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DESCRIPCION
Composiciones microbianas que comprenden elagitanino y métodos de uso
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad a la Solicitud Provisional de EE. UU. No. 62/909.736, presentada el 2 de octubre de
2019 y la Solicitud Provisional de EE. UU. No. 62/755.880, presentada el 5 de noviembre de 2018.

Antecedentes

Los compuestos de polifenoles vegetales son una fuente dietética de antioxidantes, implicados en una serie de
beneficios para la salud, incluyendo actividades antiinflamatorias y anticancerosas.

US 2009/0123979 A1 divulga métodos para producir un material celuldésico reducido en un tanino, que comprenden
tratar el material celul6sico con una cantidad efectiva de una tanasa para reducir el efecto inhibidor del tanino sobre la
sacarificacién enzimética del material celulésico. US 2009/0123979 A1 también divulga métodos para sacarificar un
material celulésico y métodos para producir un producto de fermentacién.

Sumario
La invencién es como se define en las reivindicaciones 1-15.

La presente divulgacidén reconoce que los metabolitos de elagitaninos incluyendo urolitinas (por ejemplo, urolitina A,
urolitina B, urolitina C, urolitina D y/o isourolitina A), pueden ser beneficiosos para la salud de, por ejemplo, mamiferos,
por ejemplo, seres humanos. Sin embargo, generalmente se entiende en la técnica que los metabolitos de elagitaninos
tienen baja biodisponibilidad. La presente divulgacién proporciona la idea de que ciertos microbios, por ejemplo, los
que expresan una o més enzimas de elagitaninos, se pueden proporcionar en combinacién con una composicién de
elagitaninos. Entre otras cosas, la presente divulgacién proporciona que una combinacién de microbios que expresan
una o mas enzimas de elagitanino y una composiciéon de elagitanino puede aumentar la biodisponibilidad de
metabolitos de elagitaninos incluyendo urolitinas (por ejemplo, urolitina A, urolitina B, urolitina C, urolitina D y/o
isourolitina A).

En la invencién, una combinacién proporcionada en la presente memoria comprende una composicién de elagitanino
y una composicién enzimatica. En la invencién, la composicién enzimatica comprende una o mas enzimas de
elagitanino.

En la invencidn, la una o méas enzimas de elagitanino pueden comprender una enzima tanino acil hidrolasa, una enzima
galato descarboxilasa, o una combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, una 0 mas enzimas de elagitanino
pueden comprender una enzima tanino acil hidrolasa. En algunas realizaciones, una enzima tanino acil hidrolasa es o
incluye una enzima tanasa fanB. En algunas realizaciones, una o mas enzimas de elagitanino pueden comprender
una enzima galato descarboxilasa. En algunas realizaciones, una enzima galato descarboxilasa es o incluye una
enzima galato descarboxilasa /pdB. En algunas realizaciones, una enzima galato descarboxilasa es o incluye una
enzima galato descarboxilasa /pdC. En algunas realizaciones, una o mas enzimas de elagitanino comprenden una
enzima galato descarboxilasa /pdB y una enzima galato descarboxilasa /pdC. En algunas realizaciones, una 0 mas
enzimas de elagitanino comprenden una enzima tanasa tanB, una enzima galato descarboxilasa /pdB, y una enzima
galato descarboxilasa /pdC.

En la invencién, la composicién enzimética comprende un microbio sintetizador de enzima de elagitanino (EES) o un
extracto del mismo. En algunas realizaciones, un microbio EES se encuentra en la naturaleza. En algunas
realizaciones, un microbio EES es un microbio EES modificado por ingenieria. En algunas realizaciones, un microbio
EES modificado por ingenieria comprende una alteracién genética con respecto a un microbio de referencia por lo
demés comparable, de manera que el microbio EES modificado por ingenieria produce la una o mas enzimas de
elagitanino a un nivel absoluto o relativo diferente del microbio de referencia.

En la invencién, el microbio EES es Lactobacillus plantarum.
En algunas realizaciones, un microbio EES es viable o esta vivo. En algunas realizaciones, un microbio EES se liofiliza.

En algunas realizaciones, una combinacién incluye una cantidad suficiente de un microbio EES para colonizar el
microbioma de un sujeto.

En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino comprende un extracto vegetal de granada, fresa,
frambuesa, ardndano, mora, mora de los pantanos, mora értica, uvas muscadina, guayaba, una fruta de la familia
Myrtaceae, nuez, pacana, castafia, anacardo, almendra, pistacho, avellana, nuez de Brasil, vino tinto de macadamia
envejecido en barriles de roble, zumo de uvas de muscadina, zumo de granada, té, coflac, grosella de la India, hongo
de bistec, o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, una combinacién incluye una cantidad de una
composicién de elagitanino suficiente para inducir la expresién, actividad o ambas de una o mas enzimas de
elagitanino en el microbio EES.
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En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino y una o mas enzimas de elagitanino estan presentes en
una cantidad efectiva para promover la produccién de urolitina en un sujeto.

En algunas realizaciones, una combinacién comprende un prebiético. En algunas realizaciones, una combinacién
comprende un fructooligosacarido, una inulina, un isomaltooligosacarido, un lactilol, una lactosacarosa, una lactulosa,
un oligosacérido de soja, un transgalactooligosacarido, un xilooligosacarido o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino, una composiciéon enzimatica, o ambas pueden formularse
para administracién oral. En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino, una composicién enzimatica, o
ambas pueden ser un alimento, una bebida, una composicién de pienso o un suplemento nutricional. En algunas
realizaciones, una composicién de elagitanino, una composicién enzimatica, 0 ambas pueden ser un liquido, jarabe,
comprimido, pastilla, goma, cépsula, polvo, gel o pelicula.

En algunas realizaciones, se formula una combinacién para administracién oral. En algunas realizaciones, una
combinacién es un alimento, una bebida, una composicién de pienso o un suplemento nutricional. En algunas
realizaciones, una combinacién es un liquido, jarabe, comprimido, pastilla, goma, cépsula, polvo, gel o pelicula.

En algunas realizaciones, una combinacién comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, una combinaciéon es una formulacién con recubrimiento entérico.

La presente divulgacion proporciona métodos que comprenden administrar una combinacién divulgada en la presente
memoria a un sujeto.

La presente divulgacién proporciona métodos, que no forman parte de la invencién reivindicada, que comprenden
administrar a un sujeto una composicién de elagitanino, una composicién enzimética que comprende una o mas
enzimas de elagitanino, o una combinacién como se divulga en la presente memoria de modo que el sujeto esté
recibiendo una combinacién divulgada en la presente memoria.

En algunas realizaciones, un método es un método para disminuir la formacién de agregados polipeptidicos en una
célula o tejido. En algunas realizaciones, un método es un método para disminuir una cantidad de agregados
polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, los agregados polipeptidicos son agregados de
polipéptido que comprenden una region poliQ (es decir, agregados poliQ). En algunas realizaciones, una regién poliQ
comprende al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40 o al menos 50 glutaminas. En algunas realizaciones,
una célula es o comprende neuronas. En algunas realizaciones, una célula es o comprende tejido del sistema nervioso
central.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de formacién de agregados polipeptidicos en una
célula o tejido. En algunas realizaciones, un método comprende comparar un nivel de formacién de agregados
polipeptidicos en una célula o tejido con un nivel de referencia de formacién de agregados polipeptidicos en una célula
o tejido. En algunas realizaciones, se determina un nivel de referencia en una célula o tejido de un sujeto al que no se
le ha administrado una composicién de elagitanino, una composicién enzimatica que comprende una o mas enzimas
de elagitanino, o una combinacién como se divulga en la presente memoria. En algunas realizaciones, un método
comprende, antes de la administracién, determinar un nivel de formacién de agregados polipeptidicos en una célula o
tejido. En algunas realizaciones, un método comprende, después de la administraciéon, determinar un nivel de
formacién de agregados polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, un método comprende
comparar un nivel de formacién de agregados polipeptidicos en una célula o tejido determinado antes de la
administracién con un nivel de formacién de agregados polipeptidicos en una célula o tejido determinado después de
la administracion.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o
tejido. En algunas realizaciones, un método comprende comparar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula
o tejido con un nivel de referencia de agregados polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, se
determina un nivel de referencia en una célula o tejido de un sujeto al que no se le ha administrado una composicién
de elagitanino, una composicién enzimatica que comprende una o mas enzimas de elagitanino, 0 una combinacién
como se divulga en la presente memoria. En algunas realizaciones, un método comprende, antes de la administracién,
determinar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, un método
comprende, después de la administracién, determinar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o tejido. En
algunas realizaciones, un método comprende comparar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o tejido
determinado antes de la administracién con un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o tejido determinado
después de la administracion.

En algunas realizaciones, un método es un método para modificar un nivel de una o més urolitinas producidas en el
intestino del sujeto.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de la una o mas urolitinas producidas en el
intestino del sujeto. En algunas realizaciones, un método comprende comparar el nivel de cada una de una o mas
urolitinas producidas en el intestino del sujeto con un nivel de referencia correspondiente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 981 358 T3

En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de una o mas urolitinas producidas en el plasma
de un sujeto. En algunas realizaciones, un método comprende comparar el nivel de una o mas urolitinas en el plasma
de un sujeto con un nivel de referencia. En algunas realizaciones, un nivel de referencia es una concentracién de una
urolitina en plasma, por ejemplo, 0,2-20 UM (Espin JC, Larrosa M, Garcia-Connea MT, Tomas-Barberan F. Biological
significance of urolitins, the gut microbial elagic Acid-derived metabolites: the evidence so far. Evid Based Complement
Alternat Med. 2013;2013:270418. doi:10.1155/2013/270418). En algunas realizaciones, un nivel de referencia es una
concentracién de urolitina en plasma de al menos 0,1 uyM, al menos 0,2 pM, al menos 0,5 uM, al menos 1 pM, al menos
5 uM, al menos 10 UM o al menos 15 pM. En algunas realizaciones, un nivel de referencia es una concentracién de
urolitina en plasma de al menos 0,5 uM, como maximo 1 uM, como maximo 5 uM, como maximo 10 uM, como méximo
15 uM, como maximo 20 UM, o como méximo 25 uM.

En algunas realizaciones, un nivel de referencia, ya sea en el intestino o plasma, es un nivel de referencia histérico de
una urolitina, un nivel de urolitina en el intestino del sujeto antes de recibir una combinacién, o un nivel de urolitina en
el intestino de un sujeto comparable que no ha recibido una combinacion.

En algunas realizaciones, un método es un método para aumentar una cantidad de una urolitina producida en el
intestino del sujeto. En algunas realizaciones, una urolitina es urolitina A (3,8-dihidroxiurolitina), urolitina C (3,8,9
trinidroxiurolitina), isourolitina A (3,9 dihidroxiurolitina), urolitina B (3-hidroxiurolitina), urolitina D (3,4,8,9-
tetrahidroxiurolitina) o una combinacién de las mismas.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar un indicador de la funcién mitocondrial en el sujeto. En
algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de mitofagia en un sujeto.

En algunas realizaciones, un método es un método para modificar un nivel de expresién o un nivel de actividad de
Nrf2 en una célula o tejido de un sujeto. En algunas realizaciones, un método es un método para aumentar el nivel de
expresion o el nivel de actividad de Nrf2 en la célula o tejido del sujeto.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar el nivel de expresion o el nivel de actividad del factor
respiratorio nuclear-2 (Nrf2) en la célula o tejido del sujeto. En algunas realizaciones, un método comprende comparar
el nivel de expresién o el nivel de actividad de Nrf2 en la célula o tejido con un nivel de referencia. En algunas
realizaciones, un nivel de referencia es un nivel histérico de expresién o actividad de Nrf2, un nivel de expresién o un
nivel de actividad del factor respiratorio nuclear-2 (Nrf2) en una célula o tejido comparable del sujeto antes de recibir
la combinacién, o un nivel de expresién o un nivel de actividad del factor respiratorio nuclear-2 (Nrf2) en una célula o
tejido comparable de un sujeto comparable que no ha recibido la combinacién. En algunas realizaciones, un método
comprende determinar un nivel de expresién o un nivel de actividad de un gen regulado por la expresiéon de Nrf2 en
una célula o tejido del sujeto.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de uno o0 mas antioxidantes en una célula o tejido
del sujeto. En algunas realizaciones, una célula o tejido de un sujeto comprende una célula hepética o tejido hepatico.
En algunas realizaciones, un método comprende medir un indicador de salud o funcién hepética en un sujeto.

En algunas realizaciones, un método es un método para aumentar la biodisponibilidad de una composicién de
elagitanino para un sujeto. En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de biodisponibilidad
de un elagitanino de la composicion de elagitanino en el intestino de un sujeto. En algunas realizaciones, un método
comprende comparar el nivel de biodisponibilidad del elagitanino de la composicién de elagitanino en el intestino del
sujeto con un nivel de referencia. En algunas realizaciones, un nivel de referencia es un nivel de referencia de
biodisponibilidad histérico para un elagitanino, un nivel de biodisponibilidad de un elagitanino en el intestino del sujeto
antes de recibir una combinacién; o un nivel de biodisponibilidad de un elagitanino en el intestino de un sujeto
comparable que no ha recibido la combinacion.

En algunas realizaciones, un método es un método para tratar una afeccién o trastorno asociado con disfuncién
mitocondrial en un sujeto.

En algunas realizaciones, un método es un método para tratar una afeccién, enfermedad o trastorno hepético en un
sujeto.

En algunas realizaciones, un método es un método para aumentar la vida Util viable de un producto probiético que
comprende un microbio EES, que comprende afiadir una composicién de elagitanino al producto probiético, donde el
microbio EES expresa una o mas enzimas de elagitanino.

En la invencidn, la una o méas enzimas de elagitanino pueden comprender una enzima tanino acil hidrolasa, una enzima
galato descarboxilasa, o una combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, una 0 mas enzimas de elagitanino
pueden comprender una enzima tanino acil hidrolasa. En algunas realizaciones, una enzima tanino acil hidrolasa es o
incluye una enzima tanasa fanB. En algunas realizaciones, una o mas enzimas de elagitanino pueden comprender
una enzima galato descarboxilasa. En algunas realizaciones, una enzima galato descarboxilasa es o incluye una
enzima galato descarboxilasa /pdB. En algunas realizaciones, una enzima galato descarboxilasa es o incluye una
enzima galato descarboxilasa /pdC. En algunas realizaciones, una o mas enzimas de elagitanino comprenden una
enzima galato descarboxilasa /pdB y una enzima galato descarboxilasa /pdC. En algunas realizaciones, una 0 mas
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enzimas de elagitanino comprenden una enzima tanasa tanB, una enzima galato descarboxilasa /pdB, y una enzima
galato descarboxilasa /pdC.

En la invencién, la composicién enzimética comprende un microbio sintetizador de enzima de elagitanino (EES) o un
extracto del mismo. En algunas realizaciones, un microbio EES se encuentra en la naturaleza. En algunas
realizaciones, un microbio EES es un microbio EES modificado por ingenieria. En algunas realizaciones, un microbio
EES modificado por ingenieria comprende una alteracién genética con respecto a un microbio de referencia por lo
demés comparable, de manera que el microbio EES modificado por ingenieria produce la una o mas enzimas de
elagitanino a un nivel absoluto o relativo diferente del microbio de referencia.

En la invencién, el microbio EES es Lactobacillus plantarum.
En algunas realizaciones, un microbio EES es viable o esta vivo. En algunas realizaciones, un microbio EES se liofiliza.

En algunas realizaciones, un microbio EES modificado por ingenieria comprende una alteracién genética con respecto
a un microbio de referencia por lo demas comparable, de manera que produce una o mas enzimas de elagitanino a
un nivel absoluto o relativo diferente del microbio de referencia.

En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino comprende un extracto vegetal de granada, fresa,
frambuesa, ardndano, mora, mora de los pantanos, mora értica, uvas muscadina, guayaba, una fruta de la familia
Myrtaceae, nuez, pacana, castafia, anacardo, almendra, pistacho, avellana, nuez de Brasil, vino tinto de macadamia
envejecido en barriles de roble, zumo de uvas de muscadina, zumo de granada, té, coflac, grosella de la India, hongo
de bistec, o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino comprende un
suplemento que contiene uno o més elagitaninos o acidos elagicos. En algunas realizaciones, una combinacién incluye
una cantidad de una composicidén de elagitanino suficiente para inducir la expresién, actividad o ambas de una o mas
enzimas de elagitanino en el microbio EES.

En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino y una o mas enzimas de elagitanino estan presentes en
una cantidad efectiva para promover la produccién de urolitina en un sujeto.

En algunas realizaciones, un método comprende afiadir un prebiético. En algunas realizaciones, un prebiético
comprende un fructooligosacarido, una inulina, un isomaltooligosacarido, un lactilol, una lactosacarosa, una lactulosa,
un oligosacérido de soja, un transgalactooligosacarido, un xilooligosacarido o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, se puede formular una composicién probidtica para administracién oral. En algunas
realizaciones, una composicién probiética puede ser un alimento, una bebida, una composicién de pienso o un
suplemento nutricional. En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino, una composicién enzimética, o
ambas pueden ser un liquido, jarabe, comprimido, pastilla, goma, cépsula, polvo, gel o pelicula. En algunas
realizaciones, una composicién probiética es una formulacién con recubrimiento entérico.

La presente divulgacion proporciona un producto probibtico, que no forma parte de la invencién reivindicada, que
comprende un microbio EES que expresa una o mas enzimas de elagitanino. En algunas realizaciones, una o mas
enzimas de elagitanino pueden comprender una enzima tanino acil hidrolasa. En algunas realizaciones, una enzima
tanino acil hidrolasa es o incluye una enzima tanasa fanB. En algunas realizaciones, una o mas enzimas de elagitanino
pueden comprender una enzima galato descarboxilasa. En algunas realizaciones, una enzima galato descarboxilasa
es o incluye una enzima galato descarboxilasa /pdB. En algunas realizaciones, una enzima galato descarboxilasa es
o incluye una enzima galato descarboxilasa /pdC. En algunas realizaciones, una o mas enzimas de elagitanino
comprenden una enzima galato descarboxilasa /pdB y una enzima galato descarboxilasa /pdC. En algunas
realizaciones, una o mas enzimas de elagitanino comprenden una enzima tanasa tanB, una enzima galato
descarboxilasa /pdB, y una enzima galato descarboxilasa /pdC.

En algunas realizaciones, un microbio EES se encuentra en la naturaleza. En algunas realizaciones, un microbio EES
es un microbio EES modificado por ingenieria. En algunas realizaciones, un microbio EES modificado por ingenieria
comprende una alteracién genética con respecto a un microbio de referencia por lo demas comparable, de manera
que el microbio EES modificado por ingenieria produce la una o mas enzimas de elagitanino a un nivel absoluto o
relativo diferente del microbio de referencia.

En la invencién, un microbio EES es un miembro de la familia Lactobacillaceae. En la invencién, un miembro de la
familia Lactobacillaceae es una especie de L. plantarum.

En algunas realizaciones, un microbio EES es viable o esta vivo. En algunas realizaciones, un microbio EES se liofiliza.

En algunas realizaciones, un microbio EES modificado por ingenieria comprende una alteracién genética con respecto
a un microbio de referencia por lo deméas comparable, de manera que produce la una o méas enzimas de elagitanino a
un nivel absoluto o relativo diferente del microbio de referencia.
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En algunas realizaciones, un probiético comprende un prebiético. En algunas realizaciones, un prebiético comprende
un fructooligosacarido, una inulina, un isomaltooligosacérido, un lactilol, una lactosacarosa, una lactulosa, un
oligosacérido de soja, un transgalactooligosacarido, un xilooligosacarido o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, se formula un producto probidtico para la administracién oral. En algunas realizaciones, un
producto probiético es un alimento, una bebida, una composicién de pienso o un suplemento nutricional. En algunas
realizaciones, un producto probiético es un liquido, jarabe, comprimido, pastilla, goma, cépsula, polvo, gel o pelicula.

En algunas realizaciones, un producto probiético es una formulacién con recubrimiento entérico.

Los siguientes métodos y usos no forman parte de la invencién reivindicada, pero se consideran Utiles para comprender
la invencién.

La presente divulgacion proporciona un método de fabricacién de un producto probiético que comprende un microbio
EES, que comprende afiadir una composicién de elagitanino al producto probiético, donde el microbio EES expresa
una 0 més enzimas de elagitanino.

En algunas realizaciones, un método comprende afiadir un prebiético. En algunas realizaciones, un prebiético
comprende un fructooligosacarido, una inulina, un isomaltooligosacarido, un lactilol, una lactosacarosa, una lactulosa,
un oligosacérido de soja, un transgalactooligosacarido, un xilooligosacarido o una combinacién de los mismos.

La presente divulgacién proporciona usos de una combinacidén divulgada en la presente memoria para modular un
nivel de urolitina producida en el intestino de un sujeto.

La presente divulgacién proporciona usos de una combinacién divulgada en la presente memoria para regular la
funcién mitocondrial en un sujeto.

La presente divulgacién proporciona usos de una combinacidén divulgada en la presente memoria para modular un
nivel de mitofagia en un sujeto.

La presente divulgacién proporciona usos de una combinacidén divulgada en la presente memoria para modular un
nivel de expresién o un nivel de actividad de Nrf2 en una célula o tejido de un sujeto.

La presente divulgacién proporciona usos de una combinacidén divulgada en la presente memoria para modular un
nivel de expresién o un nivel de actividad de un gen regulado por la expresién de Nrf2 en una célula o tejido de un
sujeto.

La presente divulgacién proporciona usos de una combinacidén divulgada en la presente memoria para modular un
nivel de uno o mas antioxidantes en una célula o tejido de un sujeto. En algunas realizaciones, una célula o tejido de
un sujeto comprende una célula hepética o tejido hepético. La presente divulgacién proporciona usos de una
combinacién divulgada en la presente memoria para mejorar la salud o funcién hepatica en un sujeto.

La presente divulgacién proporciona usos de una combinacion divulgada en la presente memoria para aumentar un
nivel de biodisponibilidad de un elagitanino en el intestino de un sujeto.

Estos, y otros aspectos abarcados por la presente divulgacién, se describen con més detalle a continuacién y en las
reivindicaciones.

Definiciones

El alcance de la presente invencién esté definido por las reivindicaciones adjuntas a la presente memoria y no esta
limitado por ciertas realizaciones descritas en la presente memoria. En general, los términos usados en la presente
memoria estan de acuerdo con su significado entendido en la técnica, a menos que se indique claramente lo contrario.
A continuacién se proporcionan definiciones explicitas de ciertos términos; los significados de estos y otros términos
en casos particulares a lo largo de esta memoria descriptiva resultaran claros para los expertos en la técnica a partir
del contexto.

El uso de términos ordinales tales como "primero"”, "segundo”, "tercero", etc., en las reivindicaciones para modificar un
elemento de reivindicacién no connota por si mismo ninguna prioridad, precedencia u orden de un elemento de
reivindicacién sobre otro o el orden temporal en el que se realizan las acciones de un método, sino que se usan
simplemente como etiquetas para distinguir un elemento de reivindicacién que tiene un cierto nombre de otro elemento
que tiene un mismo nombre (pero para el uso del término ordinal) para distinguir los elementos de reivindicacién.

Los articulos "un" y "una", como se usan en la presente memoria, deben entenderse que incluyen los referentes
plurales a menos que se indique claramente lo contrario. Las reivindicaciones o descripciones que incluyen "o" entre
uno 0 mas miembros de un grupo se consideran satisfechas si uno, més de uno, o todos los miembros del grupo estan
presentes en, empleados en, o relevantes de otro modo para un producto o proceso dado a menos que se indique lo
contrario o sean evidentes de otro modo a partir del contexto. En algunas realizaciones, exactamente un miembro de
un grupo esta presente en, empleado en, o relevante de otro modo para un producto o proceso dado. En algunas
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realizaciones, méas de uno, o todos los miembros del grupo estén presentes en, se emplean en, o son relevantes de
otro modo para un producto o proceso dado. Debe entenderse que la invencién abarca todas las variaciones,
combinaciones y permutaciones en las que una o mas limitaciones, elementos, clausulas, términos descriptivos, etc,,
de una o mas de las reivindicaciones enumeradas se introducen en otra reivindicacién dependiente de la misma
reivindicacién base (o, segln sea relevante, cualquier otra reivindicacién) a menos que se indique lo contrario o a
menos que sea evidente para un experto en la técnica que surgiria una contradiccién o inconsistencia. Cuando los
elementos se presentan como listas (por ejemplo, en un grupo Markush o formato similar), debe entenderse que cada
subgrupo de los elementos también se divulga, y cualquier elemento(s) puede eliminarse del grupo. Debe entenderse
que, en general, cuando las realizaciones o aspectos se denominan "que comprenden” elementos, caracteristicas,
etc., particulares, ciertas realizaciones o aspectos "consisten", o "consisten esencialmente en", tales elementos,
caracteristicas, etc. Con fines de simplicidad, esas realizaciones no se han expuesto especificamente en todos los
casos con tantas palabras en la presente memoria. También debe entenderse que cualquier realizacién o aspecto
puede excluirse explicitamente de las reivindicaciones, independientemente de si la exclusién especifica se enumera
en la memoria descriptiva.

Administracién: Como se usa en la presente memoria, el término "administracién" se refiere tipicamente a la
administraciéon de una composicién a un sujeto o sistema para lograr el suministro de un agente al sujeto o sistema.
En algunas realizaciones, el agente es, o esta incluido en, la composicién; en algunas realizaciones, el agente se
genera a través del metabolismo de la composicién o uno o méas componentes de la misma. Los expertos en la técnica
seran conscientes de una variedad de vias que pueden, en circunstancias apropiadas, utilizarse para la administracion
a un sujeto, por ejemplo, un ser humano. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la administracién puede ser ocular,
oral, parenteral, topica, etc. En algunas realizaciones particulares, la administracién puede ser bronquial (por ejemplo,
por instilacién bronquial), bucal, dérmica (que puede ser o comprender, por ejemplo, una 0 mas de topica en la dermis,
intradérmica, intradérmica, transdérmica, etc), entérica, intraarterial, intradérmica, intragastrica, intramedular,
intramuscular, intranasal, intraperitoneal, intratecal, intravenosa, intraventricular, dentro de un érgano especifico (por
ejemplo, intrahepatica), mucosal, nasal, oral, rectal, subcutdnea, sublingual, tépica, traqueal (por ejemplo, por
instilacién intratraqueal), vaginal, vitrea, etc. En muchas realizaciones proporcionadas por la presente divulgacién, la
administracion es administracién oral. En algunas realizaciones, la administracién puede implicar solo una dosis Unica.
En algunas realizaciones, la administraciéon puede implicar la aplicacion de un namero fijo de dosis. En algunas
realizaciones, la administracién puede implicar una dosificacién que es intermitente (por ejemplo, una pluralidad de
dosis separadas en el tiempo) y/o una dosificacién periédica (por ejemplo, dosis individuales separadas por un periodo
de tiempo comun). En algunas realizaciones, la administraciéon puede implicar una dosificacién continua (por ejemplo,
perfusion) durante al menos un periodo de tiempo seleccionado. La administraciéon de células puede ser por cualquier
via apropiada que dé como resultado la administracién a una ubicacién deseada en un sujeto donde al menos una
porcién de las células administradas o componentes de las células permanecen viables. Un periodo de viabilidad de
las células después de la administracién a un sujeto puede ser tan corto como unas pocas horas, por ejemplo,
veinticuatro horas, a unos pocos dias, hasta tan largo como varios afios, es decir, injerto a largo plazo. En algunas
realizaciones, la administracién comprende la administracién de un extracto o preparacién bacteriana que comprende
uno 0 méas metabolitos y/o subproductos bacterianos pero que carece de células bacterianas completamente viables.

Analogo: Como se usa en la presente memoria, el término "analogo" se refiere a una sustancia que comparte una o
més caracteristicas estructurales, elementos, componentes o restos particulares con una sustancia de referencia.
Tipicamente, un "anéalogo" muestra una similitud estructural significativa con la sustancia de referencia, por ejemplo,
comparte una estructura central o consenso, pero también difiere en ciertas formas discretas. En algunas
realizaciones, un anélogo es una sustancia que puede generarse a partir de la sustancia de referencia, por ejemplo,
mediante manipulacién quimica de la sustancia de referencia. En algunas realizaciones, un analogo es una sustancia
que puede generarse a través de la realizacién de un proceso sintético sustancialmente similar a (por ejemplo, que
comparte una pluralidad de etapas con) uno que genera la sustancia de referencia. En algunas realizaciones, un
anélogo es o puede generarse a través de la realizacion de un proceso sintético diferente del usado para generar la
sustancia de referencia.

Aproximadamente: Como se aplica a uno o més valores de interés, incluye un valor que es similar a un valor de
referencia establecido. En ciertas realizaciones, el término "aproximadamente" o "alrededor de" se refiere a un intervalo
de valores que caen dentro de £ 10 % (mayor o menor que) del valor de referencia indicado a menos que se indique
lo contrario o sea evidente de otro modo a partir del contexto (excepto cuando dicho nimero exceda el 100 % de un
valor posible).

Biodisponibilidad de elagitaninos: Como se usa en la presente memoria, el término "biodisponibilidad de
elagitaninos" se refiere a una cantidad de elagitaninos o productos de su hidrélisis que se absorben en la circulacién
sistémica de una composicién de elagitaninos. Una cantidad de elagitaninos puede determinarse midiendo una
cantidad de productos de hidrélisis de elagitaninos presentes en muestras de sangre, plasma u orina. Ademés, los
elagitaninos biodisponibles pueden ser metabolizados en un sujeto a, por ejemplo, urolitina. Como tal, la
biodisponibilidad de elagitaninos puede determinarse indirectamente evaluando una cantidad de urolitinas en la
circulacion sistémica (por ejemplo, sangre, plasma, etc.) o excretadas por los rifiones (por ejemplo, orina). Por tanto,
puede determinarse un cambio en la biodisponibilidad (por ejemplo, aumento) de una composicién de elagitanino dada
evaluando los niveles de urolitina en presencia de una composicién o combinacién de elagitanino como se describe

7



10

15

20

25

30

35

ES 2 981 358 T3

en la presente memoria. En algunas realizaciones, los niveles de urolitina se pueden comparar, por ejemplo, con los
de un sujeto antes del inicio del tratamiento con la composicién.

Comparable: Como se usa en la presente memoria, el término "comparable" se refiere a dos o méas agentes,
entidades, situaciones, conjuntos de condiciones, sujetos, etc., que pueden no ser idénticos entre si pero que son
suficientemente similares para permitir la comparacién entre los mismos de modo que un experto en la técnica
apreciara que pueden extraerse conclusiones razonablemente basandose en diferencias o similitudes observadas. En
algunas realizaciones, los conjuntos comparables de condiciones, circunstancias, individuos o poblaciones se
caracterizan por una pluralidad de caracteristicas sustancialmente idénticas y una o un pequefio nimero de
caracteristicas variadas. Los expertos en la técnica entenderan, en contexto, qué grado de identidad se requiere en
cualquier circunstancia dada para que dos 0 més de tales agentes, entidades, situaciones, conjuntos de condiciones,
etc. se consideren comparables. Por ejemplo, los expertos en la técnica apreciardn que los conjuntos de
circunstancias, individuos o poblaciones son comparables entre si cuando se caracterizan por un nimero y tipo
suficientes de caracteristicas sustancialmente idénticas para garantizar una conclusién razonable de que las
diferencias en los resultados obtenidos o fendmenos observados bajo o con diferentes conjuntos de circunstancias,
individuos o poblaciones son causadas por o son indicativas de la variacién en esas caracteristicas que varian.

Conservativa: Como se usa en la presente memoria, se refiere a casos cuando se describe una sustitucién de
aminoécidos conservativa, que incluye una sustitucién de un residuo de aminoacido por otro residuo de aminoécido
que tiene un grupo R de cadena lateral con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En
general, una sustitucién de aminoéacidos conservativa no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de
interés de una proteina, por ejemplo, la capacidad de un receptor para unirse a un ligando. Los ejemplos de grupos
de aminoécidos que tienen cadenas laterales con propiedades quimicas similares incluyen: cadenas laterales alifaticas
tales como glicina (Gly, G), alanina (Ala, A), valina (Val, V), leucina (Leu, L) e isoleucina (lle, |); cadenas laterales
alifaticas con hidroxilo tales como serina (Ser, S) y treonina (Thr, T); cadenas laterales que contienen amida tales
como asparagina (Asn, N) y glutamina (GIn, Q); cadenas laterales arométicas tales como fenilalanina (Phe, F), tirosina
(Tyr, Y) y triptéfano (Trp, W), cadenas laterales basicas tales como lisina (Lys, K), arginina (Arg, R) e histidina (His,
H); cadenas laterales acidas tales como é&cido aspartico (Asp, D) y &cido glutdmico (Glu, E); y cadenas laterales que
contienen azufre tales como cisteina (Cys, C) y metionina (Met, M). Los grupos de sustitucién de aminoécidos
conservativa incluyen, por ejemplo, valina/leucinal/isoleucina (Val/Leu/lle, V/L/), fenilalaninaftirosina (Phe/Tyr, F/Y),
lisina/arginina (Lys/Arg, K/R), alanina/valina (Ala/Val, A/V), glutamato/aspartato (Glu/Asp, E/D) y asparagina/glutamina
(Asn/GIn, N/Q). En algunas realizaciones, una sustitucion de aminoécidos conservativa puede ser una sustitucién de
cualquier residuo nativo en una proteina con alanina, como se usa en, por ejemplo, mutagénesis por barrido de alanina.
En algunas realizaciones, se realiza una sustitucion conservativa que tiene un valor positivo en la matriz de
probabilidad logaritmica de PAM250 divulgada en Gonnet, G.H. et al., 1992, Science 256:1443-1445. En algunas
realizaciones, una sustitucién es una sustitucion moderadamente conservativa en la que la sustitucién tiene un valor
no negativo en la matriz de probabilidad logaritmica de PAM250.

?SUSTITUCIONES DE AMINOACIDOS CONSERVATIVAS

....................................................................................................................................................................................................................................................

‘Para Cddigo Reemplazar con

iAminoécido

Alamna ....................... AD-aIaGIyA|bB-AIaAcpL-CysD-Cys ..........................................................................................
?Arginina R éD—Arg, Lys, D-Lys, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, Ile, D-Met, D-lle, Orn, D-Orn
gAsparagina N éD—Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, Gln, D-GIn
Ac|doAspart|coDD—AspD—AsnAsnGIuD—GIuGInD—GIn .......................................................................................
C|ste|nac .................. D_Cyss_Me_cysMetD_MetThrD_Thr .............................................................................................
Glutamina Q DGIn, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp
?Acido Glutamico E éD—GIu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, GIn, D-Gln

éD—IIe, Val, D-Val, AdaA, AdaG, Leu, D-Leu, Met, D-Met

{Isoleucina 1
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Para §C6digo Reemplazar con

?Metionina M éD—Met, S-Me-Cys, lle, D-lle, Leu, D-Leu, Val, D-Val

Fenialanina .D-Phe, Tyr, D-Thr, L-Dopa, His, D-His, Trp, D-Trp, Trans-3,4 6 5-fenilprolina, AdaA, |
? : iAdaG, cis-3,4 6 5-fenilprolina, Bpa, D-Bpa
Pro||na ........................ PD-Pro ..... po -|-t|oazo||d|n-4-carbox|||coac|do ..... D-o-|_-1-oxazohd|n-4-carbox|||co
5 : i (Kauer, Pat. de EE. UU. No. (4.511.390) :

?Serina S éD—Ser, Thr, D-Thr, alo-Thr, Met, D-Met, Met (O), D-Met (O), L-Cys, D-Cys

?Treonina T éD—Thr, Ser, D-Ser, alo-Thr, Met, D-Met, Met (O), D-Met (O), Val, D-Val

?Tirosina Y éD—Tyr, Phe, D-Phe, L-Dopa, His, D-His

Va“na ............................ V ................... D_Va||_euD_|_eu||eD_||e|\/|etD_|\/|etAdaAAdaG ....................................................................

Control. Como se usa en la presente memoria, se refiere al significado entendido en la técnica de un “contro/" siendo
un estandar frente al que se comparan los resultados. Tipicamente, se usan controles para aumentar la integridad en
experimentos aislando variables con el fin de llegar a una conclusién sobre tales variables. En algunas realizaciones,
un control es una reaccién o ensayo que se realiza simultineamente con una reaccién o ensayo de prueba para
proporcionar un comparador. Un “control"también incluye "animal de control". Un "animal de control" puede tener una
modificacién como se describe en la presente memoria, una modificacién que es diferente a como se describe en la
presente memoria, o ninguna modificaciéon (es decir, un animal de tipo salvaje). En un experimento, se aplica un
"ensayo" (es decir, una variable que se esta ensayando). En un segundo experimento, “control", no se aplica la variable
que se esta ensayando. En algunas realizaciones, un control es un control histérico (es decir, de una prueba o ensayo
realizado previamente, o una cantidad o resultado que se conoce previamente). En algunas realizaciones, un control
es o comprende un registro impreso o guardado de otro modo. Un control puede ser un control positivo o un control
negativo.

Determinacién, medicién, evaluacién, valoracién, ensayo y analisis: La determinacién, medicién, evaluacién,
valoracién, ensayo y analisis se usan indistintamente en la presente memoria para referirse a cualquier forma de
medicién, e incluyen determinar si un elemento esta presente o no. Estos términos incluyen determinaciones
cuantitativas y/o cualitativas. El ensayo puede ser relativo o absoluto. El "ensayo para determinar la presencia de"
puede ser determinar la cantidad de algo presente y/o determinar si estd o no presente o ausente.

Forma de dosificacién: Los expertos en la técnica apreciardn que el término "forma de dosificacién" puede usarse
para referirse a una unidad fisicamente discreta de un agente (por ejemplo, un agente terapéutico) para la
administracién a un sujeto. Tipicamente, cada una de tales unidades contiene una cantidad predeterminada de agente.
En algunas realizaciones, dicha cantidad es una cantidad de dosificacién unitaria (o una fraccién completa de la misma)
apropiada para la administracién de acuerdo con un régimen de dosificacién que se ha determinado que se
correlaciona con un resultado deseado o beneficioso cuando se administra a una poblacién relevante (es decir, con
un régimen de dosificacién terapéutica). Los expertos en la técnica apreciaran que la cantidad total de una composicién
0 agente terapéutico administrado a un sujeto particular es determinada por uno o mas médicos asistentes y puede
implicar la administracién de multiples formas de dosificacién.

Régimen de dosificacién: Los expertos en la técnica apreciaran que el término "régimen de dosificacién" puede
usarse para referirse a un conjunto de dosis unitarias (tipicamente méas de una) que se administran individualmente a
un sujeto, tipicamente separadas por periodos de tiempo. En algunas realizaciones, un agente dado tiene un régimen
de dosificacion recomendado, que puede implicar una o mas dosis. En algunas realizaciones, un régimen de
dosificacion comprende una pluralidad de dosis, cada una de las cuales esta separada en el tiempo de otras dosis. En
algunas realizaciones, las dosis individuales estan separadas entre si por un periodo de tiempo de la misma duracién;
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en algunas realizaciones, un régimen de dosificacién comprende una pluralidad de dosis y al menos dos periodos de
tiempo diferentes que separan las dosis individuales. En algunas realizaciones, todas las dosis dentro de un régimen
de dosificacién son de la misma cantidad de dosis unitaria. En algunas realizaciones, diferentes dosis dentro de un
régimen de dosificacion son de diferentes cantidades. En algunas realizaciones, un régimen de dosificacién
comprende una primera dosis en una primera cantidad de dosis, seguida de una o més dosis adicionales en una
segunda cantidad de dosis diferente de la primera cantidad de dosis. En algunas realizaciones, un régimen de
dosificacion comprende una primera dosis en una primera cantidad de dosis, seguido de una o mas dosis adicionales
en una segunda cantidad de dosis igual a la primera cantidad de dosis. En algunas realizaciones, un régimen de
dosificacion se correlaciona con un resultado deseado o beneficioso cuando se administra a una poblacién relevante.

Enriquecido en elagitanino: Como se usa en la presente memoria, el término "enriquecido en elagitanino” se refiere
a un material obtenido procesando uno o més materiales vegetales, en el que la fraccién de uno o més elagitaninos
aumenta con respecto a la fraccién del uno o mas elagitaninos en el o los materiales vegetales antes del
procesamiento. El enriquecimiento puede ser, por ejemplo, de al menos 2 veces, al menos 5 veces, al menos 10
veces, al menos 20 veces 0 mas.

Composicién de elagitanino: Como se usa en la presente memoria, "composicién de elagitanino" se refiere a una
composicién que comprende uno o mas compuestos de elagitanino. En algunas realizaciones, una composicién de
elagitanino se refiere a una sustancia enriquecida en elagitanino. En algunas realizaciones, una composicién de
elagitanino comprende extracto de granada. En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino se produce
procesando uno 0 mas materiales vegetales que comprenden uno o mas compuestos de elagitanino preparados por
una o mas plantas. En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino incluye zumo de un fruto que produce
un compuesto de elagitanino, un homogeneizado de un fruto u otro material (por ejemplo, piel, monda, céascara, etc.)
de una planta que produce un compuesto de elagitanino, un extracto de un material de una planta que produce un
compuesto de elagitanino, o una fraccién enriquecida en elagitanino de un zumo, homogeneizado o extracto de una
planta que produce un compuesto de elagitanino. En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino
comprende un suplemento que contiene uno o0 més elagitaninos o 4cidos elagicos.

Compuesto de elagitanino: Como se usa en la presente memoria, "compuesto de elagitanino" se refiere a
compuestos que son miembros de una clase diversa de polifenoles y analogos estructurales de los mismos. En la
naturaleza, los elagitaninos se hidrolizan a 4cido elagico, que se metaboliza para producir diferentes tipos de urolitinas.
Los elagitaninos comprenden una clase diversa de polifenoles de tanino vegetal hidrolizables complejos compuestos
por restos de hexahidroxidifenoilo esterificados a un azucar, es decir, ésteres de hexahidroxidifenoil-glucosa, que
pueden encontrarse en una variedad de alimentos tales como fresas (Fragaria vesca), frambuesas, moras, moras de
los pantanos (Rubus chamaemorus), frutas de la familia Myrtaceae, incluyendo, pero sin limitarse a jabuticaba,
cambuci, cerezas Surinam, camu-camu, guayaba roja, guayaba blanca, granada, nueces, pacanas, hongo de bistec
(Fistula hepatica) y ardndanos. Otros elagitaninos incluyen, por ejemplo, pedunculaginas, rosacianinas, filanemblininas
y sanguiina H6.

Enzima de elagitanino. Como se usa en la presente memoria, "enzima de elagitanino” se refiere a una enzima
implicada en el metabolismo de un elagitanino a una urolitina. Las enzimas de elagitanino incluyen, pero no se limitan
a: una enzima tanino acil hidrolasa (por ejemplo, una enzima tanasa tanB), y una enzima galato descarboxilasa (por
ejemplo, una enzima galato descarboxilasa /pdB, una enzima galato descarboxilasa IpdC).

Microbio sintetizador de enzima de elagitanino. Como se usa en la presente memoria, la expresién "microbio
sintetizador de enzima de elagitanino” o "microbio EES" se refiere a un microbio (por ejemplo, algas, hongos, bacterias)
que expresa una o mas enzimas de elagitanino. En algunas realizaciones, un microbio EES puede expresar de forma
natural una o mas enzimas de elagitanino. En algunas realizaciones, un microbio EES incluye una modificacién de
enzima de elagitanino. En algunas realizaciones, un microbio EES puede modificarse genéticamente (por ejemplo,
para tener una o mas alteraciones genéticas) de modo que exprese una 0 mas enzimas de elagitanino a un nivel
absoluto o relativo diferente del de un microbio de referencia por lo demas comparable que no se ha modificado
genéticamente (es decir, no contiene la o las alteraciones genéticas). Por ejemplo, en algunas realizaciones, un
microbio EES se ha modificado por ingenieria genética para expresar una o mas enzimas de elagitanino no expresadas
por el microbio sin la ingenieria genética. Alternativamente, en algunas realizaciones, un microbio EES puede haber
sido modificado genéticamente de manera que su expresién de una o mas enzimas de elagitanino puede estar a un
nivel més alto en relacién con el microbio sin la ingenieria genética. En algunas realizaciones, se puede evaluar un
nivel méas alto en referencia a un nivel umbral; en algunas realizaciones, se puede evaluar un nivel mas alto en
referencia a otro compuesto (por ejemplo, otra enzima de elagitanino) también producido por el microbio (antes de la
ingenieria genética). En algunas realizaciones particulares, un microbio EES puede haber sido modificado
genéticamente para afiadir o aumentar la expresién de uno o méas genes que codifican una 0 méas enzimas de
elagitanino.

Modificacion de enzimas de elagitanino: El término "modificacién de enzimas de elagitanino”, como se usa en la
presente memoria, se refiere a una modificacién de un microbio que ajusta la produccién de una o mas enzimas de
elagitanino, como se describe en la presente memoria. Por ejemplo, una modificacién de enzimas de elagitanino puede
aumentar el nivel de produccién de una o mas enzimas de elagitanino, y/o puede alterar los niveles de produccién
relativos de diferentes enzimas de elagitanino. En principio, una modificacién de enzimas de elagitanino puede ser
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cualquier modificacién quimica, fisiolégica, genética u otra modificaciéon que altere apropiadamente la produccién de
una o0 mas enzimas de elagitanino producidas por un microbio en comparacién con el nivel producido en un microbio
por lo demas idéntico no sujeto a la misma modificacion. En la mayoria de las realizaciones, sin embargo, una
modificaciéon de enzimas de elagitanino comprendera una modificacién genética, que tipicamente da como resultado
un aumento de la produccién de una o mas enzimas de elagitanino seleccionadas. En algunas realizaciones, las
enzimas de elagitanino comprenden una enzima tanino acil hidrolasa (por ejemplo, una enzima tanasa tanB), una
enzima galato descarboxilasa (por ejemplo, una enzima galato descarboxilasa /pdB, una enzima galato descarboxilasa
IpdC), o0 una combinacién de las mismas.

Modificado por ingenieria: En general, el término "modificado por ingenieria" se refiere al aspecto de haber sido
manipulado por la mano del hombre. Por ejemplo, se considera que una célula u organismo esta "modificado por
ingenieria" si se ha manipulado de modo que su informacidn genética se altera (por ejemplo, se ha introducido nuevo
material genético no previamente presente, por ejemplo, mediante transformacién, apareamiento, hibridacién
somética, transfeccién, transduccién u otro mecanismo, o se altera o elimina material genético previamente presente,
por ejemplo, mediante mutacién por sustituciéon o delecidén, o mediante protocolos de apareamiento). Como es practica
comun y se entiende por los expertos en la técnica, la progenie de un polinucleétido o célula modificada por ingenieria
se denomina tipicamente todavia "modificada por ingenieria" incluso aunque la manipulacién real se realizara en una
entidad anterior.

Excipiente: Como se usa en la presente memoria, se refiere a un agente inactivo (por ejemplo, no terapéutico) que
puede incluirse en una composicién farmacéutica, por ejemplo, para proporcionar o contribuir a una consistencia o
efecto estabilizante deseado. En algunas realizaciones, los excipientes farmacéuticos adecuados pueden incluir, por
ejemplo, almiddn, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio,
monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada seca, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y
similares.

Funcional. Como se usa en la presente memoria, una molécula biolégica "funcional" es una molécula bioldgica en
una forma en la que presenta una propiedad y/o actividad por la que se caracteriza. Una molécula biolégica puede
tener dos funciones (es decir, bifuncional) o muchas funciones (es decir, multifuncional).

Gen: Como se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia de ADN en un cromosoma que codifica un
producto (por ejemplo, un producto de ARN y/o un producto polipeptidico). En algunas realizaciones, un gen incluye
una secuencia codificante (es decir, una secuencia que codifica un producto particular). En algunas realizaciones, un
gen incluye una secuencia no codificante. En algunas realizaciones particulares, un gen puede incluir tanto la
secuencia codificante (por ejemplo, exdnica) como la no codificante (por ejemplo, intrénica). En algunas realizaciones,
un gen puede incluir una o0 més secuencias reguladoras (por ejemplo, promotores, potenciadores, etc.) y/o secuencias
de intrones que, por ejemplo, pueden controlar o afectar a uno 0 mas aspectos de la expresién génica (por ejemplo,
expresion especifica de tipo celular, expresién inducible, etc.). Con fines de claridad, se observa que, tal como se usa
en la presente divulgacion, el término "gen"” generalmente se refiere a una porcién de un écido nucleico que codifica
un polipéptido o fragmento del mismo; el término puede abarcar opcionalmente secuencias reguladoras, como sera
evidente a partir del contexto para los expertos en la técnica. Esta definicibn no pretende excluir la aplicacion del
término “gen" a unidades de expresion que no codifican proteinas, sino mas bien aclarar que, en la mayoria de los
casos, el término como se usa en este documento se refiere a un acido nucleico que codifica polipéptidos.

Mejorar, aumentar, potenciar, inhibir o reducir. Como se usan en la presente memoria, los términos "mejorar",
"aumentar”, "potenciar’, "inhibir", "reducir" o equivalentes gramaticales de los mismos, indican valores que estén
relacionados con una medicién de la linea base u otra medicién de referencia. En algunas realizaciones, un valor es
estadisticamente significativamente diferente de una medicién de la linea base u otra mediciéon de referencia. En
algunas realizaciones, una medicién de referencia apropiada puede ser o comprender una medicién en un sistema
particular (por ejemplo, en un Unico individuo) en condiciones comparables de otro modo sin presencia de (por ejemplo,
antes y/o después de) un agente o tratamiento particular, o en presencia de un agente de referencia comparable
apropiado. En algunas realizaciones, una medicién de referencia apropiada puede ser o comprender una medicién en
un sistema comparable que se sabe 0 que se espera que responda de una manera particular, en presencia del agente
o tratamiento relevante. En algunas realizaciones, una referencia apropiada es una referencia negativa; en algunas
realizaciones, una referencia apropiada es una referencia positiva.

Aislado: Como se usa en la presente memoria, se refiere a una sustancia y/o entidad que se ha (1) separado de al
menos algunos de los componentes con los que se asociaba cuando se produjo inicialmente (ya sea en la naturaleza
y/o en un entorno experimental), y/o (2) disefiado, producido, preparado y/o fabricado por la mano del hombre. En
algunas realizaciones, una sustancia o entidad aislada puede estar enriquecida; en algunas realizaciones, una
sustancia o entidad aislada puede ser pura. En algunas realizaciones, las sustancias y/o entidades aisladas pueden
separarse de aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el
40 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o mas de aproximadamente el 99 % de los otros componentes
con los que estaban inicialmente asociadas. En algunas realizaciones, los agentes aislados son puros en
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aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o mas
de aproximadamente el 99 %. Como se usa en la presente memoria, una sustancia es "pura" si esta sustancialmente
libre de otros componentes. En algunas realizaciones, como entenderan los expertos en la técnica, una sustancia
todavia puede considerarse "enriquecida"”, "aislada" o incluso "pura", después de haber sido combinada con ciertos
otros componentes tales como, por ejemplo, uno o mas vehiculos o excipientes (por ejemplo, tampén, disolvente,
agua, etc.), en tales realizaciones, el porcentaje de aislamiento o pureza de la sustancia se calcula sin incluir tales
vehiculos o excipientes. Los expertos en la técnica son conscientes de una variedad de tecnologias para aislar (por
ejemplo, enriquecer o purificar) sustancias o agentes (por ejemplo, usando uno o més de fraccionamiento, extraccién,
precipitacién u otra separacién).

Composicion farmacéutica: Como se usa en la presente memoria, el término "composicién farmacéutica" se refiere
a una composicién en la que un agente activo se formula junto con uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables. En algunas realizaciones, el agente activo esta presente en una cantidad de dosis unitaria apropiada para
la administracién en un régimen terapéutico que muestra una probabilidad estadisticamente significativa de lograr un
efecto terapéutico predeterminado cuando se administra a una poblacién relevante. En algunas realizaciones, una
composicién farmacéutica puede formularse especialmente para la administracién en forma sélida o liquida,
incluyendo las adaptadas para lo siguiente: administracién oral, por ejemplo, pociones (soluciones o suspensiones
acuosas 0 no acuosas), comprimidos, por ejemplo, los dirigidos a absorciéon bucal, sublingual y sistémica, bolos,
polvos, granulos, pastas para aplicacién en la lengua, capsulas, polvos, etc. En algunas realizaciones, un agente activo
puede ser o comprender una célula o poblacién de células (por ejemplo, un cultivo, por ejemplo, de un microbio EES);
en algunas realizaciones, un agente activo puede ser o comprender un extracto o componente de una célula o
poblacién (por ejemplo, cultivo) de células. En algunas realizaciones, un agente activo puede ser o comprender un
compuesto aislado, purificado o puro. En algunas realizaciones, un agente activo puede haber sido sintetizado in vitro
(por ejemplo, mediante sintesis quimica y/o enzimética). En algunas realizaciones, un agente activo puede ser o
comprender un producto natural (ya sea aislado de su fuente natural o sintetizado in vitro).

Farmacéuticamente aceptable: Como se usa en la presente memoria, el término "farmacéuticamente aceptable"
que, por ejemplo, puede usarse en referencia a un vehiculo, diluyente o excipiente usado para formular una
composicién farmacéutica como se divulga en la presente memoria, significa que el vehiculo, diluyente o excipiente
es compatible con los otros ingredientes de la composicidn y no es perjudicial para el receptor de la misma.

Vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en la presente memoria, el término "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" significa un material, composicién o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como
una carga liquida o sélida, diluyente, excipiente o material de encapsulacién de disolvente, implicado en portar o
transportar el compuesto objeto desde un 6rgano, o parte del cuerpo, a otro érgano, o parte del cuerpo. Cada vehiculo
debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulacién y no perjudicial para
el sujeto. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen:
azlcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén de maiz y almidén de patata;
celulosa, y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en
polvo; malta; gelatina; talco; excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites, tales como
aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de
maiz y aceite de soja; glicoles, tales como propilenglicol; polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y
polietilenglicol; ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes tamponantes, tales como hidréxido
de magnesio e hidréxido de aluminio; &cido alginico; agua libre de pirégenos; solucién salina isoténica; solucidén de
Ringer; alcohol etilico; soluciones con pH tamponado; poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos; y otras sustancias
compatibles no téxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

Prebiético: Como se usa en la presente memoria, un "prebiético” se refiere a un ingrediente que permite o promueve
cambios especificos, en la composicién y/o la actividad en la microbiota gastrointestinal, que pueden (o no) conferir
beneficios al huésped. En algunas realizaciones, un prebibtico puede incluir uno o mas de los siguientes: el prebiético
comprende un extracto de poma, extracto de bayas y extracto de nuez.

Prevencién: E| término "prevencién", como se usa en la presente memoria, se refiere a un retraso del inicio y/o
reduccién en la frecuencia y/o gravedad de uno o mas sintomas de una enfermedad, trastorno o afeccién particular.
En algunas realizaciones, la prevencién se evalla en una base de poblacién de manera que se considera que un
agente "previene" una enfermedad, trastorno o afeccién particular si se observa una disminucion estadisticamente
significativa en el desarrollo, frecuencia y/o intensidad de uno o0 mas sintomas de la enfermedad, trastorno o afeccién
en una poblacién susceptible a la enfermedad, trastorno o afeccién. En algunas realizaciones, la prevencién puede
considerarse completa, por ejemplo, cuando el inicio de una enfermedad, trastorno o afeccién se ha retrasado durante
un periodo de tiempo predefinido.

Referencia: Como se usa en la presente memoria, describe un estandar o control en relacién con el cual se realiza
una comparacion. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un agente, animal, individuo, poblacién, muestra, secuencia
o valor de interés se compara con un agente, animal, individuo, poblacién, muestra, secuencia o valor de referencia o
control. En algunas realizaciones, una referencia o control se prueba y/o determina sustancialmente de manera
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simultdnea con la prueba o determinacién de interés. En algunas realizaciones, una referencia o control es una
referencia o control histérico, opcionalmente incorporado en un medio tangible. Tipicamente, como entenderan los
expertos en la técnica, se determina o caracteriza una referencia o control en condiciones o circunstancias
comparables a las que se estan evaluando. Los expertos en la técnica apreciaran cuando estan presentes similitudes
suficientes para justificar la dependencia y/o comparacién con una referencia o control particular posible. En algunas
realizaciones, una referencia es una referencia de control negativo; en algunas realizaciones, una referencia es una
referencia de control positivo.

Riesgo: Como se entendera a partir del contexto, "riesgo”" de una enfermedad, trastorno y/o afeccién se refiere a la
probabilidad de que un individuo particular desarrolle la enfermedad, trastorno y/o afeccién. En algunas realizaciones,
el riesgo se expresa como un porcentaje. En algunas realizaciones, el riesgo es del 0,1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 hasta 100 %. En algunas realizaciones, el riesgo se expresa como un riesgo en relacién con
un riesgo asociado con una muestra de referencia o grupo de muestras de referencia. En algunas realizaciones, una
muestra de referencia o grupo de muestras de referencia tienen un riesgo conocido de una enfermedad, trastorno,
afeccién y/o evento. En algunas realizaciones, una muestra de referencia o grupo de muestras de referencia son de
individuos comparables a un individuo particular. En algunas realizaciones, el riesgo relativo es de 0,1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 o mas.

Muestra: Como se usa en la presente memoria, el término "muestra" se refiere tipicamente a una alicuota de material
obtenido o derivado de una fuente de interés. En algunas realizaciones, una fuente de interés es una fuente bioldgica
o ambiental. En algunas realizaciones, una fuente de interés puede ser o comprender una célula o un organismo, tal
como un microbio, una planta o un animal (por ejemplo, un ser humano). En algunas realizaciones, una fuente de
interés es o comprende tejido o fluido biolégico. En algunas realizaciones, un tejido o fluido biolégico puede ser o
comprender liquido amniético, humor acuoso, ascitis, bilis, médula ésea, sangre, leche materna, liquido
cefalorraquideo, cerumen, quilo, quimo, eyaculado, endolinfa, exudado, heces, acido géstrico, jugo géstrico, linfa,
moco, liquido pericardico, perilinfa, liquido peritoneal, liquido pleural, pus, legafias, saliva, sebo, semen, suero,
esmegma, esputo, liquido sinovial, sudor, lagrimas, orina, secreciones vaginales, humor vitreo, vomito y/o
combinaciones o componente(s) de los mismos. En algunas realizaciones, un fluido biolégico puede ser o comprender
un fluido intracelular, un fluido extracelular, un fluido intravascular (plasma sanguineo), un fluido intersticial, un fluido
linfatico y/o un fluido transcelular. En algunas realizaciones, un fluido biolégico puede ser o comprender un exudado
de planta. En algunas realizaciones, se puede obtener un tejido o muestra biolégico, por ejemplo, mediante aspirado,
biopsia (por ejemplo, biopsia de aguja fina o tejido), hisopo (por ejemplo, hisopo oral, nasal, de piel o vaginal), raspado,
cirugia, lavado o irrigacién (por ejemplo, broncoalveolar, ductal, nasal, ocular, oral, uterino, vaginal u otro lavado o
irrigacién). En algunas realizaciones, una muestra biolégica es o comprende células obtenidas de un individuo. En
algunas realizaciones, una muestra es una "muestra primaria" obtenida directamente de una fuente de interés por
cualquier medio apropiado. En algunas realizaciones, como seré evidente a partir del contexto, el término "muestra”
se refiere a una preparacién que se obtiene procesando (por ejemplo, eliminando uno o méas componentes de y/o
afiadiendo uno o més agentes a) una muestra primaria. Por ejemplo, filtrar usando una membrana semipermeable.
Tal "muestra procesada" puede comprender, por ejemplo, acidos nucleicos o proteinas extraidas de una muestra u
obtenidas sometiendo una muestra primaria a una o mas técnicas tales como amplificacién o transcripcién inversa de
acido nucleico, aislamiento y/o purificacién de ciertos componentes, etc.

Vida atil. Como se usa en la presente memoria, el término "vida Util" o "vida Util viable" se refiere a la cantidad de
tiempo (expresado en dias, meses o0 afios) que una composicion dada comprende una cantidad de microbios viables
(por ejemplo, bacterias) que esta por encima de un umbral minimo de microbios viables necesarios para producir un
efecto biolégico en un sujeto o grupo de sujetos. La viabilidad puede evaluarse determinando la relacién de células
vivas:muertas en la composicién en un momento dado, por ejemplo, usando un ensayo de cultivo apropiado. En otras
realizaciones, la viabilidad puede evaluarse funcionalmente usando un ensayo basado en células para medir la
velocidad y/o la cantidad maxima de hidrélisis de elagitanino por células en una composicién, formulacién o
preparacién. Como apreciara un experto en la técnica, la viabilidad de una composicién dada se compara con una
referencia adecuada, tal como la viabilidad de la composicién el dia en que se envasa o una tasa umbral/cantidad
méaxima de hidrdlisis de elagitaninos deseada en la composicién. Como se usa en la presente memoria, la expresion
"vida Util aumentada" o "vida util viable aumentada" se refiere a un aumento en la vida atil de una composicién de
elagitanino (o composicién o combinacién que incluye una composiciéon de elagitanino) en al menos un dia en
comparacién con una composicién comparable. En otras realizaciones, una vida util aumentada se refiere a un
aumento de al menos 2 dias, al menos 5 dias, al menos 7 dias, al menos 10 dias, al menos 2 semanas, al menos 3
semanas, al menos 4 semanas, al menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al menos
5 meses, al menos 6 meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al menos 9 meses, al menos 10 meses, al menos
11 meses, al menos 12 meses 0 més en una composicion de elagitanino (o composicién o combinacién que incluye
una composicién de elagitanino) en comparacién con una composicion comparable. En algunas realizaciones, una
composicién comparable carece de elagitanino.

Molécula pequefia: Como se usa en la presente memoria, el término "molécula pequefia" se refiere a moléculas
organicas o inorganicas pequefias con un peso molecular inferior a aproximadamente 3.000 Daltons. En general, las
moléculas pequefias pueden tener un peso molecular de menos de 3.000 Daltons (Da). Las moléculas pequefias
pueden tener, por ejemplo, al menos aproximadamente 100 Da a aproximadamente 3.000 Da (por ejemplo, entre
aproximadamente 100 a aproximadamente 3.000 Da, aproximadamente 100 a aproximadamente 2.500 Da,
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aproximadamente 100 a aproximadamente 2.000 Da, aproximadamente 100 a aproximadamente 1.750 Da,
aproximadamente 100 a aproximadamente 1.500 Da, aproximadamente 100 a aproximadamente 1.250 Da,
aproximadamente 100 a aproximadamente 1.000 Da, aproximadamente 100 a aproximadamente 750 Da,
aproximadamente 100 a aproximadamente 500 Da, aproximadamente 200 a aproximadamente 1.500,
aproximadamente 500 a aproximadamente 1.000, aproximadamente 300 a aproximadamente 1.000 Da, o
aproximadamente 100 a aproximadamente 250 Da).

Sujeto: Como se usa en la presente memoria, el término "sujeto” se refiere a un individuo al que se administra un
tratamiento proporcionado. En algunas realizaciones, un sujeto es un animal. En algunas realizaciones, un sujeto es
un mamifero, por ejemplo, un mamifero que experimenta o es susceptible a una enfermedad, trastorno o afeccién
como se describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, un animal es un vertebrado, por ejemplo, un
mamifero, tal como un primate no humano, (particularmente un primate superior), una oveja, un perro, un roedor (por
ejemplo, un ratén o rata), una cobaya, una cabra, un cerdo, un gato, un conejo o una vaca. En algunas realizaciones,
un animal es un animal no mamifero, tal como un pollo, un anfibio, un reptil o un modelo de invertebrado como C.
elegans. En algunas realizaciones, un sujeto es un ser humano. En algunas realizaciones, un paciente padece de o
es susceptible a una o més enfermedades, trastornos o afecciones como se describe en la presente memoria. En
algunas realizaciones, un paciente muestra uno o mas sintomas de una o mas enfermedades, trastornos o afecciones
como se describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, un paciente ha sido diagnosticado con una o
més enfermedades, trastornos o afecciones como se describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, el
sujeto esta recibiendo o ha recibido cierta terapia para diagnosticar y/o tratar una enfermedad, trastorno o afeccién.
En otra realizacion, el sujeto es un animal experimental o sustituto animal como modelo de enfermedad.

Sustancialmente: Como se usa en la presente memoria, se refiere a la condicién cualitativa de presentar una
extension o grado total o casi total de una caracteristica o propiedad de interés. Un experto en la materia de técnicas
biolégicas entendera que los fenémenos bioldgicos y quimicos rara vez, silos hay, llegan a completarse y/o prosiguen
hasta la complecidén o logran o evitan un resultado absoluto. El término “sustancialmente” por lo tanto, se usa en la
presente memoria para capturar la falta potencial de complecién inherente a muchos fenémenos biolégicos y quimicos.

Los sintomas se reducen: De acuerdo con la presente divulgacion, "los sintomas se reducen" cuando uno o0 mas
sintomas de una enfermedad, trastorno o afeccién particular se reducen en magnitud (por ejemplo, intensidad,
gravedad, etc.) y/o frecuencia. Con fines de claridad, un retraso en el inicio de un sintoma particular se considera una
forma de reducir la frecuencia de ese sintoma.

Régimen terapéutico: Un "régimen terapéutico", tal como se usa ese término en la presente memoria, se refiere a un
régimen de dosificacién cuya administracién a través de una poblacién relevante puede correlacionarse con un
resultado terapéutico deseado o beneficioso.

Cantidad terapéuticamente efectiva. Como se usa en la presente memoria, se entiende que es una cantidad que
produce el efecto deseado para el que se administra. En algunas realizaciones, el término se refiere a una cantidad
que es suficiente, cuando se administra a una poblacién que padece de o es susceptible a una enfermedad, trastorno
y/o afeccién de acuerdo con un régimen de dosificacién terapéutica, para tratar la enfermedad, trastorno y/o afeccién.
En algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva es una que reduce la incidencia y/o gravedad de,
y/o retrasa el inicio de, uno o mas sintomas de la enfermedad, trastorno y/o afeccién. Se ha informado que el término
"cantidad terapéuticamente efectiva" de hecho no requiere que se logre un tratamiento exitoso en un sujeto particular.
Més bien, una cantidad terapéuticamente efectiva puede ser aquella cantidad que proporcione una respuesta
farmacolégica deseada particular en un nimero significativo de sujetos cuando se administra a sujetos que necesitan
tal tratamiento. En algunas realizaciones, la referencia a una cantidad terapéuticamente efectiva puede ser una
referencia a una cantidad medida en uno o més tejidos especificos (por ejemplo, un tejido afectado por la enfermedad,
trastorno o afeccién) o fluidos (por ejemplo, sangre, saliva, suero, sudor, lagrimas, orina, etc.). Se ha informado que,
en algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente o terapia particular puede formularse
y/o administrarse en una Unica dosis. En algunas realizaciones, un agente terapéuticamente efectivo puede formularse
y/o administrarse en una pluralidad de dosis, por ejemplo, como parte de un régimen de dosificacién.

Tratamiento: Como se usa en la presente memoria, el término "tratamiento” (también "tratar" o "que trata") se refiere
a cualquier administracién de una terapia que, parcialmente o completamente, alivia, mejora, mitiga, inhibe, retrasa el
inicio de, reduce la gravedad de y/o reduce la incidencia de uno o més sintomas, caracteristicas y/o causas de una
enfermedad, trastorno y/o afeccién particular. En algunas realizaciones, dicho tratamiento puede ser de un sujeto que
no muestra signos de la enfermedad, trastorno y/o afeccién relevante y/o de un sujeto que muestra solo signos
tempranos de la enfermedad, trastorno y/o afeccién. Alternativamente, o adicionalmente, tal tratamiento puede ser de
un sujeto que muestra uno o mas signos establecidos de la enfermedad, trastorno y/o afeccién relevante. En algunas
realizaciones, el tratamiento puede ser de un sujeto al que se le ha diagnosticado que padece de la enfermedad,
trastorno y/o afeccion relevante. En algunas realizaciones, el tratamiento puede ser de un sujeto que se sabe que tiene
uno o mas factores de susceptibilidad que estan estadisticamente correlacionados con un mayor riesgo de desarrollo
de la enfermedad, trastorno y/o afeccién relevante.
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Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra los niveles de induccién de la expresién de gst-4 usando el informador CL2166 dvis19 [pAF15
(gst-4::gfp-nis)]ill en Caenorhabditis elegans usando una pantalla visual cualitativa. El panel (a) muestra los
niveles de induccién de la expresién de gst-4 a partir del informador CL2166 dvis19 [pAF15 (gst-4::gfp-nis)jlll en
bacterias de control negativo alimentadas con C. elegans y sin extracto de granada. El panel (b) muestra los
niveles de induccién de la expresién de gst-4 a partir del informador CL2166 dvis19 [pAF15 (gst-4::gfp-nis)jlll en
bacterias de control negativo alimentadas con C. e/legans y extracto de granada. El panel (¢) muestra los niveles
de induccién de la expresién de gst-4 a partir del informador CL2166 dvis19 [pAF15 (gst-4::gfp-nis)jlll en
Lactobacillus planetarium (MBT501) alimentado con C. elegans y sin extracto de granada. El panel (d) muestra
los niveles de induccion de la expresién de gst-4 a partir del informador CL2166 dvis19 [pAF15 (gst-4::gfp-nis) ]Il
en L. planetarium (MBT501) alimentado con C. elegans y extracto de granada.

La FIG. 2, panel (A) incluye un esquema de un grupo de genes implicados en el metabolismo de elagitanino. La
FIG. 2, panel (B) incluye un grafico de barras que muestra los niveles de expresién normalizados de los genes
de tanasa (tanB), galato descarboxilasa (IpdB) y galato descarboxilasa (IpdC) en bacterias de control negativo
alimentadas con C. elegans (barras grises) y sin (barras negras) extracto de granada.

La FIG. 3, panel (A) incluye un gréfico de barras que muestra unidades formadoras de colonias de L. planetarium
(MBT501) a las 0, 2 y 4 semanas solo (barras negras) o con extracto de granada (barras grises). La FIG. 3, panel
(B) muestra unidades formadoras de colonias L. planetarium (MBT501) en una placa de cultivo alas 0, 2y 4
semanas solo (rectdngulo negro) o con extracto de granada (rectangulo gris).

La FIG. 4, panel (A) incluye un gréfico de barras que muestra los niveles de induccién de la expresién de Nrf2
usando informador Nrf2:Luciferasa en una linea celular de higado humano (HepG) tratada con L. planetarium
(MBTS501) solo, extracto de granada solo, o L. planetarium (MBT501) y extracto de granada. La FIG. 4, panel (B)
incluye una transferencia Western que muestra los niveles de proteina Nrf2 en una linea celular de higado
humano (HepG) tratada con L. p/anetarium (MBT501) solo, extracto de granada solo, o L. planetarium (MBT501)
y extracto de granada.

La FIG. 5 incluye un gréfico de lineas que muestra el nUmero de agregados de poliQ formados cuando se usa el
informador rmis133 (unc_54p::Q40::YFP) en bacterias de control negativo alimentadas con C. elegans, extracto
de granada, alimentado en L. planetarium (MBT501), y alimentado en L. planetarium (MBT501) y extracto de
granada. Los agregados se determinaron usando una pantalla visual cualitativa.

Descripcion detallada

La presente divulgacién reconoce que los metabolitos de elagitanino tienen propiedades bioldgicas, incluyendo, en
algunos casos, actividades biolégicas beneficiosas. Por ejemplo, las urolitinas (por ejemplo, urolitina A, urolitina B,
urolitina C, urolitina D y/o isourolitina A) que resultan del metabolismo de elagitanino pueden mejorar, por ejemplo, la
funcién mitocondrial, aumentando (entre otras cosas) la mitofagia (por ejemplo, el reciclaje de mitocondrias por
autofagia). Aunque los metabolitos de elagitanino (por ejemplo, urolitinas) pueden influir en las actividades biolégicas,
se ha informado que tales metabolitos tienen una baja biodisponibilidad. Por consiguiente, sigue existiendo en la
técnica la necesidad de enfoques que puedan aumentar la biodisponibilidad de los metabolitos de elagitanino.

La presente divulgacién proporciona la idea de que las composiciones enzimaticas que comprenden una o mas
enzimas de elagitanino (por ejemplo, una enzima tanino acil hidrolasa, una enzima galato descarboxilasa, o una
combinacién de las mismas) pueden utilizarse para aumentar la biodisponibilidad de las urolitinas resultantes del
procesamiento del elagitanino. Por tanto, entre otras cosas, la presente divulgacién proporciona tecnologias en las
que se incluyen una o méas enzimas de elagitanino con una composicién de elagitanino. Dichas tecnologias
proporcionan una produccién aumentada de urolitinas (por ejemplo, urolitina A, urolitina B, urolitina C, urolitina D y/o
isourolitina A) y/o un aumento en la biodisponibilidad de las urolitinas (por ejemplo, urolitina A, urolitina B, urolitina C,
urolitina D y/o isourolitina A) y, por lo tanto, proporcionan una solucién a las necesidades en la técnica. En algunas
realizaciones, las tecnologias de la presente memoria pueden ser Utiles para modificar (por ejemplo, mejorar) la funcién
mitocondrial (por ejemplo, disminuyendo la disfuncién mitocondrial) y/o modificar los niveles de antioxidantes.

La presente divulgacién proporciona la idea adicional de que los microbios, tales como variantes naturales o
modificadas genéticamente de cepas microbianas encontradas en un microbioma (por ejemplo, de un mamifero, por
ejemplo, de un ser humano), pueden incluir y/o expresar una o mas enzimas de elagitanino (por ejemplo, microbios
sintetizadores de enzimas de elagitanino). Por consiguiente, la presente divulgacidén proporciona, entre otras cosas,
tecnologias que utilizan tales microbios, bien solos 0 en combinacién con una composicién de elagitanino, para
aumentar la produccién y/o biodisponibilidad de las urolitinas. Un beneficio de usar cepas microbianas que incluyen
y/o expresan una o més enzimas de elagitanino incluye que las cepas microbianas, tales como las encontradas en un
microbioma, son generalmente seguras para la administracién o consumo por un sujeto (por ejemplo, un mamifero,
por ejemplo, un ser humano). Otro beneficio de usar tales cepas microbianas puede ser que las cepas microbianas
pueden colonizar el intestino de un sujeto al que se administran las cepas, lo que puede reducir el nimero de
administraciones necesarias y prolongar el tiempo en el que las enzimas de elagitanino estan presentes en el intestino
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del sujeto. Adicionalmente, las cepas microbianas pueden ser faciles de administrar a un sujeto a través de varias
formas probiéticas, como se analiza en la presente memoria.

Composiciones de elagitanino

Los elagitaninos son una clase diversa de polifenoles de taninos vegetales hidrolizables complejos compuestos por
restos de hexahidroxidifenoilo esterificados a un azlcar, es decir, ésteres de hexahidroxidifenoil-glucosa. Los
elagitaninos se pueden encontrar en una variedad de alimentos, tales como fresas (Fragaria vesca), frambuesas,
moras, moras de los pantanos (Rubus chamaemorus), frutos de la familia Myrtaceae, incluyendo, pero sin limitarse a,
jabuticaba, cambuci, cerezas Surinam, camu-camu, guayaba roja, guayaba blanca, granada, nueces, pacanas,
hongos de bistec (Fistula hepatica) y ardndanos. Los ésteres de elagitanino hexahidroxidifenoil-glucosa pueden
comprender nimeros variables de unidades de hexahidroxidifenoilo (HHDP) y unidades de galoilo y/o sanguisorboilo
unidas a un azUcar, y pueden producirse principalmente en especies vegetales angiospermas dicotiledéneas,
incluyendo, pero no limitado a, especies del orden Myrtales.

Después del consumo por un sujeto (por ejemplo, un mamifero, por ejemplo, un ser humano), los elagitaninos (ET)
pueden metabolizarse en el sujeto a metabolitos de elagitanino, tales como un metabolito del acido elagico (EA), que
puede ser, pero no se limita a, urolitina A, urolitina B, urolitina C, urolitina D, isourolitina A, metilurolitina A, hidroxil-
urolitina A y/o derivados de los mismos. Aunque estos metabolitos pueden derivarse de elagitaninos presentes en
ciertos alimentos (por ejemplo, granadas), el consumo de estos alimentos a menudo conduce a una biodisponibilidad
insuficiente de estos metabolitos bioactivos beneficiosos. Especificamente, ciertos sujetos pueden no producir
cantidades detectables de estos metabolitos después del consumo de alimentos que contienen ET (por ejemplo, zumo
de granada). En algunos casos, los sujetos podrian beneficiarse de las composiciones y métodos descritos en la
presente memoria que pueden aumentar la biodisponibilidad de los elagitaninos en la dieta y/o coadministrados como
parte de una composicién como se describe en la presente memoria. Los sujetos que producen niveles muy bajos o
indetectables de metabolitos de elagitanino después de la ingestién pueden beneficiarse de las tecnologias divulgadas
en la presente memoria. Sin embargo, los sujetos que pueden producir niveles detectables de metabolitos de
elagitanino también pueden beneficiarse de las tecnologias divulgadas en la presente memoria, ya que pueden ser
deseables niveles aumentados de tales metabolitos.

En ciertas realizaciones, se usa una composicién de elagitanino como un constituyente de una composicién descrita
en la presente memoria, o se administra en un método descrito en la presente memoria. Los ejemplos no limitantes
de elagitaninos Utiles en los métodos y composiciones descritos en la presente memoria incluyen elagitaninos de
granada que son numerosas, pero en particular incluyen punicalaginas, incluyendo punicalina y acido galagico, cada
una de las cuales puede hidrolizarse a &cido elagico (EA), que puede hidrolizarse adicionalmente a urolitinas Ay B
por microbios intestinales. Otros elagitaninos incluyen, por ejemplo, pedunculaginas, rosacianinas (Fukiu et al.,
Tetrahedron 62: 9661-9670 (2006)), filanemblininas (Zhang et al., J. Nat. Prod. 64: 1527-1532 (2001) y sanguiina H6.

Las composiciones de elagitanino que pueden ser Utiles en los métodos y composiciones descritos en la presente
memoria pueden incluir, por ejemplo, zumos u homogeneizados de un material vegetal, incluyendo, pero no limitado
a, fruta, o una piel y/o una céscara de la misma, de una planta productora de elagitanino. Puede ser preferible usar un
zumo u homogeneizado enriquecido en elagitaninos, por ejemplo, por extracciéon. Se pueden extraer diferentes
materiales vegetales de diferentes maneras. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, los materiales pueden extraerse
mediante extraccién con disolvente de material vegetal molido liofilizado. A continuacién se describen algunos
ejemplos.

Se describe una extraccién de cascara o piel de granada que puede enriquecer en elagitaninos mientras se eliminan
las antocianinas, por ejemplo, por Adams et al., J. Agric. Food Chem. 54: 980-985 (2006), Seeram et al., Sep. Purif.
Technol. 41: 49-55 y Sharma et al.,, J. Agric. Food Chem. 58: 3965-3969 (2010).). La pureza y concentracién de los
elagitaninos en tales extractos se puede determinar por HPLC y por cromatografia liquida espectrometria de masas
de ionizacién por electropulverizaciéon (LC-ESI/MS). El extracto de granada se puede obtener comercialmente, por
ejemplo, un extracto que comprende un 37,5 % de los elagitaninos principales de la granada, acido galico, punicalagina
y punicalagina, y el 2,7 % de acido elagico esta disponible en Verdure Sciences, Noblesville IN. Este extracto se
prepara segln el método descrito por Pacheco-Palencia et al., J. Agric. Food Chem. 56: 8434-8441 (2008).

Un extracto de elagitaninos de fresa puede prepararse como se describe, por ejemplo, por Zhang et al., J. Agric. Food
Chem. 56: 670-675 (2008).). Brevemente, el polvo de fresa de frutos enteros liofilizados puede extraerse mediante
percolacién en frio con metanol para producir un extracto que después se divide en cloroformo seguido de acetato de
etilo. Una porcién acuosa restante puede purificarse adicionalmente mediante cromatografia de adsorcién en una
columna XAD-16 (Resina de Amberlita, Sigma, St. Louis, MO) y eluirse con agua seguido de metanol acido. El eluato
de metanol puede secarse al vacio y luego enriquecerse adicionalmente en contenido de elagitanino mediante
suspensién en agua destilada vy filtracién para producir una fraccién insoluble en agua enriquecida en elagitaninos y
acido elagico. Los extractos pueden estandarizarse por HPLC a é&cido elagico al 5,0 %. Generalmente, los extractos
resultantes pueden contener aproximadamente un 20,5 % de compuestos fendlicos, medidos como equivalentes de
acido galico (GAE).
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Un proceso de extraccién de semillas de jamun también se describe por Sharma et al., J. Agric. Food Chem. 58: 3965-
3969 (2010).). La baya de jamun india (Eugenia jambolana) tiene elagitaninos en su pulpa carnosa, pero sus semillas
pueden ser una fuente més rica que no contiene tantas antocianinas. En algunos casos, pueden eliminarse las
antocianinas. En algunas realizaciones, las composiciones descritas en la presente memoria estdn esencialmente
libres de o estan libres de antocianinas. La extraccién de semillas de jamun puede incluir, por ejemplo, la extraccién
de polvo de semillas en acetona, seguido de secado al vacio. El extracto resultante puede estandarizarse por HPLC
a aproximadamente 4,2 % de &cido elégico, con 20,5 % de compuestos fendlicos como GAE. Enfoques similares u
otros conocidos previamente pueden aplicarse para preparar preparaciones que contienen elagitanino a partir de otras
fuentes para su uso en métodos y composiciones descritos en la presente memoria.

Una composicién de elagitanino como se divulga en la presente memoria se puede formular para administracion oral.
En algunas realizaciones, una composiciéon de elagitanino puede ser un alimento, una bebida, una composicién de
pienso o un suplemento nutricional. En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino puede ser un liquido,
jarabe, comprimido, pastilla, goma, cépsula, polvo, gel o pelicula.

En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino puede mezclarse con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En algunas realizaciones, una composicién de elagitanino puede incluirse en una formulacién con
recubrimiento entérico.

Cuando se consumen, los elagitaninos pueden hidrolizarse para liberar acido elégico. El acido elagico puede
detectarse en plasma humano y se ha propuesto que actia directamente sobre una metiltransferasa implicada en la
metilacién de histonas, entre otras actividades. Sin embargo, los metabolitos de los elagitaninos, incluyendo, pero sin
limitarse a, urolitina A (3,8-dihidroxiurolitina), urolitina C (3,8,9 trihidroxiurolitina), isourolitina A (3,9 dihidroxiurolitina),
urolitina B (3-hidroxiurolitina), urolitina D (3,4,8,9-tetrahidroxiurolitina) o una combinacién de los mismos requieren la
accién de la microbiota intestinal sobre los elagitaninos.

La concentracion de urolitina A puede alcanzar niveles de hasta micromolar (M) en plasma sin ningln efecto téxico
evidente in vivo. Por ejemplo, tras el consumo de zumo de granada por los seres humanos, los niveles plasméticos
méximos de urolitina A pueden alcanzar de 14 a 40 uM. Sin embargo, puede haber amplias variaciones entre los
niveles de urolitina que resultan del procesamiento de elagitanino entre individuos (véase, por ejemplo, Cerda et al.,
Eur. J. Nut. 43: 205-220). Selma et al. identificaron bacterias en monocultivo (Gordonibacter urolitinfaciens y
Gordonibacter pamelaeae DSM 19378T) que pueden metabolizar acido elagico para producir 4cido luteo, urolitina M-
5, urolitina M-6 y urolitina C. Sin embargo, estas bacterias cultivadas eran incapaces de producir productos aguas
abajo, urolitina A y urolitina B; véase Selma et al., Food & Nut. 5: 1779-1784 (2014). La presente divulgacion
proporciona el reconocimiento de que una amplia variacién entre individuos puede deberse a diferencias en la
microbiota.

Los estudios de disposicidn tisular revelan que las urolitinas pueden estar enriquecidas en tejidos de préstata, intestino
y colon en ratones. La urolitina A puede inhibir la proliferacién de células de cancer de colon, inducir la detencién del
ciclo celular y modular procesos celulares clave asociados con el desarrollo del cancer de colon, tal como la
sefializacion de MAPK in vitro (Larossa et al., J. Agric. Fool Chem., 54: 1611-1620 (2006); Gonzalez-Sarrias et al.,
Mol. Nut. Food Res. 53: 686-698 (2009)). En un modelo de colitis en rata, la urolitina A puede disminuir los marcadores
inflamatorios incluyendo &xido nitrico sintasa inducible, ciclooxigenasa-2 (COX-2), prostaglandina E sintasa y
prostaglandina E2, en la mucosa colénica. Se ha encontrado que la urolitina B es un regulador de la masa del musculo
esquelético en algunas realizaciones (véase, por ejemplo, Rodriguez et al., J. Cachexia Sarcopenia Muscle 8: 583-
597 (2017)). Cuando las urolitinas estan directamente biodisponibles, los tratamientos que promueven la produccién
de urolitina como se describe en la presente memoria pueden aumentar la biodisponibilidad de los metabolitos de
elagitanino.

Las urolitinas tienen espectros UV distintos que pueden permitir su deteccién y medicién mediante, por ejemplo, HPLC
acoplada con detectores de matriz de fotodiodos UV. Se han informado correlaciones entre caracteristicas
estructurales, incluyendo la conjugacién, con los espectros UV y los tiempos de retencién (véase, por ejemplo,
Gonzalez-Barrio et al., J. Agric. Food Chem. 59: 1152-1162 (2011)). Por tanto, pueden usarse HPLC y UHPLC para
ensayar e identificar niveles de urolitinas en orina obtenida de un sujeto (véase, por ejemplo, Piwowarski, JP et al.
Drug Metabolism and Disposition 45(6):657-665 (2017)).

Enzimas de elagitanino
Enzimas tanino acil hidrolasas

Las realizaciones de las composiciones y métodos descritos en la presente memoria incluyen el uso de microbios que
expresan enzimas que actlan sobre elagitaninos o en una ruta metabdlica de elagitaninos. Las enzimas ejemplares
incluyen enzimas tanino acil hidrolasa que pueden catalizar la hidrélisis del enlace éster de galoilo en taninos
hidrolizables, incluyendo elagitaninos para liberar acido galico. Las tanino acil hidrolasas como se describen en la
presente memoria pueden catalizar una reaccién caracteristica de E.C. 3.1.1.20. Los hongos, tales como especies de
Aspergillus y bacterias, tales como miembros de la familia Lactobacillaceae, pueden producir naturalmente enzimas
tanasa adecuadas para su uso en composiciones y métodos como se describe en la presente memoria. Las enzimas

17



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 981 358 T3

tanasa codificadas por hongos pueden compartir poca similitud estructural con las codificadas por bacterias, aunque
pueden compartir un intervalo similar de especificidades de sustrato. Como tal, para realizaciones en las que la enzima
tanasa se puede administrar o usar como una preparacidén derivada de, pero sin incluir, microorganismos vivos, la
tanasa se puede aislar o preparar a partir de fuentes flngicas, asi como bacterianas. Las tanasas producidas por
levaduras y los métodos para producirlas se describen, por ejemplo, por Boer et al., Yeast 26: 323-337 (2009), y la
secrecion, purificacion y caracterizacion de la tanasa de Aspergillus oryzae en la levadura Pichjia pastoris se describe
por Zhong et al., Protein Expression and Purif. 36: 165-169 (2004).

Las tanasas que actlan sobre elagitaninos pueden hidrolizar selectivamente restos galoilo, produciendo acido galico
y elagitaninos degaloilados. Véase, por ejemplo, Rodriguez-Duran et al., Enzyme Res. 2011: 823619 (2011), que
incluye ilustraciones de productos hidroliticos de la digestién con tanasa de diversos elagitaninos. En una realizacion,
una tanino acil hidrolasa es una enzima tanasa B o tanasa tanB. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, enzimas
tanB codificadas y expresadas por miembros de la familia Lactobacillaceae, incluyendo, pero no limitadas a, especies
de L. plantarum. Las tanasas tanasa B codificadas y expresadas por otras especies que pueden catalizar la misma
reaccidén también pueden ser Utiles en diversas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en la presente
memoria, como pueden serlo variantes de origen natural o creadas artificialmente que retienen la capacidad de
catalizar la misma reaccion.

Los métodos para producir y aislar tanasa recombinante, por ejemplo, tanasa de L. plantarum, se describen, por
ejemplo, por Curiel et al., J. Agric. Food Chem. 57: 6224-6230 (2009). Se ha determinado la estructura cristalina de
un polipéptido tanasa B codificada y expresada por L. plantarum (véase Ren etal., J. Mol. Biol. 425: 2737-2751 (2013)).
Como se ha informado, la tanasa B muestra una estructura o/, caracterizada por un dominio cap grande insertado
en un pliegue de serina hidrolasa. Los estudios estructurales de la enzima en complejo con un nimero de sustratos
indicaron que las interacciones en un sitio de unién a galoilo son una fuerza determinante para la unién de sustratos.
Un sitio de unién a galoilo es responsable de las actividades esterasa y depsidasa de la enzima. Se identificé una
triada catalitica compuesta por Ser163, His451 y Asp419. Los estudios de mutagénesis mostraron que, durante la
unién del acido galico, el grupo carboxilo de la molécula forja interacciones de enlaces de hidrégeno con la triada
catalitica de la enzima, mientras que los tres grupos hidroxilo hacen contacto con Asp421, Lys343 y Glu357 para
formar otra red de enlaces de hidrégeno, y que estos residuos son necesarios para la actividad enzimatica. Como tal,
probablemente no se tolerardan modificaciones en el polipéptido de tanino acil hidrolasa o tanasa B que cambian la
identidad de uno 0 méas de estos residuos o su equivalente en proteinas homélogas. De manera similar, se anticipa
que los cambios que alteran el posicionamiento de estos residuos o su equivalente en otros homoélogos entre si
también alterarian las redes de enlaces de hidrégeno e interferirian con la funcién enzimética. Por otro lado, seria més
probable que se toleraran cambios que no afectaran a la identidad o al posicionamiento relativo de los residuos
indicados. En una realizacién, un polipéptido de tanasa B como se describe en la presente memoria es al menos un
85 % idéntico a la enzima tanasa B de L. plantarum codificada por la cepa WCFS1 y retiene los aminoéacidos de la
triada catalitica Ser163, His451 y Asp419 y los aminoacidos Asp 421, Lys343 y Glu357 que entran en contacto con el
hidroxilo del tanino indicados anteriormente, o su equivalente como se localiza en polipéptidos homélogos. En otra
realizacion, un polipéptido de tanasa B como se describe en la presente memoria tiene al menos un 90 % o al menos
un 95 % o mas de identidad con una enzima tanasa B de L. plantarum codificada por la cepa WCFS1 y retiene los
aminoécidos de la triada catalitica Ser163, His451 y Asp419 y los aminoacidos Asp 421, Lys343 y Glu357 que entran
en contacto con el hidroxilo del tanino indicados anteriormente, o su equivalente como se localiza en polipéptidos
homdlogos.

Un gran nimero de cepas de L. plantarum codifican y expresan un polipéptido tanasa B similar. Los ejemplos no
limitantes incluyen, L. plantarum WCFS1 (véanse, las secuencias de acidos nucleicos y aminoécidos mas adelante),
asi como, por ejemplo, L. plantarum 5-2, L. plantarum LP3, L. plantarum BLS41, L. plantarum LQ80, L. plantarum A3,
L. plantarum FBR®, y L. plantarum RI-515.

Secuencia de acido nucleico de la tanasa B de L. plantarum WCFS1 (No de acceso de NCBI. NC_004567.2):
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atgagingce patteaitit teatpctgac tgpotgpise cggaacagyt coaagtigee pogeaggcta ticaatatia
tgetgecopt aataticagt acgticagea tecagtegea gogattcagy toctaaacyt titgtaccs gecgeatact igcatpgcan
treagteaat geitateage gogeaacger gocaattcty atyceganta cegtosgegs tathtacea Rgaccecey
atgatcegea acglgicact tggeegaces atfgcagogac gattcaacag geactiaaac geggttacet tgtggtggec
zetgpaatic geggtegtac gacoptteat aastctggge aacggetene poaagcycce gotitfatop tagatatgaa
googgeaale cgttacgtia aglatagtcy geaeogacty Coagatgaca cgaaceggat catcacgaal QEaacgagty

ctgggeatac cacticggot 1tdg.ugg 15(0 gtageaa ticggetiat titgaaccay ccltaacise gotogggaca

goaccggega ctgacgatat ctttgcg gty teagettact gcccg afica taafotggan cacgcagaca tggectacga
gtggeagttt aatgotatta atge xutvg cegttateag COtEiiEcy gracgaccan SRatgguces coanaatity

aaccggitay tggicagete acagtigaagy aacaggocot tlegtiggep taanagece agueagtac cactigaac
cagitgaaac tcacggecay tgacgeracy cactigacgc ttaatgagec pogaatgeet weatticety atuitaticy

ceaatiatte atateatety cteagacgge attogatean pggracgpata tteataagta cpcagpctit gtogttacty gaaatcagst

gacggactiy gatttateay ctiatttezaa gtegttaact cgealgaasy cogtoceguce gtitgaccaa tiagattigs cgagtecaga

gaataattlg titggegate CaacgEegaa agecaagoad tacggect tggeacagac gegaagiacy gteacggcac

aac tu:og:ua cgotgagety attcagaega ttaatceget cagitactta acgacaactt cgteacgagt tgetaageac

tegegpatto gecacggige ggocgacoga gatacgagtl tigeaatoece zattaticta geaataatat tagaaaaica

gc ace
aac
fgtta tegC attgatttty cgctacegly guataticec cacagtygty actatyatit agecgartia itcctgga tgatggett

£
ged

I

Secuencia de aminoacidos de la tanasa B de L. p/antarum WCFS1, No de acceso de NCBI. WP_011101979.1:

MSNRLIFDAD WLYPEQVQVA GQAIQYYAAR NIQYVQHPVA AIQVLNVFVP AAYLHGSSVYN GYQRATAPIL
MPNTVGGYLP GPADDPQRVT WPTNAGTIQQ ALKRGYVVVA AGIRGRTTVD KSGQRVGQAP AFIVDMKAAI
RYVKYNQGRL PGDTNRIITN GTSAGGATSA LAGASGNSAY FEPALTALGA APATDDIFAV SAYCPIHNLE
HADMAYEWQF NGINDWHRYQ PVAGTTKNGR PKFEPVSGQL TVEEQALSLA LKAQFSTYLN QLKLTASDGT
HLTLNEAGMG SFRDVVRQLL ISSAQTAFDQ GTDIHKYAGF VVTGNQVTDL DLSAYLKSLT RMKAVPAFDQ
LDLTSPENNL FGDATAKAKH FTALAQTRST VTAQLADAEL IQAINPLSYL TTTSSRVAKH WRIRHGAADR DTSFAIPIIL
AIMLENHGYG IDFALPWDIP HSGDYDLGDL FSWIDGLCQ

Los aminoacidos Ser163, His451, Asp419, Asp 421, Lys343 y Glu357 estan en negrita.

Los métodos para detectar o medir la actividad de la tanino acil hidrolasa incluyen métodos ejemplares tales como los
descritos por: Beverini y Metche, Sci. Aliments. 10: 807-816 (1990) que describe un ensayo de HPLC, Haslam et al. J.
Chem. Soc. 1829-1835 (1961) que describe un ensayo titrimétrico no tamponado, Yamada et al. Agr. Biol. Chem. 45:
233-240 (1967) que describe un ensayo titrimétrico tamponado, Skene y Booker, Anareobe 1: 321-327 (1995) que
describe un ensayo espectrofotométrico de una sola longitud de onda, Bajpai y Patil, World J. Microbiol. Biotechnol.
12: 217-220 (1996) que describe un ensayo espectrofotométrico de doble longitud de onda, y Aguilar et al. (Braz. Arch.
Biol. Technol. 42 (No. 3), Curitiba 1999) que describe un ensayo espectrofotométrico de doble longitud de onda. Cada
una de estas publicaciones se incorpora en la presente memoria por referencia con respecto a las condiciones del
ensayo de la tanino acil hidrolasa y al célculo de los resultados. La referencia Aguilar incluye una comparacion de
estos seis métodos, usando acido tanico como Unico sustrato en la reacciéon enzimatica. Cada uno de los métodos
descritos fue Util para medir la actividad de la tanino acil hidrolasa extracelular, y todos excepto el método de Bajpai y
Patil fueron Utiles para medir la actividad intracelular. Para los ensayos espectrofotométricos y de HPLC, una unidad
de actividad enzimatica se define tipicamente como una cantidad de enzima que libera 1 umol (micromol) de 4cido
gélico por ml por minuto; para los métodos titrimétricos, una unidad de enzima es tipicamente una cantidad de enzima
que libera 1 pmol de grupo carboxilo por ml por minuto. Aunque cualquiera de estos métodos puede usarse basandose
en esta comparacién, el ensayo de HPLC descrito por Beverini y Metche tenia el coeficiente de variacién més bajo, lo
que indica una fiabilidad mas alta que otros métodos. Puede preferirse un método de HPLC cuando importa la precision
en la medicién de la actividad de la tanino acil hidrolasa. Para determinar si una bacteria dada expresa una actividad
de tanino acil hidrolasa, puede usarse cualquiera de los ensayos proporcionados anteriormente, entre otros, pero
cuando sea necesario o se desee medir la cantidad de dicha actividad, se prefiere un enfoque de HPLC. La presencia
de un gen de tanino acil hidrolasa puede detectarse en una bacteria mediante PCR usando cebadores basados en
secuencias de acido nucleico de tanino acil hidrolasa disponibles o, cuando se ha secuenciado el genoma de la
bacteria, la presencia de una secuencia que codifica una tanino acil hidrolasa puede determinarse baséndose en la
homologia o identidad con tanino acil hidrolasas conocidas.

Enzimas galato descarboxilasas

Las realizaciones de las composiciones y métodos descritos en la presente memoria incluyen el uso de microbios que
codifican y expresan una enzima galato descarboxilasa. La enzima puede catalizar la conversiéon de 3,4,5-
trihidroxibenzoato (acido galico) a pirogalol y diéxido de carbono, que es una caracteristicade E.C. 4.1.1.59. Los genes
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microbianos de la galato descarboxilasa pueden codificarse en una disposicién de operén de tres secuencias
codificantes de proteinas separadas denominadas "subunidades" C, By D, pero una enzima activa no es un complejo
de las tres subunidades. Mas bien, para especies que tienen esta disposicion, la subunidad C parece ser la subunidad
catalitica. En Lactobacillus plantarum WCFS1, una subunidad B, pero no una subunidad D, se requiere junto con una

5 subunidad C para la actividad galato descarboxilasa, basandose en experimentos de inactivacion génica; se ha
propuesto que la subunidad B desempefia un papel en, por ejemplo, el establecimiento del plegamiento correcto de la
subunidad C. Véase, por ejemplo, Jimenez et al., Appl. Environ. Microbiol. 79: 4253-4263 (2013). Para la galato
descarboxilasa expresada por L. plantarum WCFS1 (también conocida como cepa depositada en la ATCC BAA-793),
la subunidad C, IpdC, tiene la secuencia en el No de acceso de GenBank. FOUS27-1:

atggcagaac aaccatggga tttgegtege gtgcttgatg agatcaagga tgatccaaag aactatcatg aaactgacgt cgaagttgat
ccaaatgegg aactttctgg tgtttatcgg tatatcggtg ctggtgggac cgttcaacgg ccaacgeaag agggtecage aatgatgttt
aacaacgtta aggggtttcc tgatacgegg gtettgactg gattgatgge gagtegeegg cgegttggta agatgttcca ccacgattat
cagacgttag ggcaatactt gaacgaagca gtctctaatc cagtggegec agaaacggtt gctgaagegg atgegecagce tcacgatgte
gtttataaag cgacggatga aggctttgat attegtaagt tagtggeage accaacgaat acgecccaag atgetggace atatattacg
gtcggtgtge tgtttggcte aageatggac aagtctaaga gtgatgtgac gattcaccga atggtecttg aagataagga taagttaggg
atttatatca tgcctggegg teggeacatt ggtgegtttg cggaagagta tgagaaaget aacaagceceaa tgccaattac aattaatatt
ggtttggatce cagecattac gattggtgea actttcgaac cacecgaccac gecatteggt tataacgaat taggtgttge tggtgegatt
cggaaccaag ctgttcaatt agttgacggg gtgaccgtcg atgaaaaggce gattgegegt tctgaatata cgettgaggg gtacattatg
cctaacgaac gtattcagga agatatcaat acgcatacgg gcaaggegat gectgaattc ccgggttatg atggtgacge caacccaget
ttacaagtga ttaaggtgac ggegetgact catcggaaga atgecatcat gecaaagegtg attggaccat ccgaagaaca tgtcageatg
gegggaattc caactgaagce tagtatctta caattggtta accgtgecat tectggtaaa gtgacgaatg tttataatee geeggetggt
ggtggtaagt tgatgaccat catgeagatt cacaaggata atgaagegga tgaaggaatt caacggcaag ctgecttget tgegttctea
gectitaagg aattgaagac tgttatectg gttgatgaag atgttgatat ttttgatatg aatgatgtga tttggacgat gaataccegt
ttccaageceg atcaggactt gatggtctta tcaggeatge ggaatcatee gttggaccea teggaacgee cacaatatga tccaaagteg
attcgtttce gtgggatgag tictaaacta gtgattgatg gcaccgtacc attcgatatg aaggaccaat ttgaacgggce ccaattcatg
10 aaagtggctg actgggagaa gtatttgaag taa

IpdC:
FOUS27-1 (UniprotKB; L. plantarum ATCC BAA-793)

MAEQPWDLRR VLDEIKDDPK NYHETDVEVD PNAELSGVYR YIGAGGTVQR

PTQEGPAMMF NNVKGFPDTR VLTGLMASRR RVGKMFHHDY QTLGQYLNEA VSNPVAPETY AEADAPAHDV
VYKATDEGFD IRKLVAAPTN TPQDAGPYIT VGVVFGSSMD KSKSDVTIHR MVLEDKDKLG IYIMPGGRHI
GAFAEEYEKA

NKPMPITINI GLDPAITIGA TFEPPTTPFG YNELGVAGAI RNQAVQLVDG

VTVDEKAIAR SEYTLEGYIM PNERIQEDIN THTGKAMPEF PGYDGDANPA

LQVIKVTAVT HRKNAIMQSV IGPSEEHVSM AGIPTEASIL QLVNRAIPGK VTNVYNPPAG GGKLMTIMAQ
HKDNEADEGI QRQAALLAFS AFKELKTVIL VDEDVDIFDM NDVIWTMNTR FQADQDLMVL SGMRNHPLDP
SERPQYDPKS IRFRGMSSKL VIDGTVPFDM KDQFERAQFM KVADWEKYLK

La subunidad B de la galato descarboxilasa de L. plantarum WCFS1 (IpdB) tiene la secuencia en el Niumero de Acceso
15 de GenBank. FOUT67:

atgaaacgaa ttgtigtgeg aatcacggga gegtecggta cgatttacge ggtegactta ttagaaaagt tacatcageg gecagatgtt
gaagttcatc tggtaatgag tgcgtggget aaaaaaaact tggagtiaga gactgattac tegetegege agetgacgge getegeggat
gctacttatc gggctaatga ccaaggcegea gegattgeca geggttegtt tttgaatgac ggaatggtca ttgtcccage tagtatgaag
acggtagcag ggattgcgta cggcttcggt gataatttaa tatcgeggge tgctgatgte acgattaaag aacaacgtaa acttgtgatt
gttccacgtg aaacaccegtt aagegtgatt catttagaaa atctaacgaa gttggeaaaa cteggtgecce aaattattec accgatteec
gegttttata atcatcegea atecattcag gatctggtea atcatcaaac catgaaaatt ttagatgcegt ttcatattca taatgaaact

gatcgeegtt gggaggegga ttaa
MKRIVVGITG ASGTIYAVDL LEKLHQRPDV EVHLVMSAWA KKNLELETDY SLAQLTALAD ATYRANDQGA

AIASGSFLND GMVIVPASMK TVAGIAYGFG DNLISRAADV TIKEQRKLVI VPRETPLSVI HLENLTKLAK LGAQIIPPIP
AFYNHPQSIQ DLVNHQTMKI LDAFHIHNET DRRWEGD

La subunidad D de, por ejemplo, la galato descarboxilasa de L. plantarum (IpdD) tiene la secuencia en el Numero de
Acceso de GenBank. FOUTES:
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atggcaactt ttacgactga gcaggeeggg tatcaaatge aagcaatact ccaagtgatt ggatatgact tgttgategt cgttaceggt
gggaccaatc cccatattgg tgacgtgacc acactaactg ccageacggt tcccgaaacg gttaagtttc ccagecatga tggtegettc
cacaaagata actttatttc ggaacgaatg gccaagegga ttcagegtta tectagetgga agetgtacaa ttactgeggg aattcatgte
aaccaaatta ctaaagcaca aatagcagcet geggeaccaa tgacggatga cctcagecge cagattatta getggttaca ggeccatecee
gtccaggetg aaaagecgga atattatgga caagacgage aaccgeggta g

MATFTTEQAG YOMOQAILQVI GYDLLIVVTG GTNPHIGDVT TLTASTVPET VKFPSHDGRF HKDNFISERM
AKRIQRYLAG SCTITAGIHV NQITKAQIAA AAPMTDDLSR QIISWLQAHP VQAEKPEYYG QDEQPR

En las especies de L. plantarum que expresan galato descarboxilasa, y otras especies que expresan galato
descarboxilasa, tales como Streptococcus galloylyticus, el &cido galico liberado de los taninos, por ejemplo, por accién
de las enzimas tanino acil hidrolasa, puede descarboxilarse a pirogalol, pero estas especies carecen de la capacidad
de degradar aln mas este producto. Se conocen enzimas galato descarboxilasa de varias fuentes microbianas,
incluyendo, pero no limitadas a, Lactobacillus plantarum, por ejemplo, L. plantarum WCFS1. La actividad galato
descarboxilasa estd ampliamente presente entre las bacterias del 4cido lactico, por ejemplo, L. brevis, L. caseiy L.
fermentum.

En una realizacion, la galato descarboxilasa comprende un polipéptido de galato descarboxilasa C, tal como, pero sin
limitarse a, un polipéptido IpdC de L. plantarum. En otra realizacién, un microbio util en los métodos y composiciones
descritos en la presente memoria codifica y expresa polipéptidos de galato descarboxilasa C y B. En tales microbios
0 composiciones preparadas a partir de ellos, el polipéptido B no esta necesariamente unido al polipéptido C, sino que
parece ser importante para generar enzima galato descarboxilasa altamente activa. Los ejemplos incluyen, pero no se
limitan a, los polipéptidos /pdC y IpdB de especies de L. plantarum, incluyendo, pero sin limitarse a, L. plantarum
WCFS1, entre otros. Las galato descarboxilasas codificadas y expresadas por otras especies y que catalizan la misma
reaccidén también pueden ser Utiles en diversas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en la presente
memoria, como pueden serlo variantes de origen natural o creadas artificialmente que retienen la capacidad de
catalizar la misma reaccion.

Los métodos para expresar o producir galato descarboxilasa recombinante son similares a aquellos para producir
enzimas tanino acil hidrolasa recombinantes u otras preparaciones enziméticas recombinantes. Véase, por ejemplo,
Jimenez et al., Appl. Environ. Microbiol. 79: 4253-4263 (2013). La actividad galato descarboxilasa puede ensayarse
también como se describe en la misma, y los autores describen adicionalmente cebadores de PCR y amplificacién por
PCR para identificar especies que codifican actividad enzimatica y para preparar acidos nucleicos que codifican
polipéptidos enzimaticos, por ejemplo, para la clonacién en vectores de expresién para sobreexpresion.

En una realizacién, una enzima galato descarboxilasa tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con el
polipéptido C catalitico de galato descarboxilasa de L. plantarum lpdC de la cepa WCFS1 como se describe en la
presente memoria y retiene al menos el 50 % de la actividad galato descarboxilasa del polipéptido IpdC cuando se
expresa en presencia del polipéptido IpdB. Las variaciones contempladas en una molécula de enzima galato
descarboxilasa incluyen, por ejemplo, sustituciones conservativas de aminoacidos como se define el término en la
presente memoria

Por tanto, en una realizacidén, una enzima galato descarboxilasa tiene 50 o menos, por ejemplo, 40 o0 menos, 30 o
menos, 20 o0 menos, 15 o0 menos, 10 0 menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 Mmenos, 2 0 Menos 0 una 0 Menos
sustituciones conservativas de aminoacidos en relacién con una enzima galato descarboxilasa de tipo salvaje, o en
relacién con una enzima galato descarboxilasa codificada y expresada por L. plantarum WCFS1, y retiene al menos
el 50 %, al menos el 80 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o mas actividad con relacién a una enzima de tipo salvaje
o la codificada y expresada por L. plantarum WCFS1. En otra realizacién, una enzima galato descarboxilasa tiene al
menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o mas identidad de secuencia con un polipéptido C catalitico de galato descarboxilasa de
L. plantarum lpdC de la cepa WCFS1 como se describe en la presente memoria y retiene al menos el 50 %, al menos
el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el
97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o mas de la actividad galato descarboxilasa de un polipéptido IpdC cuando
se expresa en presencia de un polipéptido IpdB. Se contempla que algunas mutaciones pueden mejorar
potencialmente la actividad relevante, de manera que una variante de galato descarboxilasa tiene méas del 100 % de
la actividad de un polipéptido de tipo salvaje o nativo, por ejemplo, el 110 %, 125 %, 150 %, 175 %, 200 %, 500 %,
1.000 % o mas.

Microbios sintetizadores de enzimas de elagitanino (EES)

Se conocen varias especies microbianas que codifican y pueden producir enzimas tanasa como se describe en la
presente memoria, como son especies que codifican y pueden producir galato descarboxilasa como se describe en la
presente memoria. En una realizacién, una especie o cepa microbiana Unica puede expresar tanto enzimas tanasa
como galato descarboxilasa. En otra realizacién, cada enzima esté codificada y puede ser expresada por una especie
o cepa diferente; en tales casos, generalmente es beneficioso administrar ambas especies o cepas para proporcionar
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el mejor beneficio en términos de metabolismo de elagitaninos y produccién de urolitinas. Ademas de los microbios
que pueden expresar de forma nativa las enzimas tanasa y/o galato descarboxilasa, los microbios pueden modificarse
por ingenieria para expresar de forma recombinante las enzimas de interés. En una realizacién, una especie o cepa
microbiana puede modificarse de manera que tanto las enzimas tanasa como galato descarboxilasa puedan
modificarse por ingenieria para incluir un polinucleétido que codifica las enzimas y, por tanto, pueda expresarse de
manera recombinante. En otra realizacién, una especie o cepa microbiana puede modificarse de manera que se
codifiquen enzimas tanasa o galato descarboxilasa y puedan expresarse de manera recombinante.

Es posible identificar una especie o cepa de microbios que codifica una enzima o grupo de genes de enzimas dado
usando, por ejemplo, secuenciacién genémica. Una vez que se identifica que una especie o cepa codifica una enzima
o grupo de genes de enzimas dado, se puede determinar si la bacteria produce realmente la o las enzimas usando
transcriptémica, RT-PCR o analisis de proteinas expresadas mediante transferencia Western u otro ensayo basado
en anticuerpos o mediante un ensayo para la actividad enzimética que se conocia previamente.

Lactobacillus plantarum es una especie ejemplar que codifica y puede expresar enzimas tanasa y galato
descarboxilasa. En algunas realizaciones, se usa Streptococcus gallolyticus (Genetic and biochemical approaches
towards unravelling the degradation of gallotanins by Streptococcus gallolyticus, Microb Cell Fact. 31 de octubre de
2014; 13:154, doi: 10.1186/s12934-014-0154-8).

Combinaciones

Dado que ciertos factores pueden influir en la cantidad efectiva de la composicién de elagitanino y la cantidad efectiva
de microbios que codifican y pueden expresar las enzimas tanino acil hidrolasa y galato descarboxilasa, también debe
entenderse que diversas combinaciones de cantidad de elagitanino y cantidad de microbios pueden proporcionar una
cantidad efectiva para promover la produccién de urolitinas en el intestino como se describe en la presente memoria.
Asi, por ejemplo, una combinacién puede incluir una composicién de elagitanino, y una composicién enzimética que
comprende una o0 méas enzimas de elagitanino. En la invencién, la una o més enzimas de elagitanino comprenden una
enzima tanino acil hidrolasa, una enzima galato descarboxilasa, 0 una combinacién de las mismas. En algunas
realizaciones, una composicién enzimatica puede ser un microbio EES.

En algunas realizaciones, una combinacién puede incluir de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 10 g, de
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 5 g, de 10 mg a aproximadamente 2.500 mg, de aproximadamente
100 mg a aproximadamente 10 g, de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 5 g, o de 100 mg a
aproximadamente 2.500 mg de una composicién de elagitanino. En algunas realizaciones, una combinacién puede
incluir al menos 10 mg, al menos 50 mg, al menos 100 mg, al menos 150 mg, al menos 200 mg, al menos 250 mg, al
menos 300 mg, al menos 350 mg, al menos 400 mg, al menos 450 mg, al menos 500 mg, al menos 550 mg, al menos
600 mg, al menos 650 mg, al menos 700 mg, al menos 800 mg, al menos 850 mg, al menos 900 mg, al menos
950 mg, al menos 1.000 mg (1 g), al menos 1.250 mg, al menos 1.500 mg, al menos 2.000 mg, al menos 2.500 mg, al
menos 3.000 mg, al menos 3.500 mg, al menos 4.000 mg, al menos 4.500 mg, al menos 5.000 mg o0 més de una
composicién de elagitanino. En algunas realizaciones, una combinacién puede incluir como maximo 50 mg, como
méaximo 100 mg, como maximo 150 mg, como maximo 200 mg, como méximo 250 mg, como maximo 300 mg, como
méaximo 350 mg, como maximo 400 mg, como maximo 450 mg, como méximo 500 mg, como maximo 550 mg, como
méaximo 600 mg, como maximo 650 mg, como maximo 700 mg, como méximo 800 mg, como maximo 850 mg, como
méaximo 900 mg, como maximo 950 mg, como méaximo 1.000 mg (1 g), como méximo 1.250 mg, como méximo
1.500 mg, como maximo 2.000 mg, como maximo 2.500 mg, como méximo 3.000 mg, como méaximo 3.500 mg, como
méaximo 4.000 mg, como méaximo 4.500 mg, como maximo 5.000 mg, como maximo 5.500 mg, como maximo
6.000 mg, como méaximo 6.500 mg, como maximo 7.000 mg, como maximo 7.500 mg, como méximo 8.000 mg, como
méaximo 8.500 mg, como méaximo 9.000 mg, como méximo 9.500 mg, o como maximo 10 g de una composicidén de
elagitanino.

En algunas realizaciones, una composicion puede incluir aproximadamente 10° UFC a 10'2 UFC, aproximadamente
105 UFC a 10" UFC, o aproximadamente 108 UFC a 102 UFC de uno o mas microbios EES. En algunas realizaciones,
una composicién puede incluir al menos 105 5 x 10% 108 5 x 106, 107, 5 x 107, 108, 5 x 108 109, 5 x 109, 1070, 5 x
1070, 10", 5 x 10", 10'20 mas de uno o mas microbios EES.

La cantidad de una composicién de elagitanino efectiva para promover la produccién de urolitinas variara con, por
ejemplo, la cantidad y/o actividad de los microbios en el intestino que pueden metabolizar elagitaninos. Por tanto,
cuando se consume o administra una composicién de elagitanino con una preparacién o formulacién que comprende
microbios que codifican y expresan enzimas tanino acil hidrolasa y/o galato descarboxilasa, la cantidad de composicion
de elagitanino efectiva para promover la produccién de urolitinas sera generalmente menor que en el caso en el que
se consumen o administran elagitaninos sin tales microbios. Debe entenderse que cuando los niveles de expresion de
enzimas de microbios que codifican y expresan enzimas tanino acil hidrolasa y/o galato descarboxilasa pueden variar,
la cantidad de microbios necesaria para promover la produccidén de urolitinas variara con tales niveles de expresién;
es decir, la cantidad de una cepa o cepas microbianas dadas puede ajustarse para su efecto dependiendo de los
niveles relativos de enzimas tanino acil hidrolasa y/o galato descarboxilasa que se producen. También debe
observarse que la presencia de elagitaninos puede inducir la expresién de enzimas necesarias para metabolizarlos en
microbios que pueden codificar tales enzimas - véase, por ejemplo, el Ejemplo 2. Por lo tanto, cuando los microbios
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se exponen o se han expuesto recientemente a elagitaninos una cantidad de microbios necesaria para promover la
produccién de urolitinas puede ser menor que una cantidad necesaria cuando los microbios no se han expuesto de
este modo antes de la administracion o el consumo.

En una realizacién, el tratamiento efectivo puede determinarse mediante un aumento en la concentracién de urolitinas
en orina excretada en al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 % o al menos el 50 %
en comparacién con el nivel de urolitinas en orina antes del tratamiento con una composicién que comprende una
composicién de elagitanino o una composicidén de elagitanino en combinacién con microbios que codifican y expresan
una tanino acil hidrolasa y/o una galato descarboxilasa como se describe en la presente memoria. En algunas
realizaciones, la eficacia se puede evaluar midiendo el grado de estrés oxidativo de las células en una muestra
biolégica antes y después de la administracién de una composicién como se describe en la presente memoria. El
grado de estrés oxidativo de las células puede evaluarse, por ejemplo, midiendo la expresiéon de biomarcadores de
estrés oxidativo, tales como proteina C reactiva de alta sensibilidad (hs-CRP) o determinando la relacién de formas
oxidadas a reducidas de glutation. Los niveles elevados de estrés oxidativo pueden ser citotdxicos, por lo que el grado
de estrés oxidativo puede medirse evaluando la concentracién de proteinas intracelulares presentes en la circulacién
sistémica de células inflamadas o lisadas, por ejemplo, el estrés oxidativo de cardiomiocitos puede determinarse
evaluando los niveles de troponina-| en sangre. El estrés oxidativo del higado puede determinarse por la presencia de
niveles aumentados de enzimas hepaticas en el torrente sanguineo, incluyendo, pero sin limitarse a, alanina
transaminasa (ALT), aspartato transaminasa (AST), fosfatasa alcalina (ALP) y gamma-glutamil transpeptidasa (GGT).

En algunas realizaciones, el tratamiento efectivo puede determinarse mediante un aumento en la concentracién de
urolitinas en el intestino de un sujeto en al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %
o al menos un 50 % en comparacién con el nivel de urolitinas en el intestino antes del tratamiento con una composicién
que comprende una composicién de elagitanino o una composicién de elagitanino en combinacién con microbios que
codifican y expresan una tanino acil hidrolasa y/o una galato descarboxilasa como se describe en la presente memoria.
En algunas realizaciones, el tratamiento efectivo puede determinarse mediante un aumento en la concentracién de
urolitinas en el plasma de un sujeto en al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 % o
al menos un 50 % en comparacion con el nivel plasmético de urolitinas antes del tratamiento con una composicién
que comprende una composicién de elagitanino o una composicién de elagitanino en combinacién con microbios que
codifican y expresan una tanino acil hidrolasa y/o una galato descarboxilasa como se describe en la presente memoria.

En algunas realizaciones, un sujeto se evalla usando uno o mas procedimientos de diagndstico adicionales, por
ejemplo, mediante imagenologia médica, examen fisico, prueba(s) de laboratorio, historial clinico, historial familiar y
prueba genética. Las técnicas de imagenologia médica son métodos bien documentados. Como tal, la imagenologia
médica se puede seleccionar de cualquier método conocido de imagenologia, incluyendo, pero sin limitarse a,
ultrasonidos, exploracién por tomografia computarizada, tomografia por emisién de positrones, tomografia
computarizada por emisién de fotones e imagenologia por resonancia magnética.

Biodisponibilidad de una composicién de elagitanino

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo sustancial e importante de fenilpropanoides producidos por plantas
como metabolitos secundarios con el propésito de la defensa quimica contra depredadores y participar en la
reproduccién, asi como en la interferencia planta-planta. Estructuralmente, los compuestos fenélicos tienen un anillo
aromatico con varios grupos hidroxilo unidos a él. Los compuestos fendlicos se clasifican en diferentes grupos
baséndose en su funcién, el nimero de anillos fenélicos que contienen y los radicales que unen estos anillos entre si.
Un factor importante en la determinacién de la actividad antioxidante de un compuesto fenélico dado es tanto el nUmero
como la posicidén de los grupos hidroxilo. Por ejemplo, los flavonoides tienen mas grupos hidroxilo que otros
compuestos fendlicos y esta estructura esté asociada con una mayor actividad antioxidante. Ademés de proporcionar
actividad antioxidante, la estructura de un compuesto fendlico puede afectar a la solubilidad del fenol y/o impartir
efectos estéricos con respecto a la interaccién con otras moléculas.

Se ha informado que la estructura de tales compuestos puede desempefiar un papel en su biodisponibilidad. Si un
compuesto esta biodisponible depende de la formulacién, las caracteristicas de absorcién, la velocidad de vaciado
géastrico, la via de administracién, la cinética de degradacién y eliminacién en un sujeto dado. Por tanto, la
biodisponibilidad de un compuesto puede variar de un individuo al siguiente. La biodisponibilidad puede evaluarse
usando un ensayo para medir los niveles de un compuesto dado en la circulacion sistémica, y en particular, en sangre,
plasma y/u orina.

Otro determinante importante de la biodisponibilidad es la "bioaccesibilidad," que se refiere a la cantidad de un
constituyente alimentario, nutriente (por ejemplo, polifenoles) etc. que se libera desde la matriz alimentaria al intestino
y puede absorberse a través de la barrera intestinal. La bioaccesibilidad se refiere al grado en el que se mastica un
alimento, si el alimento esta cocinado o sin tratar, al tiempo de vaciado géastrico, al tiempo de transito intestinal, a la
cantidad de fibra o grasa en el alimento, lo que se consume junto con el alimento, a los cofactores necesarios para la
absorcidn, a la presencia de microorganismos particulares y a la complejidad de la estructura de la matriz del alimento.

Un compuesto biodisponible puede no ser bioactivo simplemente porque se absorbe. Por ejemplo, algunos nutrientes
no son directamente activos y requieren metabolismo a un metabolito bioactivo. Ademés, algunos polifenoles son
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compuestos de alto peso molecular que se unen principalmente a la fibra o proteina dietética que permanece insoluble
en el disolvente habitual y requiere una etapa adicional de hidrélisis durante la extracciéon para hacerlos solubles y
biodisponibles.

Los compuestos fendélicos pueden tener grados variables de biodisponibilidad en base a su estructura, procesamiento
del alimento y caracteristicas de la matriz, y del huésped, entre otros. Por ejemplo, la biodisponibilidad de los fenoles
varia en un amplio intervalo del 0,3 % estimado para antocianinas hasta el 43 % en el caso de isoflavonas.

Los taninos hidrolizables y las proantocianidinas son polifenoles que tienen un alto grado de extraccién del alimento
y, por tanto, biodisponibilidad para el huésped. Se cree que la bioactividad de los taninos depende del grado de
polimerizacion y su solubilidad en el intestino, por ejemplo, los taninos altamente polimerizados tienen baja
bioaccesibilidad en el intestino delgado y no son fermentados facilmente por la microflora colénica. Las bajas tasas de
fermentacién reducen la biodisponibilidad de metabolitos aguas abajo, por ejemplo, urolitinas. En algunas
realizaciones, la presente divulgacién describe una composicién administrada para modificar 0 aumentar la
biodisponibilidad de las urolitinas en el intestino.

En algunas realizaciones, un método es un método para aumentar la biodisponibilidad de una composicién de
elagitanino para un sujeto. En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de biodisponibilidad
de un elagitanino de la composicion de elagitanino en el intestino de un sujeto. En algunas realizaciones, un método
comprende comparar el nivel de biodisponibilidad del elagitanino de la composicién de elagitanino en el intestino del
sujeto con un nivel de referencia. En algunas realizaciones, un nivel de referencia es un nivel de referencia de
biodisponibilidad histérico para un elagitanino, un nivel de biodisponibilidad de un elagitanino en el intestino del sujeto
antes de recibir una combinacién; o nivel de biodisponibilidad de un elagitanino en el intestino de un sujeto comparable
que no ha recibido la combinacion.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de urolitina producida en el plasma de un sujeto.
En algunas realizaciones, un método comprende comparar el nivel de urolitina en el plasma de un sujeto con un nivel
de referencia. En algunas realizaciones, un nivel de referencia es una concentraciéon de urolitina en plasma, por
ejemplo, 0,2-20 uM (Espin JC, Larrosa M, Garcia-Connea MT, Tomas-Barberan F. Biological significance of urolitins,
the gut microbial elagic Acid-derived metabolites: the evidence so far. Evid Based Complement Alternat Med.
2013;2013:270418. doi:10.1155/2013/270418). En algunas realizaciones, un nivel de referencia es una concentracién
de urolitina en plasma de al menos 0,1 uM, al menos 0,2 yM, al menos 0,5 M, al menos 1 yM, al menos 5 UM, al
menos 10 uM o al menos 15 uM. En algunas realizaciones, un nivel de referencia es una concentracioén de urolitina
en plasma de al menos 0,5 pM, como maximo 1 yM, como maximo 5 uM, como méximo 10 uM, como maximo 15 UM,
como maximo 20 gM, o como maximo 25 pM.

En algunas realizaciones, un nivel de referencia, ya sea en el intestino o plasma, es un nivel de referencia histérico de
una urolitina, un nivel de urolitina en el intestino del sujeto antes de recibir una combinacién, o un nivel de urolitina en
el intestino de un sujeto comparable que no ha recibido una combinacion.

La concentraciéon de urolitina A puede alcanzar hasta niveles micromolares (UM) en plasma sin ningln efecto téxico
aparente in vivo. Por ejemplo, tras el consumo de zumo de granada por seres humanos, los niveles plasméticos
méaximos de UA pueden alcanzar de 14 a 40 pM, pero puede haber amplias variaciones entre individuos (véase, por
ejemplo, Cerda et al., Eur. J. Nut. 43: 205-220). Es probable que una amplia variacién entre individuos se deba a
diferencias en la microbiota. Selma et al. identificaron bacterias en monocultivo (Gordonibacter urolitinfaciens y
Gordonibacter pamelaeae DSM 19378T) que pueden metabolizar acido elagico para producir 4cido luteo, urolitina M-
5, urolitina M-6 y urolitina C. Sin embargo, estas bacterias cultivadas eran incapaces de producir productos aguas
abajo, urolitina A y urolitina B; véase Selma et al., Food & Nut. 5: 1779-1784 (2014).

Métodos de tratamiento

La presente divulgacién reconoce que las composiciones descritas en la presente memoria pueden ser Utiles en el
tratamiento de sujetos. Los métodos proporcionados por la presente divulgacién, pero no parte de la invencidn
reivindicada, incluyen métodos para el tratamiento de ciertas enfermedades, trastornos y afecciones. En algunas
realizaciones, las enfermedades, trastornos y afecciones relevantes pueden ser o incluir enfermedades y afecciones
hepéaticas o trastornos asociados con disfuncién mitocondrial.

Generalmente, los métodos de tratamiento proporcionados por la presente divulgaciéon implican administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de un probiético solo 0 en combinacién con una composicién de elagitanino como
se describe en la presente memoria a un sujeto que necesita, o que se ha determinado que necesita, dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, los métodos de tratamiento proporcionados en la presente memoria son terapéuticos, por
ejemplo, se pueden administrar a sujetos después del desarrollo de sintomas significativos de enfermedades o
trastornos asociados con disfuncidén mitocondrial.

En algunas realizaciones, los métodos de tratamiento proporcionados se administran a un sujeto que es un mamifero,
por ejemplo, un mamifero que experimenta una enfermedad, trastorno o afeccién como se describe en la presente
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memoria; en algunas realizaciones, un sujeto es un ser humano o un sujeto veterinario no humano, por ejemplo, un
simio, gato, perro, mono o cerdo.

En muchas realizaciones, "tratamiento” implica mejorar al menos un sintoma de una enfermedad, trastorno o afeccién
asociada con enfermedades o trastornos asociados con disfuncién mitocondrial. En algunas realizaciones, un método
de tratamiento puede ser profilactico.

En algunas realizaciones, los métodos pueden incluir la administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva de
un probidtico y/o una composicién de elagitanino antes, durante (por ejemplo, simultdneamente con) o después de la
administracién de un tratamiento que se espera que esté asociado con enfermedad o trastornos hepéticos asociados
con disfuncién mitocondrial.

En algunas realizaciones, las composiciones descritas en la presente memoria pueden administrarse en una forma
que contiene uno o méas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Los vehiculos adecuados se han descrito
previamente y varian con la forma y modo de administracién deseados de una composicidén. Por ejemplo, los vehiculos
farmacéuticamente aceptables pueden incluir diluyentes o excipientes tales como cargas, aglutinantes, agentes
humectantes, disgregantes, agentes tensioactivos, deslizantes y lubricantes. Tipicamente, un vehiculo puede ser un
sélido (incluyendo polvo), liquido o cualquier combinacién de los mismos. Cada vehiculo es preferiblemente
"aceptable" en el sentido de ser compatible con otros ingredientes en la composicién y no perjudicial para un sujeto.
Un vehiculo puede ser biolégicamente aceptable e inerte (por ejemplo, permite que la composicién mantenga la
viabilidad del material biolégico hasta que se suministre al sitio apropiado).

Las composiciones orales pueden incluir un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Para fines de administracién
terapéutica oral, un compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos, pastillas
para chupar, pastillas, trociscos o capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina. Las composiciones orales también se
pueden preparar combinando una composicién de la presente divulgacién con un alimento. En algunas realizaciones,
los microbios pueden formularse en un articulo alimenticio. Algunos ejemplos no limitantes de articulos alimenticios
que se van a usar con los métodos y composiciones descritos en la presente memoria incluyen: polos, quesos, cremas,
chocolates, leche, carne, bebidas, vegetales encurtidos, kéfir, miso, chucrut, etc. En otras realizaciones, los articulos
alimenticios pueden ser zumos, bebidas refrescantes, bebidas de té, preparaciones de bebidas, bebidas de gelatinay
bebidas funcionales; bebidas alcohélicas tales como cervezas; alimentos que contienen hidratos de carbono tales
como productos alimenticios de arroz, fideos, panes y pastas; productos pastosos tales como pescado, jamones,
salchichas, productos pastosos de marisco; productos de bolsa de retorta tales como grosellas, alimentos alifiados
con una salsa amilacea espesa y sopas chinas; sopas; productos lacteos tales como leche, bebidas lacteas, helados
y yogures; productos fermentados tales como pastas de soja fermentadas, bebidas fermentadas y encurtidos;
productos de judia; diversos productos de confiteria, incluyendo bizcochos, galletas y similares, caramelos, gomas de
mascar, chicles, postres frios, incluyendo jaleas, caramelos cremosos y postres congelados; alimentos instantaneos,
tales como sopas instantdneas y sopas instantaneas de soja; y similares. Se prefiere que las preparaciones de
alimentos no requieran coccién después de la mezcla con la o las cepas microbianas para evitar matar a cualquier
microbio.

En una realizacién, un alimento usado para la administracién se enfria, por ejemplo, agua con sabor a hielo. En ciertas
realizaciones, el articulo alimenticio no es un alimento potencialmente alergénico (por ejemplo, no es soja, trigo,
cacahuete, nueces de arbol, productos lacteos, huevos, mariscos o pescado). Los agentes aglutinantes
farmacéuticamente compatibles y/o materiales adyuvantes pueden incluirse como parte de la composicién. Los
comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o
compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina;
un excipiente tal como almidén o lactosa, un agente disgregante tal como &cido alginico, primogel o almidén de maiz;
un lubricante tal como estearato de magnesio o esterotes; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un agente
edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo, aroma de
naranja u otros aromatizantes adecuados. Estos son solo con fines de ejemplo y no pretenden ser limitantes.

En una realizacién relacionada, se contempla que las composiciones descritas en la presente memoria comprendan
uno o0 mas microbios como se describe en la presente memoria en combinacién con una bacteria de 4cido lactico
viable en combinacién con cualquier material que se va a absorber, incluyendo, pero sin limitarse a, suplementos
nutricionales, productos alimenticios, vitaminas, minerales, medicamentos, composiciones terapéuticas, antibiéticos,
hormonas, esteroides y compuestos similares, donde es deseable asegurar la absorcion eficiente y sana de materiales
desde el tracto gastrointestinal a la sangre. La cantidad de material incluida en la composicién puede variar
ampliamente dependiendo del material y del propdsito previsto para su absorcién, de manera que la composicién no
debe considerarse como limitante.

Composiciones farmacéuticas

En la presente memoria se proporcionan composiciones que comprenden microbios probiéticos o combinaciones de
microbios probidticos y composiciones de elagitanino. En algunas realizaciones, tales composiciones se usan para
tratar enfermedades o trastornos hepéticos asociados con disfuncién mitocondrial en un sujeto. En algunas
realizaciones, las composiciones para su uso de acuerdo con la presente divulgacién son composiciones
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farmacéuticas, por ejemplo, para la administracién (por ejemplo, administracién oral) a un mamifero (por ejemplo, un
ser humano). Las composiciones farmacéuticas incluyen tipicamente un agente activo (por ejemplo, cepas
microbianas individuales o combinaciones de cepas microbianas con composiciones de elagitanino), y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Ciertos vehiculos farmacéuticamente aceptables ejemplares incluyen, por ejemplo,
solucién salina, disolventes, medios de dispersién, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isotonicos y retardadores de la absorcién, y similares, compatibles con la administraciéon farmacéutica.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la presente divulgacién puede
incluir y/o puede administrarse junto con uno o mas compuestos activos suplementarios; en ciertas realizaciones, tales
agentes activos suplementarios pueden incluir jengibre, curcumina, probidticos (por ejemplo, cepas probiéticas de uno
0 mas de los siguientes géneros: Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Bacillus, ylo Escherichia coli (véase, Fijan, Int J Environ Res Public Health. mayo 2014,
11(5): 4745-4767); prebidticos (ingredientes alimentarios no digestibles que ayudan a soportar el crecimiento de
microbios probibticos, por ejemplo, fructanos tales como fructooligosacéridos (FOS) e inulinas, galactanos tales como
galactooligosacaridos (GOS), fibras dietéticas tales como almidén resistente, pectina, beta-glucanos vy
xilooligosacéridos (Hutkins et al., Curr Opin Biotechnol. 2016 feb; 37: 1-7) y combinaciones de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas se formulan tipicamente para que sean compatibles con su via de administracién
prevista. Los ejemplos de vias de administracién incluyen la administracién oral. Se han descrito métodos para
formular composiciones farmacéuticas adecuadas, véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 212 ed., 2005, y los libros en la serie Drugs and the Pharmaceutical Sciences: a Series of Textbooks and
Monographs (Dekker, NY).). Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo
comestible. Para dar solo algunos ejemplos, en algunas realizaciones, una formulacién oral puede ser o comprender
un jarabe, un liquido, un comprimido, un trocisco, una gominola, una cépsula, por ejemplo, capsulas de gelatina, un
polvo, un gel, una pelicula, etc.

En algunas realizaciones, los agentes de unién farmacéuticamente compatibles y/o materiales adyuvantes pueden
incluirse como parte de una composicién farmacéutica. En algunas realizaciones particulares, una composicion
farmacéutica puede contener, por ejemplo, uno cualquiera o mas de los siguientes ingredientes inactivos, o
compuestos de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un
excipiente tal como almidén o lactosa, un agente disgregante tal como 4cido alginico, Primogel o almidén de maiz; un
lubricante tal como estearato de magnesio o Esterotes; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un agente
edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo 0 aroma de
naranja. En algunas realizaciones, las composiciones pueden tomarse tal cual o rociarse sobre o mezclarse en un
alimento o liquido (tal como agua). En algunas realizaciones, una composicién que puede administrarse a mamiferos
como se describe en la presente memoria puede ser o comprender un articulo ingerible (por ejemplo, un alimento o
bebida) que comprende (por ejemplo, estd suplementado) con una cepa microbiana individual o combinaciones de
cepas microbianas de un microbioma de mamifero, extractos de la misma y/o componentes de la misma.

En algunas realizaciones, un alimento puede ser o comprender una o mas de barritas, caramelos, productos
horneados, cereales, aperitivos salados, pastas, chocolates y otros alimentos sélidos, asi como alimentos liquidos o
semisélidos que incluyen yogur, sopas y estofados, y bebidas tales como batidos de frutas, batidos, zumos y otras
bebidas carbonatadas o no carbonatadas. En algunas realizaciones, los alimentos se preparan por un sujeto
mezclando cepas microbianas individuales o combinaciones de cepas microbianas de un microbioma de mamifero,
extractos de las mismas y/o componentes de las mismas.

Las composiciones pueden incluirse en un kit, recipiente, envase o dispensador, junto con instrucciones para la
administracién o para su uso en un método descrito en la presente memoria.

Los expertos en la técnica, leyendo la presente divulgacién, apreciardn que, en algunas realizaciones, una
composicién (por ejemplo, una composicién farmacéutica) como se describe en la presente memoria puede ser o
comprender una o mas células, tejidos u organismos (por ejemplo, células, tejidos u organismos vegetales o
microbianos) que producen (por ejemplo, han producido y/o estan produciendo) un compuesto relevante.

En algunas realizaciones, una cepa microbiana individual o combinaciones de cepas microbianas de un microbioma
de mamifero que se han eliminado (por ejemplo, eliminados por calor). Alternativamente, en algunas realizaciones,
una cepa microbiana individual o combinaciones de cepas microbianas de un microbioma de mamifero pueden incluir
células que son viables o estan vivas.

En algunas realizaciones, los métodos de tratamiento como se describen en la presente memoria implican administrar
una cepa microbiana individual viable o viva o combinaciones de cepas microbianas de un microbioma de mamifero.
En algunas de tales realizaciones, se administra una cepa microbiana individual viable o viva o combinaciones de
cepas microbianas de un microbioma de mamifero seglin un régimen que logra la poblacién del microbioma del sujeto
con células administradas.
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En algunas realizaciones, una cepa microbiana individual viable o viva 0 combinaciones de cepas microbianas de un
microbioma de mamifero como se describe en la presente memoria comprende y/o se formula mediante el uso de uno
0 mas cultivos celulares y/o sobrenadantes o sedimentos de los mismos, y/o un polvo formado a partir de los mismos.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica proporcionada en la presente memoria puede promover la
colonizacién de una cepa microbiana individual o combinaciones de cepas microbianas de un microbioma de
mamifero, particularmente cepa(s) microbiana(s) que se ha identificado, caracterizado o evaluado que disminuyen la
gravedad o incidencia de una enfermedad o afeccién de mamifero, en un mamifero que padece de o esta en riesgo
de la enfermedad o afeccién de mamifero. En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica proporcionada en
la presente memoria puede atenuar la colonizacién de una cepa microbiana individual o combinaciones de cepas
microbianas de un microbioma de mamifero, particularmente cepa(s) microbiana(s) que se ha identificado,
caracterizado o evaluado que aumentan la gravedad o incidencia de una enfermedad o afeccién de mamifero, en un
mamifero que padece de o esta en riesgo de la enfermedad o afeccion de mamifero. En algunas realizaciones, una
composicién farmacéutica proporcionada en la presente memoria puede promover la colonizacién de una cepa
microbiana individual o combinaciones de cepas microbianas de un microbioma de mamifero, particularmente cepa(s)
microbiana(s) que se ha identificado, caracterizado o evaluado que no afectan a la gravedad o incidencia de la
enfermedad o afeccién de mamifero pero se ha identificado, caracterizado o evaluado que son capaces de competir
con ventaja frente a una o mas cepas microbianas que se ha identificado, caracterizado o evaluado que aumentan la
gravedad o incidencia de una enfermedad o afeccién de mamifero, en un mamifero que padece de o esta en riesgo
de la enfermedad o afeccién de mamifero.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica se adapta a un mamifero especifico (por ejemplo, un sujeto
humano especifico) basado en el microbioma de ese mamifero (por ejemplo, el ser humano). En algunas realizaciones,
una composicién farmacéutica es especifica para un microbioma de un sujeto mamifero (por ejemplo, un ser humano).
En algunas realizaciones, una composiciéon farmacéutica es especifica para microbiomas de una poblacién de
mamiferos (por ejemplo, seres humanos). Las poblaciones de mamiferos pueden incluir, pero no se limitan a: familias,
mamiferos en la misma ubicacién regional (por ejemplo, vecindario, ciudad, estado o pais), mamiferos con la misma
enfermedad o afeccién, mamiferos de una edad o intervalo de edad particular, mamiferos que consumen una dieta
particular (por ejemplo, alimento, fuente de alimentos o ingesta calérica).

Tratamiento de trastornos asociados con disfuncién mitocondrial

La disfuncién mitocondrial es una incapacidad de las mitocondrias para experimentar los procesos asociados con la
funcién normal, y puede surgir como resultado de, por ejemplo, problemas con el transporte de electrones y la sintesis
de ATP, la falta de sustratos esenciales o el bajo nimero de mitocondrias en la célula. Varios trastornos mitocondriales
estan asociados con disfuncién mitocondrial, incluyendo, por ejemplo, miopatia mitocondrial, diabetes mellitus y
sordera (DAD), neuropatia Optica hereditaria de Leber, sindrome de Leigh, encefalopatia gastrointestinal
mioneurogénica, epilepsia miocldnica con fibras rojas rasgadas, sindrome de agotamiento de ADN mitocondrial,
demencia de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica (ALS),
retardo mental, sordera y ceguera, diabetes, obesidad, enfermedad cardiovascular, accidente cerebrovascular y
enfermedades autoinmunitarias tales como esclerosis multiple, sindrome de Sjogrens, lupus y artritis reumatoide.

La mitofagia es un proceso de autofagia que se dirige especificamente a mitocondrias no funcionales o disfuncionales
y es crucial para mantener la homeostasis mitocondrial. Los niveles de nutrientes y los estresantes nutricionales
pueden conducir a cambios en el recambio mitocondrial relacionado con la mitofagia e impactar en la funcién
mitocondrial general. La urolitina A puede inducir mitofagia en el tejido muscular e intestinal, al tiempo que también
potencia la biogénesis mitocondrial, lo que conduce a una funcién mitocondrial mejorada. En algunas realizaciones, la
presente divulgacién describe métodos de tratamiento de trastornos mitocondriales y composiciones disefiadas para
dicho tratamiento.

Se sabe que muchas enfermedades humanas estan asociadas con mitocondrias disfuncionales, incluyendo, pero no
limitado a, diversos canceres, enfermedades neurodegenerativas y trastornos metabdlicos. En algunas realizaciones,
la presente divulgacion puede conducir a cambios en la funcién mitocondrial para mejorar la salud general. Por
ejemplo, en ciertas realizaciones, la presente divulgacion describe la mejora de la funcién mitocondrial mediante el
aumento de la biodisponibilidad de diversos nutrientes, incluyendo, pero no limitado a, elagitaninos y sus metabolitos
asociados.

Tratamiento de enfermedades con poliglutamina (poliQ)

Las proteinas con poliglutamina expandida (poliQ) pueden agregarse intracelularmente, por ejemplo, en trastornos
neurodegenerativos relacionados con la edad que incluyen (entre otros) la enfermedad de Huntington. Generalmente,
las enfermedades poliQ se caracterizan por una mutacién genética en la expansion de la repeticién del triplete citosina-
adenina-guanina. La mutacién conduce a elementos repetidos extendidos de proteina que causan la extensién poliQ.
Estas enfermedades se caracterizan por deterioro cognitivo, resultante de la pérdida progresiva de la funcién neuronal.
Los detalles mecanisticos exactos sobre la causa de la toxicidad de poliQ expandida no se entienden completamente.
El fenotipo sorprendente es una agregacién de proteinas poliQ expandidas. Se sabe que diferentes rutas celulares,
incluyendo la ruta de degradacién lisosomal, la autofagia y la degradacién del proteasoma promueven la eliminacién
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de la proteina poliQ. En algunas realizaciones, la divulgacion describe el descubrimiento de nuestra formulacion de
producto (extracto de granada y L. plantarum MBT501) mitigando los agregados de poliQ en gusanos transgénicos
que expresan repeticiones de poliQ.

Los métodos proporcionados en la presente memoria pueden comprender administrar a un sujeto una composicién
de elagitanino, una composicién enzimatica que comprende una o mas enzimas de elagitanino, 0 una combinacién
como se divulga en la presente memoria de modo que el sujeto esté recibiendo una combinacién divulgada en la
presente memoria. En algunas realizaciones, un método es un método para disminuir la formacién de agregados
polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, un método es un método para disminuir una cantidad
de agregados polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, los agregados polipeptidicos son
agregados de polipéptido que comprenden una regién poliQ (es decir, agregados poliQ). En algunas realizaciones,
una regién poliQ comprende al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40 o al menos 50 glutaminas. En
algunas realizaciones, una célula es o comprende neuronas. En algunas realizaciones, una célula es o comprende
tejido del sistema nervioso central.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de formacién de agregados polipeptidicos en una
célula o tejido. En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de formacién de agregados
polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, un método comprende comparar un nivel de formacién
de agregados polipeptidicos en una célula o tejido con un nivel de referencia de formacién de agregados polipeptidicos
en una célula o tejido. En algunas realizaciones, se determina un nivel de referencia en una célula o tejido de un sujeto
al que no se le ha administrado una composicién de elagitanino, una composiciéon enzimatica que comprende una o mas
enzimas de elagitanino, o una combinacién como se divulga en la presente memoria. En algunas realizaciones, un
método comprende, antes de la administracién, determinar un nivel de formacién de agregados polipeptidicos en una
célula o tejido. En algunas realizaciones, un método comprende, después de la administracion, determinar un nivel de
formacién de agregados polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, un método comprende comparar
un nivel de formacién de agregados polipeptidicos en una célula o tejido determinado antes de la administracién con un
nivel de formacién de agregados polipeptidicos en una célula o tejido determinado después de la administracion.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o
tejido. En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula
o tejido. En algunas realizaciones, un método comprende comparar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula
o tejido con un nivel de referencia de agregados polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, se
determina un nivel de referencia en una célula o tejido de un sujeto al que no se le ha administrado una composicién
de elagitanino, una composicién enzimatica que comprende una o mas enzimas de elagitanino, 0 una combinacién
como se divulga en la presente memoria. En algunas realizaciones, un método comprende, antes de la administracién,
determinar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o tejido. En algunas realizaciones, un método
comprende, después de la administracién, determinar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o tejido. En
algunas realizaciones, un método comprende comparar un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o tejido
determinado antes de la administracién con un nivel de agregados polipeptidicos en una célula o tejido determinado
después de la administracion.

Tratamiento de enfermedades hepaticas

Se ha considerado que la terapia antioxidante es beneficiosa para su uso en el tratamiento de diversas enfermedades,
incluyendo las del higado. Los niveles de compuestos antioxidantes en el cuerpo pueden verse influenciados por la
proteina Nrf2, que se ha mostrado que tiene un papel en enfermedades hepaticas tales como esteatohepatitis no
alcohdlica, hepatotoxicidad aguda, enfermedad del higado graso no alcohélica, enfermedad hepatica alcohélica,
hepatitis viral, fibrosis hepética, IRl hepatico y algunos canceres hepaticos. Se ha informado que bajos niveles de
expresion de Nrf2 estan asociados con una actividad antioxidante disminuida en la célula. La administracién de
elagitaninos puede tener efectos positivos sobre la salud del higado y reducir el dafio oxidativo, por ejemplo,
protegiendo las células hepéticas del dafio celular inducido por etanol a través del aumento de la expresién de Nrf2
para reducir el estrés oxidativo. En algunas realizaciones, la presente divulgacién describe métodos de tratamiento de
diversas enfermedades hepaticas a través de la administracién de elagitaninos y/o composiciones probiéticas solas o
combinadas. En algunas realizaciones, dicho tratamiento aumenta la expresién de Nrf2 en una célula hepatica,
promoviendo la actividad antioxidante en la célula y promoviendo asi la salud o funcién hepética.

El factor 2 derivado del factor nuclear eritroide 2 (NRF2) es un factor de transcripcién que regula la expresiéon de
proteinas antioxidantes que protegen contra el dafio oxidativo desencadenado por lesién o inflamacién. Cuando una
célula no esta en un estado de estrés, el NRF2 es retenido en el citoplasma por el inhibidor citoplasmético KEAP
(proteina 1 asociada a ECH de tipo Kelch) y degradado rdpidamente. Sin embargo, cuando una célula esta bajo estrés
oxidativo, el NRF2 no se degrada y se localiza en el nucleo para inducir la expresién de productos génicos
antioxidantes. La localizacién nuclear de NRF2 puede usarse como una medida indirecta de la actividad de NRF2. Sin
embargo, como se ha informado, un método més facil para determinar la actividad de NRF2 es evaluando los niveles
de expresién de genes que estan regulados positivamente por NRF2. Tales genes incluyen, pero no se limitan a,
NAD(P)H quinona oxidorreductasa 1 (Nqo1), glutamato-cisteina ligasa, sulfirredoxina 1 (SRXN1), tiorredoxina
reductasa 1 (TXNRD1), hemo oxigenasa-1 (HMOX1, HOO01), glutation S-transferasa (GST), UDP-
glucuronosiltransferasa (UGT) y proteinas asociadas a resistencia a multiples farmacos (Mrp).
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La presente divulgacién proporciona métodos que comprenden administrar a un sujeto una composicién de
elagitanino, una composicién enzimatica que comprende una o mas enzimas de elagitanino, o una combinacién como
se divulga en la presente memoria de modo que el sujeto esta recibiendo una combinacién divulgada en la presente
memoria. En algunas realizaciones, un método es un método para modificar un nivel de expresién o un nivel de
actividad de Nrf2 en una célula o tejido de un sujeto. En algunas realizaciones, un método es un método para aumentar
el nivel de expresidn o el nivel de actividad de Nrf2 en la célula o tejido del sujeto.

En algunas realizaciones, un método comprende determinar el nivel de expresion o el nivel de actividad del factor
respiratorio nuclear-2 (Nrf2) en la célula o tejido del sujeto. En algunas realizaciones, un método comprende comparar
el nivel de expresién o el nivel de actividad de Nrf2 en la célula o tejido con un nivel de referencia. En algunas
realizaciones, un nivel de referencia es un nivel histérico de expresién o actividad de Nrf2, un nivel de expresién o un
nivel de actividad del factor respiratorio nuclear-2 (Nrf2) en una célula o tejido comparable del sujeto antes de recibir
la combinacién, o un nivel de expresién o un nivel de actividad del factor respiratorio nuclear-2 (Nrf2) en una célula o
tejido comparable de un sujeto comparable que no ha recibido la combinacién. En algunas realizaciones, un método
comprende determinar un nivel de expresién o un nivel de actividad de un gen regulado por la expresiéon de Nrf2 en
una célula o tejido del sujeto.

Los compuestos antioxidantes dentro del cuerpo son capaces de proteger a los organismos de procesos reactivos que
implican especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS, RNS). Estos compuestos pueden proteger al cuerpo
humano del estrés oxidativo, que esta asociado con enfermedades humanas que incluyen, pero no se limitan a,
aterosclerosis, diabetes mellitus, inflamacién crénica, trastornos neurodegenerativos y ciertos canceres. En algunas
realizaciones, la presente divulgacién describe una composicién y un método de administracién para modificar los
niveles de antioxidantes en el cuerpo. En algunas realizaciones, un método comprende determinar un nivel de uno o
més antioxidantes en una célula o tejido del sujeto. En algunas realizaciones, una célula o tejido de un sujeto
comprende una célula hepatica o tejido hepético. En algunas realizaciones, un método comprende medir un indicador
de la salud o funcién hepética en un sujeto.

Métodos para aumentar la vida util

Los métodos de almacenamiento para mejorar la vida Util de los prebibticos y/o probiéticos pueden variar dependiendo
del organismo implicado. A menudo, las formulaciones probiéticas con productos lacteos pueden ser dificiles de
almacenar mientras permanecen estables y sabrosas. En algunas realizaciones, la presente divulgacién describe un
método para aumentar la vida Util de una composicién probidtica mediante el uso de uno o0 mas extractos de frutas.
En algunas realizaciones, un método para aumentar la vida til viable de un producto probiético que comprende un
microbio EES como se describe en la presente memoria incluye afiadir una composicién de elagitanino como se
describe en la presente memoria al producto probidtico, donde el microbio EES expresa una o mas enzimas de
elagitanino descritas en la presente memoria.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para describir al experto en la técnica cémo hacer y usar los métodos y
composiciones descritos en la presente memoria, y no pretenden limitar el alcance de la presente divulgacion.

Ejemplo 1

Este ejemplo demuestra la identificacién de una bacteria, Lactobacillus planetarium, que induce la expresién de gst-4
en el informador de fusion transcripcional CL2166 dvis19 [pAF15 (gst-4::gfo-nis)]li? de C. elegans usando una
pantalla visual cualitativa. gst-4 codifica glutation-S-transferasas (GST), un gen antioxidante que esta regulado por
skn-1, un homélogo de Nrf2, un factor de transcripcion que desempefia un papel vital en la ruta antioxidante en el ser
humano. El factor de transcripcién skn-1 se ha descrito regulando una variedad de genes antioxidantes incluyendo el
gen antioxidante gst-4 3.

Se usd una cepa transgénica CL2166 que expresa GFP sélo en células hipodérmicas cuando se alimenta en E. coli
OP50 y extracto de granada solamente. Se usé E. coli OP50 como control, ya que es una cepa microbiana estandar
en la que Caenorhabditis elegans se cultiva tipicamente en el laboratorio. La bacteria L. plantarum sola indujo alguna
expresion en el intestino de gusanos. El tratamiento de L. plantarum y el extracto de granada en una cepa transgénica
CL2166 que expresa GFP indujo la expresiéon de GFP en todos los intestinos y el cuerpo del gusano (FIG. 1).

Ejemplo 2

Se ensayaron los genes que codifican enzimas de tanasa (tanB), galato descarboxilasa (/pdB) y galato descarboxilasa
(IpdC) para determinar si las enzimas estan implicadas en el metabolismo de elagitaninos *°. L. plantarum posee la
enzima descarboxilasa, que estd implicada en la degradacién de compuestos polifenélicos, incluyendo extractos de
granada, extractos de bayas y extractos de nueces 7(Fig. 2a). Efecto del extracto de granada o de los compuestos
polifenélicos sobre la expresion de genes que codifican enzimas de tanasa (tanB), galato descarboxilasa (/pdB) y
galato descarboxilasa (/pdC) se observé mediante gPCR. El tratamiento con extracto de granada prebiético indujo en
gran medida (>3 veces) la expresién de la tanasa (fanB), galato descarboxilasa (/pdB) y galato descarboxilasa (/pdC)
(Fig. 2b).
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Ejemplo 3

En este método, se ensayd el extracto de granada prebidtico para determinar si puede ayudar en el mantenimiento de
L. plantarum, p. ej., potenciar la vida util de la bacteria. Se encontrd que el extracto de granada aumenta la vida Gtil de
almacenamiento de L. plantarum. con el fin de mantener los recuentos de la bacteria L. p/antarum de manera
beneficiosa. L. plantarum tratado con extracto de granada mostré el mismo recuento (10 mil millones de UFC) durante
4 semanas. Por el contrario, las bacterias solas mostraron poco mas de la mitad del recuento inicial (Fig. 3a y b).

Ejemplo 4

La linea celular de higado humano (HepG) se usé con expresion estable de un gen informador de luciferasa Nrf2 para
observar la induccién de Nrf2. Esta linea celular mostré un aumento en la actividad de la luciferasa en respuesta al
tratamiento del extracto de granada con L. plantarum. La actividad de la luciferasa aumentd a 3 veces en 24 horas de
tratamiento, en comparacién con bacterias y extracto de granada solos (Fig. 4a).

Ademas, la induccién de Nrf2 se confirmé mediante analisis de transferencia Western de lisados celulares. En un
extracto de células completas, se demostré un aumento en la expresidn de la proteina Nrf2 mediante el tratamiento
de L. plantarum con granada. Este aumento fue especifico para Nrf2 porque no hubo cambios en la expresién de
actina. Por el contrario, no hubo cambios en la expresién de Nrf2 del lisado celular preparado que se traté con L.
plantarum y extracto de granada solo (Fig. 4b).

Ejemplo 5

Este ejemplo demuestra que la combinacién de la bacteria, L. p/anetarium MBT501 y extracto de granada, mitigé los
agregados de poliQ de rmis133 (unc_54p::Q40::YFP) en C. elegans usando una pantalla visual cualitativa. Los
gusanos adultos jévenes mostraron que la formacién de hasta 140 agregados de repeticiones PoliQ40 se
correlacionan directamente con la observacion de la enfermedad humana. Tales agregados pueden contribuir a la
toxicidad citoplasmética y enfermedades neurodegenerativas (Morley JF, Brignull HR, Weyers JJ, Morimoto RI. The
threshold for polyglutamine-expansion protein aggregation and cellular toxicity is dynamic and influenced by aging in
Caenorhabditis elegans. Proc Natl Acad Sci U S A 6 de agosto de 2002; 99(16):10417-22. doi:
10.1073/pnas.152161099. Epub 16 de julio de 2002. PMID: 12122205, PMCID: PMC124929; Kailiang Jia, Anne C.
Hart y Beth Levine (2007) Autophagy Genes Protect Against Disease Caused by Polyglutamine Expansion Proteins in
Caenorhabditis elegans, Autophagy, 3:1, 21-25, DOI: 10.4161/auto.3528; Kokona B, May CA, Cunningham NR, et al.
Studying polyglutamine aggregation in Caenorhabditis elegans using an analytical ultracentrifuge equipped with
fluorescence detection. Protein Sci. 2016; 25(3):605-617, doi:10.1002/pro.2854.

Las repeticiones PoliQ40 fusionadas con YFP se expresaron en el citoplasma de los mlsculos de la pared corporal
en los gusanos (cepa transgénica unc_54p::Q40::YFP). Se alimentaron los gusanos con: (1) E. coli OP50, extracto de
granada, (2) L. planetarium (MBT501) o (3) L. planetarium (MBT501) y extracto de granada. Se us6 E. coli OP50 como
control, ya que es una cepa microbiana estandar en la que C. elegans se cultiva tipicamente en el laboratorio. Como
se muestra, la bacteria L. p/lantarum sola mitigé la formacién de agregados PoliQ40 a algun nivel. Se mostré que el
tratamiento de L. p/antarum y extracto de granada mitigaba la expresién de los agregados PoliQ40 (FIG. 5).

Otras realizaciones

Los expertos en la técnica apreciardn que, a los expertos en la técnica, se les ocurrirdn facilmente diversas
alteraciones, modificaciones y mejoras a la presente divulgacion. Se pretende que dichas alteraciones, modificaciones
y mejoras formen parte de la presente divulgacion. Por consiguiente, la descripcién y los dibujos anteriores son solo a
modo de ejemplo.

Los expertos en la técnica apreciaran estandares tipicos de desviacién o error atribuibles a valores obtenidos en
ensayos U otros procesos como se describe en la presente memoria.

Debe entenderse que, aunque las realizaciones de la invencidén se han descrito junto con la descripcién detallada de
la misma, la descripcién anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que se define por el alcance
de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Una combinacién para su uso en medicina que comprende:
(a) una composicién de elagitanino; y

(b) una composicién enzimatica que comprende un microbio sintetizador de enzima de elagitanino (EES) o un
extracto del mismo y una o mas enzimas de elagitanino,

en donde el microbio EES es Lactobacillus plantarum;

en donde la una 0 mas enzimas de elagitanino se seleccionan del grupo que consiste en una enzima tanino acil
hidrolasa, una enzima galato descarboxilasa y una combinacién de las mismas.

2. La combinacién para su uso de la reivindicacién 1, en donde la una o més enzimas de elagitanino comprenden una
enzima tanino acil hidrolasa, opcionalmente en donde la enzima tanino acil hidrolasa es una enzima tanasa fanB.

3. La combinacidén para su uso de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde la una o mas enzimas de
elagitanino comprenden una enzima galato descarboxilasa.

4. La combinacién para su uso de la reivindicacion 3, en donde la enzima galato descarboxilasa es una enzima galato
descarboxilasa /pdB o una enzima galato descarboxilasa /pdC.

5. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la una o mas enzimas de
elagitanino comprenden una enzima galato descarboxilasa /pdB y una enzima galato descarboxilasa /pdC.

6. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la una 0 més enzimas de
elagitanino comprenden una enzima tanasa tanB, una enzima galato descarboxilasa /pdB, y una enzima galato
descarboxilasa /pdC.

7. La combinacidn para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde a) el microbio EES se encuentra
en la naturaleza; y/o b) en donde i) el microbio EES es viable o esta vivo, o ii) el microbio EES esta liofilizado.

8. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la composicién de elagitanino
se selecciona del grupo que consiste en un extracto vegetal de granada, fresa, frambuesa, ardndano, mora, mora de
los pantanos, mora artica, uvas muscadina, guayaba, una fruta de la familia Myrtaceae, nuez, pacana, castafia,
anacardo, almendra, pistacho, avellana, nuez de Brasil, vino tinto de macadamia que envejece en barriles de roble,
zumo de uvas de muscadina, zumo de granada, té, cofiac, grosella de la India, hongos de bistec y combinaciones de
los mismos.

9. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que comprende ademés un prebibtico,
que comprende ademés opcionalmente un fructooligosacéarido, una inulina, un isomaltooligosacérido, un lactilol, una
lactosacarosa, una lactulosa, un oligosacérido de soja, un transgalactooligosacarido, un xilooligosacéarido o una
combinacién de los mismos.

10. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la composicioén de elagitanino,
la composicién enzimatica, 0 ambas se formulan para administracién oral, opcionalmente en donde la formulacién
para administracién oral es un producto lacteo.

11. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la combinacién es i) un
alimento, una bebida, una composicién de pienso o un suplemento nutricional y/o ii) un liquido, jarabe, comprimido,
pastilla, goma, cépsula, polvo, gel o pelicula.

12. La combinacién para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

13. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde la combinacién es una
formulacién con recubrimiento entérico.

14. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13 para su uso en el tratamiento o
prevencién de una afeccién o trastorno asociado con una cualquiera de disfuncién mitocondrial, una enfermedad de
poliglutamina (poliQ), una enfermedad hepética, aterosclerosis, diabetes mellitus, inflamacién crénica, un trastorno
neurodegenerativo y cancer.

15. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde la combinacién incluye al
menos 10° UFC del microbio EES.
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