabla 5.18).
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Tabla 5.17. Resumen de los pardmetros de aseguramiento de la calidad para los modelos OSC-
PLS-DA.

Numero de s " 2 b 2 b
componentes R¥(cum} R ¥icum) i)

0.0197 0.942 0.654 0.646 -0.142

d

Modelo® Numero de clases R intercepto’ | Q intercepto’ p

1 1 (NCvs WK) 1 1.93436E-27

2 La generacion de los filtros OSC elimind 10 componentes con (valor propio > 1.5),
manteniendo el 52.40% de variacidn no ortogonal en el conjunto de datos original. ® R*X(cum)
y R?Y (cum) son la variacién acumulada de modelado en la matriz X y Y, respectivamente.
Q%(cum) es la variacién predicha acumulado en la matriz Y. ¢ Se obtiene de la prueba de
permutacién (n=200). 9 Valor de ANOVA basado en los residuos de prediccidn con validacion
cruzada. Los modelos se consideraron significativos con p < 0.001.

Tabla 5.18. Resumen de los pardmetros para evaluar la calidad del modelo OSC-PLS-DA
después de la eliminacién de las muestras de validacién (25%).

Conjunto de Individuos correctamente clasificados
entrenamiento | No. ? R®X(cum)® R*Y(cum)® Q%(cum)® p -valor vacI:ic:ir;Jtl:‘ir;t:ti:al Grupo  Grupo  Probabilidad
(75%) %) NC (%)  WK(% de Fisher
'0)

1 1 0.0224 0.939 0.55 8.54E-16 100 100 100 1.70E-26

2 1 0.0236 0914 0.571 3.00E-17 100 100 100 3.50E-26

3 1 0.0235 0.93 0.587 TATEAT 99.32 100 100 2.70E-25

4 1 0.0218 0.932 0.529 8.52E-15 100 100 100 3.70E-25

Media + DS’ 1 0.0304 +£0.0011 | 0.9195+0.0047 | 0.6838+0.0070 | 2.37E-15 99.83 100 100 173625

? Cantidad de componentes seleccionados. ® R*X(cum) y R%Y (cum) son la variacién acumulada
de modelado en la matriz X y Y, respectivamente. Q*(cum) es la variacién predicha acumulado
en la matriz Y. € Valores de R*X(cum), R*Y(cum) y Q*(cum) corresponden a media y desviacion
estandar (DS).

La importancia de las sefiales de masa en la discriminacion entre clases (grupo NC
vs grupo WK) se visualiz6 mediante los valores VIP. Un total de 93 sefiales de masa
fueron responsables de la clara variacién en las huellas metabdlicas entre los
grupos de acuerdo con la exposicion a frutos secos. Para evitar falsos positivos, se
seleccionaron Unicamente las sefiales de masa con VIP = 2 y, con la designacién de
correlacion de la clase modelado (p(corr) = 0) para asegurar que las sefales de
masa seleccionados correspondieran a biomarcadores de exposicion de frutos

secos (ver Figura 5.15) (Mora-Cubillos, et al. 2015).
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Figura 5.15. OSC-PLS-DA Plot del modelo grupo NC vs grupo WK. Las lineas de puntos
representan las sefiales de masa discriminantes con valor VIP > 2 en estos modelos.
El valor positivo del p(corr) indica que las sefiales de masa corresponden a
biomarcadores de exposicion a frutos secos.

Con la seleccion de estas sefiales de masa discriminantes, se procede a la
identificaciéon de los metabolitos (ver Tabla 5.19). Catorce biomarcadores fueron
identificados putativamente de acuerdo con los niveles de identificacién
publicados previamente (Sumner, et al. 2007). Los biomarcadores identificados
estuvieron involucrados en diferentes vias metabdlicas. Seis biomarcadores
corresponden a metabolitos derivados de la biotransformacién de elagitaninos por
accién de la microbiana intestinal (urolitina A, urolitina A glucurénido, urolitina A
sulfato, urolitina A sulfatoglucurénido, urolitina B y, urolitina B glucurénido); dos
biomarcadores derivados del metabolismo del triptéfano (acido indol-3-acético-O-
glucuroénido, indoxil sulfato/acido indoxil sulftrico); dos biomarcadores derivados
de otros polifenoles por accién de la microbiota (2,4-Dihidroxi-2H-1,4-benzoxazin-
3(4H)-ona y trans-resveratrol-4-sulfato); dos biomarcadores del metabolismo de
los acidos grasos (acido dodecanodioico y acido 3,3-dimetilglutarico); un
biomarcador de derivados de salicilatos (acido 2-hidroxihipurico); y un
biomarcador derivado del metabolismo de la fenilalanina (acido 2-
hidroxifenilacético). También, cuatro biomarcadores no fueron identificados, pero

las relaciones entre las diferentes sefiales de masa fueron claramente establecidas.
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Tabla 5.19. Biomarcadores identificados y no identificados asociados con la exposicidn a frutos
secos en el metaboloma urinario de adultos mayores en condicién de vida libre (NC vs WK).

N.’m-erc_c!g RT (min) Masa- - Mas? (g,é\rica E:;ra Asignacion Biomarcador potencial Valo: o {corr)* erng d,= .| AUCe ,*UC "
SErupacion detectada (m/z)’ {m/z}) N VIF evidencia’ [min-max)
i n i de ia microbiota y deimetabolismo de fase Il de los sompuestos fendlicos de las nusces
1 £.45 227.0327 227.0350 2.27 [M—H] Urgiting A 3.85 041 | 0710 [0.515-0.804]
£.45 2220365 oM —HI .57 0.3
2 5.38 403.0828 403.0671 4.45 [M=H[ Urciliting A glucuranido 475 0.48 | 0.780 [0.557-0.862}
538 404.08€3 4040742 750 ECIM—H] 4.32 0.4
5.8 227.0325 227.0350 210 [M-H-gucursnido]’ 358 0.43
3 6.64 305.3884 3063518 3.40 [M=H] Urofting A suifsto 382 048 I
) 5.23 483.0187 483.023% 5.20 M =HI" Uralitinz A suffoglucuronido 2.58 0.35 1
L1 6.20 211.0387 211.0401 138 [M—H] 2m 024 |
& €.30 387.0850 3g7.0721 7.14 [M=H]" 241 024 I
6.30 388.0708 HECIM—H] .04 023
£.30 211.0385 [M—H—glucurénida]” 144 0.1
i i deltr L
7 el 350.0873 3so0ERl 032 M—HI" Aoido 187 0.25 I
5.28¢ 3510508 M —H]" 162 0.22
5.28 174.0556 [M—H—glucurdnids]” 1.07 0.15
£.28 175.0251 *3C[M —H —glucuranida]” 2.01 0.24 0.657 0.55%-0.755}
2 455 212.0012 212.0023 0.43 [M=H]" Sufeto de indoelo/Acido ind osuilrice 2.48 0.22 1] 0.881 7-0.764]
452 213.5882 HCM =K 155 021
457 132.0455 [M—H =50, 2.24 0.25
457 20.3845 [H=30.] 128 0.28
455" 425.0117 [2M —H] 128 0.15
e i de iz mi ydei b de fase Il de otros compuestos fendicos de los frutes szcos
B 180.0373 180.0302 -7.08 [M—H] 2,4-Dihidrosd-2H-1,4-tr on. 333 043 U} 0770 (0.&72-0.882
o 307.0287 307.0282 1e7 [M—H] Tran. rok-4z 2.85 0.40 U] 0741 0.651-0.830)
302.0308 oM=K 1g2 0.2%
227.0718 [M—H =50, 287 032
228.0745 BCM—H =50, 1.6 0.31
. deis de los doi asos (Goidos dicarboxiices)
11 €.77 2291429 225.1445 162 [M-H[ Arido dodecanodicico 2.1a 0.28 | Q.63 0.532-0.740
£77 2301458 S2CIM-HT 2.05 030
1z 4.07 155.0864 155.08€3 -0.13 [M=H] Arido 3,3-dimetilglutirico U}
4.07 1€0.0700 283 045 0.7ee 0.£81-0.852]
4.07 115.07€3 2.04 033
407 57 0857 155 031
road . » -
13 4.58 154.0367 154.0453 217 Acido 2-hidroxihipdrico 128 012 U}
5.00 151.05€8 2.37 031 0.668 0582-0.788
5.00" 150.0525 1.42 015
dei ismo de ia
14 4.53 151.0387 151.0401 13e Acido 2-hidroxifenilacstico 4.04 042 I 0.758 |0.£70-0.845
Biomarcadores nc identificades
15 £8.70 305.0403 Desconocido A [derivado de sulfata) 3.20 0.43 I 0750 (0.883-0.835
E.70 310.0437 .74 047
£8.72 311.0381 2.45 033
e.70" 225.0845 0.00 0.35
870" 230.0885 0.01 0.03
1& £.15 355.1325 [M=—H] 2.03 0.24 I 0.636 0.533-0.740)
£.15* 183.1024 [M—H-glucurdnids]’ 158 0.23
17 £.54 357.1102 [M=H]" Desconocido © 2.55 o.28 I 0.4 [0567-0.782
6.54% 358.1141 LM —H] 1.66 024
18 £.20 373.1152 [M—H] Desconocido D 2.24 o.25 I 0671 0.565-0.773]
£.20 374.1124 oM —H] 2.27 0.2%

® Datos obtenidos por LC-ESI-g-ToF-MS. ® Valores detectados segtn el modelo a una clase OSC-
PLS-DA (NC vs WK). ° Clasificacién de acuerdo con la Metabolomics Standards Initiative. ¢ AUC
(area bajo la curva) a través de curvas ROC (NC vs WK). © Sefales de masa con VIP <2 que han
sido utilizadas como confirmacion de fragmentaciones/aductos durante la identificacién de los
metabolitos.

Las urolitinas son compuestos bioactivos producto de la biotransformacién de
elagitaninos y acido elagico por la microbiota intestinal en el tracto
gastrointestinal baja (Garcia-Munoz and Vaillant 2014). Estos biomarcadores se
han identificado en el metaboloma urinario y plasmatico después de una ingesta
crénica de frutos secos (Garcia-Aloy, et al. 2014; Mora-Cubillos, et al. 2015;
Tulipani, et al. 2011). La importancia biologica de estos metabolitos en el estado de

salud se asocia con su potencial anti-inflamatorio, anti-bacteriano, anti-oxidante y

160



5. Resultados

quimiopreventivo (Espin, et al. 2013; Garcia-Munoz and Vaillant 2014). La
produccién, biodisponibilidad y bioactividad de las wurolitinas depende
significativamente del tiempo de exposicion y de la composicién de la microbiota
intestinal (gut metabotypes) (Bolca, et al. 2013; Gonzalez-Barrio, et al. 2011; Selma,
et al. 2014b) [26, 42, 43]. Estudios recientes han demostrado que gut metabotype
estd asociado con alteraciones en el microbioma intestinal (disbiosis) de los
sujetos con alteraciones metabdlicas como sindrome metabélico, obesidad y
enfermedades crénicas como cancer y, esta condicién puede estar asociada con
una respuesta diferente en el metabolismo de polifenoles por sujetos sanos (Bolca,
et al. 2013; Nunez-Sanchez, et al. 2014). Tomas-Barberan et al. 2014 han
propuesto tres fenotipos metabélicos relacionados con la produccién de urolitinas
después de una ingesta de elagitaninos y/o acido elagico, clasificando a la
poblaciéon como: "fenotipo A" quienes s6lo producen urolitina A y conjugados;
"fenotipo B" quienes producen Urolitina B y conjugados, ademas de urolitina A, y
"fenotipo 0" sujetos en los cuales no se ha detectado urolitinas (Tomas-Barberan,
et al. 2014). También hemos demostrado recientemente que una mayor capacidad
de produccién de urolitina se asocia con sujetos con rasgos de sindrome

metaboélico menos severos (Mora-Cubillos, et al. 2015).

El 4cido indol-3-acético-0-glucurénido y sulfato de indoxilo se identificaron como
biomarcadores participantes en el metabolismo del triptéfano y, las nueces son
uno de los frutos secos con mayores concentraciones de triptéfano (Keszthelyi, et
al. 2009). Sulfato de indoxilo también ha sido identificado como un metabolito
discriminante de proteinas de la dieta. Curiosamente, se ha demostrado que la
produccién de metabolitos que contienen derivados indol-bioactivos de triptéfano,
tales como sulfato de indoxilo, ocurre una situacion similar como en la produccion
de urolitinas, ambos compuestos bioactivos se ven afectados por el gut metabotype

(Wikoff, et al. 2009).

Los frutos secos son alimentos de alta densidad energética, producto de su alto
contenido de acidos grasos saludables como los MUFAs y PUFAs (Ros 2010) [1].
Acido dodecanodioico y 4cido 3,3-dimetilglutarico son acidos grasos dicarboxilicos

asociados con el metabolismo de estos acidos grasos por la via de w-oxidacidn.
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Estos compuestos se han relacionado como fuentes tanto exdgenos como
enddégenos (Dembitsky, et al. 2002). Asimismo, el 4cido dodecanodioico ha sido
identificado previamente identificado como biomarcador de exposicién de frutos
secos en el metaboloma urinario y plasmatico de sujetos que han participado en
estudios de intervencion (Garcia-Aloy, et al. 2014; Mora-Cubillos, et al. 2015;
Tulipani, et al. 2011). En este estudio, el acido 3,3-dimetilglutarico se informé por
primera vez como biomarcador de exposicion a frutos secos, aunque con nivel de

identificacién II (Dunn, et al. 2013).

5.3.3 Prediccion de la ingesta: aplicacion de modelo Tobit

Con el objetivo de evaluar la exposicion real a los frutos secos en sujetos en
condicién de vida libre, sin control de la dieta y mayores de 65 afios, se aplico el
modelo de prediccion Tobit con el fin de establecer un conjunto de biomarcadores
metabolémicos discriminantes que se relacionen con la frecuencia de la ingesta
reportada en el FFQ. En el modelo Tobit se asume como variables independientes
(o variables predictoras) al conjunto de biomarcadores metabolomicos
discriminantes, mientras que la variable dependiente corresponde a la frecuencia
de consumo de frutos secos de acuerdo con el FFQ (g/d de frutos secos, variable

continua).

Dos modelos con diferente nimero de variables predictoras fueron construidos.
Un primer modelo (M1) incluy6 13 variables predictoras entre las cuales se
encuentran los metabolitos identificados con nivel de evidencia I y II, los
metabolitos no identificados y trans-resveratrol 4’ sulfato, por considerarse su alta

asociaciéon con consumo de vino, fueron excluidos en este analisis (ver Tabla

5.20).
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Tabla 5.20. Modelo Tobit inicial con 13 variables predictoras (M1).

Estimacion Er'ror Valor z | Pr(=]z|)
estandar

(Intercepta) -1.569 0.678 -2.315 0.020606
Acido 2-hidroxihiparico 4.17 1.144 3.646 0.000266
Acido 2-hidroxifenilacético 4.233 1 4.233 0.000023
2,4-Dihidroxi-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona 1.604 1.121 1.431 0.152472
Acido dodecanodioico 1.899 1.199 1.585 0.113021
Acido indole-3-acetic-O-glucurdnido 2.7 1.337 2.02 0.043420
Sulfato de indoxilo/Acido indoxilsulfurico 0.761 0.605 1.253 0.2082869
Acido 3,3-dimetilglutarico 5.195 2.423 2.144 0.032004
Urolitina A 2.296 1.286 1.656 0.097693
Urolitina A glucuranido 2.535 1.129 2.289 0.022085
Urolitina A sulfato -1.835 1.527 -1.202 0.229509
Urolitina A sulfoglucuronido -0.494 1.456 -0.339 0.734273
Urolitina B 0.912 1.84 0.496 0.620093
Urolitina B glucuranido 0.434 1.383 0.314 0.753443
Log(escala) 1.312 0.11 11.592 0.000000

El segundo modelo (M2) se construy6 a partir de dos hipoétesis. La primera
hipétesis corresponde con los resultados obtenidos previamente en el estudio de
intervencion (estudio EFINUT), donde dos metabolitos procedentes de rutas
metabolicas diferentes (metabolismo de polifenoles por accién de la microbiota y
metabolismo de A&cidos grasos) fueron identificados como biomarcadores
discriminantes de exposicion a frutos secos y, la segunda hipétesis, hace referencia
al analisis de correlaciéon de Pearson entre las diferentes sefiales de masa de los
biomarcadores identificados como discriminantes en este estudio InCHIANTI. Los
biomarcadores derivados de la microbiota y del metabolismo de fase II de los
compuestos fenodlicos de las nueces, evidenciaron una correlaciéon especialmente
fuerte entre ellos, lo cual permitié respaldar la primera hipétesis. Para la
construccion de M2, un total de 7 biomarcadores correspondientes a las dos rutas

metabolicas mencionadas anteriormente, fueron incluidos (ver Tabla 5.21).

A partir de M1 y M2, se construyeron modelos a 4 y 2 variables predictoras
respectivamente, con variables significativas en los dos modelos reducidos (ver

Tabla 5.22).
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Tabla 5.21. Modelo Tobit inicial con 7 variables predictoras (M2).

Estimacion esEt;r:drar Valor z | Pr(=|z])
{Intercepto) -1.264 0.707 -1.788 0.073743
Acido dodecanodioico 1.880 1.228 1.531 0.125736
Urolitina A 3.553 1.674 2122 0.033822
Urolitina A glucuronido 3.712 1.329 2.754 0.005213
Urolitina A sulfato 1.583 1.659 1.135 0.256304
Urolitina A sulfoglucuronido -2.722 1.717 -1.585 0.113028
Urolitina B -0.174 217 -0.08 0.936113
Urolitina B glucuronido 0.446 1.625 0.275 0.783674
Log(escala) 1.593 0.116 13.78 0.000000

Tabla 5.22. Conjunto de biomarcadores significativamente discriminantes para los modelos M1
(4 variables predictoras) y M2 (2 variables predictoras).

Modelo Biomarcador Estimacion eslft;r:drar Valor z | Pr(=|z])
{Intercepta) -1.818 0.731 -2.488 0.012832

Acido 2-hidroxihipurico 4,164 1.194 3.483 0.0004587

Acido 2-hidroxifenilacético 5.367 1.017 5.279 0.000000

. Acido 3,3-dimetilglutérico 8.12 2.27 3.578 0.000349
Urolitina A glucuronido 2.842 0.757 3.886 0.000102
Log(escala) 1.434 0.111 12.968 0.000000
(Intercepta) -1.237 0.712 -1.737 0.08231
Urolitina & 4,17 1.441 2.894 0.003809

’ Urolitina A glucuronido 3.175 0.507 3.502 0.000462
Log(escala) 1.621 0.116 13.966 0.000000

Las diferencias significativas entre el modelo con el conjunto inicial de variables
predictoras y el modelo reducido con las variables que explicaran
significativamente el modelo (Pr(>|z|) > 0.05), fueron analizados en cada caso.
Para el M1 no se reportaron diferencias significativas entre el modelo con el
conjunto completo de variables predictoras y el modelo reducido (p-valor = 0.061),
situacion similar ocurrié para el M2, modelo en el cual tampoco fueron observadas

diferencias significativas (p-valor = 0.289).
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6. Discusion

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue evaluar las posibles relaciones
asociadas entre la exposicion a frutos secos y el estado clinico de sujetos con
alteraciones cardiometabdlicas como el sindrome metaboélico. Para lograr este
objetivo, primero se identificaron los biomarcadores de exposicién a frutos secos
en diferentes biofluidos (plasma y orina) y disefios de estudio (de intervencién y
de cohorte) a través de una aproximaciéon metabolémica no dirigida. Luego, se
evalué la robustez de estos biomarcadores de exposiciéon en relacién a métodos
tradicionales de evaluacion de la dieta como el FFQ a través de modelos
multivariantes Tobit. Posteriormente, se interpretaron biol6gicamente las huellas
metabodlicas asociadas a los biomarcadores de exposicion a frutos secos vy,
finalmente, se establecieron asociaciones entre biomarcadores de exposicion a

frutos secos y el estado clinico.

6.1 Desarrollo e implementacion de metodologia analitica

Un primer desafio presentado en esta Tesis doctoral, fue el desarrollo y la
validacién de una metodologia analitica para la exploracién del metaboloma
plasmatico de los sujetos que participaron en el estudio de intervencién
controlado, a través de una aproximacién metabolémica no dirigida (Tulipani, et al.
2015). A diferencia de otros biofluidos como la orina, el plasma es una matriz
biolégica mas compleja debido a la co-existencia de macromoléculas que pueden
interferir en la exploracién de compuestos de bajo peso molecular como son los
metabolitos (Psychogios, et al. 2011). Por tanto, aunque no se han reportado
protocolos analiticos estandarizados, surge la inminente necesidad de identificar y
proponer alternativas de solucién a los puntos criticos durante el desarrollo
analitico de la exploracion de la huella metabdlica plasmatica en estudios

metabolomicos no dirigidos.
A través del desarrollo de la metodologia analitica propuesta en esta Tesis

Doctoral, se ha identificado que una preparacién inadecuada de las muestras de

plasma y el uso de condiciones inapropiadas en el analisis LC-MS son las fuentes
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principales del efecto matriz y supresion idnica, que a su vez pueden afectar
adversamente los requerimientos mas importante para los estudios en
metabolémica no dirigida, como son la cobertura del metaboloma, la precision de
la masa y la reproducibilidad de los datos. A pesar que el concepto de optimizacién
de método no es viable en metabolémica no dirigida, la finalizacién de los
procedimientos de extraccibn de muestras, separacién cromatografica y la
ionizacién por electropulverizaciéon son la base necesaria para desarrollar una
exitosa y sélida metodologia LC-ESI-MS-q-ToF (qg-ToF, cuadrupolo - tiempo de
vuelo), y llegar a la exploracion global y equilibrada del metaboloma plasmatico.
Durante el desarrollo de la metodologia analitica reportada en esta Tesis Doctoral
(Tulipani, et al. 2015), se evalué minuciosamente diferentes puntos criticos
durante la extraccién de las muestras, la separaciéon cromatografica y los
procedimientos de mejora ESI en la RP-LC-MS durante la adquisicion de datos. El
mejor rendimiento de extraccion de la muestra se obtuvo a través de la
combinacién de la extraccion hibrida por medio de extraccién en fase sélida y una
alta proporcién de solvente organico con respecto la muestra. Este proceso es un
paso critico, puesto que una limpieza selectiva demasiado drastica de las muestras
puede conducir a una mala cobertura del metaboloma y comprometer
significativamente las variaciones sutiles del metaboloma en el analisis
comparativo (Calbiani, et al. 2006; Ismaiel, et al. 2010; Lahaie, et al. 2010; Petkovic,
et al. 2001). En un trabajo previo al realizado en esta Tesis Doctoral, se observé
que la eliminacién selectiva fosfolipidos asociados al efecto matriz es una
alternativa mas exitosa para la preparacién de muestras de plasma que solamente
la desproteinizacion (Tulipani, et al. 2013). En cuanto a las dos tecnologias de
placas comparadas en la extraccion hibrida, no se observaron cambios
significativos en la identificacion y deteccion de metabolitos, incluso en la
evaluacion de la mezcla de estandares QC2. Sin embargo, luego del analisis
multivariante en la seleccion de fragmentos de masas discriminantes y, la posterior
identificacion de metabolitos, ciertos biomarcadores solo fueron identificados con
el uso de la placa de extraccién Ostro® (ver Tabla 5.1). Esta situacién permitié por
una parte afirmar que no se evidencia una pérdida de informacién biolégicamente

relevante durante la extracciéon de las muestras y, confirmar la importancia de
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incluir un procedimiento de validacion a través de un bioanalisis LC-MS/MS en la
evaluacion de una metodologia analitica, con el fin de brindar mayor aproximacién

a los objetivos reales de los protocolos analiticos.

Generalmente, los extractos evaporados y posteriormente reconstituidos se
incorporan habitualmente en los procedimientos de preparacién de muestras,
justificadas generalmente por la baja sensibilidad asociada a la concentracién. Sin
embargo, este paso “potencialmente riesgoso” es ampliamente compartidos con el
riesgo de solubilizacién incompleta de los residuos secos y pérdidas de especies
hidrofébicas y volatiles, el aumento de supresion idénica debido a la pre-
concentracion de interferentes y, la reducciéon de rendimiento de la muestra
debido a un considerable consumo de tiempo, y a la fecha, no hay evidencias sobre
los beneficios reales en términos de cobertura del metaboloma (Fernandez-

Peralbo and Luque de Castro 2012).

En cuanto a la relacién de dilucion muestra:solvente durante la extraccién, la
relacion con mayor proporcién organica se asocié con una capacidad de extraccién
mas alta de los metabolitos monitorizados, sin comprometer la deteccién y la
forma de los picos. Aunque esta relacién de diluciéon no es un pardmetro absoluto
para extrapolar su aplicacién a diferentes procedimientos de extraccién, nuestros
resultados sugieren que la dilucién de la muestra puede ser una opcién valiosa

para reducir el efecto matriz y aumentar la cobertura metaboloma.

El uso de la columna RP Atlantis T3 RP compatible con la fase acuosa inicial 100%
se encontré como la mejor opcién para maximizar la retenciéon de los metabolitos
polares. La sustitucion de ACN acidificado por MeOH no acidificado como fase
organica [B] produjo intensidades de sefial de iones moleculares mas fuertes, en
ambos modos de ionizacion. Vale destacar que aunque la acidificacion de las dos
fases moviles del gradiente de elucién es una técnica comun en el andlisis LC-UV,
para evitar interrupciones importantes de referencia cuando se trabaja en
longitudes de onda de baja absorbancia (es decir, 210 nm), esta regla no se aplica

durante la adquisicion de datos por LC-MS. El metanol ademas de mostrar la mejor
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pulverizacién debido a sus propiedades fisicoquimicos como volatilidad y tension
superficial (baja constante dieléctrica y viscosidad), también se conoce por facilitar
la elucion de lipidos y evitar su acumulacién en la columna (es decir, como
acetona), que puede contribuir ain mas a la minimizacién de los efectos de matriz
(Gray, et al. 2012). Por otra parte, en comparacion con disolventes nocivos, tales
como el acetonitrilo, el metanol es una alternativa mas "ambientalmente amigable"
tanto para los trabajadores, los procesos y la seguridad del entorno (es decir, la
ecotoxicidad) (Discenza, et al. 2010; Giorgianni, et al. 2004). El grado de pureza de
los disolventes utilizados en la preparacion de la fase mévil reveld ser un factor
crucial en la deteccion de las sefales de masa. Estos hallazgos subrayan la
importancia de verificar los niveles de contaminantes en el disolvente, tales como
plastificantes y tensoactivos, que son menudo facilmente ionizables y pueden

competir para la carga con los metabolitos (Roberts, et al. 2012).

Como ultimo paso en el desarrollo de este protocolo analitico, la incorporacién de
una fase mdvil organica post-columna de la fase mdvil por enriquecimiento
organico confirmé ser una solucién pragmatica para aumentar la eficiencia de
ionizacion, sin influir en la separaciéon cromatografica, aunque no hay aplicaciones
en estudios de metabolémica no dirigida (RPLC-ESI-MS) reportados hasta la fecha.
El metanol no acidificado fue considerado como disolvente para la fase movil
organica post-columna por varias razones. El uso del mismo disolvente tanto en el
sistema binario como en la fase mévil organica post-columna es sugerido como
preferible, el uso de metanol no acidulado como fase organica [B] permitié obtener
las intensidades de sefial de iones moleculares mas fuertes en ambos modos ESI.
Aunque metanol y acetonitrilo son considerados adecuados como modificadores
de la fase organica post-columna, debido a la disminucidén de la tensidn superficial
de gotas en la fuente de ESI que ayuda en la evaporacion idnica, el metanol
muestra algunas ventajas particulares respecto a acetonitrilo, tales como una
presion de vapor mas alta y una tension superficial mas baja, lo que facilita la

evaporacion incluso en presencia de mas disolvente.
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En resumen, los resultados de este trabajo ha llevado a las siguientes
consideraciones: i). las muestras de plasma se deben pasar por extraccién hibrida
para eliminar componentes interferentes y, minimizar el efecto matriz
dependiente de la muestra; ii). la evaporacion del disolvente después de la
extraccion de la muestra puede ser eliminado del protocolo si se nota ninguna
distorsion en la forma de los picos de metabolitos de elucién temprana; iii). una
columna RP para la retencion superior de especies altamente polares debe ser
seleccionada cuando el analisis por fraccionamiento no es factible; iv). la eficiencia
del sistema ESI puede ser mejorada mediante el uso de disolventes con grado de
calidad UHPLC-MS vy, la incorporacién de un sistema de fase mévil orgdnica post-
columna. El protocolo finalizado propuesto en este estudio, ofrece un ejemplo de
como novedosas y tradicionales soluciones analiticas pueden co-existir en la
exploracion de huellas metabdlicas a través de estudios metabolémicos no
dirigidos (LC-ESI-MS) de forma rapida y sencilla de biomatrices complejas de gran

envergadura.

6.2 Evaluacion de la exposicion a frutos secos en diferentes
biofluidos y disefios de estudio

Uno de los desafios mas importantes en el campo de la investigacion nutricional es
la evaluacion precisa del estado metabodlico de los individuos tras la ingesta de
determinados alimentos (Jenab, et al. 2009). Esta evaluacion permite elucidar las
posibles interacciones entre la trilogia salud-dieta-enfermedad, donde la dieta (o
alguno de sus componentes) actiia como un factor modulador y preventivo en el
estado salud-enfermedad. Un primer paso en esta compleja interpretacién es
asegurar la exposicion a la dieta. En este punto, los biomarcadores nutricionales
juegan un papel clave como indicadores especificos de la exposicion de un
determinado alimento que resulta de su absorcién, digestiéon, metabolismo y
biodisponibilidad biolégica (Corella and Ordovas 2015; Hedrick, et al. 2012).
Recientemente, la metabolémica nutricional o nutrimetabolémica se esta

posicionando cada vez con mas fuerza como una herramienta potencial en el
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descubrimiento, identificacion y caracterizacion de nuevos biomarcadores
nutricionales responsables de los efectos en la salud (Gibbons, et al. 2015;
0'Gorman, et al. 2013; Odriozola and Corrales 2015). La validacién de estos
biomarcadores nutricionales en diferentes poblaciones y con disefios de estudios
diferentes, es indispensable para garantizar su poder discriminante y predictivo
relacionado con la exposicién a la dieta, establecer las relaciones de causalidad
entre la exposicion y el estado clinico y, posibilitar intervenciones nutricionales
mas eficaces de acuerdo con las caracteristicas de la poblacion (Scalbert, et al.

2014b).

La identificacion de los biomarcadores nutricionales reportados tras la ingesta de
frutos secos en esta Tesis Doctoral, responden a la evaluacion de dos aspectos
cruciales diferentes: muestras biologicas analizadas (plasma y orina) y disefios de
estudios diferentes (estudios de intervencion y de cohorte), los cuales
corresponden respectivamente a la exploracién del metaboloma plasmatico en un
estudio de intervenciéon controlado (estudio EFINUT) y, a la exploracién del
metaboloma urinario en un estudio epidemiolégico de cohorte (estudio

InCHIANTTI).

Matrices biolégicas como plasma y orina aunque presentan caracteristicas
diferentes, son complementarias al momento de establecer interpretaciones
biolégicas. Interesantemente, la exploracién del metaboloma urinario ha
demostrado reflejar una mayor concentraciéon de metabolitos derivados de los
alimentos que otras matrices biologicas (Scalbert, et al. 2014b). Sin embargo, la
exploracion del metaboloma sanguineo refleja informaciéon bioldgica relevante
acerca de los cambios fisiopatolédgicos, tanto en el metabolismo endégeno como
exodgeno, biodisponibilidad y bioaccesibilidad de metabolitos tras una ingesta de
alimentos (Psychogios, et al. 2011; Rappaport, et al. 2014). La metodologia
analitica aplicada en la exploraciéon del metaboloma urinario fue previamente
validada en el grupo de investigacién (Llorach, et al. 2009; Tulipani, et al. 2011).
Aunque se ha demostrado que las muestras de orina 24 horas son el método mas

robusto para monitorizar la ingesta dietética en comparacién a una muestra de
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orina puntual (Zamora-Ros, et al. 2011), en estudios epidemioldgicos o de cohorte
(estudio InCHIANTI) la recoleccion de muestras de orina 24 h es proceso complejo
y poco practico (Potischman 2003). Por lo tanto, la replicacion de los
biomarcadores de exposicion a frutos secos, caracterizados en un primer momento
en un estudio de intervencién (estudio EFINUT) en muestras de plasma en ayunas
(Mora-Cubillos, et al. 2015) y orina 24 h (Tulipani, et al. 2011), fueron identificados
en muestras de orina puntuales en el estudio InCHIANTI. Estos resultados
aumentan el nivel de evidencia, robustez y capacidad discriminante y predictiva de
los biomarcadores de exposicion a frutos secos identificados, independiente de la

muestra bioldgica analizada y la poblacién participante en el estudio.

Por otra parte, la exploracidn del food metabolome tras la ingesta de frutos secos
en diferentes disefios de estudio: de intervencion (estudio EFINUT) y de cohorte
(estudio InCHIANTI), aport6 evidencias interesantes en relacion a la sensibilidad y
la especificidad de los biomarcadores de exposicion identificados (Scalbert, et al.
2014b), donde uno de los factores mas importantes que diferenciaron a los dos
estudios fue el control de la dieta. En el estudio EFINUT, se realiza una
intervencién de 30 g/d de una mezcla de frutos secos durante 12 semanas,
mientras que en el estudio InCHIANTI se realizé la estimacién de la frecuencia de
consumo en tiempo basal de acuerdo con el FFQ. En este sentido, biomarcadores
identificados en estudios de intervencién controlados y en paralelo pueden
registrar una baja especificidad al ser aplicados en estudios epidemiolégicos (o de
cohorte) y, de igual manera, registrar estos biomarcadores de exposicidon una baja
sensibilidad en estudios epidemiolégicos debido al bajo control de la dieta,
interaccién entre alimentos o presencia de alimentos con metabolitos de la misma
naturaleza, situaciéon que puede aumentar el riesgo de falsos positivos. En el
estudio InCHIANTI, trans-resveratrol fue identificado como biomarcador
discriminante de ingesta de frutos secos de acuerdo con la frecuencia de consumo
reportada en el FFQ. Sin embargo, este biomarcador es ampliamente conocido
como indicador de consumo de vino. Al comparar entre los grupos (NC vs WK)
seguin consumo de vino se observaron diferencias estadisticamente significativas.

Por lo tanto, trans-resveratrol-4’-sulfato es reportado como falso positivo vy,
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confirma la hipotesis de la alteracion de la sensibilidad de un biomarcador

identificado tinicamente en estudios epidemiol6gicos o de cohorte.

Por lo tanto, la replicaciéon de biomarcadores en disenos de estudios diferentes,
pasando preferiblemente de estudios de intervencién controlados a estudios
epidemiolégicos observacionales, es una estrategia indispensable en la valoracién
de la sensibilidad y especificidad de un biomarcador de exposicién dietética
(Andersen 2013). En ambos estudios, biomarcadores derivados de la microbiota
intestinal (metabolitos derivados de elagitaninos) y biomarcadores de
metabolismo de Aacidos grasos fueron considerados en los dos estudios, los
biomarcadores mas discriminantes (segtin valor VIP) de exposicion a frutos secos,

independiente de la cantidad (g/d) de alimento ingerido.

6.3 Evaluacion de la capacidad discriminante de los
biomarcadores de exposicion a frutos secos

Tradicionalmente la ingesta ha sido evaluada a través de herramientas como el
FFQ, llamadas 24 horas o recordatorios de consumo. Estos métodos se han
caracterizado por presentar errores sistematicos que pueden estar asociados a la
recoleccion sesgada de la informacion (Corella and Ordovas 2015; Gibbons, et al.
2015). Los biomarcadores metabolémicos se presentan como una alternativa
viable en la determinacion de la exposicion real a un determinado alimento
(Scalbert, et al. 2014b). Para considerar a un biomarcador como discriminante
frente a la exposicion de frutos secos, diferentes aspectos biolégicos y analiticos se
deben tener en cuenta (Andersen 2013). A través de los estudios presentados en
esta Tesis Doctoral, seis aspectos bioldgicos: i). relaciéon conocida con la exposicidn,
ii). sensibilidad y especificidad; iii). dosis-respuesta; iv). variacién interindividual;
v). tiempo de exposicidn; vi). poblacién) y dos aspectos analiticos: i). muestra; ii).
validacion de método, fueron considerados en la evaluacion de los biomarcadores

discriminantes a la exposicién a frutos secos.



6. Discusion

Interesantemente, la urolitina A glucurdénido se ha reportado como el biomarcador
de exposicion a frutos secos con mayor sensibilidad y especificidad de acuerdo con
las curvas ROC tanto en el estudio de intervencién (estudio EFINUT) como en el
estudio de cohorte (estudio InCHIANTI) y, ha sido identificada tanto en muestras
biolégicas de plasma (Mora-Cubillos, et al. 2015) como de orina (Tulipani, et al.
2011), independiente del tiempo de exposicion (ya sea por una ingesta crénica o
por un consumo habitual) y, en poblaciones con una alta variabilidad
interinvidualidad producto de factores como género, edad, ubicacion geografica y
diferentes grados de alteraciones metabdlicas (presencia de diferentes criterios

diagnosticos de sindrome metabélico).

La relacion dosis-respuesta también fue evaluada. La frecuencia de consumo de
frutos secos registrada en el FFQ de los participantes del estudio de cohorte fue
relacionada con el conjunto de biomarcadores identificados como discriminantes
de la exposicion de frutos secos. Los diferentes modelos Tobit, construidos con el
fin de seleccionar un conjunto de biomarcadores discriminantes que dan respuesta
a los datos de ingesta, hasta el modelo con el nimero mas reducido de
biomarcadores discriminantes de exposicion a frutos secos, la urolitina A
glucurénido estaba incluida. Este resultado permite no sélo aumentar el nivel de
evidencias reportadas para este biomarcador como discriminante de frutos secos,
sino que también confirma la importancia de evaluar la relacion dosis-respuesta en
estudios observaciones ya que existe una alta probabilidad de falsos positivos en
este tipo de disefios de estudio diferentes el papel decisivo de biomarcadores

(Scalbert, et al. 2014b).

6.4 Huellas metabdlicas de biomarcadores de exposicion a frutos
secos

Basicamente, los biomarcadores reportados en estos estudios de intervencion,
corresponden claramente a dos rutas metabdlicas diferenciadas. Los

biomarcadores derivados del metabolismo de los polifenoles por acciéon de la
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microbiota intestinal y, los biomarcadores del metabolismo de los acidos grasos,
corresponde a los dos grupos mas representativas de biomarcadores de exposicién

a frutos secos reportados en esta tesis Doctoral.

6.4.1 Biomarcadores de co-metabolismo de microbiota intestinal-huespéd de
los polifenoles de frutos secos

Los frutos secos son una fuente rica de diferentes clases de polifenoles, como los
taninos hidrolizables (por ejemplo, ETs) y taninos condensados (por ejemplo,
proantocianidinas en avellanas y almendras), que contribuyen a la composicion
peculiar de estos frutos y, posiblemente, a sus beneficios para la salud (Garcia-
Munoz and Vaillant 2014). Las nueces, en particular, son consideradas como una
fuente importante de ETs en las regiones del Mediterraneo, donde el consumo de
nueces por persona es relativamente alto en comparacion con otros paises (Jenab,

et al. 2006), en relacion con otras fuentes de ETs como las bayas y la granada.

Se sabe que estos polifenoles de alto peso molecular son sometidos a una
biotransformacién a través de la microbiota, que es responsable de la produccién
de bioactivos mdas pequefios, urolitinas (derivados dibenzopirano-6-ona con
diferentes sustituciones hidroxilo), los cuales se caracterizan por presentar mayor
biodisponibilidad y actualmente estos compuestos estan implicados en la
proteccion contra el riesgo de enfermedades cardiometabodlicas (Selma, et al
2014a; Selma, et al. 2014b). Tal como se mencion6 anteriormente, la urolitina A
glucurénido fue el marcador mas discriminante en los dos estudios diferentes (VIP
> 4). Una gama de estructures conjugadas de urolitinas también se han descrito e
identificado en el estudio de cohorte como urolitina A, urolitina A glucurénido,
urolitina A sulfato, urolitina A sulfoglucurénido, urolitina B y urolitina B
glucurdnido, las cuales son producto del co-metabolismo microbiano-huésped del
co-metabolismo de ETs (ver Figura 6.1) y las formas mas estables y detectables en
se han reportado en muestras de orina y plasma (Tomas-Barberan, et al. 2014). En
plasma, las urolitinas conjugadas se han descrito anteriormente para hacer circular

a concentraciones que van desde nanomolar a micromolar baja (dentro de la gama
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de sensibilidad de analisis ToF-MS) (Espin, et al. 2013; Seeram, et al. 2006), y la
urolitina A glucurénido se detecté especialmente en plasma de un voluntario
humano después de una ingesta de nueces hasta 20 h después (Pfundstein, et al.
2014). Sin embargo, la mayoria de los datos disponibles se extrapolaron no solo en
sujetos sanos, sino también en individuos con sindrome metabdlico (Pfundstein, et

al. 2014; Puupponen-Pimia, et al. 2013).

food
(e.g. polyphenals)

human metabolome
human proteome
HUMAN METABOLISM human genome

gut-host
interactions

<--'-->-

.- . —
ﬂ microbiome

gut metabolome diet
gut ecology age
gut metagenome gender
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Figura 6.1. Interaccién entre microbiota intestinal-huésped como una contribucién combinada
en el metabolismo humano tras la ingesta de alimentos ricos en polifenoles como los frutos
secos. Diferentes factores se relacionan en la biologia de sistemas en los cuales la variabilidad
interindividual es indispensable al estudiar el impacto de la alimentacién en la salud.
Tomado de: Moco, et al. 2012.

Aunque la naturaleza analitica de una aproximacion metabolémica no dirigida (no
selectiva ni especifica) y su alcance (enfoque impulsado por los datos y generacién
de hipétesis), los resultados reportados en la exploracion de la huella metabdlica
en los estudios reportados se encuentran en concordancia con resultados
anteriores. En general, nuestros hallazgos observados coinciden con los cambios
detectados en todo el metaboloma urinario de los mismos sujetos en el estudio,
como se ha descrito recientemente (Tulipani, et al. 2011), a pesar del cambio de

matriz biolégica analizada y funcioén fisiologica de los diferentes biofluidos.
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6.4.2 Biomarcadores del metabolismo de acidos grasos

La presencia de acidos dicarboxilicos en frutos secos del Mediterraneo como
nueces, almendras y avellanas, se han reportado recientemente (Dembitsky, et al.
2002; Tulipani, et al. 2011). Tanto el acido dodecanodioico (C12) como el acido
sebacico (C10) fueron identificados en el metaboloma plasmatico como
biomarcadores de exposiciéon para el primero y de efecto para el segundo. En el
caso del metaboloma urinario, solamente fue reportado el acido dodecanodioico,
por tanto puede afirmarse razonablemente que este acido es un biomarcador
directo de la ingesta de frutos secos. Sin embargo, su origen endégeno también ha
sido descrito a través del metabolismo de (- y w-oxidacion de MUFA y PUFA,
altamente contenida en los frutos secos, no puede ser descartada (Mingrone and
Castagneto 2006; Ros 2010) y podria explicar en parte los efectos en la salud de los

lipidos de los frutos secos (Eckel, et al. 2014; Salas-Salvado, et al. 2014)[3, 51].

6.5 Relacion entre biomarcadores de exposicion y estado clinico

La importancia bioldgica de las urolitinas ha sido ampliamente reportada en
investigaciones recientes, especialmente a través de experimentos in vitro, en los
cuales se asocia a otros compuestos bioactivos con propiedades anti-inflamatorios,
anti-cancerigenas, anti-microbianas y como potenciales prebidticos selectivos
(Espin, et al. 2013; Garcia-Munoz and Vaillant 2014; Sanchez-Gonzalez, et al.
2015). Sin embargo, estudios en humanos en los cuales se evidencie una relaciéon
entre su produccion in vivo con parametros asociados al estado clinico como
obesidad abdominal y control glucémico, alteraciones caracteristicas del sindrome
metabdlico, es un campo reciente en la investigacién clinica y donde uno de los
trabajos reportados en esta Tesis Doctoral (estudio EFINUT) aporta de manera
significativa. Las urolitinas al ser un producto del metabolismo entre la microbiota
intestinal y el huesped tras la ingesta de alimentos ricos en elagitaninos, como los

frutos secos, se evalug, como en un segundo momento, si la exposicién sistémica a
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urolitina A glucurénido estaba influenciada por los rasgos de sindrome metabdlico,

que se sabe alteran la microbiota intestinal (Ussar, et al. 2015; Xiao, et al. 2014).

Estos resultados permitieron generar la hipotesis de que los sujetos con niveles
mas bajos de obesidad abdominal y resistencia a la insulina, pueden tener un perfil
en la microbiota “mas saludable” que se adapte a la biotransformacion de los
compuestos fenolicos tales como los derivados de elagitaninos de los frutos secos.
En su conjunto, las asociaciones observadas evidencian el papel crucial de la
comunidad microbiana intestinal en la modulacion de la produccién y la
biodisponibilidad de los polifenoles bioactivos de la dieta. Estas evidencias
sugieren que los procesos de biotransformacién de los elagitaninos en urolitinas
son compartidos entre la maquinaria enzimatica y la comunidad microbiana
intestinal, sin embargo, todavia se conoce poco acerca de las cepas especificas
responsables de la produccion urolitinas (Selma, et al. 2014a; Selma, et al. 2014b;
Tomas-Barberan, et al. 2014). Al mismo tiempo, recientes investigaciones han
demostrado el rol clave de la microbiota intestinal en estados patologicos
asociados a la obesidad, especialmente a la obesidad abdominal (Escobedo, et al.
2014) y, la importancia de la caracterizacion de su perfil en un estado de disbiosis
durante el abordaje de su tratamiento (Casen, et al. 2015; Miglioranza Scavuzzi, et
al. 2015). Estas evidencias en su conjunto abren nuevas hip6tesis en la exploracion
del papel de la dieta y las interacciones entre huésped-microbiota, la capacidad de
prediccion de respuesta interindividual a una intervencion nutricional de acuerdo
a condiciones de disfuncionalidad en la microbiota intestinal (fenotipos) y, los
posibles efectos asociados a la salud cardiometabdlica. En consecuencia, no existen
datos actualizados sobre el impacto que la disbiosis intestinal microbiana y la co-
modulacion de alteraciones metabdlicas en la exposicion sistémica a estos
polifenoles bioactivos a partir de los frutos secos. Se requiere urgentemente mas
investigacion con el objetivo de evaluar la prevalencia de bacterias productoras de
urolitinas en el intestino de sujetos metabdlicamente sanos en comparacién con

sujetos que presenten alteraciones metabolicas.
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6.6 Perspectivas de futuro. Reflexiones

e Avanzar en la estandarizacién de protocolos metabolémicos entre diferentes

grupos de investigacién (en lo posible, a nivel mundial), con el fin de garantizar
la calidad en las condiciones metodolégicas que permitan la posterior

comparacion de resultados segun variabilidad de disefios de estudio aplicados.

Optimizar y diversificar las estrategias en las etapas del flujo de trabajo en
metabolémica posteriores a la adquisicion de datos. En primer lugar, la etapa de
identificacién (punto critico) lo cual permitiria reducir el nimero de
biomarcadores no identificados y, en segundo lugar, la etapa de interpretacién

bioldgica a través, por ejemplo, de la aplicacién de modelos de prediccién.

Explorar posibles diferencias en la respuesta a la ingesta de frutos secos
(fenotipos productores/excretores de urolitinas) en funcién de distintas
condiciones fisiopatologicas y caracteristicas antropométricas, demograficas y

de sujetos en poblaciones sin control de dieta.
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Los resultados obtenidos en los diferentes estudios reportados en esta Tesis

Doctoral derivan en las siguientes conclusiones:

* Se ha desarrollado y validado una metodologia analitica para la exploracién del
metaboloma plasmatico desde un enfoque no dirigido, la cual ha permitido
detectar los cambios en el perfil metabdlico humano tras una intervencién

nutricional de frutos secos.

* Laurolitina A glucurénido (metabolito derivado del metabolismo de polifenoles
por accién de la microbiota intestinal) y el 4&cido dodecanodioico (biomarcador
derivado del metabolismo de acidos grasos dicarboxilicos) han sido
identificados como los biomarcadores plasmaticos mas discriminantes de
exposicion a frutos secos en un estudio de intervencion con valores VIP en la
seleccidn de senales de masa discriminantes de 4.47 y 2.61 y areas bajo la curva

(AUC) de 0.896 y 0.837, respectivamente.

» La exploracion del metaboloma urinario desde una aproximacion no dirigida de
sujetos en condicion de vida libre (sin control de la dieta), permitié la
identificacion de catorce biomarcadores asociados al consumo de frutos secos,
de los cuales seis corresponden a derivados del metabolismo de fase 1l de los
elagitaninos por acciéon de la microbiota intestinal, dos metabolitos derivados
del metabolismo del tript6fano, dos biomarcadores producto del metabolismo
de los acidos grasos (acidos dicarboxilicos), un biomarcador derivado de
salicilatos, otro derivado del metabolismo de la fenilalanina y, los dos udltimos,
derivados del metabolismo de polifenoles diferentes a los elagitaninos por

accion de la microbiota intestinal.

* Los biomarcadores de exposicion a frutos secos identificados en el estudio de
intervencion han sido replicados en el estudio observacional (estudio de
cohorte), lo cual ha permitido aportar nuevas evidencias en la validacion de

estos biomarcadores discriminantes a la exposicion de frutos secos y, confirmar
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su deteccion independiente de la poblacién (aplicado en dos disefios de estudios

diferentes) y la muestra biolégica analizada (plasma y orina).

La urolitina A glucurénido se report6 como uno de los biomarcadores
metabolémicos urinarios de exposicion a frutos secos que se asocia con mayor
potencia estadistica (Pr(Izl) < 0.01, a través de la aplicacion de modelos
predictivos Tobit) con el registro de ingesta habitual de frutos secos segun el
cuestionario validado de frecuencia de consumo de alimentos en una poblacién
no controlada, lo cual ha permitido acrecentar el poder predictivo y
discriminante de este biomarcador como indicador de exposicién a frutos secos,
a pesar de ser un metabolito derivado de la biotransformacién de la microbiota
intestinal que puede llevar consigo un componente de variabilidad

interindividual.

* Ademas, los niveles de urolitina A glucurénido detectados en muestras de

plasma tras la intervenciéon con frutos secos, a través del analisis semi-
cuantitativo propio de la metabolémica no dirigida, estdn inversamente
correlacionados con el estado clinico de sujetos con sindrome metabdlico al
inicio del estudio. Estos resultados han permitido generar nuevas hipdtesis
acerca de que sujetos con alteraciones metabdlicas menos severas de sindrome
metabodlico como la adiposidad abdominal (circunferencia de cintura e indice
cintura-cadera) y el control glucémico (insulina en ayunas y HOMA-IR) pueden
presentar un perfil de microbiota intestinal diferente, “mas saludable”, que les
permite biotransformar elagitaninos en compuestos biol6gicamente activos
como las urolitinas y, aumentar su biodisponibilidad y bioaccesibilidad en

comparacién con sujetos que presenten alteraciones metabdlicas mas severas.
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Abstract: Epidemiological studies have demonstrated the beneficial effect of plant-derived
food intake in reducing the nisk of cardiovascular disease (CVD). The potential bioactivity
of cocoa and its polyphenolic components in modulating cardiovascular health is now
being studied worldwide and continues to grow at a rapid pace. In fact, the high polyphenol
content of cocoa is of particular interest from the nutritional and pharmacological
viewpoints. Cocoa polyphenols are shown to possess a range of cardiovascular-protective
properties, and can play a meaningful role through modulating different inflammatory
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markers involved in atherosclerosis. Accunmlated evidence on related anti-inflammatery
effects of cocoa polyphenols 1s summarized in the present review.

Keywords: cocoa polyphencls; bioavailability; inflammation; CVD

1. Introduction

Of an estimated 17.3 million deaths globally from all causes in 2008, cardiovascular disease (CVD)
accounted for 30% [1]. The cardiovascular epidemic is rapidly advancing in the world. It has been
projected that by 2030 nearly 23.6 mullien people will die from cardiovascular disorders [2.3].
However, the majority of these deaths cavsed by CVD are preventable [4,5]. Epidemiclogical and
clinical studies have shown that lifestyle modifications such as nutrition and exercise are initial
protective measures to reduce the nisk of CVD [6-9]. The consumption of plant-derived food, such as
whole grains, fruits, and vegetables, has been recognized as one of the principal preventive factors in
the risk of all-cause and CVD mortality [10—-12]. Moreover, the absolute gquantity and frequency of
fmit and vegetable intake have been associated with lower CVD risk and, therefore, with lower CVD
mortality [13,14]. The mechanizms by which fruit and vegetables exert their protective effects are not
entirely clear, but experimental and population studies [15,16] have indicated that plant polyphenols
are principal mediators. Numerous scientific reports accummulated over recent decades smgzest that
plant polyphenocls may exert their activities on the antioxidant system signaling and transeription
pathways, thus affecting principal mechanisms invelved in cardiovascular events, such as systemuc
inflammation, lipid metabolism. hemestatic and vascular events, and immune response [17-23].

Coceoa products are among the richest sources of polyphencls in our diets. Nowadays cocoa has
become a widely consumed food component, with growing demand across the world [24). Interest in
the biological activities of cocoa (Theobroma cacao) polyphenols has increased steadily, since the first
studies on the positive link between plant food pelyphencl consumption and health outcomes were
reported. Cocoa has the highest flavanc] content of all foeds cn a per-weight basis and is a significant
contributor to the total dietary intake of flavonoids [25.26]. Depending upon geographical erigins and
plant varieties. the total pelyphenc] content of cocoa ranges from 40.0 mg GAE/z (GAE: gallic acid
equivalent) to 842 mz GAE/g [27-30]. However, portions in chocolate, the most commonly consumed
processed cocea product, are significantly lower, with levels of 1.7-84 mg/g reported in dark
chocolate and even lower levels of 0.7-5 mg/g in milk chocolate [31,32].

Several population studies have reported on the inverse association between cocoa intake (eg.,
choceolate) and CVD mortality [33.34]. A nomber of recent meta-analyses of intervention smdies have
demonstrated that there 1s substantial evidence that cocoa consumption affects multiple cardiovascular
risk factors such as blood pressure [35], insulin resistance [36]. lipid profiles [37]. and flow-mediated
vascular dilatation (FMDY) [38]. On the other hand, there are mumerous in vifre and in vive experimental
data supporting the notion that polyphenols may mediate these beneficial effects of cocoa [39—41].

Nowadays, it has become more evident that inflammatory mediators play a key role in the
pathology of atherosclerosis, starting from the initial phases of lenkocyte recruitment, and finishing
with the eventpal mupture of the vulnerable atherosclerotic plague [42-44). Therefore, atherosclerosis
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and cardiovascular pathologies caused by it are readily recognized and treated as inflammatory
dizeases [43]. Practically all cardiovascular risk factors are to a different extent linked to inflammation,
while inflammation itselfis recognized as a cardiovascular risk factor [46,47).

The participation of dietary polyphenols in the modulation of inflammation and how this could
contribute to the reduction of cardiovascular risk: was recently discussed [48]. There is a growing body
of evidence on the anti-inflammatory activities of cocoa polyphenols. The protective role of cocoa
m CVD inflammation has been considered in a oumber of human intervention studies. and numerous
in vitro stodies have also been carmied out, led by an interest in disclosing the mechanisms and
identifying the agents responsible for the anti-inflammatory cardio-protective activities of cocoa
Accordingly, polyphencls have been proposed as principal anti-inflammatory mediators. In this
review, we aim to summarize these findings in order to assess the effects of cocoa polyphenols cn
cardiovascular-related inflammation.

1. Cocoa Polyphenols

Polyphenols in cocoa beans could contribute to about 12%—18% of the dry weight [49], making
them practically inedible due to the bitterness and astringency [50]. Wellgast and Anklam [51] reported
that catechins. anthocyamins, and preanthocvanidins constitute about 37%, 4% and 58% of cocoa bean
polyphenols, respectively. Flavancls are the most important class of cocoa polyphencls [31,52]. They
are presented by menomers ((+)- and (—)-isomers of catechin and epicatechin and their derivatives)
and build-up of (epi)catechin subumit polymers (proanthocyanidins) [33]. Phenolic acids, flavonols
and their glycosides, some stilbenes, simple phencls, and isecowmaring are also present in minor
amounts [34-56]. Cyanidin-3-g-L-arabinoside and eyanidin-3-p-D-galacteside have been reported to be
principal anthocyanins of cocoa, however, mainly in unprocessed fresh beans [51]. (—)-Epicatechin
constitutes about 35% of the total phenclic content of cocoa beans, while other catechins, such as
(+)-catechin, (+)-gallocatechin and (—)-epigallocatechin, are present in smaller quantities. Dimers
(B1, B2, B3. B4 and B5), trimers (C1), and oligomers (tetramer D) of flavan-3,4-dicls, linked by 4—8
of 4—6 bounds (B-type linkage), represent the main cocoa polymers, procyanidins [33.57.58]. The
structures of the main cocoa polyphenols, monomeric and polymeric flavanols, are shown in Figure 1.
Some other procyanidins have been identified in smaller amounts in fresh cocoa beans: dodecamer and
three A-type (2—7 or 2—5 along with 4f—8 linlkrage) procyanidin dimmers [53,59] probably derive
from oxidative conversion of B-type procyanidins [60,61]. In general, wnfermented (fresh) cocoa beans
contain flavanols with a varied range of polymerization. from monomers up to decamers [62].

The polyphenol content of cocoa could vary up to 4-fold depending on different varieties [63] and
origins [$4]. In addition to the abowe factors, cocoa beans uvndergo several steps of primary and
secondary processing due to which the ratio and types of polyphencls found in cocoa beans are
different from those found in the finished products [65]. For instance, the processes of fermentation
and alkalization reduce the polyphencl content [63.66—68] and, consequently, the antioxidant activity
of cocoa beans [32.67]. Thus, (—)-epicatechin and (+)-catechin decrease depending on the extent of
cocoa bean fermentation: unfermented, partly fermented or fully fermented In addition high
temperatures and long duration of processing also decrease the pelyphencl content [51,68.69]. Some
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special methodological adjustments could be applied in order to prevent cocoa polyphenols from
oxidation during different stages of cocoa processing. increasing their content in a final product [70,71].

Figure 1. (I) Main cocoa flavanol monomers: (+)-catechin: (—)-epicatechin; (IT) Main
cocea flavancl polvmers: (a—er—dimers: precyanidin B1, B2, B3, B4, B5, respectively;
(f—trimer: procyamdin C1; {gl—tetramer: procyanidin D).
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Il. Procyanidins

Semi-fimshed products such as cocoa liquor, and cocoa butter and cocoa powder derived from it
which are manufactured during secondary processing, are uwsually used in mammfacturing final cocoa
products (e.g., cocoa powder and chocolate) [72]. Scmetimes unprocessed cocoa bean powder is
introduced. mainly in order to enrich the polyphencl content of the final product [30,73]. The content
of polyphenols in the final product is defined by the amount and type of cocoa components. Thus,
cocoa powder is shown to have higher polyphenol content than cocoa butter [39.74], since it is mainly
the low-fat sclid component of cocoa nibs. Non-fat cocoa solids (NFCS) are considered to represent
the total phenolic content in cocoa products [75]. Based on NFCS, cocea powder represents the highest
phenolic content (72%—87%), followed by baking chocolate (45%—49%), dark chocolate (20%—30%),
semi-sweet chocolate (13%—19%). and milk chocolate (3%—7%) [76]. The gquantitative determination
of polyphenocl content in a cocoa product can be assessed by using either total polyphencls [31] or the
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measurements of (—)-epicatechin and (+)-catechin [26]. and also B-type procyanidin contents [73].
Based on weight in grams. (—)-epicatechin and (+)-catechin content follows a decreasing order, cocoa
powder = dark chocelate = milk chocolate [77]. while each content could be widely variable
For example, for cocoa powder it can range from 11602 to 730.26 ng'g for (—)-epicatechin and
from 8140 to 447.62 pgg for (+)-catechin the total momomeric content ranging from 18284 to
1066.13 pg/z [68]. In general, according to the polyphencl database Phenol-Explorer [78], the mean
values of (—)-epicatechin and (+)-catechin are about 158 and 107, 70 and 20, and 15 and 5 mg/100 g
FW in cocoa powder, dark chocolate, and milk chocolate, respectively. However, the amount of
consumed cocoa polyphencls would alse depend on serving size, thus, in a normal diet, dark chocolate
would provide more polyphenols than other cocoa products [39].

As a consequence of whole processing, cocoa-derived products mainly contain less bicavailable
(—)-catechin enantiomer, in contrast to cocoa beans and most foeds that contain (+)-catechin [79.80].
Analyses of polyphenols have shown a relative abundance of oligomers and individvual components
in cocoa lguor, which follows the order: monomers = frimers > dimers = tetramers and
epicatechin > procyamidin B2 > procyanidin C1 > catechin respectively [81]. The trend in cocoa
powder was different and followed the order: monomers > dimers > frimers > tetramers and
epicatechin > catechin > procyanidin B2 = procyanidin Cl, respectively [81]. Trace amounts of
gallocatechin and epigallecatechin [53] and quercetin aglycone as well as some quercetin glycosides
have been identified in cocoa liquor and cocoa powder [56,82]. Some additional flavencids, such as
naringenin. luteoling apigenin and some glycosides of these compounds, and quercetin-glicuronide
were also reported [68.77].

On the whole, during cocoa processing the polyphencl comtemt is reduced more than ten
times [74.83], with the undesirable bitter and astringent taste diminishing sometimes in final cocoa
products. Cocoa food products existing on the market are characterized by highly diverse polyphencl
content, mainly due to the differences in cocoa processing and product mamfacturing, in addition to
intrinsic geographical and genetic plant divergence [61,73,77.584]. Epidemiclogical and clinical studies
on the health benefits of cocoa polyphenols should account for this variability in addition to other
aspects, such as the bicavailability of putatively bioactive cocoa polyphenols, which we will discuss in
the following section.

3, Bioavailability of Cocoa Polyphenols

In order to provide conclosive evidence for the effectiveness of cocoa polyphenols in disease
prevention and human health improvement, it is essential to determune the nature and distribution of
these compounds in our diet. In addition, the bicavailability of the ingested cocoa polyphenols will
circumscribe organism exposure to these putatively bicactive compounds, affecting a magnimde of
related health owtcomes. There are a number of factors influencing the bicavailability of cocoa
polyphenols, starting from their dietary consumption and finishing with their fate in the buman organism.

The daily consumption of cocoa catechins and procyanidins depends on cultural and regional
dietary habits [75]. It has been estimated that in some regions (e.z.. Belgimm/Tuxemburg) cocoa
product consumption could reach up to 6 kg in cocoa beans/person per annum. the wetld average being
0.55 kg'person per annum [85]. The majority of intervention and cross-sectional studies regarding the
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health effects of cocoa have been conducted vsing cocoa beverages or chocolate as the most habitually
used cocoa products [86]. therefore bicavailability and intervention studies have also been focused
mainly on these cocoa products. The protagonists of these studies are the major cocoa flavanols,
epicatechin and procyanidins, since they have so far been foreseen as the principal bicactive
cocoa polyphenols due to both their abundance and their relevance to biclogical activities and
physicochemical structures [49 87 88].

Upon ingestion of cocoa products in doses close to habitual diet monomeric and pelymeric cocoa
flavanols are rapidly absorbed. Thos, it was shown that procyaniding and monomers could be detected
in plasma as early as 0.5 h and maximal plasma concentration of these compounds was reached at
gbout 2 h after ingestion [89-100]. The plasmatic Trax of detected cocoa flavancls did not normally
exceed 3 b and their elimination from plasma in most cases was already achieved 6 h after cocoa
consumption [94-96). However, some epicatechin metabolites could have a delayed appearance and
could remain in systemic circulation for up to 24 b, suggesting their intestinal microbiota catabolic
origin [97,98]. Rapid plasmatic appearance suggests that the detected polyphenols are mainly absorbed
in the small intestine. This was ratified by the data coming from in vitre and in vive bicavailability
studies on catechins and procyamidins [99,101.102]. However, absorption of flavan-3-ols in the small
intestine 1s not complete, and depends not oaly on flavancl chemistry, but alse on their structural
isomerism and stereoisomerizm [103]. Therefore, epicatechins and catechins were shown to have
different levels of absorption [93.94], and plasma concentration of (+) and (—) forms of catechin were
found to be different after cocoa product consvmption [79.104]. The level of absorption, finthermore,
depends on the range of polymerization, which will also limit their bioavailability [49]. In vifro stodies
suggested that flavanols only up to trimers were able to pass through the small intestine [101,102]. In
humans, only traces of procyanidin B2 were detected in lmman plasma after ingestion of cocoa
products [93.94]. More complex flavanols appeared to be stable under acidic conditions mimicking
stomach digestion [105], so that, being unabsorbed in the small intestine they are transited to the large
intestine, where they are subjected to catabolic activities of intestinal microbiota [106].

Under absorption in the gastrointestinal tract, cocoa flavancls (monomers) are recognized by the
organism as xenobiotics and are extensively transformed into varous metabolites [107]. (—)-Epicatechin
in its sulfate, glucuronides or methyl conjogated forms were the main forms representing about 33%,
28%. and 33% of total epicatechin metabolites in human plasma and wine [97]. the most
relevant being (—)-epicatechin-3'-f-d-glucuronide, (—)-epicatechin 3'-sulfate, 3'-C-methyl(—)-epicatechin
sulfates [97.108]. In fact. epicatechin aglycone was undetectable both in plasma and urine according to
recent findings, where advanced methods were applied [97,108].

Due to the gastrointestinal and hepatic metabolizm, the conjugated metabolites are destined to be
rapidly eliminated from the bhuman body. Cocoa flavanols, absorbed in the small infestine are
normally cleared form the body over 24 b like the majority of dietary polyphencls. On the other hand,
a large proportion of unabsorbed flavanols, e.g., polymers and monomers, are subjected to colonic
microflora  catabolic  activities [106.109,110]. Consequently, low-molecular-weight microbiota
catabolites of these flavanocls are absorbed from the colen, belatedly emerging in systemic circulation
as phase II conjugates [106,107.111]. Valerolactones and waleric acids were reported to be first-step
microbiota-derived  catabolites [106.112] of unabsorbed small intestine epicatechin and
procyaniding [112-115]. whereas various phenclic acids were identified as intermediate and last-step
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products of microbial flavanel catabolism [106.111.113.116]. On the other hand. a part of nnabsorbed
flavanels can accummlate in the low digestive tract and are finally excreted from the hmman body
with faeces [106.117,118]. Plasmatic concentrations wary widely among reported flavanel
microbiota metabolites, some of them reaching micromolar levels in response to cocoa polyphencl
consumption [114]. The studies in human urine have not only indicated the bicavailability but
also demonstrated the importance of the phase II conjugated metabolites and some colonic
microbiota metabolites as promising biomarkers of cocea consumption [119-121), justifying their
application for dietary compliance control in cocoa intervention stodies along with hydrolyzed
epicatechin [114,122-124].

Recently, the scientific community has become aware that the microbe-derived metabolites of
polyphenols represent a large proportion of dietary polyphenol intake [106.125-128]. impacting on
their bicavailability and potentially exhibiting some bicactive effects [129-132]. Moreover, regular
consumption of polyphenol-rich cocea could in turn influence the colonic bacterial population and
metabolic activities [133], enlarging inter-individual flavanol bicavailability varation [134]. For
example, a significant difference in bacterial metabolite profiles between regular cocoa product
conspmers and non-consumers Wwas reported o response to dark checolate intervention [135].
Nowadays., microbial cocoa metabolites are being reconsidered with regard to their health-related
bicactivities. including those related to CVD inflammation which we will address later in the
corresponding section.

The interaction between different nutrients, the food matrix and texture are one of several important
factors that affect the bicavailability of cocoa polyphenols. The effect of milk. the most commonly
nsed food element in cocoa-formulated products, on the bicavailability of both primary cocoa
polyphenols and their host and microbiota metabolites has been stodied with different cocoa
products [96,113.136-140]. However, conclusions on this isswe have remained controversial In
addition. carbohydrates and protemns [141-143], aleng with the complex food matrix and cocoa
product physical stage (liquid vs. solid) [144.145], were also considered to interfere in the mechanism
of flavancl uptake, affecting the bicaccessibility and bicavailability of cocoa polyphencls in
human subjects.

Although in the majority of the intervention studies the doses of cocoa products were close to high
rather than average in habitual consumption. systemdcally circulating (plasmatic) concentrations of
cocoa flavanols were reported to be relatively low—from nano- to micro-molar range for epicatechin
and not always detected nanc-molar concentrations for procyanidins [95,98,100.145]. Low maxinmm
concentration {Cpy), a short half-life, extensive metabolic conjugation and rapid excretion. all add up
to relatively low cocoa polyphenol bicavailability. compromising their relevance for health effects and
bicactivities reported in in vifre and in vive mechanistic studies [147]. On the other hand. there are data
showing that spstained chronic consuwmption of cocoa products can lead to a relatively low but
significant accunmlation of cocoa polyphencls in human plasma [148], sufficient to exert some
health-relevant bioactivity. These data support the idea that high doses of cocoa polyphenols might not
always be needed to manifest biological activities, and the time of interaction could also be important.

The absorption of cocea polyphencls, characterized as epicatechin 24 h wrinary recovery data, was
considered to be poor, reaching not more than 30% of the total ingested (—)-epicatechin both with
chocelate and with cocoa powder [97.98]. Some studies reported much lower recoveries [96,103],
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especially when the cocoa pelyphencl doses were closer to habitual dietary consumption and cocoa
products were co-administrated with mille [96]. The participation of procyanidins in epicatechin
bicavailability due to catabelic activities of colonic microflora is still being questioned due to the
controversy in reported data [108,115]. Data on cocoa polyphenol absorption did not account for
microbial-derived metabolites. So far, addressing this issne has proved challenging, since the majority
of identified microbiota flavanel catabolites are not epicatechin specific and could also be related to
other dietary polyphenols and'or unrelated microbial activities [106].

Although levels of circulating cocoa pelyphencl metabolites appeared to be dose dependent [95.100],
high inter-individual variability, mainly defined by individual metabolic phenotypes [149.150], was
reported in practically all bicavailability studies. On the other hand, large inter-individual differences
in colonic flavancl bioconversion, attributed to the individual colonic microbiota composition, are also
expected to have an impact on varation in the bioavailability of cocoa polyphenols [127.134]. Such
variability 1s difficult to control on the population level due to the nature of its matter; therefore, it still
remains one of the main concerns in interventional studies regarding polyphenols” health-benefiting
activities, as it compromises the accurate estimation and correct interpretation of studied outcomes.

4. Cocoa Polyphenols and CVD Inflammatory Markers

Evidence from several epidemiological smudies has demonstrated the favorable association of cocoa
and its derived products with a lower risk of CVD mortality [33.40,151]. Thus, the effect of high cocoa
consumption in Kuna Indians who lived in their indigenous islands in Panama has been related to
lower blood pressure and low mortality rates as compared to Kunas emigrated to the vrban areas of
Panama City, revealing its favorable effect [152]. In the Dutch Zutphen Study. in a cchort of elderly
men, high cocoa intake was related to lower blood pressure and was inversely associated with
cardiovascular and all-canse mortality [33]. In Women's Health Study, chocolate intake was also
found to be inversely associated with cardiovascular mortality. along with other foods rich in
flavoneids, such as some fruits and red wine [153].

Although the mechanism for the beneficial effects of cocoa and its derived products still remains to
be fully elucidated, the potential biclogical role of flavanols has been sumggested by various
human interventions [36,3840] and in vifre/in vive mechanistic studies [39—41]. So far, among the
most relevant impacts of cocoa polyphencls on cardiovascular health should be highlighted their
effect on the most significant markers of CVD: oxIL DL [124.154,155]. lipid profile [124.154 136],
blood pressure [35,157,158], mitric omde [52,159], hemostasis [91,148,160] and endothelial
dysfunction [159.161,162].

Thus, it is well known that alteration in plasma cholesterol levels (LDL-c and HDL-c) is related to
the progression of athercscleresis and CWVD [163]. Dietary medium-term intervention with cocoa
powder in mild hypercholesterclemic subjects showed significantly lower levels of LDL-¢ [164], while
the level of HDL ¢ was found to be increased in norme- and mild hyper-cholesterolemic subjects after
dark chocolate or cocoa powder consumption [154.164.165]. A recent study in women affected by
normal weight obese syndrome. which is characterized by a higher risk of cardiovascular morbidity
and mortality, suggested that regolar consumption of dark chocolate had favorable effects on HDL-c,
lipoprotein ratios and inflammation markers [166]. Oxidized IDIs play a crucial role in the
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progression of atherosclerosis [167]. There are several studies that have established cxidized low-density
lipoprotein {oxILDL) as a vseful marker for cardiovascolar diseases [168—171]. Cocoa polyphencls
have been shown to decrease the oxidation of LDL in in vitre studies [172,173]. In addition
intervention studies have demonstrated that isolated LDLs are less prone to in vitre oxidation after
the consumption of various cocea products [154.135,174-176]. Moreover, a recent study including
42 high-risk human subjects reported a significant decrease in plasma oxLDL levels in addition to a
significant increase in plasma HDL -c concentration after chronic cocoa consumption [124]. The role of
cocoa polyphenels has also been investigated for their effect on vascular systems. which could lead to
reduced risk of CVD. The main targets include nitric oxide (NO) concentration and endothelial
function, along with decreased susceptibility of LDL to oxidation and inhibition of platelet activation
and aggregation [133,177.178]. In sumerous studies, which were recently reviewed [179], both acute
and sustained consumption of flavancl-containing cocoa products were reported to have a dose-dependent
beneficial effect on endothelial function via an improvement in FMD. An increase in the plasma nitric
oxide (NO) concentration has been shown mn healthy subjects after the consumption of cocoa beverages
containing different contents of flavancls. This change in plasma NO-medulated FMD indicates an
association between increased bioavailability of NO and improved endothelial fonction [180]. Cocoa
polyphencls from dietary sources may also improve endothelial functions by augmenting
NO-synthase activity [32.159.181.182]. leading to a decrease in systolic and diastolic blood
pressure [162.183,184]. Platelet agzregation ocowrs during the inmitiation of coronary thrombesis and
several studies support evidence about the potent activity of cocoa polyphencls as inhibitors of platelet
aggregation and adhesion thus reducing clot formation [185.186].

Cardiovascular pathology is accompanied by chronic low-intensity inflammation invelving the
participation of a wvariety of cells (endothelial smooth mwscular, monocytes, lymphocytes and
platelets), adhesion molecules (selectins. infegrin: and immmnoglobulin superfamily molecules),
cytokines (pro-inflammatory and anti-inflammatory), chemokines, growth factors and enzymes
(metalloproteases, cyclooxygenases and lipoxygenases) [187]. These inflammatory mediators appear
to play a key role in each step of atherogenesis, starting from the initial phases of leukocyte
recruitment. to the eventual mupture of the vulnerable atherosclerotic plague [44]. Some of these key
players are often used in the evalvation of a grade of pathological changes or response to treatment,
usually referring to them as CVD-related inflamvmatory markers [185]. Apart from this, inflammation
itself iz considered a risk factor for CVD [187.189.190]. Therefore, circulating levels of the
inflammatory markers could also reflect the current inflammatory state of the individuals, exhibiting
their risk status in respect of CVD. The accuvmulated evidence on the health benefits of cocea for
disorders of a chronie inflanwnatory nature, such as CVD. prompted the need to focus on the
association between bioactive cocoa polyphencls and inflammatery mediators of CVD, with the
purpose of identifying and recognizing factors involved and mechanisms voderlying this interaction.

4 1. Human Studies

Up until now, only one epidemiclogic study has reported on the relationship between cocoa
consumption and inflammation. Thos, a large cohort study involving men and women randomly
recrnited from the general population demonstrated a J-shaped relationship between dark chocolate
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consumption and serom hs-CRP, a CVD inflammatory marker. Those subjects who uspally consumed
op to 1 serving (20 g) of dark chocolate every 3 days had significantly lower serum hs-CRP
concentrations than nen-consumers [191]. Most of the evidence on the possible interaction between
cocoa polyphenols and CVD-related inflammation was obtained in clinical infervention studies
invelving hmman subjects. The hmman intervention stodies evalnating the effect of cocoa polyphenols
on inflammatory mediaters of CVD are presented in Table 1.

As well as the above-mentioned epidemiclogical study, CERP (C-reactive protein), a biomarker
strongly associated with coronary heart disease and inflammation [192], was evaluated in several
clinical frials with cocoa (Table 1). However, only a few of these studies reported on changes i CRP
levels due to cocoa consvmption. Thus, one of the first intervention trials performed by Mathur [176]
and Kurlandsky [193] reported no changes in hs-CRP circulation in healthy subjects due to medmm-term
intervention with dark chocolate. However, a decrease in the CEP systemic levels of healthy subjects
was observed after short- and medinm-term daily consumption of cocoa beverages in two recent
studies [194,195]. The decrease in circulating CEP was shown to be linear in response to the
polvphenol content of the consumed cocoa beverages, according to the data from the latest study [195].
It 1= worth noting that both studies had crossover designs with well-matched treatment controls
(adjusted for other important cocoa bioactive compounds, such as theobromine and caffeine), which
reinforce the evidence on the role of cocoa polyphenols in this interaction. A short-term intervention
study reported on specific gender changes in hs-CRP upon dark chocolate consumption observed in
healthy female but not male volunteers [196]. However, these findings should be confirmed in a
bigger, contrelled matched intervention on a well-recruited female population to aveid any impact of
hormonal status during the menstrual cyele on systemic inflammation [197]. In contrast to crossover
studies on healthy subjects, no impact of cocoa consumption was observed on the hs-CEP level in
subjects with compromised cardiovascular health in the few available studies [123,198.199]. Thus, in a
medinm-term cressover study with hypertensive pre-diabetic subjects, datrk chocolate consumption
was compared to white chocolate with an impact on certain CVD markers, including cireulating levels
of CEP. Although authors reported a beneficial effect of medm-term consumption of dark chocolate
on vascular function, insulin sensitivity, and BP in hypertensive patients, no effects were observed on
the hs-CEP lewvel [199]. No change in hs-CEP levels was detected either in subjects at high
cardiovascular risk in another crossover study after chronic cocea powder in milk intake [123]. A
parallel arm intervention study [198]. mvolving patients with coronary artery disease, reports that over
a 6-week period. flavancl-rich cocea does not modify vascular function in patients with established
CAD. Along with vascular functions evaluated postprandially (90 min) and after chronic consumption
(3 and 6 weeks), circulating hs-CRP was evalvated. However, it was not affected either by acute or
chronic consumnption of cocoa-derived products.
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Table 1. Human intervention studies considering the relationship between cocoa polyphenols and cardiovascular disease (CVD)-related
inflammatory markers (studies are presented in chronological order). Ref. = Reference.
Intervention Population Markers of
Type Study Comparison Dietary Cocoa Consumpftion Impact Ref.
Cocoa Source (dose) ; o Polvphenol Content Subjects Status .
(time) Design Compliance
High vs. Low- High-procvanidin 2 .h postprandial :_ .
~nidin chocolat AT co chocolate: 148 mg tot. Pr Hus. L 10 Healthry 2 h plasma (BM) lleukotriene/prostacyclin ratio -
pmq’:;; ’I_Ldz O;O e Low-procyanidin s o 6 h plasma (BM) Lleukotrienes (Cs + Ds + Ex) 159
g/dose
B chocolate: 3.3 mg tot. Pr Tprostacyclins
Chocolate (daily):
Dark chocolate = MTI 1683 mg Pr Pla No effect: IL-Ibeta, IL-6, TNF
cocoa beverage NC Smerr Before/Afier 25 Healthy sma O eHect oobeta 0. AN 176y
) (6 weeks) Cocoa beverage (daily): (tot. PPh) hs-CRP, P-selectin
(36.9 g+ 3095 g/day)
483 1 mg Pr
Dark chocolat MTI Before/After JICAM-1
ark chocotate PA NA DCvs Ctil 10 Healthy NA - [193]
(41 g/day) (6 weeks) No effect: VCAM-1 and hs-CRP
group
Flavanol group (daily):
Chocolate and Al 444 mg 1 1
ocolate and cocoa . me _avano s Before/After ) No effect (acute or chronic):
beverage (48 g chocolate (90 min) PA 107 mg epicatechin Coronary artery disease .
) Flavanol vs. 40 NA ICAM-1, VCAM-1, E- and [198]
+ 18 g cocoa MTI PA Control group (daily): (CAD) i
) Placebo (Ctil) P-selectins and hs-CRP
beverage/day) (6 weeks) 19.6 mg flavanols
4.7 mg epicatechin
Low- and High-fl 1 High-flavanol :
W ghravane gh-flavanol group ) Postmenopausal i 1sVCAM-1(High-flavanol group)
cocoa beverages MTI 446 mg tot. flavanols Before/After i Fasting plasma .
PA 32 hypercholesterolemic No effect: ICAM-1; E- and [200]
(36 gpowder (188 g (6 weeks) Low-flavanol group: Hvs. L group ] (BM) P !
cocoz) per 240 mL W) 43 mg tot. flavanols W e
1hs-CRP (females only. n=19)
Dark chocolate 70% STI . ) ) - -
) NC Daily: 700 mg flavonoids Before/After 28 Healthy NA No effect: hs-CRP (commeon [198]
(100 g/day) (7 days)

group)
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Table 1. Cont.

hn

Dark chocolate
(50 g/day = 2 times/day)

MTI
(15 days)

co

Dark chocolate (daily):
1008 mg tot. PPh
110.9 mg epicatechin
36.12 mg catechin
White chocolate(daily):
0.13 g tot. PPh
0.04 mg catechin

DCvs. WC (Ctrl)

19

Hypertensive
prediabetic

NA

No effects: hs-CRP

[199]

Cocoa beverage
(31 g/150mL W x
2 times/day

MTI
(2 weeks)

co

Flavanol beverage (daily):
451 mg tot. PPh
57 mg epicatechin
31 mg catechin
338 mg Pr
Control beverage (daily):
14 mg tot. PPh
1 mg epicatechin
4 mg catechin
8 mg Pr

Before/After
Flavanol vs. Control
beverage (Ctrl)

Hypertensive

Fasting plasma

(BM)

No effect: TNF-o. IL-6, MCP-1,
E-selectin, VCAM-1, and ICAM-1

[201]

Cocoa powder
(20 /250 mL M =
2 times/dav)

MTI
(4 weeks)

Cco

Daily: 40.41 mg (+)-catechin
46.08 mg (—)-epicatechin
36.54 mg procyanidin B2

4952 mg tot PPh
425.7 mg tot Pr

Cocoa (CM) vs.
M (Ctal)

CVD high risk

24 h urine

(BM)

JVLA-4 CD40, CD36 (monocytes)
| P-selectin and ICAM-1 (serum)
Non-significant changes: [VCAM-1
and MCP-1
No effect: hs-CEP, IL-6, E-selectin

[123]

High- and Low-cocoa
flavanol beverage (NA)

MTI
(4 weeks)

Cco

High-cocoa flavanol (daily):
494 mg tot. Flavanols
Low-cocoa flavanol (daily):
23 mpg tot. flavanols

Before/After
Hwvs L

Healthy

Fasting plasma

BM)

24 h urine

(BM)

LCRP (High-cocoa flavanol group)

[194]
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Table 1. Cont.

856

. Cocoa beverages (daily):
Different flavanol
180 mg flavanols (Low)
content cocoa beverages . |CRP
s Contxd be STI o 400 mg flavanols (Medium) L. M. H vs. Control 20 Obese healts NA |6 105
Ve LONIOLBEVERIEE (5 days) 000 mg flavanols (High) beverage (Cirl) s ety (193]
(28 g cocoa powder in . No effect: ICAM
W x 2 times/day) Control beverage (dailv):
- o 30 mg flavanols
Non-significant changes:
Dark chocolate 70% MTI Daily: Hypertensive (excess LICAM-1
R o NC _ Before/After 20 . NA . [202]
(25 g *2 times/day) (4 weeks) 2135 mg PPh body weight) IVCAM-1.
1E-selectin
, . ) LIL-1Ra and
Dark chocolate 70% STI 444 mo/kg catechin _ Normal weight obese ~
, NC ] ) Before/After 15 NA No effect: [L-1o. IL-1p, IL-6, and [166]
(100 g/dav) (7 days) 908 mg/kg epicatechin Women
INF-u
Cocoa product rich in MTI 24 Healthy and JIL-1p, IL-10
fibre(15 g/200 mL M = (4 weeks) co 13-9 mg/g soluble PPh Cocoa vs. M (Ctrl) ;0 Hypercholesterolemic NA No effect: IL-6, TNF-a, IL-8, [156]
wee! 2
2 times/day) subjects MCP-1, VCAM and ICAM
Daily: 4041 mg (+)-catechin Before/Aft |NFxB
46.08 mg (-)-epicatechin ore A 2 h plasma e
Cocoa powder ~ L Cocoa (CM+CW) 1E-selectin
40 2250 mL. M or W Al(6h) CO 36.54 mg procyanidin B2 —— Healthy (BM) ICAM-1 [203]
(#0g25 or W) 495.2 mg tot PPh vs. W (Ctrd) 6 1 urine (BM) -
CMvs. CW No effect: VCAM-1

425.7 mg tot Pr

Al—acute mtervention; BM—biomarkers for dietary compliance (e.g.. phase II epicatechin metabolites and/or total epicatechin or total flavanols); C—cocoa; CO—crossover design; CRP—C-reactive protein;
hs-CRP—high sensitivity C-reactive protein; Ctrl—control; DC—dark chocolate; ICAM-1, Intercellular Adhesion Molecule-1; IL-6, Interlenkmn-6; M—DMilk; MCP-1—Monocyte Chemoattractant Protein-1;

MTIT—medium-term intervention; NC—no control desizn; PA—parallel arm desizn: PPh—polyphenols; STl—short-term intervention; VCAM-1—Vascular Cell Adhesion Molecule-1; VLA-4—Very Late

Activation Antigen-4; W—water; WC—white chocolate.
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The differences in the circulating levels of cell adhesion molecules may reveal a stage for
pathophysiological events due to activation or damage to various cells [204-206]. Some studies with
solid designs (crossover and parallel amm), involving both healthy and uanhealthy subjects, were not
dble to detect cocoa intake-provoked changes in the circulation of key adhesion molecules such as
ICAM-1 and VCAM-1 [156,195,198.201]. Howewver. some other studies reported a positive impact of
cocoa consumption on the different types of CVD inflammation-related adhesion molecunles. Thus, in
a group of pestmenopansal hypercholesterolemic women consuming a high-flavancl cocoa beverage
(446 mg of total flavanecls). there was a 2.4-fold increase in hyperemic blood flow asseciated with
a significant decrease in plasma levels of VCAM-1. compared to the low-flavanol cocoa beverage
group (43 mg of total flavancls). However, no differences were seen for E- and P-selectins, along with
ICAM-1 [200]. On the other hand, no significant changes were observed for VCAM-1, but circulating
ICAM-1 concentrations significantly decreased after consumption of dark chocolate (41 g/day) by
healthy subjects [193]. A study performed by Monagas and colleagues suggests that the chronic
consumption of cocoa powder may modulate the expression of adhesion molecules (soluble and
expressed on T-cell and monocyte surfaces) related to the early stages of atherosclercsis in subjects at
high risk of coronary heart disease. In a randomized crossover medivm-term feeding trial they
demonstrated a lower setom concentration of P-selectin and ICAM-1 and decreased expression of cell
adhesion molecules (very late activation antigen-4 (VLA-4), CD40. and CD36) on the monocyte
surface after intervention with cocoa powder in skimmed milk (C + M) vs. only skimmed millc
ingestion (M). The circulating levels of VCAM-1 and MCP-1 concentrations were also lower, but not
statistically significant. while that of E-selectin remained unchanged after C+M compared with M
intalee [123]. Their results agreed with the previously reported decrease m ICAM-1 in healthy
volunteers due to chronic dark chocolate consumption [193]. However, for the first time a positive
effect of cocoa consumption on P-selectin concentrations was reported by Monagas and colleagues. in
conirast to previous results obtained on both healthy [176] and health-compromised subjects [198,200].

Nuclear factor kB (INF-+B) is a key molecule in the pathophysiclogy of atherosclerosis invelved in
the regulation of adhesion melecules and cytokine expression [207]. A recent crossover study on
healthy subjects evaluated the effect of acute cocoa consumption in different matrices related to
the bioavailability of cocoa polyphencls in WF-«EB activation and the expression of adhesion
molecules [203]. The administration of 40 g of cocoa powder either with milk (CM) or water (CW)
decreased ICAM concentration & h after intake while E-selectin levels were lower only after CW
intervention, with no changes in VCAM-1 concentration either with CM or CW interventions. Acute
consumption of cocoa with water (CW) significantly decreased WNEF-«B activation in peripheral blood
monocytes compared to baseline and to CM [203], whereas milk treatment alone (control) significantly
mduced NF-«B activation. On the other hand, cocoa mixed with milk had no effects on NEF-«B
activation. The observed differences were attribute to the different bicavailability of polyphenoclic
compounds present in cocoa powder when taken with millke or water, which was monitored during
the study as uwrinary host phase II (epicatechin-Glucs and -Sulfs) and microbial (sum of the
3. 4-dihydroxyphenylacetic, protocatechuic, 4-hydroxybenzoic, 4-hydroxyhippuric, hippuric, caffeic
and ferolic acids) metabolites [203]. Therefore, it was suggested that cocoa consumption could confer
beneficial anti-inflammatory effects mediated by inhibition of the NF-xB-dependent transeription
pathway or interaction with certain cytelines and the food matre can modulate this effect.
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Interlenking are thought to be invelved in the chromic inflammatory response that is typical of
atherosclerosis [206]. A one-week regular consumption of dark chocolate (100 g/day) in normal
weight obese women showed a significant reduction in the serum level of the interleukin-1 receptor
antagonist (IL-1Fa) and its positive correlation with total cholesterol, LDL cholesterol and CVD risk
indexes changes. A neuntral effect on other pro-inflammatery eytokine (IL-1o. IT-1f. IL-6, and TNF-o)
and hs-CRP levels was reported [166]. Similar results were obtained for inflammatory markers
inchnding TWNF-w, IL-1f, [L-6 and P-selectin along with hs-CRP in a non-controlled clinical tfrial,
which failed to find any changes in interleukins in healthy subjects upon consumption of
polyphenol-rich cocoa supplements. consisting of dark chocelate (369 g/day) and cocoa powder
(3095 g/day) for 6 weeks [176]. However, a recent crossover study [156] on normo- and
hyper-cholesterolemic subjects demonstrated the decreased serum level of IL-1P and IL-10 after
regular 4-week consumption of cocoa products with milk (15 g twice per day) as compared to control
(milk). Other measured parameters such as IL-6, TNF-o, IL-8, MCP-1, and vascular and intracellular
cell adhesion molecule levels remained unchanged [156].

Eecently, leukotrienes (LTs) have been implicated as mediators, biomarkers. and possible
therapeutic targets in the context of subclinical atherosclerosis [208]. Lenkotrienes are arachidonic acid
(AA)-derived lipid mediators of inflammation, exerting a range of pro-inflammatory effects, and have
proved to be important mediators in inflammatory conditions such as preclinical atherosclerosis. For
this reason, it has been suggested that lenkotriene synthesis inhibitors and leukotriene receptor
antagomists induce beneficial effects at preclinical stages of the atherosclerotic process [209]. Data
from an early short-term crossover intervention study suggest that cocoa polyphenols can favourably
alter eicosancid synthesis in humans. providing a plansible hypothesis for a mechanism by which they
can decrease platelet activation in humans [89]. Thus, the consumption of high-procyvanidin chocolate
resulted in increased prostacyclin and decreased leukotriene concentrations, and, as result, in a
decreased leukotriene-prostacyclin ratio. a measure of the pro-inflammatory/anti-inflammatory
eicosanoid balance [39].

Although the majority of human studies provide evidence for a possible interaction between cocoa
polyphenols and inflammatory mediators involved in CVD, practically all of them warn about certain
limitations and appeal for further, better designed imtervention studies to confirm the presented
cutcomes. Overall, in order to determine the biological effect of cocoa polyphencls and to reach any
beneficial conclusion that could peossibly be implemented in human health. large-scale randomized
placebo-contrelled studies are required to confirm and expand uvpon the potential anti-inflammatory
role of polyphenol-rich cocoa products. Moreover, the design of human intervention trials should use
a relevant amount of cocoa products. which corresponds to real-life doses and could readily be
incorporated into the regular human diet.

4.2, Animal Models, in Vitro and Cell Culture Studies

There are not many in vive animal studies specifically focused on the CVD-related activity of cocoa
polyphencls, and even fewer considering inflammatory mediators [41]. Howewver, as demonstrated by
human studies, animal mtervention studies also support the capability of cocoa polyphencls to
effectively suppress the production of cytokines and adhesion molecules that promote CVD-related



9. Anexos

Nutrients 2014, 6 850

inflamimation. In a recent study by Gu and colleagues [210], male mice previously fed with a high-fat
(HF) diet for & weeks were randomized to a HF diet or HF diet supplemented with 8% cocoa powder
(HF-HFC grouwp) for 10 weeks. Cocoa supplementation significantly decreased the plasma levels of
the pro-inflammatory mediaters, IL-6 (30.4%) and the expression of several pro-inflammatory
genes (116, 1125, Nos2, and Emrl) in mice. Moreover. unlike the study reported by Monagas and
colleagues [123] in humans, the above stody also demoenstrated a significant decrease in MCP-1, after
cocoa supplementation.

It is noteworthy that the composition of chocolate or cocoa differing in polyphencl contents and
dietary doses could lead to different outcomes in CVD nisk end points [211.212]. Most of the hnman
intervention studies using chocolate or cocoa powder supplementation have reported a protective effect
related to systemic inflamvmation On the other hand, a recent study by Yakala ef al. [213] demonstrated
the unfavorable effect of chocclate consumption on cardiovascular parameters. In this study, the
effects of chocolate supplementation were studied in ApoE*3-Leiden mice, a model susceptible to
diet-induced atherosclerosis, fed with a ligh-cholesterol control diet supplemented with two different
chocolates (A and B)., where chocolate A had a relatively high-polyphenc]l and low-fibre content
compared to chocolate B. After both chocolate treatments, an increase in plasma cholesterel and
atherosclerotic plague formation was observed, compared to the mice fed only with a high-cholestercl
diet. In addition. mice on a high-cholesterol diet supplemented with chocolate B showed elevated
plasma levels of VCAM-1 and E-selectin, whereas the chocolate A showed no effects
Supplementation with chocolate A appeated to be less unfaverable than chocolate B with respect to
inflammatory parameters, which was related to the higher circulating pelvphencl concentrations
present in the A group. Therefore, the discrepancies reperted in this smody were attributed to the
difference in the polyphenol composition of chocolate and quantity consumed. In contrast to the
choceolate intervention. a recent study reported that a 7-day high-cocoa diet (4.8 g'lkg/day) reduced the
production of pro-inflammatery cytokines (IL-6 and TNF-a). along with the production of NO and
reactive oxygen species, in rat peritoneal macrophages ex vivo [214]. However, no significant changes
were found in this study when a lower (2.4 g'kg/day) cocea diet was applied.

In comparison to animal medels, in vitro and cell culture models were more extensively applied in
research on the CVD anti-inflammatory properties of cocoa polyvphenols.

Table 2 represents the stodies regarding the effects of cocea polyphencls on inflammatory
mediators discussed previously for human intervention studies. The i wifro and cell culture
experiments were originally appointed to help identify cellular and molecular targets for the
anti-nflammatory activities of cocoa polyphenols.
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Table 2. In vitro studies on cocoa polyphenol CVD-related anti-inflammatory activities. Ref. = Reference,

Model Treatment (dose) Outcomes Ref.
Leukotrienes
: a) Cocoa procyamdins: monomers to -
(a) Isolated rabbit 15-LOX-1 @ de:;me}rs (2.9 mg/mL) Dose-dependent: (a) |15-LOX-1 activity [215]
R binant h latelet 12-LOX . . N b) |12-LOX activity
(®) Recombinant human platele (b) Epicatechin & procyanidin decamers ®)J actoviy
: Cocoa epicatechin & procyanidins 15-LOX activity
R binant human 5-LOX : . . 216
ecombat AL (10 pmol/L) |Pro-inflammatory mediators (LTB4, LTC4, LTD4) [216]
Pro-Inflammatory and Anti-Inflammatory Cytokines
JIL-1P secretion (monomer to tetramer)
PHA.stimulated PBMC Cocoa procyanidins: monclrmers through TIL-1p s:ecret.ion (pentamer to decamer) [217]
decamers (25 pg/mL) JIL-2 expression (pentamer to heptamer)
1114 expression & secretion (pentamer to decamer)
fuman PBMC Cocoa procyanidins: mon-:?-mers through  TIL-1B transcr?'ptl_'on & secreﬁon (pentamers-decamers) [218]
decamers (25 pg/mL) |IL-1p transcription & secretion (monomers-tetramers)
Resting PBMCs:
. . . IL-4 secretion (h -de fracti
Resting and (PHA)-stimulated human Cocoa procyanidins: monomers through 1 secretion (_ examer-decamer fraction)
. PHA -stimulated PBMCs: [219]
PBMC decamers (25 pg/mL) . . .
= TIL-4 secretion (monomeric fraction)
|TL-4 secretion (hexamer-decamer fraction)
Resting and (PHA )-stimulated human CFP fractions: monomers through | TNF-a (monomers and dimers) [220]
PBMC decamers (25 pg/mL) T TNF-a (tetramers through octamers) -
. Cocoa flavanols and their related | IL-5 release (oligomeric fractions: hexamers to
PHA-stimulated PBMC . ) [221]
oligomers (25 pg/mL) decamers)
Cocoa polyphenol extract (1050 pg/mL
Rat NR8383 macrophages tot. PPh) vs. epicatechin (30—60 pg/mL | TNF-a, MCP-1, IL-1a, IL-6) [222]

tot. PPh)
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Table 2. Cont.

Pro-Inflammatory and Anti-Inflammatory Cytokines
1L-2 secretion
Murine EL4ABOU6 lymphocytes Cocpa exh‘gct (5-80 ng/mL fot. PPh) vs. J‘E]L-él secretion [223]
- epicateclun (60—120 pg/mL tot. PPh) L
1T lymphocyte activation
Cocoa flavanol fractions: Short
Human PBMC (monomers-pentamers) TIL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-u (long-chain fraction) [224]
Long-chain (hexamers-decamers) (20 ug/mL)
Cocoa phenolic acids: (3, 4-DHPPA, 3-HPA, |TNF-u
LPS-stimulated human PBMC 3.4-DHPAA_3-HPAA, |TL-6 [225]
4-HBA) (1 uM) 1IL-1B
NF-xB Activity
Purified cocoa: [(—)-epicatechin (EC) and NEAB
Turkat T cells (+)-catechin (CT)] and a B dimeric procyanidin |2 tvransactivation [226]
(DP-B) (1.7-17.2 uM)

4-DHPAA—3 4-dibvdroxyphenylacetic acid; 3.4-DHPPA—3 4 dihvdroxyphenylpropionic acid; 3-HPA—3-hydroxyphenylpropiomc acid; 3-HPAA—3-hydroxyphenylacetic

acid; 4-HBA—4-hydroxybenzoic acid; CFP—Cocoa flavanols preparation; LOX—lipoxygenase; MCP-1—monocyte chemoattractant protein-1; PBMC—penpheral
blood mononuclear cells; PHA—phytohemagglutinin; VSMC—vascular smooth muscle cells.
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It has been shown that cocea pelyphencls can inhibit lipoxigenase activity in vifre [215.216].
Inflammatory mediators, leukotrienes, are formed via the 5-lipoxygenase pathway of arachidonic
acid metabolism; therefore, cocoa polyphencls might meodulate leukotrienes via eicosanoid
metabolism [180]. Schewe and colleagues [215.2168] reported that cocea (—)-epicatechin and its
low-molecular procyaniding inhibit both dioxvgenase and LTA(4) symthase activities of human
5-LOX, the first two consecutive steps in the conversion of arachidonic acid into leukotrienes.
Moreover, epicatechin and procyanidin decamer inhibited the recombinant human platelet 12-LOX
They suggested that this mechanism may uvnderlie a putative anti-inflammatory effect of cocea
products. Thus, their cutcomes are in line with the results from the in vive study, where healthy
subjects had lower levels of the plasma leukotrienes LTC4. LTD4 and LTE4. along with increased
levels of prostacycling 2 b after procyanidin-rich chocolate consumption [29].

Intervention studies suggest that dietary cocoa polyphencls may moduolate atherogenic
inflammatory processes via interaction with cytokines. Several in vifro studies have studied the
immunemodulatory effects of cocoa polyphenols on the production of cytolines in human peripheral
blood menonuclear cells (Table 2). Thws, studies performed by Mac and colleagues [217-221]
demonstrated that some fraction of cocoa polyphenols may exhibit anti-inflammatory activities by
modulating the production of pro-inflammatory cytokines. inclodmg IT-1f, -2, IL-6 and TNF-a, and
secretion of the anti-inflammatory cytokine IL-4 [219]. The nature and extent of this modulation were
strongly dependent on the degree of polymerization of the tested procyamidins. Thus, smaller fractions
of cocoa polyphenols (monomers-tetramers) consistently decreased pro-inflammatery IL-1b
expression, while the larger clizomers (pentamers-decamers) increased its expression [218]. Ramiro
and colleagues also reported that cocoa extract and epicatechin mediated a decrease in the secretion
and BINA expression of various pro-inflammatory mediators by macrophages, such as MCP-1, TNF-a,
IT-lo, and IT.-6 mRMNA expressions. suggesting that a cocoa polyphenol inhibitory effect on cytoline
secretion is produced, in part. at the transcriptional level [222]. However, a striking increase in the
LPS-induced synthesis of IL-1p, IL-6. IL-10, and TNF-a in the presence of long-chain flavanols from
cocoa by moneonuclear cells was demonstrated in another in vifro study [224]. Epicatechin and cocoa
extract were also shown to significantly reduce IL-2Ra (CD25) expression and [L-2 secretion on
activate peripheral blood mononuvclear cells [223] In resting and PHA-stinmlated PBMC, the
intermediate-sized cocea flavanol and procyanidin fractions (tetramers to octamers) were shown to
display an increase in TNF-x secretion. The monomers and dimers were slightly inhibitery, while
trimers, nonamers and decamers induced TINF-a levels [220]. Cocoa flavanols and their related oligomers
were also able to modulate IT-5 in PHA -stinmlated peripheral blood monenuclear cells [221].

A study reported the effect of cocoa microbial-derived phenclic acids (3.4 dihvdroxyphenylpropionic
acid (3.4-DHPPA), 3-hydroxyphenylpropionic acid, 3 4-dihydroxyphenylacetic acid (3.4-DHPAA).
3-hydroxyphenylacetic acid, 4-hydroxybenzoic acid and 4-hydroxvhippuric acid (4-HHA)) on
the modulation of the production of pro-inflammatery cytokines, fe, TNF-a. IL-1f and IL-6, in
LPS-stimulated PBMC [225]. The phenolic acids vsed were at a biclogical concentration level (1 mMd)
within the range (0.1-10 mM) found in plasma samples after cocoa polyphenol intake [227]. Only the
dihydroxylated compounds, 3 4-DHPPA and 3 4-DHPAA with the exception of 4-HHA for TNF-a
secretion, significantly inhibited the secretion of these pro-inflammatory cytokines. The concentrations
of IL-6 were reduced with 3 4-DHPPA and 3. 4-DHPAA pretreatment. This study demonstrated that
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dihydroxylated phenolic acids derived from colonic microbial metabolites could probably act as an
anti-inflammatory agent, providing favourable effects on CVD [225].

NF-xB is a redox-sensitive transcription factor that regulates the expression of large family of genes,
inchiding those encoding proteins involved in inflammation such as IL-1. IL-6. and TNF-a [228].
Flavanols have been shown to modulate the inflammatory effect in cultured RAW264.7 murine
macrophages via NF-«B pathways, and this depended on the degree of polymerization [229]. Thus,
monomers and dimers repressed the TNF-a secretion and NF-«B-dependent gene expression induced
by interferen vy, whereas the procyanidin C2 enhanced them. Epicatechin monomers were also shown
to interact with NF-«B and inhibit TNF-g-stinmlated activation of T Iyvmphocytes [226]. Epicatechin
and procyaniding can inhibit NF-+B at different levels in the activation pathways, where the decrease
in cell oxidants that are mvolved in NF-«B activation and the prevention of NF-«xB activation via
specific interaction with signaling proteins are seen as main mechanisms [230]. On the whole, the
results from these studies demoenstrate that cocoa polyphencls can act as modulators of the inwnuene
response in immune cells involved in the early stages of atherogenic inflammation

Although only a few studies have been carried out, animal experiments are expected to contribute
much to the mechanistic understanding of the role of cocoa polyphencls in CVD inflammatory
processes. However, these models have certain limitations that should be considered while interpreting
results and extrapolating them to humans: type and dese for intervenmtion, model vs. Imman-specific
metabolism, etc. Regarding in vitro and cell culture studies, the main concern is the type of cocoa
polvphenols applied for treatment Since in CVD-related inflammatery research models wsually
represent the processes normally ccowrming close to systemic circulation (immune cells, vascular and
endothelial tissues), the main compounds considered in these interactions should be bicavailable
metabolites of peolyphencls, mainly presented as phase II host and mderobial metabolites of
epicatechin. In addition. it is difficult to make an alignment between doses of polyphenols tested in
in vitre models and those normally related to dietary consumption in humans.

5. Conclusions

The data from clinical and experimental studies considered in this review suggest that cocoa
products, due to its high polyphencl comtent, may exert anti-inflammatory properties. Yet mmch
remains to be elucidated on the interaction of cocoa polyphenocls with inflammatory mediators
invelved in cardiovascular pathology. Larger. well-designed. placebo-controlled smdies are expected
to approach this gquestion. At this point, there 15 a cerfain need to address recently raised new aspects
regarding cocoa polyphencl bioavailability in future investigations. One of them is the role of cocoa
polyvphenol metabolites in respect of their anti-inflammatory properties. Cocoa polyphencl
bioavailability depends on numerous varying components, which are sometimes difficult to control in
clinical and population studies. To get a better approximation of the asseciation between cocoa
polvphenol consumption and its health owtcomes, a detaitled monitoring of cocoa polyphencl
bioavailabdity during intervention studies is required. Two main groups of metabolites should be
considered, both in human and in model studies: host and microbiota-derived metabolites. Recent
human studies have already started to account for these metabolites. not only as dietary compliance
biomarkers, but also to assess their impact on human health [156,166,202.203 210,214]. This is also
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supported by the fact that polyphenol microbial metabolites can exert various biological activities,
some of them with anti-inflammateory potential [106.123 225]. The role of phase II comugation is
another issue to be considered, especially in mechanistic studies on cocoa polyphenol bicactivities,
e.g., their anti-inflammatory properties. Both host and microbial metabolites are mainly present as
phase IT conjugates in systemic cireulation upon dietary intake of cocoa products. Therefore, they are
principal forms of cocoa polyphenocls available for targeting the inflammatory process i vive. Being
distinet from core compounds in their properties, these metabolites warrant being considered as
principal mediators in cocoa CVD-related anti-inflammatery activities. On the other hand. a possible
intraceliular deconjugation metabolism of phase II metabolites, as was recently reported in a case with
resveratrol [231], should also be considered and investigated in detail for cocoa pelyphencls.
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