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Abstract

Cada vez son mas los estudios que evidencian una correlacién entre el bienestar
intestinal y la microbiota con la salud mental. Debido a la proliferacion de afecciones
psicolégicas en los ultimos arios, este trabajo pretende exponer la relevancia de susodichos
microorganismos en el sistema nervioso central, centrandose en los trastornos depresivos y
de ansiedad. Ademas, el marco tebrico incluye una detallada descripcion de la gran
variedad de funciones de la microbiota en el cuerpo humano. A partir de la confirmacion de
la importancia de la microbiota intestinal, se ha disefiado un triptico que sintetiza las ideas
del ftrabajo con la finalidad de divulgar esta informacion. Finalmente, también se ha
desarrollado una practica de laboratorio para averiguar cuales son los prebidticos mas
efectivos para el crecimiento de las bacterias de un psicobidtico. Y, aunque los resultados
del experimento no sean concluyentes, todo el proceso de creacion ha sido verdaderamente
enriquecedor personal e intelectualmente.

Palabras clave: microbiota intestinal, prebioticos, probiodticos, psicobidticos salud

mental, eje intestino-cerebro, sistema nervioso central.

An increasing number of studies show a correlation between gut health and the
microbiota with the mental health. Given the proliferation of psychological diseases in recent
years, this project aims to highlight the relevance of these microorganisms in the central
nervous system, focusing on depressive and anxiety disorders. Additionally, the theoretical
part includes a detailed description of the wide variety of the roles the microbiota plays in the
human body. Based on the confirmation of the microbiota’s importance, a leaflet has been
designed to summarize the main ideas of the work with the purpose of spreading this
information. Finally, a laboratory practice has also been developed to determine which
prebiotics are most effective for the growth of bacteria in a psychobiotic. And although the
experiment's results are not conclusive, the entire creation process has been truly enriching
both personally and intellectually.

Keywords: gut microbiota, prebiotics, probiotics, psychobiotics, mental health,

gut-brain axis, central nervous system.
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1. Introduccid

En els darrers anys s’ha estat donant molt de protagonisme a uns inquilins que tenim
per gairebé tot el cos i que s’ha descobert que tenen un paper fonamental en la nostra salut.
Estem parlant ni més ni menys que de la microbiota: el conjunt de microorganismes que,
mentre nosaltres els proporcionem una llar i aliment, vetllen pel nostre benestar, ja sigui
ajudant a digerir aliments, amb la funcié immunitaria, o bé en la produccié d’hormones i
molécules importants. La composicié de la microbiota és exclusiva de cada persona i, de fet,
com que els microorganismes compten amb el seu propi genoma, tot el conjunt es pot
considerar un organ més que tenim al cos, i al qual sovint no donem la importancia que es
mereix.

A més a més, de tots els organs colonitzats per la microbiota, un dels més importants
és lintesti, gracies a les seves nombroses funcions immunitaries, la inigualable capacitat
d’absorbir nutrients i la sorprenent produccié d’hormones i neurotransmissors. De fet, avui
en dia l'intesti és considerat el segon cervell, i tal dita ve en part de I'afirmacié que lintesti
és, després del cervell, '6rgan amb més neurones. Es més, tot el tracte gastrointestinal és
considerat un veritable sistema nerviés: el sistema nerviés entéric. A part d’aixo, el cos huma
esta replet de connexions invisibles que mai se’ns haguessin acudit, i una d’aquestes és la
que hi ha entre el tracte gastrointestinal i el sistema nervios central: I'eix intesti cervell.

Amb totes aquestes afirmacions és inevitable plantejar-nos si tot el que hi ha a
lintesti afecta a llarg termini el cervell, i la resposta sembla evident. Malgrat aix0, cal que no
ens oblidem d’un factor que esta estretament relacionat amb la salut intestinal, i que en

conseqiiéncia intervé en totes les seves funcions. Es, en efecte, la microbiota intestinal.

1.1. Justificacio

Escollir un tema per al treball de recerca no va ser una tasca gens facil, pero des
d'un inici vaig tenir clar que el tema seria quelcom relacionat amb el benestar de les
persones, gracies al meu creixent interés en el mén de la medicina. En vista a la situacio
actual, és evident que cada vegada hi ha més problemes amb la salut psicoldgica de les
persones, que dificulten moltissimes tasques diaries. Es podria dir que ens estem trobant
amb una pandémia de malalties de salut mental. Ara bé, les malalties de salut mental, com
sbn la depressio, l'ansietat o els trastorns de la conducta alimentaria presenten un caracter
multifactorial. Es per aixd que, en llegir un article al diari que explicava precisament la relacié
de la microbiota intestinal amb la salut mental, no vaig poder evitar lligar caps amb el fet que
molts mals habits podrien alterar la microbiota i acabar conduint a problemes psicologics

greus.



1.2. Objectius

Amb tot aix0, els objectius d’aquest treball de recerca inclouen investigar i cercar el
paper de la microbiota en el cos huma, definir quines sén les caracteristiques i funcions
especifiques de la microbiota intestinal i explicar el perqué la salut intestinal afecta la salut
mental mitjangant la produccié de neurotransmissors a l'intesti i I'eix intesti cervell.

A banda d’aixd, també es vol desenvolupar una part practica per confirmar la
hipotesi establerta que el prebiotic de la lactulosa és el millor per la proliferacié d’un
probiotic especific, el qual s’ha vist que té un efecte positiu en la salut mental.

Finalment, tota la recerca es fa amb l'objectiu d’elaborar un triptic informatiu que
contingui resumida la informacié més essencial sobre la microbiota, el benestar intestinal i

els seus efectes en la salut mental.

1.3. Metodologia

Com que el tema de la microbiota intestinal és dificil de tractar en un laboratori, i més
amb el pressupost d’'un estudiant de 1r de batxillerat, 'enfocament del treball ha estat
sobretot teoric.

En primer lloc, el marc tedric consta de 5 grans capitols que es van dividint en
subapartats. Primerament, s’introdueix la morfologia i fisiologia dels bacteris, a més de la
seva taxonomia. A continuacio, es defineixen els conceptes de la microbiota, el microbioma,
i la seva relacio en diversos aparells i sistemes del cos huma. Posteriorment, s’aprofundeix
en la microbiota intestinal com a tal i les seves caracteristiques, per, finalment, detallar en
els ultims 2 capitols la seva relacié amb el sistema nervids central i algunes patologies de la
salut mental.

En segon lloc, pel que fa a la part practica, ha consistit en la preparacié d’'uns medis
de cultiu microbioldgic amb prebiotics en plaques de Petri i posteriorment a aixd, la sembra
d’'un probiotic que se sap que té un efecte en la salut mental. La variable independent de
I'experiment és el prebidtic que conté el medi de cultiu, i la dependent és la proliferacio
bacteriana del probidtic, ja que es té I'objectiu d’esbrinar amb quin prebidtic el probidtic és
capag de créixer millor.

En darrer lloc, hi ha I'elaboracié d’un triptic amb la informacié més rellevant sobre la
microbiota intestinal i el seu efecte en la salut mental, i sobre quins sén els aliments que
tenen més abundancia del prebidtic que s’ha vist més efectiu per potenciar els bacteris que
afavoreixen el benestar mental. Tot aixd amb I'objectiu de deixar aquest triptic a institucions
publiques, consultes o botigues, per tal de divulgar aquest tema tan important per a la nostra

salut.



2. La morfologia del bacteri

21.

Tipus de ceél-lules

Tots els organismes considerats éssers vius estan formats de cél-lules, les unitats

individuals que s’ajunten per funcionar d’'una manera especifica, 0 poden romandre singulars

i elles soles conferir un organisme. La seva principal finalitat és assolir les 3 funcions vitals:

relacié, nutricié i reproduccido. Aixi doncs, els organismes es classifiquen en dos grans grups:

e Organismes pluricel-lulars: Formats per més d’'una cél-lula. Es caracteritzen per

ser complexos, amb aparells i sistemes, que estan formats d’organs, els quals sén un

conjunt de teixits, conferits per la uni® de moltes cél-lules. El seu métode de

reproduccié pot ser sexual o asexual.

e Organismes unicel-lulars: Formats per una sola cél-lula que ja resulta ser 'individu.

Sén molt simples i de mides microscopiques, i, a diferéncia dels organismes

pluricel-lulars, poden viure en condicions extremes. El seu métode de reproduccié és

asexual, és a dir, una sola cél-lula mare es divideix en dos o més individus, que sén

les cél-lules filles. Es poden dividir mitjangant biparticié, gemmacié o pluriparticio.

Les cel-lules, al mateix temps es poden diferenciar segons la seva estructura i funcié.

Existeix la separacié segons les cél-lules siguin procariotes o eucariotes.

TIPUS DE CEL-LULA

Cél-lula procariota

Cél-lula eucariota

Cél. Eucariota animal

Cél. Eucariota vegetal

IL-LUSTRACIO

ESSERS VIUS ALS
QUALS PERTANYEN

Bacteris

Animals, plantes, fongs, algues i protozous.

Fig. 2.1. Taula comparativa dels tipus de cel-lules. Font: Santillana.

Tal com indica la taula, les cél-lules eucariotes sén les que formen els animals, les

plantes, els fongs, les algues i protozous. Grosso modo tenen una gran varietat d’organuls,

que en comu, son: el reticle endoplasmatic llis (REL), el reticle endoplasmatic rugos (RER),

l'aparell de Golgi, els ribosomes, els vacuols, els mitocondris, els peroxisomes, i els




glioxisomes. Emmagatzemen el seu material genétic en una estructura membranosa

anomenada nucli, exclusiva d’aquest tipus de ceél-lules.

En canvi, la cél-lula procariota és, pel que fa a I'estructura, una unitat molt més
simple i petita (mesuren entre entre 1 i 10 um) . El seu citoplasma presenta com a unic
organul els ribosomes, que en ajuntar-se formen poliribosomes i inclusions. A part d’aixo,
també s’hi localitza el material genétic de la cél-lula, que aquesta vegada no esta rodejat per
una membrana formant el nucli, siné que es troba dispers. En relaci6 amb la membrana
plasmatica, a diferéncia de les cél-lules eucariotes, aquesta no conté colesterol i esta
envoltada d’una coberta gruixuda i rigida que s’anomena paret bacteriana, la qual pot estar
recoberta per un revestiment gelatinds anomenat capsula. En alguns casos poden tenir

estructures fibril-lars anomenades fimbries adhesives, o flagels per a la locomocio6.

El material genétic de les cél-lules procariotes es presenta en dues formes possibles:
el cromosoma bacteria i els plasmidis.

El cromosoma bacteria és, com indica el seu nom, un cromosoma, que en pot ser un
de sol o varis. Consisteix en un DNA, circular o lineal, que pot estar enganxat a la membrana
plasmatica i conté la informacié genética i dirigeix el funcionament del metabolisme. El
conjunt del material genétic delimita una regié del citoplasma bacteria anomenada
nucleoide.

Els plasmidis sén petites molecules de DNA extracromosomic bicatenari, lineal o
circular, amb replicacié autdbnoma. La seva funcié principal és la de complementar la
informacié genética, aportant alguna caracteristica no fonamental, com ara la resisténcia als
antibiotics. Per tant, no conté informacié essencial, tot i contribuir a la supervivéncia i
adaptacio en el medi. Es poden integrar en el cromosoma bacteria i alguns poden ser

transferits a cél-lules receptores.



2.2. Taxonomia dels bacteris

Els organismes procariotes son els més antics i els més abundants. Per exemple, en
un gram de sol fértil s’hi pot trobar més de mil milions de bacteris.
Hi ha 4 tipus de formes de procariotes que en formar agrupacions confereixen uns
grups amb una nomenclatura diferent. Els tipus de formes sén els seguents:
e Cocs: Tenen forma esférica.
e Bacils: Tenen forma allargada o de basto.
e Espirils: Tenen forma d’espiral o de basté caragolat.

e Vibrions: Tenen forma de coma

Cocs Allres
ortografica. Cocs  Dipiococs  Diplococs  Estafilococs s
Preumococcus __.,,_-:ﬂ"‘_":.‘:_‘.‘
e Espiroquetes: Tenen forma allargada i Bastd allargat
Fusobacterium
en espiral.
.'
. EALREpLO <008 Sarcines Tetrades LD I-'urm:;d-a At
En el marc de les agrupacions ... i
d’aquests bacteris n’hi ha de diversa mena. e S
Cocobacils Bacils By sw_“““""wr“ ""];::"mal*
Per exemple, si seguidament a la divisio R | ] R\ e R
cel-lular, els bacteris es queden formant Diplobacils T e TR
i , o e Forrelia burgeorferi
filaments entre ells, es parla d’estreptococs o A A
Estreptobacils
estreptobacils. Per contra, si adopten formes ~ Facteris zemuants i amb apendix
irregulars son estafilococs. T - e

Fig. 2.2. Formes de bacteris i les seves agrupacions. Font: Wikipedia.

Malgrat que la seva morfologia i organitzacié cel-lular sén semblants, els procariotes
tenen una diversitat estructural i metabodlica molt variada, i aixd permet diferenciar dos

dominis diferents: Archaea i Bacteria.

2.2.1. Domini Bacteria: Eubacteris

Els eubacteris o bacteris, propiament dits, caracteritzen per ser organismes molt
simples, amb parets cel-lulars de mureina (excepte els micoplasmes) i el metabolisme dels
quals té una gran variabilitat. En relacié amb la classificacié dels eubacteris es pot afirmar
que es tracta d’'una taxonomia realment complexa, ja que aproximadament s’han descobert
10.000 espécies, perd és que, amb aixo i tot, poden haver-hi 10 milions més per descobrir.
Per categoritzar-los, es tenen en compte diversos criteris com ara les caracteristiques

morfologiques, la tincié de Gram’, la seva nutricid, la fisiologia, etc.

" La tincio de Gram és una técnica tincid artificial que s'utilitza en microbiologia. Permet diferenciar els bacteris segons la seva
paret cel-lular es tenyeixi de blau mari (grampositius) o es mantingui rosada (gramnegatius).




Segons l'estructura de la paret cel-lular s’agrupen en organismes grampositius i

gramnegatius.

Grampositius (G+): La seva paret cel-lular és una gruixuda capa monoestratificada
de mureina. Alguns exemples son els estreptococs i estafilococs, els bacteris
acidolactics i els actinomicets.

Gramnegatius (G-): La seva paret té una capa prima de mureina i una membrana
externa semblant a la membrana plasmatica que els protegeix d’alguns antibiotics.

Alguns exemples son els bacteris fixadors de nitrogen, els cianobacteris i els

enterobacteris.

\: Lipopoiisscarnds

\ Parel
Membrana cal-lular
ElEmE LNy

Membrana
intama Muregina

Fig. 2.3. Parts de la paret cel-lular dels bacteris grampositius (fons blau) i dels bacteris gramnegatius (fons groc).
Font: Santillana.

Segons les caracteristiques fisiologiques i nutricionals, els bacteris es poden

classificar en:

1.

Bacteris porpres i verds: Son fotosintétics i anaerobis, i el seu pigment fotosintétic
és la bacterioclorofil-la. Com que no poden utilitzar 'aigua com a font d’hidrogen,
utilitzen 'acid sulfhidric H,S (sulfurosos) o bé altres molécules (no sulfurosos).
Cianobacteris: Son fotosintétics i aerobis, posseeixen un pigment blau, a més de
clorofil-la. Poden ser unicel-lulars, pluricel-lulars o formar coldnies filamentoses. La
majoria sén aquatics i viuen lliures al mar o a les aigles dolces.

Bacteris fixadors de nitrogen: Tal com indica el nom, capten el nitrogen atmosféric i
el transformen en ions d’amoni que queda en el sol, aixi que tenen un paper clau en
el cicle del nitrogen. Ex.: Azotobacter i Rhizobium (present a les lleguminoses).
Bacteris nitrificants: Son quimioautodtrofs, capagos de formar compostos organics
gracies a l'energia alliberada en reaccions d'oxidaci6 de compostos nitrogenats
inorganics, aixi que sén molt importants perqué generen molécules que les plantes
poden aprofitar. Hi ha els nitrosomes, que transformen I'amoni en nitrit, i els
nitrobacters, que transformen el nitrit en nitrat.

Bacteris desnitrificants: Transformen compostos inorganics en nitrogen atmosféric.




6. Bacteris entérics: Son els bacteris que habiten a lintesti dels animals, aixi que
s’alimenten de matéria organica i contribueixen a la formacié dels excrements. Ex.:
Escherichia coli.

7. Espiroquetes: A més de caracteritzar una forma de bacteri (prims, llargs i ondulats),
les espiroquetes es consideren una classificacid d’eubacteris que habiten en medis
aquatics. Ex.: Treponema pallidum (causant de sifilis).

8. Bacteris de I’acid lactic: Son els bacteris que oxiden el glicogen i donen lloc a I'acid
lactic, com ara el Lactobacillus (present a la llet, intervé en la formacié de formatges i
iogurts). Per tant, son bacteris fermentadors.

9. Micoplasmes: Es caracteritzen per ser de mida molt petita (0,1 - 0,8 micres) i no
tenir paret bacteriana, de fet, és precisament per aquest motiu que no sén afectats
per molts antibidtics i suposen parasits. Ex.: Mycoplasma pneumoniae (pneumonia

atipica a I'espécie humana).

Altrament, els eubacteris també es poden classificar segons unes families que
comparteixen unes caracteristiques determinades, com per exemple la familia Firmicutes i
Bacteroidetes (presents a l'intesti), Actinobacteria (present al sol), Proteobacteria (bacteris
patdgens), Verrucomicrobia (present a aigua dol¢a, ambients marins, sol i femta humana) i

CPR (Candidate Phyla Radiation, bacteris ultrapetits presents a oceans i a la boca).

La classificacio seglent és la de les families d’eubacteris que constitueixen la
microbiota, i en aquest cas, ha estat extreta del llibre “jEs la microbiota, idiota!” de la Dra.

Sari Arponen.
_—Lactobacillus
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Fig. 2.4. Taxonomia dels eubacteris de la
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2.2.2. Domini Archaea: Arqueobacteris

Els arqueobacteris o arqueus son el tipus de bacteris que pertanyen al domini
Archaea. Aixi com indica la morfologia del nom, el prefix “arqueo-" vol dir antic, per tant, els
arqueobacteris sén bacteris vells o primitius. De fet, és per I'atavisme d’aquests organismes
que se’ls pot diferenciar dels eubacteris, atés que les seves caracteristiques sén tan

diferents, aixi mateix com la seva fisiologia.

En primer lloc, malgrat que siguin classes diferents, és important fer mencié que els
arqueus tenen una estructura similar a la dels bacteris.

En segon lloc, el tret diferencial que indica la primitivitat dels arqueus és el seu
metabolisme. Mentre que els eubacteris tenen la capacitat de dur a terme tots els tipus de
metabolisme (fotosintesi, degradaci6 de compostos organics i degradacié de matéria
inorganica), els arqueobacteris només poden realitzar el metabolisme quimiotrof, és a dir,
obtenen l'energia a partir de la degradaci® de compostos inorganics, com ara l'acid
sulfhidric, 'amoniac o el sulfur d’hidrogen. Aixi doncs, com que aquest tipus de metabolisme
és considerat el més primitiu, s’associa aquesta caracteristica també als arqueobacteris. De
fet, com que generalment els arqueobacteris son anaerobis i és frequent que es donin
condicions d’anaerobiosi, aquests quan produeixen meta a partir de diferents substrats, sén
considerats metanogens. Els podem trobar habitant a aiguamolls, pantans, aigues

hidrotermals o al tracte digestiu d’animals.

A part de tenir un metabolisme diferent, els arqueobacteris també difereixen en la
composicié de la paret i la membrana cel-lular, aixi com en les seves altes capacitats que
tenen de poder sobreviure en medis realment extrems, com per exemple la salmorra o les
erupcions volcaniques. Per contra, els eubacteris només sén capacos de proliferar en
condicions ordinaries. Es per aixd que els arqueus també es poden classificar segons les
condicions en qué viuen.

- Halofils extrems: Aerobis, viuen en ambients hipersalins com llacs salins i
profunditats marines.

- Termofils: Sobreviuen en ambients de temperatures entre 45 °C i 121 °C, com ara
sOls escalfats per I'activitat volcanica o falles en I'escorga oceanica.

- Acidofils: Es desenvolupen en ambients amb pH inferiors a 3, com per exemple

termes volcaniques amb fissures per les quals surten vapors sulfurosos.
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Fig. 2.5. Estructura de la paret cel-lular dels arqueobacteris (A) i dels eubacteris (B). Font: wikipedia.

Pel que fa a la patogenicitat, els arqueus son bacteris completament lliures d’aquest
camp. En altres paraules, els arqueus son bacteris no patdgens, d’aqui que no causin
malalties, a diferéncia dels eubacteris, que si que poden incloure patdgens dins del seu gran

ventall d’espécies.

Formant part de la microbiota humana, en concret de lintesti, hi habiten molts
arqueobacteris. La majoria dels quals sén metanogens, com ara Methanobrevibacter smithii,
Methanosphaera stadmanae i Methanomassiliicoccus luminyensis.

La relacié que es produeix entre els arqueobacteris metandgens i els eubacteris
(fermentadors) a I'intesti huma és simbiodtica, ja que aquests darrers, a partir de I'aliment,
produeixen acids grassos de cadena curta, a més de gasos com I'hidrogen, el didxid de
carboni, el metanol, etc. que els arqueus acaben transformant en meta, equilibrant aixi la
concentracido de les quantitats d’hidrogen, que en excés, poden resultar perjudicials pels

bacteris fermentadors.

3. Els microorganismes del cos huma i el concepte de

microbiota

S’ha de percebre el cos com un ecosistema, replet de diferents espécies que ocupen
gairebé tots els drgans. Dins d’un ecosistema hi ha els ninxols, uns llocs amb les condicions
especifiques, com ara la humitat, la temperatura, I'espai o la font d’aliment que permeten
que una espécie es reprodueixi i d’aquesta manera n’augmenti la poblacié. En el cos huma
el conjunt de microorganismes (bacteris, fongs, arqueobacteris i alguns virus) que hi habiten
se situen en ninxols com la pell, boca, vies respiratories, tracte gastrointestinal, vies
urinaries i tracte vaginal. Cada una d’aquestes comunitats en un entorn especific (un organ)
és el que anomenen microbiota. Per aixd, quan es parla de la microbiota intestinal, es
refereix exclusivament al conjunt de microorganismes que habiten en l'intesti.

En canvi, quan es refereix al conjunt de comunitats o a les interaccions entre
microorganismes i cél-lules dins una comunitat, tenint en compte les condicions ambientals i

el seu genoma, es parla del concepte “microbioma”, que és l'ecosistema intern que
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conformem els humans. Descobert a finals dels anys 90, el microbioma és considerat un
segon genoma o un nou organ, que és present durant tota la vida i diferent a cada persona,
ja que hi ha una série de factors que el modifiquen constantment, entre ells es troben 'edat,

la dieta, els nivells hormonals, el lloc on es viu o la vida sexual.

El 2007 s’inicia als Estats Units el Projecte del Microbioma Huma (The Human
Microbiome Project (HMP)), que consisteix en una série d'estudis, utilitzant Ila
metagenomica?, amb l'objectiu de crear una base de dades de referéncia sobre la
composicié microbiana normal d’humans sans i determinar els limits entre els quals varia la
microbiota humana. Aixi doncs, 'lHMP ha estat fonamental pels coneixements que tenim
avui dia sobre la microbiota.

Una altra base de dades publica i gratuita pel que fa a la microbiota, en concret, la
del tracte aerodigestiu, és la eHOMD (Expanded Human Oral Microbiome Database), que
inclou aspectes rellevants sobre la microbiota oral, és a dir, el conjunt de bacteris presents a
la boca, al nas, a la faringe, als sins paranasals i a 'esofag, i de la microbiota present a les

vies respiratories.

3.1. La relacio simbiotica entre el cos huma i el

microbioma

Els microorganismes han estat presents en el cos huma al llarg de I'evolucio i son
fonamentals per un bon funcionament d’aquest. Anomenen eubiosi I'equilibri a I'escala de
microbioma, mentre que un desordre es denomina disbiosi. Aixi doncs, la relacié establerta
entre el cos huma i els microorganismes es tracta d’'una simbiosi, on tots els individus de la
relacié en surten afavorits. Per una banda, el cos huma proporciona als microorganismes un
entorn amb unes condicions favorables, a més de nutrients i oxigen, mentre que per I'altra
banda, els microorganismes ajuden, entre altres, en la digestio, la produccié de vitamines i
hormones, contribueixen al sistema immunitari i a la proteccié de les colonitzacions d’altres

microorganismes patogens.

3.2. La microbiota present en diverses parts del cos

En conjunt, es diu que el cos té 10 vegades més bacteris que cél-lules humanes, de
fet, s’estima que son més de 40000 espécies les que hi habiten. Els drgans exposats a un
contacte permanent amb els microorganismes, com la pell i les mucoses, son facilment
colonitzables, i en conseqiéncia, la microbiota n’és especialment present i indispensable, ja

que a cada conjunt d’drgans pot intervenir en funcions diferents.

2 Ciencia que estudia els gens microbians extrets directament de comunitats en mostres ambientals sense cultivar
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3.2.1. La microbiota oral

La boca és un organ de gran importancia que suposa principalment una cavitat a
l'interior de I'organisme i és ineluctable en diverses funcions, ja que intervé tant en la nutricié
com en la relacié. Gracies a les seves condicions i la saliva suposa I'habitat idoni per a més
de 1900 especies bacterianes que s’han descobert fins avui en dia. A banda d’aix0, es pot
consultar a la base de dades d’eHOMD els tipus de bacteris orals i del tracte aerodigestiu.
Tanmateix, a part de bacteris, a la boca igualment hi ha virus, arqueus i fongs.

Convé recalcar que, contrariament al que molta gent creu, la microbiota oral no és
dolenta, el que ho és soén les disbiosi. Una bacteriana equilibrada és essencial, mentre que
tenir un ambient oral esteril és quelcom impossible; els microorganismes de la boca sén
necessaris per poder tenir una bona salut, tan bucal com de I'organisme. Sense ells no es

podrien dur a terme moltes de les funcions primordials.

La majoria de bacteris en una boca sana son estreptococs i Veillonella, i la resta
posteriorment es classifica en un munt de géneres: Selenomonas, Gemella, Prevotella,
Corynebacterium, Actynomyces, Neisseria, Lactobacillus... La majoria dels quals pertany als
Firmicuts, com també als Proteobacteris.

Dins del benestar, el nombre d’espécies de bacteris rodeja els 150 i 500, ja que, en
general, el nucli de la microbiota bucal canvia relativament poc al llarg de la vida. Es quan
apareixen bacteris patdogens que sorgeixen els problemes. L'aparicié sobtada d’aquesta
mena de bacteris rau, principalment, en una mala higiene.

Respecte a les seves funcions, els bacteris presents a la saliva s’encarreguen de
formar capes i establir relacions complexes entre ells mateixos que generen I'esmalt i les
superficies mucoses. Quan ens rentem les dents, aquesta biopel-licula desapareix breument
i, novament, es regenera. A més, hi ha bacteris que predisposen a les caries 0 a la
periodontitis, és, aleshores, que la biopel-licula pot esdevenir una capa més definitiva.

Amb relacié als aspectes més generals, es pot afirmar que la microbiota oral no deixa
de complir unes funcions molt similars a les de l'intesti:

1. Antibacteriana: S’estableix una relacidé de competéncia entre els bacteris patdgens i
els simbiodtics per l'obtencid de nutrients. Aquests darrers, a més, secreten
bacteriocines® que creen un ecosistema saludable i dificulten la proliferacio de
substancies perjudicials a la salut humana.

2. Immunitaria: Gracies a l'eubiosi i la seva produccié de citoquines, el sistema
immunitari evita el risc d’inflamacié en excés, aixi com contribueix al manteniment de

'esquelet cel-lular de les mucoses.

3 Substancies aniquiladores de patogens.
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3. Metabolica: S’inicia el metabolisme de I'aliment.
4. Quimica: Redueix el nitrat, un compost que apareix en alguns aliments, en nitrit, que

posteriorment, també per accié dels bacteris, es converteix en oxid nitric.

Com que una gran part de la microbiota oral arriba a l'intesti, els factors que la
modifiquen sén semblants als de la microbiota intestinal, perd n’hi ha alguns que afecten
exclusivament la microbiota oral: la higiene oral, la preséncia d’aparells d’ortoddncia o
implants, I'is de col-lutoris, el flux salival, caracteristiques de I'aigua que es beu i I'estrés

mecanic.

3.2.2. La microbiota pulmonar i de les vies respiratories

Recentment, gracies al desenvolupament de la biologia molecular i les noves
tecnologies d’identificacié genética, s’ha demostrat la preséncia de microbis formant coldnies
complexes a les vies respiratories inferiors, que procedeixen principalment de la microbiota
de les vies aéries superiors. Paral-lelament, també s’han dut a terme nombrosos estudis que
descriuen que les alteracions de la microbiota pulmonar i de les vies respiratories poden
resultar en afeccions de l'aparell respiratori, com ara la malaltia pulmonar obstructiva
cronica, fibrosi quistica i 'asma. A banda d’aixd, també s’ha precisat que la microbiota
intestinal té influéncia en la salut pulmonar, ja que existeix I'eix intesti-pulmé, que, a més
d'estar relacionat en la salut respiratoria, s’associa en gran part en els processos
d’homeostasi.

La microbiota pulmonar té un paper decisiu en la salut perqué manté un equilibri
constant en I'emigracio i eliminacié microbiana, que depén també de les mucoses i els seus
moviments, la tos i la immunitat de I'hoste. Es a dir, que la microbiota pulmonar i de les vies
respiratories, juntament amb l'eix intesti-pulmé, té una funcié estretament lligada a la del
sistema immunitari.

L'eix intesti pulmé consisteix en una circulacié sistemica de flux sanguini o limfatic
que estableix una relacié bidireccional de naturalesa microbiana i immunoldgica entre
lintesti i els pulmons. Hi intervenen bacteris, arqueus, fongs i virus, juntament amb el
comportament de les seves comunitats. S’han trobat indicis que els seus encreuaments sén
factors clau a I'hora de tenir en compte com es produeix el manteniment de ’homeostasi i

I'evolucié de diverses malalties.

Pel que fa al component microbia d’aquest microbioma, és important remarcar que ve
determinat per tres factors:
1. La migraci6 bacteriana a l'interior de les vies respiratories.

2. L’eliminaci6 dels bacteris.
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3. La reproduccié dels diferents components bacterians en el territori en funcié de les

caracteristiques afavoridores locals.

Respecte a la seva composicid, la microbiota pulmonar és molt similar a la de la
microbiota intestinal, on, a més de predominar Bacteroidetes i Firmicutes, en el pulmé també
hi ha abundancia de Proteobacteris. Alguns exemples dels bacteris més abundants son:
Streptococcus spp, Veillonella spp, Prevotella spp, Fusobacterium spp i Porphyromonas, a
més d’una menor proporcié de bacteris patogénics, com ara Haemophilus spp i Neisserias
spp, i juntament amb la preséncia de diversos virus i fongs.

La microbiota pulmonar es veu afectada pels mateixos factors que afecten a la
microbiota del cos en general, perd a banda d’aquests, els primers 1000 dies de vida tenen
una especial influencia en el desenvolupament de la microbiota d’un infant. Ja que, durant
aquesta primera etapa, molts dels habits influeixen en el desenvolupament de la microbiota

del cos de l'infant, sobretot en la pulmonar.

3.2.3. La microbiota cutania

La pell és I'd6rgan més gran del nostre cos i du a terme nombroses funcions:
immunitaria, termoreguladora, endocrina, s’hi sintetitza la vitamina D, desintoxicadora i
sociologica. Esta composta, principalment, per 3 capes, lI'epidermis, la dermis i la
hipoderma.

Es evident que, en ser constantment exposat a I'exterior, el cutis conté una gran
varietat de microorganismes que formen I'ecosistema cutani: bacteris, arqueus, virus, fongs i
acars. Els bacteris son presents a I'epidermis, les glandules, els fol-licles pilosos, i, fins i tot,
al greix subcutani. A banda d’aix0, la microbiota cutania és fonamental, perqué, com en
altres teixits, s’enfronta als microorganismes patdgens i regula aspectes com l'esterilitzacio
de les ferides i la inflamacid, ja que esta estretament relacionada amb la produccio
citoquines, quimiocines, péptids antimicrobians i limfocits T locals.

La preséncia d’aquesta varia segons factors com el pH, la temperatura i la preséncia
de peél o glandules. Aproximadament, hi ha entre 10" i 10" bacteris per metre quadrat.
Respecte a la seva composicid, la majoria de bacteris de la pell sén Actinobacteris, com ara
Corynebacterium, que, juntament amb els Proteobacteris i els Bacteroidetes, sdén sobretot
presents en arees humides, com les aixelles. En canvi, els Propionibacterium i els
Firmicutes, com els estafilococs, abunden en zones sebacies com la cara.

En relaci6 amb els fongs, les espécies més abundants de pertanyen al génere
Malassezia. Especificament, en els peus hi prolifera una gran varietat de fongs com els
Aspergillus, Rhodotorula, Cryptococcus i Epinococcum. Dels virus, perd, n’hi ha pocs

coneixements. Els més destacats son els papil-lomavirus, els poliomavirus i els retrovirus. |,
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pel que fa als acars, la seva varietat és més aviat escassa, perd les espécies més
importants sén el Demodex folliculorum i el D. Brevis.

Finalment, convé destacar que, a banda de les alteracions del microbioma cutani
causades per factors similars en altres sistemes (ambient, alimentacid, us d’antibidtics, etc.),
a la pell, el pH hi interfereix en gran manera: les disminucions d’aquest son perjudicials per a
la microbiota, mentre que les elevacions sén favorables. Altrament, la salut mental també
esta estretament relacionada amb la pell i la seva microbiota. Un clar exemple d’aixd és
I'estrés psicoldgic que mitjangant 'augment en els glucocorticoides endogens es compromet
la permeabilitat, 'nomeodstasi de la barrera, la integritat de l'estrat corni i la defensa
antimicrobiana (Patifio i Morales, 2013)*. Tanmateix, també és coneguda la preséncia de
I'eix intesti-cervell-pell, que ja va ser establert als anys 30 de la ma de Stokes i Pillsubury,

relacionant la depressié amb la modificacio de la flora intestinal i la inflamacié cutania.

3.2.4. La microbiota urinaria

Malgrat que molts anys s’ha cregut el contrari, 'orina també conté microbiota. S’han
dut a terme estudis que demostren que la seva composicié afecta en nombroses afeccions,
com ara els calculs renals, diversos tipus de cancer del sistema urinari, la hipertensié arterial
i la diabetis. A més, esta molt relacionada amb la microbiota intestinal, per aixo els factors
que beneficien aquesta també ho son per la microbiota urinaria.

Cal destacar la presencia de I'eix intesti-ronyons, que justifica les associacions que
s’han fet de la insuficiéncia renal cronica i I'hnemodialisi a canvis desfavorables de la
microbiota intestinal, i com alguns probidtics ha pogut reduir-ne els marcadors de la

inflamacio.

3.2.5. La microbiota vaginal

La microbiota vaginal també esta estretament relacionada amb la salut d’aquest
organ, i per tant a la salut sexual i reproductiva. Aquesta flora va ser descoberta el segle XIX
per l'obstetricia i ginecodleg alemany Albert Ddderlein i conté tant bacteris aerobis com
d’anaerobis. La seva composicié consta de, entre altres, Gardnerella vaginalis, L. crispatus,
L. gasseri, Candida, estreptococs, estafilococs i lactobacils, essent aquests ultims de gran
importancia, ja que secreten acid lactic que manté el pH de la vagina baix, inhibint el
creixement de patdgens.

L'eubiosi és fonamental perqué el creixement desmesurat de la Candida o la
Gardnerella pot ser perjudicial. A més, protegeix del cancer de coll uteri en preséncia del

virus del papil-loma huma. Aspectes com les relacions sexuals, la menstruacio i moment del

4 Patifio, L. A., & Morales, C. A. (2013). Microbiota de la piel: el ecosistema cutaneo. Revista de la Asociacion Colombiana de
Dermatologia y Cirugia Dermatolégica, 21(2), 147-158.
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cicle menstrual, els tractaments hormonals, I'edat, les dutxes vaginals i 'edat d’'un embaras

poden alterar la composicié de la microbiota vaginal.

3.2.6. La microbiota de les glandules mamaries i de la llet
materna

La microbiota és present a les glandules mamaries, i, en consequéncia, també a la
llet materna. Hi ha diverses teories sobre de qué depén la formacio d’aquesta, perd la més
acceptada és la de la ruta enteromamaria. La ruta enteromamaria consisteix en el procés on
les ceél-lules dendritiques penetren I'epiteli intestinal i en capten bacteris preservant la
integritat de tal barrera. Posteriorment, el bacteri es pot propagar a mucoses distants a la de
l'aparell digestiu, entre les quals s’inclou la de la glandula mamaria. Per tant, es podria

afirmar que la microbiota de la glandula mamaria té una composicié similar a la de l'intesti.

Respecte a la microbiota de la llet materna, aquesta té un paper essencial en la salut
del nounat, ja que du a terme funcions de gran importancia, com ara la colonitzacié de
l'intesti (i seguint el principi d’exclusié competitiva, els bacteris no patdgens s’imposen sobre
els patdogens en competir pel mateix ninxol), el metabolisme de nutrients, la maduracio del
tracte digestiu. la proteccié6 davant de malalties infeccioses, la maduracié del sistema
immunitari i el desenvolupament de funcions cognitives. Entre altres, esta majoritariament

composta per lactobacils, estreptococs, enterococs, estafilococs, i lactococs.

4. La microbiota intestinal

Un dels habitats amb major diversitat de microorganismes és el tracte
gastrointestinal, que conté una gran varietat de bacteris, virus i fongs, que en conjunt sén
necessaris per al bon funcionament de [Iaparell digestiu, aixi com del cos. Sén
caracteristiques tals com la temperatura, la humitat, I'acidesa o I'oxigen que proporcionen
una gran varietat de ninxols especifics on només alguns microbis poden proliferar. Per
exemple, I'estébmac, que té un pH de 2 només s’hi poden desenvolupar espécies aerdbiques
i resistents a l'acidesa, com I'Helicobacter pylori. En canvi, l'intesti prim, amb un pH de 4 i
poc oxigen, és habitable per bacteris anaerobis, com ara els del génere Streptococcus i
Lactobacillus. Pel que fa a [lintesti gruixut, la diversitat microbiana augmenta
considerablement gracies al pH 7, les condicions anaerdbiques i la preséncia d’aliments
disponibles: proteines no digerides, acids grassos de cadena curta i glucids complexos dels
vegetals ingerits. Algunes de les espécies bacterianes que es poden trobar aqui son

Faecalibacterium, Escherichia i Bifidobacterium.
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4.1. Composicio i funcions de la microbiota intestinal

Respecte als géneres bacterians principals (figura 4.1), a escala de soca, cada
individu conté un patré distintiu de comunitats microbianes amb moltes soques uniques que
no es troben en altres individus. Dins d’un mateix individu, hi ha diferéncies destacables en
els diferents trams del tub digestiu, de la femta, i de la mucosa intestinal, tot i que

generalment es detectin les mateixes soques en proporcions diferents.
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Pel que fa al seu
desenvolupament, la colonitzacid6 microbiana i el desenvolupament d'una microbiota
intestinal comenga abans del part, ja que els microorganismes envaeixen I'entorn fetal
gracies a les connexions maternes (Perez-Mufioz et al., 2017)°. La microbiota intestinal és la
clau pel desenvolupament del sistema immunitari i 'homeodstasi de l'individu, i les primeres
fases de colonitzacié son crucials.

L’adquisicié de la microbiota es veu influida per nombrosos factors: el tipus de part,
'edat gestacional, I'alimentacio inicial, 'exposicié a antibiotics (inclosos els administrats a la
mare)... Els nadons nascuts per part vaginal tenen una microbiota inicial similar a la de la
vagina materna, mentre que els nascuts mitjangant cesaria mostren perfils propis de la pell o
de 'ambient. Pel que fa a casos prematurs, presenten nivells reduits de bacteris anaerobis,
com ara Bifidobacterium o Bacteroides, i nivells més alts d’enterobacteris, que inclouen
patdgens potencials. A més, els infants alletats exclusivament amb lactancia materna tenen

una microbiota on dominen microorganismes beneficiosos, com els bifidobacteris, en

5 Arumugam, M., Raes, J., Pelletier, E., Le Paslier, D., Yamada, T., Mende, D. R,, ... & Bork, P. (2011). Enterotypes of the human
gut microbiome. nature, 473(7346), 174-180.

® Perez-Mufioz, M. E., Arrieta, M. C., Ramer-Tait, A. E., & Walter, J. (2017). A critical assessment of the “sterile womb” and “in
utero colonization” hypotheses: implications for research on the pioneer infant microbiome. microbiome, 5, 1-19.
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comparacié amb les lactancies de formula. A banda d’aix0, altres factors com la preséncia
de germans grans, mascotes o 'ambient rural o urba també hi influeixen.

Arribada la introduccié de I'alimentacié solida i la retirada de la lactancia augmenta
progressivament la diversitat microbiana i la capacitat per degradar hidrats de carboni
complexos i produir vitamines. A 3 anys, la microbiota intestinal s’assembla ja a la de 'adult,
tot i que alguns grups microbians es defineixen a I'adolescéncia.

En l'adult, el 90% dels bacteris intestinals pertanyen a 2 grups: Bacteroidetes i
Firmicutes. Els Proteobacteris, Actinobacteris, Fusobacteris i Verrucomicrobia completen el
10% restant juntament amb alguns arqueus. A més a més, la microbiota intestinal inclou:

- Llevats, que formen una comunitat poc diversa i se n’identifiquen aproximadament 20
espécies a l'intesti de I'adult sa.

- Un component viral dominat per bacteridfags, que regulen I'ecosistema intestinal
mitjangant el control de la proliferaci6 d'espécies dominants i la transferéncia
horitzontal de gens.

- Protoctists.

Els estudis longitudinals demostren que, a part dels aspectes ja esmentats sobre el
part i la lactancia, també hi ha una gran llista de factors que influeixen en la composici6 de la
microbiota: la dieta, I'is de farmacs i toxics, les caracteristiques geografiques i 'ambient en
el qual es viu, la genética, el sistema immunitari, 'edat, la freqiéncia de I'activitat fisica, els
viatges, I'estrés, la higiene, la vida sexual i els nivells hormonals. Aquests es veuen reflectits
en la composicid microbiana d’'un mateix individu. A part d’aixd, cal destacar que les
diferéncies entre subjectes diferents sén molt més grans que les diferéncies intra individuals,
ja que encara que puguin existir aquestes fluctuacions, I'ecosistema microbia tendeix a
tornar al seu patré tipic. Aixi doncs, la microbiota intestinal consta d’'una gran capacitat de
resiliencia que li permet tornar a I'estat previ a una pertorbacié, com per exemple un episodi

de diarrea aguda o després d’un tractament d’antibiotics.

A banda de les ja esmentades, les principals funcions de la microbiota intestinal son:

4.1.1. Digestié i metabolisme

La microbiota intestinal exerceix un paper clau en el procés digestiu i la regulacio
metabolica de I'hoste. Part dels aliments que consumim no es degraden completament, ja
qgue no disposem dels enzims necessaris, i els residus que no s’absorbeixen arriben al
colon, on hi ha una gran densitat de microorganismes amb recursos metabolics addicionals.
El procés més comu és la fermentacio d’hidrats de carboni complexos, que generen, per una

banda, acids grassos de cadena curta, els quals serveixen com a font d’energia o arriben a
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organs distals mitjangant el torrent circulatori per exercir altres funcions importants, o per
l'altra banda, poden generar vitamines del grup B o la vitamina K.
Altres motius pels quals la microbiota intestinal exerceix un paper regulador rellevant
en 'lhomedstasi metabolica de I'individu és la seva intervencio en les seglents funcions:
- Latransformacié de compostos dietétics inactius en molécules bioactives.
- Lextraccié d’energia a partir d’'un aliment, que varia en funcié de la composicié
microbiana.

- Laregulacié de 'emmagatzematge de lipids.

4.1.2. Maduracioé i regulacié de la funcié de barrera i del
sistema immunitari

El tracte gastrointestinal, que consisteix en una barrera selectiva constituida per
cél-lules epitelials, ha desenvolupat mecanismes de defensa davant d’agents ambientals
adversos als quals esta exposat per la via oral (al'lérgens, contaminants, patdgens...),
mantenint, simultaniament, tolerancia enfront de la microbiota comensal resident o les
proteines de la dieta. Per fer-ho, les mateixes cél-lules epitelials limiten el contacte directe
de microorganismes amb les cel-lules immunoldgiques especialitzades de la lamina propia, i
la seva propagacio sistémica, contribuint a 'homeodstasi immunologica.

Aquesta barrera inclou enterocits, cél-lules enteroendocrines, cél-lules caliciformes,
cél-lules M, que participen en la captura d’antigens, i cél-lules de Paneth.

- Les cel-lules caliciformes secreten glicoproteines de mucina que s’ajunten generant
capes de moc a l'intesti gruixut, aixi, s’hi atrapa un gran nombre de microbis, evitant
'accés a I'epiteli i facilitant-ne I'eliminacio en la femta.

- Les cél-lules de Paneth, presents a l'intesti prim, secreten péptids antimicrobians que
inhibeixen el creixement de determinats bacteris i se n'impedeix el contacte directe
amb l'epiteli. Tanmateix, els bacteris comensals regulen I'expressié dels gens que
codifiquen la mucina i en modifiquen el patré de glicosilacid, aixi com la produccié de
péptids antimicrobians, tot aixd contribueix a regular 'adhesiod, colonitzacio i invasié

microbiana.

A part d’aixd, la microbiota comensal també té un efecte trofic, que influeix en la
proliferacié de les cél-lules epitelials i el manteniment de les unions intercel-lulars. D’aquesta
manera, contribueix a enfortir la funcié de I'epiteli com a barrera fisica enfront de I'entrada
d’agents exogens (Soderholm i Pedicord, 2019)’. Un altre mecanisme defensiu que limita

I'accés de bacteris a la mucosa és la produccio de la immunoglobulina A, que ve arran que

" Soderholm, A. T., & Pedicord, V. A. (2019). Intestinal epithelial cells: at the interface of the microbiota and mucosal immunity.
Immunology, 158(4), 267-280.
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les cél-lules dendritiques reconeguin i capturin petites quantitats de bacteris i interaccionin
amb les cél-lules B i T de les plaques de Peyer, fet que activa les cel-lules plasmatiques i
aleshores es produeixen immunoglobulines A especifiques. Aquestes sén transportades a
través de l'epiteli i s'uneixen als bacteris intestinals, contribuint al control de patdogens i

neutralitzant toxines per afavorir la seva eliminacio.

Vellosidad
e Lt alicteras comensales
= =0 |infocito ¥ ¥ 2 Livem
A [ in{exsling!
ClulaM  Moco
: (élufa caliciforme
(i i
. Foliculn @ | Epilell de
s s 3 e LA e SRR AE AR AT AR la mucosa
& % 0all s laA
% Placa de Peyer Célula
‘3 s dendritica
ticg T % (efulas de Paneth » Maadfago o @ Lamina
Linfacito T é LEilifa plasmalica FI"G-,'ZIIE
o Mas foc it
Linfocito B
Pesentan

Gdnglio linfdtico |

mesenterico

Fig. 4.2. Esquema representatiu de les funcions immunologiques de l'intesti. Font: revista nutriNews novembre 2022.

Aixi doncs, els microorganismes intestinals influeixen en el desenvolupament i en la
funcié del sistema immunitari, ja que, a través dels receptors de reconeixement de patré
molecular microbia, o bé pels metabdlits alliberats per la mateixa microbiota intestinal, actua
com a estimul per a les respostes de barrera i I'accié del sistema immunitari. Per tant, un
desequilibri en la microbiota intestinal pot donar lloc a una desregulacié immunolodgica, i en

consequeéncia, contribuir a 'aparicié de trastorns inflamatoris i autoimmunes cronics.

4.1.3. Lainfluéencia sobre el sistema neuroendocri

La microbiota i els metabolits generats a lintesti a partir de la dieta configuren
senyals neurals i endocrines que influeixen en organs i teixits distants. D’aquesta manera, la
microbiota contribueix en funcions tan diverses com la regulacié del balang energétic, com
d’altres que depenen del sistema nervios, incloent-hi funcions cognitives, I'estat d’anim i el
comportament, amb l'eix intesti-cervell.

Amb la generacié d’'acids grassos de cadena curta, la microbiota actua sobre la
mucosa intestinal i s’activen diversos receptors que estimulen la produccié d’hormones
enteroendocrines per part de les cél-lules L. Aixd contribueix a regular ’homeostasi

energetica, el metabolisme de la glucosa, la sensibilitat a la insulina, la termogénesi i la
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gana, a través d’efectes endocrins sobre organs periferics (el fetge i el teixit adipds blanc i
marrd), i mitjangant les vies de senyalitzacio neural (del sistema nervios entéric i autdbnom)
que arriben al sistema nervios central, s’'integren els senyals que regulen el balang energétic
a curti a llarg termini.

Les cel-lules epitelials també estan implicades en la sintesi de glucocorticoides, que
porten a terme una funcié antiinflamatoria i endocrina, i tant la seva sintesi com I'expressio
dels seus receptors es pot veure modificada per la composicié de la microbiota intestinal.
Aixd és degut al fet que els bacteris comensals participen en la regulaci6 dels
glucocorticoides de forma depenent de I'eix hipotalamic-hipofisiari-adrenal. Es per aixo que
la disminucié de la microbiota intestinal interromp I'expressié dels gens implicats en els
ritmes de produccié de corticosterona en l'ili® i aixd comporta alteracions importants, com ara
la hipersecrecié sostinguda de corticosterona a nivell sistémic, i, al mateix temps, a un estat

d’hiperglucémia i resisténcia a la insulina.

A banda d’aixo, la microbiota també intervé en la formacié directa o indirecta de
compostos neuroactius, inclosos diferents neurotransmissors (serotonina, dopamina, acid
y-aminobutiric [GABBA]...) que influeixen en les funcions cerebrals, el comportament, el
metabolisme i la immunitat. Per exemple, la influéncia de la microbiota en la sintesi de
serotonina és molt rellevant, ja que fins a un 90% del neurotransmissor, que exerceix
funcions essencials a nivell central i periféric, se sintetitza a l'intesti. En 'ambit del sistema
nervids central, la serotonina és clau en la regulacié de I'estat d'anim, I'apetit i les funcions
cognitives, i a escala intestinal regula la inflamacié i la motilitat® (Agusti et al., 2018)"°.

A més, la microbiota intestinal pot estar implicada tant en la reduccié dels nivells de
serotonina per la seva capacitat de metabolitzar el triptdfan, com en la seva
produccié perque estimula I'expressid dels gens implicats en la seva sintesi, possiblement a
través de I'efecte estimulador dels acids grassos de cadena curta (Reigstad et al., 2015)"".

Cal remarcar que la desregulacié del sistema serotogénic esta relacionat amb
malalties inflamatories croniques induides per la dieta. Aixi doncs, la modulacié microbiana
de la biosintesi de la serotonina i de I'expressid dels seus receptors mitiga la inflamacié

intestinal i els simptomes depressius.

8 Darrera porci6 de I'intesti prim, entre el jeju i el cec.

® Facultat dels organismes vius que els permet de moure’s espontaniament o en resposta a estimuls de diversa mena.

0 Agusti, A., Garcia-Pardo, M. P., Lopez-Almela, 1., Campillo, |., Maes, M., Romani-Pérez, M., & Sanz, Y. (2018). Interplay
between the gut-brain axis, obesity and cognitive function. Frontiers in neuroscience, 12, 155.

" Reigstad, C. S., Salmonson, C. E., Rainey lll, J. F., Szurszewski, J. H., Linden, D. R., Sonnenburg, J. L., ... & Kashyap, P. C.
(2015). Gut microbes promote colonic serotonin production through an effect of short-chain fatty acids on enterochromaffin cells.
The FASEB Journal, 29(4), 1395.
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4.2. Eubiosii disbiosi

Com ja s’ha explicat préviament en aquest treball, les comunitats microbianes que
habiten un ninxol viuen en un estat d’equilibri que es caracteritza per I'abundancia
d’espécies que tenen una relacid de comensalisme i simbiosi amb I'hoste, on tots surten
beneficiats. Aquesta situacid es coneix com a “eubiosi’. Per contra, el terme “disbiosi” es
refereix al desequilibri que implica la pertorbacié de I'estat de simbiosi i es reconeix per
canvis qualitatius o quantitatius en la composicié i funcions de la microbiota. No obstant aixo,
determinar qué és una microbiota “normal”, tant en composicié com en funcions, suposa una
tasca dificil pels multiples factors ja esmentats que n’influeixen la configuracio, i per la gran

variabilitat inter i intra-individual en condicions fisiologiques. (Backhed et al., 2012)'

Els estats de disbiosi generalment es caracteritzen per la pérdua o la representacié
insuficient d’espécies beneficioses que habitualment sén dominants i per un augment
d’espécies minoritaries com patobionts o patdogens oportunistes. Els canvis poden ser
especifics de cada ninxol i de cada malaltia, i poden comportar l'alteracié global de
I'estructura de la microbiota, o la pérdua o adquisicié d’espécies concretes.

La disbiosi suposa un problema per a la nostra salut, debilita el sistema immunitari i
provoca una menor produccié d’acids grassos de cadena curta, que tenen un paper clau en
la prevencié de diverses patologies de caracter cronic. Nombrosos estudis han demostrat
recentment que hi ha una gran quantitat de malalties associades al desequilibri del
microbioma huma, com la diabetis, l'obesitat, diferents tipus de cancer, malalties
autoimmunes, sindrome metabolica, la malaltia inflamatoria intestinal, aixi com trastorns

neurologics.

Son multiples els factors que poden implicar I'origen d’'una disbiosi, entre els quals hi
ha I'is d’antibidtics i altres medicaments, I'estrés, factors genétics, la dieta, I'estil de vida... A
més, si el factor desencadenant és intens o persistent en el temps, el procés pot conduir a
patir una malaltia, generalment de caracter cronic o recurrent, i de patré inflamatori. Es per
aixo, que en els primers anys de vida, una disbiosi materna pot afectar I'adquisicié inicial de

microbiota intestinal d’'un nadd, amb possibles conseqiéncies a curt i llarg termini.

4.3. Probiotics

Els probiotics consisteixen en microorganismes vius que després de la seva ingesta

en un nombre especific, poden resultar beneficiosos per la salut de I'hoste, més enlla

2 Backhed, F., Fraser, C. M., Ringel, Y., Sanders, M. E., Sartor, R. B., Sherman, P. M., ... & Finlay, B. B. (2012). Defining a
healthy human gut microbiome: current concepts, future directions, and clinical applications. Cell host & microbe, 12(5),
611-622.
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d’aquells que son inherents a la nutricié basica. (Hill et al., 2014)" Alguns dels beneficis
evidenciats sén tals com:
e La millora de I'estat d’equilibri de la microbiota i salut intestinal.
e Reduccié de patologies com la diarrea aguda infantil, la intolerancia a la lactosa,
lintesti irritable, la dermatitis atopica o el cancer de colon.
e Prevencio de la diarrea associada a antibiotics.
e Estimulacio del sistema immunitari.

e Sintesi i millora de la biodisponibilitat dels nutrients.

Els probidtics sén classificats en bacterians i de llevats. Dels bacterians hi ha els
geéneres Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Bacillus
i soques no patogenes d’E. coli que competeixen amb el seu homoleg patdgen. Pel que fa al
tipus de llevat només existeix el génere Saccharomyces boulardii.

Existeixen multiples probiodtics, perd no tots son iguals i els seus efectes curatius

varien segons l'afeccié i en dependéncia del tipus de probidtic, per génere, espécie i soca.

4.4. Prebiotics

Els prebiotics es defineixen com a substancies de la dieta (sobretot polisacarids no
amilacis i oligosacarids no digeribles per enzims humans) que nodreixen a uns grups
seleccionats de microorganismes que habiten en l'intesti a través de la seva fermentacio, fet
que afavoreix el creixement de bacteris beneficiosos sobre els nocius.

Els beneficis que els prebidtics produeixen a la salut sén tals com la regulacié
immunitaria, la produccié de metabdlits bacterians i la produccié d’acids grassos de cadena
curta en funcié del creixement bacteria, ja que els prebiodtics, en general, estan relacionats
amb la proliferacié de bacteris intestinals. Per tant, suposen una via eficag per modificar

I'ecosistema intestinal.

S’han establert tres trets per considerar un ingredient alimentari com a prebiotic
(Guillot, 2018)™:
1. Es un producte natural no hidrolitzat, resistent a I'acid clorhidric i no degradable pels
enzims en el tracte digestiu superior (esofag, estobmac i duodé).
2. Ha de ser capa¢ de modificar la microbiota intestinal del colon després d’haver estat

selectivament fermentat per un o diversos bacteris.

8 Hill, C., Guarner, F., Reid, G., Gibson, G. R., Merenstein, D. J., Pot, B., ... & Sanders, M. E. (2014). Expert consensus
document: The International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics consensus statement on the scope and
appropriate use of the term probiotic. Nature reviews Gastroenterology & hepatology.

# Guillot, C. C. (2018). Actualizacion en prebidticos. Revista Cubana de Pediatria, 90(4), 3-16.
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3. Suposa una estimulacié selectiva de bacteris intestinals i indueix beneficis per la

salut.

4.4.1. Taxonomia dels carbohidrats no digeribles

Els carbohidrats no digeribles es classifiquen en colonics i prebiotics.

e Els carbohidrats no digeribles colonics arriben a l'intesti gros i aporten energia i
nutrients, i actuen com a substrat per la microbiota de I'hoste.

e Els carbohidrats no digeribles prebidtics es caracteritzen per tenir un “efecte
bifidogénic”, és a dir, que estimulen el creixement de Lactobacillus i Bifidobacterium

de la microbiota del colon. (Ruas-Madiedo et al., 2015)"

Els principals tipus de cada classificacié son:

Carbonhidrats no digeribles Denominaci6 de carbohidrats no
digeribles
Ingredients colonics (polisacarids - Pectines
estructurals de les plantes) - Hemicel-lulosa o cel-lulosa
- Gomes

- Alguns oligosacarids derivats de
la soja
- Glucooligosacarids

- Arabinooligosacarids

Prebiodtics - Fructans de tipus inulina

- Fructooligosacarids (FOS)

- Galactooligosacarids (GOS)

- Lactulosa

- Oligosacarids de la llet materna
(HMO)

Fig. 4.3. Taula de taxonomia de carbohidrats no digeribles. Font: propia.

® Ruas-Madiedo, P., Ruperez, P., Redondo-Cuenca, A., Sanz, M. L., Clemente, A., Corzo, N., ... & Plou, F. J. (2015).
Prebidticos; concepto, propiedades y efectos beneficiosos. Nutricion hospitalaria, 31(1), 99-118.
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4.4.2. Caracteristiques dels principals prebiotics
reconeguts

4.4.21. Inulinai fructooligosacarids

La inulina esta constituida per oligosacarids i polisacarids, mentre que els FOS
nomes per oligosacarids. Tots dos arriben intactes al colon, on seran metabolitzats per la
microbiota intestinal, ja que no poden ser degradats ni absorbits en el tracte digestiu
superior.

Cal destacar que la fermentacié dels FOS en el colon produeix una série d’efectes
fisiologics:

e Augment de la quantitat de bifidobacteris en el colon.

e Augment de I'absorcio del calci.

e Augment del pes de la femta.

e Escorcament del temps de transit gastrointestinal (en conseqiiéncia es va de ventre

més sovint).

Es per aix06 que la inulina i els FOS sén considerats com a ingredients alimentaris
utils per la salut, aixi que sén addicionalment afegits en mudltiples aliments com el iogurt,

cereals o galetes desenvolupats per la industria alimentaria.

4.4.2.2. Galactooligosacarids

Els galactooligosacarids sén uns prebidtics naturalment presents en la llet, i pel que
fa a la industria, sén obtinguts a partir de la lactosa procedent del sérum de formatge. El
GOS actua estimulant el creixement de bacteris productors d’acid lactic i és considerat un
ingredient alimentari en diversos paisos, com ara el Japd, la Uni6é Europea i els Estats Units
(Meléndez Renteria et al., 2011)®.

44.2.3. Lactulosa

La lactulosa és un disacarid sintétic que no és hidrolitzat per I'intesti prim, de manera
que arriba sense modificacions al codlon, on és selectivament metabolitzat pels lactobacils i
bifidobacteris. A part d’aixd, s’ha demostrat que té un efecte positiu en el creixement de tals
bacteris i, per contra, disminueix significativament el nombre de clostridis, estreptococs i

enterobacteris.

6 Meléndez Renteria, N. P., Aguilar, C. N., Nevarez Moorillon, G. V., & Rodriguez Herrera, R. (2011). Compuestos prebidticos:
de las moléculas al ser humano. Revista de la Sociedad Venezolana de microbiologia, 31(1), 6-12.
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44.2.4. Oligosacarids de la llet materna

La llet materna conté fins a un 10% de glucids, on sobretot predomina la lactosa, el
seu principal disacarid (55-70 g/L). En canvi, els oligosacarids sén presents en grau més
baix (12-14 g/L), tot i que cal destacar que en el calostre aquests son més abundants (22-24
g/L). Degut a la seva estructura molecular, els HMO no soén reductibles i arriben al colon
sense ser digerits, afirmant el seu paper de prebidtic. En ser ingerits pel lactant, els HMO

confereixen el ja esmentat “efecte bifidogénic”, aixi com d’antiinfeccios.

5. La microbiota intestinal i el seu paper en el sistema

neuroendocri

5.1. L’eix intesti cervell i la seva relaciéo amb la microbiota

L'eix intesti cervell és el terme que refereix a la connexié bidireccional entre el
sistema nervios central i el tracte gastrointestinal, a través de nervis, hormones, sistema
immunitari i altres senyals moleculars. En aquest eix de comunicacio hi intervé la microbiota
intestinal, a més del sistema nervids entéric'’, el sistema nerviés autonom, el sistema
neuroendocri i el sistema neuroimmune. Aixi doncs, aquest eix actua com un sistema
fisiologic integrat que uneix els diferents senyals endocrins, immunologics, neuronals i

nutricionals aferents i eferents entre el sistema gastrointestinal i el cervell.
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Com ja s’ha esmentat, la microbiota gastrointestinal intervé en nombroses funcions
de la salut humana, una de les quals és la contribuci6 directa i indirecta en els senyals des
de l'intesti cap al sistema nervios central al llarg de I'eix intesti cervell. Per tant, la microbiota
intestinal també participa en moltes funcions pel que fa al sistema nervids central.

En relaci6 amb els efectes de la microbiota intestinal sobre la fisiologia cerebral,
s’inclouen la generacid de connexions sinaptiques, la regulacié de neurotransmissors i
factors neurotrofics. Malgrat aixo, els mecanismes precisos mitjangant els quals la microbiota
intestinal impacta en les funcions cerebrals i conductuals, sén, fins al dia d'avui, desconeguts

a causa de la variacié i complexitat dels mateixos mecanismes.

A més, tal com ja s’ha mencionat, se sap que la microbiota intestinal influeix en
nombrosos aspectes del metabolisme de I'hoste mitjangant la produccié de precursors
metabolics d’hormones i neurotransmissors, tot i que en alguns casos també poden produir
els metabolits actius. A banda d’aixo, els bacteris influeixen en I'estat immunitari de I'hoste,
fet que altera la interaccio subsegtient entre el sistema immunitari i el sistema nerviés.

De manera paral-lela, el sistema nervios entéric esta connectat al sistema nerviés
central per mitja del nervi vague, que facilita una comunicacié neuroquimica directa entre els
senyals que regula la microbiota intestinal a nivell entéric i que es difonen al cervell
(Forsythe et al., 2014).

5.2. La influéncia de la microbiota en el sistema nervios

5.2.1. La microbiota i la permeabilitat intestinal

Cal introduir que la barrera intestinal esta composta per diverses capes: la microbiota
intestinal, la capa mucosa externa, la capa epitelial i la lamina propia. A banda d’aix0, hi ha
el moc secretat per cél-lules epitelials, que actua com una barrera protectora i conté enzims

digestius i antibacterians, aixi com anticossos per un bon funcionament de tal funcié.

En referéncia a la barrera epitelial, aquesta serveix en I'absorcié de nutrients, perd
també actua com a barrera fisica gracies a les unions estretes entre cél-lules epitelials.
Aquesta funcié de barrera és fonamental, ja que separa els microorganismes de les cel-lules
immunitaries, que, en cas de contacte, desenvoluparien una resposta inflamatoria. O sigui
gue una barrera malmesa permetra que els components externs entrin en contacte amb les

cel-lules immunitaries, i la resposta inflamatoria podria provocar danys al mateix teixit.

® Forsythe, P., Bienenstock, J., & Kunze, W. A. (2014). Vagal pathways for microbiome-brain-gut axis communication. Microbial
endocrinology: the microbiota-gut-brain axis in health and disease, 115-133.
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A més, les cél-lules enteroendocrines o cél-lules L, especialitzades en produir
diverses hormones endocrines i paracrines, també es distribueixen per la capa epitelial, la
qual, en conjunt amb la lamina propia, constitueixen la regié del cos amb més cel-lules
immunoldgiques. En concret, a la barrera epitelial hi ha limfocits, sobretot de tipus CD 8+,
mentre que a la lamina propia s’hi troben macrofags, cel-lules plasmatiques, cel-lules
presentadores d’antigens, limfocits, etc.

Un altre punt a destacar és com a través de diferents mecanismes la microbiota
intestinal i els seus metabdlits han evidenciat participar en la permeabilitat intestinal, funcio

immunitaria, motilitat, sensibilitat intestinal i I'activacié del sistema nerviés entéric.

Actualment, el rol de la microbiota en la funcié normal de la barrera intestinal queda
recolzat pels estudis que demostren com en casos de desordres gastrointestinals, alguns
tractaments dirigits amb la modulacié de la microbiota intestinal redueixen la permeabilitat
intestinal. Per exemple, en models experimentals de colitis, varis probidtics poden reduir la
permeabilitat intestinal, ja que s’augmenta el nombre de proteines transmembrana, les quals
preserven la unio entre cél-lules epitelials. Tanmateix, els mateixos probiodtics també ajuden
a produir moc, i per tant contribueixen a mantenir la barrera fisica en I'epiteli intestinal.

Es important esmentar que I'increment de la permeabilitat intestinal pot conduir a una
translocacio de bacteris o de productes metabdlics bacterians, que poden alterar el sistema
nervids entéric, aixi com el central. En consequéncia, aixd provoca l'estimulacié del teixit
limfoide mesentéric, i conseqlientment, es produeix una resposta immunitaria que pot
conduir a lalliberacié de citocines inflamatories i a I'activacié del nervi vague i les vies
aferents neuronals. Tot aixd pot modular I'activitat del sistema nervids central i del sistema

nerviés enteric.

5.2.2. Neurohormones

La microbiota intestinal esta associada amb la sintesi de diferents molécules
neuroactives, com ara la serotonina, la dopamina, el GABA, la melatonina, les

catecolamines, I'acetilcolina i la histamina.

5.2.21. GABA

En primer lloc, el GABA (acid gammaaminobutiric) és un neurotransmissor inhibitori
que participa en diverses funcions del sistema nervidés central, incloent-hi els trastorns de
depressio i ansietat. La relacié amb l'intesti ve del fet que alguns integrants de la microbiota
intestinal participen en l'alliberament del GABA. Aquest procés es deu a I'accié de I'enzim
glutamat descarboxilasa, present en alguns bacteris, el qual descarboxila el glutamat

present en certs aliments i en conseqiiéncia en facilita la conversi6 a GABA. Atés que
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aquest neurotransmissor és fonamental per la modulacié del comportament, s’ha demostrat
que 'administracié de probidtics capacos de sintetitzar GABA pot augmentar la disponibilitat
d’aquest neurotransmissor, fet que pot contribuir a una millor gestié de I'angoixa (Foster i
Neufeld, 2013)%* (Foster et al., 2017)*'. Amb aix0 s’ha demostrat la produccié de GABA,
gracies al metabolisme del glutamat monosodic d’algunes espécies de bifidobacteris i

lactobacils.

5.2.2.2. Serotonina

Un fet rellevant de la serotonina és que el 90% de la seva produccio té lloc a l'intesti i
ve regulada per la microbiota, a través del metabolisme del triptdfan, un aminoacid obtingut
a partir de la dieta. Alguns dels bacteris productors de serotonina son els de génere
Latobacillus i Bifidobacterium. Tot i que la relacié amb la microbiota pugui semblar dubtosa,
ja que la serotonina generada per les cél-lules intestinals no pot travessar la barrera
hematoencefalica??, la microbiota actua sobre els nivells dels precursors serotogénics i del
transportador de serotonina que participa en I'activacio i modulacié de la serotonina central.
A part d’'aixd, hi ha estudis que evidencien que quan animals axénics amb nivells
augmentats de triptdfan comencen a tenir bacteris metabolitzadors del triptdfan a l'intesti, els
nivells circulants de triptofan disminueixen i els de serotonina a I'hipocamp augmenten
(Jenkins et al., 2016)%. Finalment, cal destacar que la serotonina té un paper important en la

modulacioé de I'ansietat, la depressié i el benestar general.

5.2.2.3. Dopamina

La dopamina és un neurotransmissor relacionat amb la motivacio, el plaer i la
recompensa. Tot i que la major part de dopamina se sintetitzi en el cervell, s’ha evidenciat
que alguns bacteris intestinals en poden produir, ja que, tal com s’ha demostrat en ratolins
axenics, aquests presenten menor quantitat de dopamina en comparacié amb ratolins

convencionals.

5.2.3. Vies neuroanatomiques

Lintesti pot interactuar amb el cervell bidireccionalment mitjancant diferents vies
neuroanatomiques en les quals intervé el sistema nervios entéric, el sistema nervios

autdbnom i el nervi vague.

2 Foster, J. A., & Neufeld, K. A. M. (2013). Gut-brain axis: how the microbiome influences anxiety and depression. Trends in
neurosciences, 36(5), 305-312.

2 Foster, J. A., Rinaman, L., & Cryan, J. F. (2017). Stress & the gut-brain axis: regulation by the microbiome. Neurobiology of
stress, 7, 124-136.

22 Xarxa de vasos sanguinis i teixits de cél-lules molt juntes que eviten el pas de substancies potencialment perilloses de la
sang al cervell.

2 Jenkins, T. A., Nguyen, J. C., Polglaze, K. E., & Bertrand, P. P. (2016). Influence of tryptophan and serotonin on mood and
cognition with a possible role of the gut-brain axis. Nutrients, 8(1), 56.
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5.2.3.1. La microbiota i el sistema nervids enteéric

El sistema nervidos entéric s’encarrega del funcionament basic gastrointestinal
(motilitat, secrecié de mucosa, flux sanguini, etc.) i el seu control és dut a terme gracies al
nervi vague. Aquest complex funciona gracies a un sistema de comunicacié neurohumoral
bidireccional, que s’ha vist demostrat en casos on hi ha una correlacié entre les alteracions
de la microbiota intestinal i malalties com I'encefalopatia hepatica, I'ansietat o el colon
irritable.

En aquestes malalties existeix una disbiosi que s’associa a canvis en la maotilitat i
secrecions gastrointestinals i produeix una hipersensibilitat visceral. En aquestes
circumstancies també es veuen alterades les cél-lules neuroendocrines i les del sistema
immunitari, fet que modifica I'alliberacié de neurotransmissors, la qual cosa podria resultar
en diferents manifestacions psiquiatriques.

Aixi doncs, es pot proposar la comunicacio bidireccional en aquest eix: la microbiota
afecta el comportament huma, i, simultaniament, alteracions en aquest s’associen en canvis

a la microbiota.

5.2.3.2. El nervi vague

El nervi vague, que exerceix funcions motores i cognitives, és un dels principals
nervis del sistema nervids i té un llarg recorregut que s’estén des del bulb raquidi®* fins a les
cavitats i visceres del tronc, passant per la regioé cervical, el torax i la cavitat abdominal.
Funciona com el sensor de la microbiota, transmetent directament, transfereix la informacié
de lintesti al sistema nervids central, on s'integra per generar una resposta adequada o
inadequada segons les condicions i la informacio rebuda.

Altres aspectes a destacar del nervi vague s6n que mostra propietats
antiinflamatories per mitja de les seves vies aferents i eferents, i s’ha pogut descriure en
estudis com la preséncia de trastorns com la sindrome de l'intesti irritable (Sll) i la malaltia
inflamatoria intestinal (MIl) poden provocar l'alteracié del to vagal.

En quadres de Sll i Mll s’han observat quadres de disbiosi, en dubte de si son la
causa o la consequiéncia de tals trastorns. Convé destacar que, generalment, els pacients
de Sll presenten també estrés i alteracions de I'estat emocional, la qual cosa comporta una

modificacié en la microbiota intestinal.

Per altra banda, s’ha observat que I'administracio a ratolins de la soca Lactobacillus
rhamnosus JB-1 afavoreix la transcripcidé del receptor GABA en el sistema nerviés central

(fet que modifica el seu comportament) perd aixdo només en ratolins que conserven la seva

24 El bulb raquidi és una estacio de canvi entre el cervell i la medul-la espinal, conté els centres per la regulacié de les activitats
respiratoria, vasomotora, cardiaca i reflexes.
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integritat vagal, ja que el mateix experiment es va realitzar en ratolins vagotomitzats i no es
van observar els mateixos efectes. Aixi doncs, es pot identificar el nervi vague com la

comunicaciéo moduladora entre la microbiota i el cervell.

5.2.3.3. L’eix neuroendocri hipotalamic pituitari adrenal

La resposta a I'estrés engloba una amplia gamma de canvis conductuals i fisioldgics
que es desencadenen davant d’'un estat real o percebut de risc. El factor alliberador de la
corticotropina (alliberada a I'hipotalem) té el paper central en la resposta a I'estrés, ja que
regula I'eix hipotalamic pituitari adrenal (HPA). En resposta a I'estrés s'inicia una cascada
d’esdeveniments que acaba amb l'alliberacié de glucocorticoides des de I'escorga adrenal.
Com a resultat dels efectes fisiologics i conductuals dels glucocorticoides, diversos
mecanismes s’involucren en el control i activacié de I'eix HPA i la seva resposta integrada a
I'estrés.

Pel que fa a la microbiota intestinal, aquesta és fonamental per la correcta maduracié
del sistema neuroendocri, ja que, tal com han demostrat molts estudis, el seu establiment a
l'inici de la vida és vital pel desenvolupament postnatal d’'una reaccié apropiada a l'estrés, fet
que és rellevant pel bon desenvolupament de l'eix HPA. Un estudi amb ratolins axénics,
convencionals i de colonitzats per patdgens especifics, va observar que els nivells de
I’hormona adrenocorticotropa (ACTH) i corticosterona es van elevar molt més en resposta a
'estrés en els ratolins axénics que en els ratolins colonitzats per un germen especific. Com
que, a banda d’aix0, aquesta resposta exagerada a 'estrés es podia revertir parcialment si el
ratoli acabava tenint una colonitzacié intestinal per una soca de Bifidobacterium infantis
durant les primeres etapes de la vida, es pot concloure que I'exposicié a microorganismes
en etapes primerenques del desenvolupament és necessaria per desenvolupar un sistema
HPA que sigui completament susceptible a la regulacié neuronal inhibitoria (Nobuyuki et
al.,2004).

Un altre fet destacable és que les accions de la microbiota també afecten a I'eix HPA,
regulant I'alliberacié del cortisol. En ratolins axénics s’ha observat una reaccié completament
exagerada en la produccio de citocines inflamatories davant de situacions d’estrés. En canvi,
nombrosos estudis han demostrat que nivells alts de Lactobacillus rhamnosus es
correlacionen a menors nivells de cortisona, millor control de I'estrés, menor depressio i
alliberaci6 de citocines inflamatories (Bravo et al.,2011). Altrament, estudis demostren que
petites exposicions a estrés poden impactar en el perfil de la microbiota, la resposta a

I'estrés i I'activacio de I'eix HPA (Galley et al.,2014).
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6. La relacio entre afeccions psiquiatriques i la

microbiota intestinal

6.1. Microbiota i ansietat

Tot i que s’han realitzat molts estudis recents en animals sobre I'associacié entre la
microbiota intestinal i 'ansietat, aquesta relacidé ha estat poc investigada en humans. Alguns
estudis han trobat que pacients amb ansietat presenten una microbiota intestinal amb menor
diversitat i una major proporcié de bacteris del génere Bacteroides. A més, I'exposicié
cronica a l'estrés pot desregular la microbiota intestinal, provocant una disminucié dels
nivells de Firmicutes, Bacteroidetes i Lactobacillus spp., mentre que augmenta els nivells
d’Oscillibacter spp.

Addicionalment, s’ha dut a terme I'experiment del trasplantament de la microbiota
intestinal de pacients amb depressio a rates i s’ha observat en aquestes canvis en la seva
microbiota i el desenvolupament de comportaments similars als de crisis d’angoixa. Tot aix0
obre una porta a suposar que la microbiota intestinal podria ser una via per intervenir en la

prevencié o la millora dels simptomes d’ansietat.

Gracies al fet que la microbiota intestinal esta altament relacionada amb el sistema
nervids central, i que la microbiota és facilment modificable a través dels habits, consum de
farmacs, probidtics i prebidtics, amb tot aix0d, la microbiota intestinal pot ser una potencial
diana terapéutica per tractar I'ansietat i molts altres trastorns mentals propis del sistema
nervids central. Tal estratégia es podria aplicar o bé evitant i limitant els efectes dels agents
bacterians que puguin alterar negativament la permeabilitat intestinal, o bé potenciant la
preséncia d’aquelles espécies bacterianes que tinguin un efecte positiu sobre els
mecanismes ja esmentats: sigui reimplantant o suplementant periddicament aquells bacteris
amb efectes positius (mitjangant probiotics) o incrementant la ingesta de substrats que facin

créixer tals espécies bacterianes (mitjangant prebiotics).

Partint del fet que els acids grassos de cadena curta (AGCC) son essencials pel
manteniment de la barrera intestinal, es pot deduir que tindran un efecte beneficids per la
salut totes aquelles espécies bacterianes que promoguin la sintesi dAGCC. Aixi mateix, s’ha
trobat una important disminuci6 de [l'abundancia de géneres productors d’AGCC
(Faecalibacterium, Eubacterium rectale, Lachnospira, Butyricicoccus i Sutterella) en
subjectes amb trastorn d’ansietat generalitzada. A part d’aixo, els AGCC tenen un efecte

neuroprotector, com I'acid butiric, que en forma de butirat de sodi augmenta I'expressio del
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factor neurotrofic derivat del cervell, i millora en conseqliéncia les activitats relacionades
amb la memoria. Per aixo, la ingesta de probidtics que augmentin la fermentacié bacteriana

dels aliments tenen resultats positius en la salut mental del pacient.

6.2. Microbiota i depressié

La depressid, reconeguda com un problema de salut mental a escala mundial, té un
impacte negatiu en la salut general de la poblacié. No té un origen concret, es tracta d’'un
trastorn multifactorial. Pel que fa a la microbiota intestinal, multiples estudis han descobert
com la disbiosi i la permeabilitat de I'intesti suposen un factor considerable en l'aparici6 i el
desenvolupament de la depressid, atés que la microbiota té una alta influéncia en el sistema
nerviés central i la produccié de neurotransmissors (Liu et al., 2023)%°. A més, estudis amb
ratolins han demostrat que, després de rebre un trasplantament fecal de pacients amb
trastorn depressiu major, els rosegadors també desenvolupen simptomes depressius. Aixd
posa de manifest que la disbiosi intestinal pot precedir i jugar un paper crucial en l'origen de
la depressio.

A part d’aixd, s’han observat canvis de la composicié de la microbiota intestinal en
pacients amb trastorn depressiu major, concretament amb relacié a la diversitat i
l'abundancia relativa d’espécies bacterianes especifiques. Per exemple, hi ha més
abundancia dels bacteris del génere Actinobacteria, Firmicutes i Bacteroidetes, mentre que
disminueix la quantitat de bacteris del genere Blautia, Faecalibacterium i Coprococcus (Yang
et al., 2020)%. Tot i aix0, a causa de la gran variabilitat de la microbiota és molt comu que
pacients amb trastorn depressiu major mostrin una composicidé microbiana variada
especialment quan pertanyen a diferents grups d’edat o regions geografiques.

Finalment, convé destacar I'evidéncia d'un cicle viciés patologic on l'aparicié de
canvis patologics associats a la depressié també poden agreujar I'estat de disbiosi, mentre
que les alteracions en el microbioma intestinal que es produeixen a l'inici d'un trastorn
depressiu major poden empitjorar aquest trastorn. Tot plegat contribueix, a llarg termini, a la

disbiosi i I'alteracio de I'ambient intestinal (Chidambaram et al., 2022)%.

% Lju, L., Wang, H., Chen, X., Zhang, Y., Zhang, H., & Xie, P. (2023). Gut microbiota and its metabolites in depression: from
pathogenesis to treatment. EBioMedicine, 90.

% Yang, J., Zheng, P, Li, Y., Wu, J., Tan, X., Zhou, J., ... & Xie, P. (2020). Landscapes of bacterial and metabolic signatures and
their interaction in major depressive disorders. Science advances, 6(49), eaba8555.

2" Chidambaram, S. B., Essa, M. M., Rathipriya, A. G., Bishir, M., Ray, B., Mahalakshmi, A. M., ... & Monaghan, T. M. (2022).
Gut dysbiosis, defective autophagy and altered immune responses in neurodegenerative diseases: Tales of a vicious cycle.
Pharmacology & Therapeutics, 231, 107988.
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Canvis patolbdgics en el SNC
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Fig. 6.1. L'associacio entre la disbiosi i els canvis patoldgics centrals durant el desenvolupament de la depressié. SNC: Sistema

nervios central. Font: Liu et al., (2023)%.

6.3. Us de probiotics com a farmacs per a la salut mental:
els psicobiotics

El terme “psicobidtic” vindria definit com una innovadora classe de probidtic que
suggereix aplicacions potencials en el tractament de malalties psiquiatriques. Aquests
probidtics es caracteritzen per la preséncia d'espécies bacterianes amb efectes ansiolitics i
antidepressius, que influeixen en els indicadors emocionals, cognitius, sistémics i neurals. La
influéncia dels bacteris al cervell afecta, com ja s’ha esmentat, el sistema nerviés central, el

sistema nervids entéric i el sistema immunitari.

Efectivament, s’ha vist com els psicobidtics tenen la capacitat de regular
neurotransmissors i proteines: el GABA, la serotonina, el glutamat o el factor neurotrofic
derivat del cervell. Aquests elements sén clau en la regulacié de 'estat d’anim, les funcions
cognitives i els processos de memoria i aprenentatge. Per exemple, algunes de les espécies
bacterianes més usades en psicobiotics sén variants de Lactobacillus spp. i Bifidobacterium
spp., com ara Lactobacillus brevis, Bifidobacterium dentium i Lactobacillus plantarum.

Aquestes espécies son especificament productores de GABA i serotonina.
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Val la pena mencionar un estudi a doble cec? realitzat en humans que va analitzar
els efectes d’un iogurt probidtic (amb Lactobacillus acidophilus LAS i Bifidobacterium lactis
BB12) i capsules probiodtiques (que incloien Lactobacillus casei, L. acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum i
Streptococcus thermophiles) en el benestar general, amb un enfocament especial en la salut
mental (Mohammadi et al., 2016)%. Els participants que van consumir tant el iogurt com les
capsules de probiotic van mostrar millores en els parametres de salut mental segons les
avaluacions de l'escala de depressid, ansietat i estres (DASS) del questionari de salut
general (GHQ).

A més, actualment s’estan realitzant estudis clinics pera avaluar els efectes de la
suplementacié probiotica (L. plantarum PS128, L. plantarum 299v, L. rhamnosus GG,
Bifihappy, Vivomixx®, Probio'Stick, etc.) en la depressio i I'ansietat. Aquests estudis tenen
com a objectiu avaluar I'impacte d’aquests probidtics en I'estat d’anim, la inflamacié i I'estrés

dels participants. Vegeu a I'annex 1 la referéncia de tals estudis, aixi com el seu enllag.

/. Part practica

La part practica d’aquest treball de recerca consta de dues parts: la preparacié d’'un
cultiu microbioldgic i I'elaboracié d’un triptic informatiu, amb la finalitat de divulgar i poder
aconsellar quins son els grups d’aliments més adequats per cuidar la microbiota intestinal

quan es tracta de la salut mental.

7.1. Cultiu microbiologic

En el camp de la microbiologia, un cultiu microbioldgic és una técnica que s’empra
per multiplicar microorganismes, tals com bacteris, virus i fongs, i on es prepara el medi de
cultiu optim per afavorir-ne la proliferacié. El medi de cultiu pot ser solid o liquid, en plaques
de Petri o tubs de cultiu, i ser preparat a partir de diferents compostos per tal de garantir uns
nutrients concrets.

En aquesta practica es prepara, en plaques de Petri, 4 medis de cultiu diferents que
sén la variable independent de I'experiment. La variable dependent és la proliferacio dels
bacteris, amb I'objectiu d’aclarir quin dels medis de cultiu és el més beneficiés pels

microorganismes sembrats.

28 Tipus d’assaig clinic on s’administra a la meitat dels participants el farmac verdader i a I'altra meitat un placebo.

29 Mohammadi, A. A., Jazayeri, S., Khosravi-Darani, K., Solati, Z., Mohammadpour, N., Asemi, Z., ... & Eghtesadi, S. (2016).
RETRACTED ARTICLE: The effects of probiotics on mental health and hypothalamic—pituitary—adrenal axis: A randomized,
double-blind, placebo-controlled trial in petrochemical workers. Nutritional neuroscience, 19(9), 387-395.
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En primer lloc, els medis de cultiu es preparen a partir de I'agar bacteriologic i de 3
tipus diferents de prebidtics: inulina, fructooligosacarids i lactulosa (no s’utilitza
galactooligosacarids per culpa de la seva indisponibilitat). També es preparen mostres sense
prebiotic, només amb agar. En segon lloc, cal esmentar que se sembra un probidtic
anomenat Psicobrain, el qual es comercialitza i és categoritzat com a psicobidtic, del
laboratori Bromatech.

La composicio del probiotic Psicobrain és la seglent:

Ingredients Quantitat per a dues capsules

Cel-lulosa miocristalitzada (agent de carrega)

L-teanina 50 mg

Eschscholzia (rosella de California) 50 mg

Vitamina C 24 mg (30% valors de referéncia de nutrients)
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 1x10°

Lactobacillus rhamnosus SP1 > 1x10°

Lactobacillus acidophilus LA1 > 1x10°

Lactobacillus reuteri LR92 > 1x10°

Fig. 7.1. Taula indicativa de la composicié de Psicobrain. Font: Nutribiética

Segons Bromatech, es tracta d’'un complement alimentari a base de probiotics que
modulen I'eix intesti cervell. L' L-teanina és rica en acid butiric i util per relaxar-se i per la
salut de la microbiota. L'Eschscholzia afavoreix la son en cas d’estrés, i la vitamina C
contribueix a la funcié psicoldgica normal i al bon funcionament del sistema nervios.

La Teanina és capag de travessar la barrera hematoencefalica a la qual s’atribueixen
propietats psicoactives, i s’ha estudiat que la seva capacitat de reduir estrés fisic i mental,
per estimular i millorar ’hnumor i les funcions cognitives. L’acid butiric (present en la Teanina)
també es produeix mitjangant la fermentacio bacteriana (probidtica) de la fibra alimentaria, i
té un paper important en el manteniment de la integritat de la mucosa del colon.

Amb soques psicobiotiques capaces de produir metabdlits neuromoduladors, aquest
psicobiodtic és totalment compatible amb els tractaments tradicionals de tipus terapéutic pels

desordres d’humor i pel risc cardiovascular.
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71.1.

Objectius

- Preparar 3 medis de cultiu amb una concentracioé d’aproximadament el 35% en

massa de 3 prebidtics diferents.

- Esterilitzar els medis de cultiu.

- Esbrinar quin prebiodtic és el més eficac pel desenvolupament dels bacteris d’'un

psicobidtic.

7.1.2.

Hipotesi

Possiblement, a causa de I'abundancia d’espécies bacterianes de lactobacils en el

Psicobrain, el medi de cultiu més efectiu sera el que contingui el prebiotic de la lactulosa, ja

que la lactulosa arriba sense modificacions al colon, on és selectivament metabolitzada pels

lactobacils i bifidobacteris, fet que té un efecte positiu en el seu creixement.

7.1.3. Disseny experimental
7.1.3.1. Material

16 plaques de 4 matrassos Balanga Bec Bunsen Capsules del
Petri de vidre Erlenmeyer de psicobiotic

250 ml Psicobrain
Cinta de pintor Cot6 fluix Flocs o pols Fogonet Fructooligosacarids

d’agar-agar (en pols)

Inulina (en pols) Lactulosa Nansa Olla de pressio Paper d’alumini

(solucio liquida)

bacteriologica

Paper d’estrassa | Pastilles de brou | Proveta Reixeta per a Retolador
o de forn de carn I'olla de pressid permanent
7.1.3.2. Metodologia

Esterilitzacié del material de laboratori:

1. Rentar les plaques de petri de vidre amb aigua i sabé.

2. Embolicar amb paper d’estrassa les plaques de petri i també un grapat de coté fluix.

Segellar-ho amb cinta de pintor.

Posar la reixeta al fons de I'olla de pressio i poca aigua que no sobrepassi la reixeta.

Posar sobre la reixeta el material de laboratori per esterilitzar embolicat amb el paper

d’estrassa.
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Fig. 7.2. Coto fluix i plaques de Petri embolicats amb paper de forn, i a I'olla de pressio per ser esterilitzats.

Portar I'olla de pressié a una cuina de gas o eléctrica i quan ja tingui pressio (soni el
xiulet), deixar-ho durant 15 minuts. Després, apagar-la i deixar que es refredi.

Treure de l'olla i reservar el material ja esterilitzat sense desembolicar-lo.

Preparacié dels medis de cultiu:

7. Assenyalar amb un retolador el nom de cada prebidtic en cada matras Erlenmeyer,

també un per l'agar-agar.

f | I.'-I ¥ / . !
tﬂlﬂ.lm é FOs i"LACWLGSA i' AGAR
— — " —

Fig. 7.3. Esquema de com assenyalar els matrassos Erlenmeyer

8. Mesurar amb una proveta 100 ml d’aigua destil-lada i abocar-los en un matras

erlenmeyer. Repetir amb la resta de matrassos.
Tarar a la balanga un tros de paper d’alumini. Abocar-hi a sobre 55 g de la inulina en

pols i reservar. Repetir perd aquest cop amb els fructooligosacarids en pols.

La Lactulosa es ven en una solucid liquida repartida en sobres de 15 ml, i cada sobre
conté 10 grams de lactulosa. Per tant, s’aboquen 5 sobres i mig directament al

Matras Erlenmeyer.

Originalment, per preparar una dissoluci6 amb el 35% de concentracié en massa
s’han d'utilitzar 56,5 g de solut (prebidtic), perd s’arrodoneix a 55 g perque aixi és
més facil mesurar la lactulosa. D’aquesta manera, la concentraci® en massa

finalment emprada és la del 34,4%.
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% massq = —L&Sasolul__ 1
massa dissolucié
_ g prebiotic _
35 = IOOgHZO+5gagar—agar+gprebi6tic -100 - 0,35 (105 + g) =49
36,754+ 0,359 =9g—36,75=0,65g—>g = 306’6755 = 56,5 g prebiotic

% massa = —2LBIEbRUC 460 = 34 49
160 g dissolucid ’

Fig. 7.4. Operacions emprades per calcular la quantitat de prebiotic que s'utilitza en el medi de cultiu.

10. Dissoldre a cada matras Erlenmeyer el prebidtic corresponent i reservar.

11. Tarar a la balanga un tros de paper d’alumini. Abocar-hi a sobre 5 g d'agar-agar i
afegir-ho al matras Erlenmeyer. Repetir amb la resta de matrassos.

12. Per dissoldre millor els soluts en I'aigua destil-lada es pot remenar amb una vareta de
vidre i portar el matras a calor amb un fogonet.

13. Deixar gelificar i tapar I'entrada de cada matras amb un trosset de coté fluix

esterilitzat préviament.
Esterilitzacio dels medis de cultiu:

14. Plegar un tros de paper d’estrassa o de forn per tal de formar un barret, tal com

s’indica en la imatge:

2- Doblegar per |a 3- Doblegar cap al
meitat | desfer. centre.

L.Al

4- Doblegar cap a dalt 5- Doblegar les puntes
la part rectangular. cap a l'interior.

1

1- Doblegar per la
meitat un paper din
a4,

PO |

Resultat

Fig. 7.5. Guia per fer un barret de paper pels matrassos abans d’esterilitzar-los. Font: propia

15. Posar la reixeta al fons de I'olla de pressio i poca aigua que no sobrepassi la reixeta.

16. Posar sobre la reixeta els matrassos.

17. Portar I'olla de pressio a una cuina de gas o eléctrica i quan ja tingui pressio (soni el
xiulet), deixar-ho durant 15 minuts. Després, apagar-la i deixar que es refredi.

18. Treure de l'olla i reservar els matrassos ja esterilitzats sense treure’ls el barret.
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Preparacié de les plaques de Petri amb el medi de cultiu i sembra del probiotic:

Aquesta part del treball requereix un ambient el més estéril possible per tal d’evitar

contaminacions, com ara una campana extractora o de flux laminar. En el treball s’utilitza la

campana extractora del laboratori de fisica i quimica de I'institut.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Rentar-se les mans amb aigua i sabd, treure el barret de paper dels matrassos i
posar, cada un, sobre un fogonet per tal de fondre’l.

Sota la campana, desembolicar les plaques de Petri i assenyalar el prebidtic que
tindran i el seu nombre de réplica amb un retolador. Ex.: Lactulosa 1, Agar-agar 2,
FOS 3, etc. Es fan 4 répliques de cada medi de cultiu.

Quan els medis de cultiu ja siguin liquids de nou, treure el tap de cotd i vessar-ne
poca quantitat (2 cm d’algada) a la placa de Petri corresponent.

Passar la tapa per damunt dun bec Bunsen amb la finalitat d’eliminar
microorganismes, tapar la placa i posteriorment portar totes les plaques de Petri a
una nevera fins que gelifiquin de nou.

Mesurar amb una pipeta 10 ml d’aigua destil-lada i abocar-los en un vas de
precipitats. A continuacid, obrir una capsula del probidtic Psicobrain i dissoldre el seu
contingut a l'aigua. Es pot remenar amb una vareta de vidre.

Amb una pipeta esterilitzada, pipetejar 0,1 ml de la dissolucié del probiotic i
repartir-los per la superficie del medi de cultiu d’'una placa de Petri.

Encendre el bec Bunsen i passar-hi pel damunt una nansa bacteriologica, sense que
toqui la flama. Després, usar-la per escampar la dissolucioé del probiotic per sobre el

medi de cultiu, evitant perforar-lo.

i | Fig. 7.6. Fotografia de la sembra del probiotic.

En acabar, passar la tapa pel damunt del bec Bunsen i tapar la placa, segellant-ho
amb cinta adhesiva. Repetir el procés amb la resta de plaques de Petri.

Les plaques sembrades s’incuben durant dues setmanes a 37 °c. Després de la
incubacié es pot fer el recompte de coldnies per tal d’esbrinar quin prebiodtic facilita

més la proliferacié de les espécies bacterianes pertanyents al Psicobrain.
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7.1.3.3.

Resultats i interpretacio

Amb I'objectiu d’obtenir una millor analisi de I'evolucié dels resultats, s’han realitzat

periodicament revisions de I'estat dels cultius.

de 2024, i aqui es mostra les plaques a

La sembra es va realitzar el dijous 18 de juliol

'dltim dia que se’'n va comprovar |'estat,

aproximadament al cap de dues setmanes. Consulteu als annexos les fotografies i

observacions dels dies intermedis.

Dimecres 31 de juliol

Fotografia d’'un cultiu amb agar:

Fotografia d’'un cultiu amb inulina:

Observacions: El medi de cultiu s’ha
encongit molt i ha esdevingut gairebé opac.
Es veuen forga puntets blancs repartits pel
medi.

Observacions: El medi ha esdevingut
completament opac i s’ha esquerdat. No és
possible apreciar I'aparicié de puntets
blancs.

Fotografia d’'un cultiu amb FOS:

Fotografia d’'un cultiu amb lactulosa:

Observacions: El medi presenta
irregularitats en la superficie perd ha romas
transperent. Gairebé no s’observen
marques blanques.

Observacions: El medi ha romas
transparent i s’observa una gran quantitat
de puntets blancs repartits per la superficie
del medi.

Fig. 7.7. Taules amb els resultats de la practica.
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7.1.3.4. Conclusions i observacions

El procediment s’ha pogut realitzar amb éxit malgrat alguns esdeveniments
inesperats com ara l'aparicié de grumolls en el medi de cultiu. També s’ha notat una manca
de formacié de coldnies en comparacié del que s'esperava. Es per aixd que s’ha decidit
repetir I'experiment amb algunes modificacions per tal d’arribar a uns resultats més clars.

S’ha de millorar les técniques del protocol, com ara no apropar massa la nansa
bacteriologica al bec bunsen i assegurar un ambient més estéril. També s’intentara fer les

fotografies amb millor qualitat i que totes comparteixin el mateix fons, llum i angle.

Tot i aixd, pel que fa a aquesta practica, no es pot afirmar que la hipotesi inicial és
certa, ja que tot i veure en el medi de cultiu de la lactulosa una major aparicié de puntets
blancs, no es pot suposar que aquests siguin colonies d’eubacteris i no es pot garantir que

els altres medis de cultiu no siguin eficagos per a la proliferacié del probiotic.

7.1.4. Repeticié de la practica

Com ja s’ha esmentat, es realitza una repeticié de I'experiment, perd amb algunes
modificacions implementades:

- Es dilueix 1 gram de pastilla de brou de carn a cada medi de cultiu per simular un
agar nutritiu. D’aquesta manera s’assegura el creixement de bacteris i el prebiotic
serveix com a potenciador.

- Es modifica el % de prebidtic en el medi de cultiu, que passa a ser d’aproximadament
el 10%, amb l'objectiu de no “sobrecarregar”’ els medis de cultiu i puguin ser més
homogenis.

- S'usen 2 capsules de probiotic en lloc d'1 per afavorir 'aparicié de coldnies i que

sigui més facil percebre els canvis.

Abans de tot, es prepara un medi de cultiu amb només agar i brou el qual es diposita
en plaques de Petri de plastic préviament esterilitzades i es fan 2 répliques de 4
concentracions diferents. En 2 plaques no s’hi sembra res per comprovar si els puntets
blancs apareixen en totes les plaques o només en les que hi ha quelcom sembrat. En
deixar-les a la incubadora durant 48 hores es comprova que on apareixen més marques és
en les plaques on hi ha la concentraci6 més gran de psicobidtic (2 capsules diluides en 10

ml d’aigua).
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Aixi doncs, es preparen els medis de cultiu amb I'agar nutritiu i el 10% en massa de

prebidtic. Aquests son els calculs:

massa solut
% massa = massa dissolucié 100
10 = g prebiotic 100 - 0,1 (105 + g) =g

100 g HZO +5 g agar—agar + g prebiotic

10,5 + 0,1g = g - 10,5 = 0,9 g > g = ==~ = 11,6 g prebidtic

Fig. 7.8. Operacions emprades per calcular la quantitat de prebiotic que s’utilitza en el medi de cultiu.

Aquest cop no es fa cap arrodoniment. Per mesurar la quantitat de la lactulosa es
pesa el volum d’'un sobre (que conté 10 g de lactulosa) i es fa un factor de conversié.
Finalment, es sembra la dissolucié obtinguda en barrejar 2 capsules de Psicobrain amb 10
ml d’aigua destil-lada.

La sembra es va dur a terme el divendres 6 de setembre de 2024, i aquests sén els
resultats finals, al cap d’11 dies: (vegeu als annexos les fotografies dels dies intermedis i de

la resta de plaques).

Dimarts 17 de setembre

Fotografia d’'un cultiu amb agar: Fotografia d’'un cultiu amb inulina:

Observacions: El medi de cultiu s’ha Observacions: El medi és completament
encongit lleugerament, ha mantingut la homogeni i transparent, a diferéncia del
transperéncia i s’observen forga puntets primer cop. Han aparescut una gran
blancs, amb algunes acumulacions. quantitat de puntets blancs amb una regio

més concentrada.

Fotografia d’'un cultiu amb FOS: Fotografia d’'un cultiu amb lactulosa:
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Dimarts 17 de setembre

Observacions: El medi de cultiu ha romas Observacions: El medi de cultiu ha adaptat
transparent i homogeni, i s’'observa una una coloracié grogosa, tot i aix0, s’observa
abundancia de puntets blancs. forgca abundancia de marques
blanquinoses.

Fig. 7.9. Taula amb els resultats de la repeticié de la practica.

Després de dur a terme una repeticidé de I'experiment, es pot concloure que la
hipotesi inicial és errdnia, ja que aquesta vegada el medi de cultiu de la lactulosa és el que
presenta menys puntets blancs, a diferéncia del medi amb inulina i el medi amb FOS, que
son aquest cop els que en tenen més. Especificament, el medi amb inulina té zones molt
concentrades de les marques blanques, mentre que el medi amb FOS mostra els puntets
més repartits. Com que els resultats son diferents entre les dues repeticions no es pot
assegurar cap resultat evident: s’haurien de dur a terme més repeticions.

Malgrat que la hipotesi hagi quedat descartada, la repeticid ha solucionat dos dels
problemes amb la primera practica. S’ha aconseguit crear uns medis de cultiu molt més
homogenis (no presenten irregularitats, esquerdes, etc.), possiblement a causa de la
disminucié de la concentracio de prebiotic en el medi, i la preséncia de les taques blanques
ha augmentat considerablement, fet que podria ser causat per 'augment en la concentracio
de probidtic sembrat. Es descarta la idea que es veuen més punts blancs gracies a la
preséncia de brou de carn en l'agar, atés que en els controls que es van fer anteriors a la
repeticid, per molt que hi hagués brou en el medi de cultiu amb agar i prou, les plaques
sembrades amb menor concentracio de probidtic van resultar amb molts menys puntets.

De totes maneres, no es pot assegurar que els puntets blancs siguin unes colonies
de bacteris, ja que no s’han fet les proves pertinents i hi ha la possibilitat que tals punts
siguin tan sols alguna substancia del probidtic que ha sedimentat. Idealment, s’hauria
d’haver utilitzat un probidtic que esta catalogat amb unitats formadores de coldnies (UFM),

que indica i confirma la quantitat de microorganismes vius en una dissolucio.
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7.2. Triptic divulgatiu

Per finalitzar la part practica d’aquest treball, s’ha elaborat un triptic informatiu que
sintetitza les idees principals sobre la microbiota intestinal i la seva rellevancia en la salut
mental. També destaca quins aliments tenen més abundancia de cada prebiodtic si el que es
busca és afavorir I'efecte d’'un probidtic o psicobidtic concret. EI document ha estat creat
amb l'eina digital Canva i la seva informacié ha estat verificada per dues nutricionistes
professionals: la Marta Expésito i la Marta Valls.

Perqué el triptic sigui d’accés a un gran public, s’han imprés 200 copies les quals
s’han repartit per diferents establiments de Banyoles, com ara herboristeries i llocs
relacionats amb la salut: Dietética Lotus Blanc, Ca la Nur (herboristeria), Herboristeria i
Dietética Rosa Nadal, Consulta de Dietética i Nutricié Marta Expésito, Farmacia Nuria Ballo,
Farmacia Rosa Alsius, el CAP (centre d’atencié primaria), I'Altell (llibreria) i INS Pere Alsius i
Torrent.

El triptic esta disponible als annexos, juntament amb I'evidéncia fotografica de la
seva disposicié en alguns establiments.

Fig. 7.10. Fotografies de mostra del ftriptic.
Font: propia.
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8. Conclusions

Arribats al final d’aquest treball, cal dir que tot i I'esfor¢ que s’ha realitzat,
malauradament no s’han pogut complir tots els objectius, perd si que s’ha pogut descartar
la hipotesi inicialment plantejada, que afirmava que el prebiotic de la lactulosa és el
millor per la proliferacié d’un probioétic, mitjiancant I'aplicacié del métode cientific en la

part practica del treball.

En primer lloc, en relaci6 amb el marc tedric, es pot afirmar que si que se n’han
complert tots els propodsits, ja que a través de les eines de la recerca s’han definit els
conceptes de microbiota i el microbioma, a més d’especificar grosso modo les funcions de la
microbiota en els diferents drgans del cos. També s’ha redactat minuciosament quins son els
papers de la microbiota intestinal, i finalment, la seva rellevancia en la salut mental, tot fent

us del Google Academic i la lectura de nombrosos articles cientifics.

En segon lloc, la part practica s’ha pogut complir correctament dins dels terminis
planificats de temps, malgrat que els resultats obtinguts no hagin estat els esperats. La
hipotesi defensava que el prebidtic de la lactulosa seria el més eficac pel creixement de
bacteris a partir de la soca d’un probiotic, perd no ha estat aixi.

L'experiment es va dur a terme primerament al juliol al laboratori de l'institut, i en
veure que els medis de cultiu van resultar poc homogenis i amb menys colonies de les
esperades, es va decidir repetir la practica de nou al setembre, un cop linstitut obris. La
segona versio de I'experiment va permetre millorar considerablement diversos aspectes: uns
medis de cultiu més homogenis, I'addicié de brou de carn a I'agar del medi, una actuacio
més curosa en I'ambient de laboratori i la presa de fotografies de millor qualitat. Tanmateix,
els resultats van canviar notablement, ja que en la primera versié de I'experiment el medi de
cultiu que va presentar més puntets blancs (que es podrien suposar com a colonies) va ser
el de la lactulosa. Pel que fa a la resta de medis, van presentar una aparicié de puntets
blancs escassa o directament nul-la. De la segona versio, ha succeit el contrari: el medi amb
lactulosa no ha presentat tantes marques blanques, mentre que el més efectiu han estat el
de la inulina i el dels FOS. Cal dir, perd, que tots els medis, en general, han presentat forgca
abundancia de puntets blancs.

A causa d’aquest contrast, es declara els resultats de I'experiment dubtosos, no
permeten formular conclusions fermes, i per aix0, I'objectiu d’esbrinar quin és el prebiotic

més eficag per fer créixer un psicobiodtic es dona per fallit.
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Cal destacar que hi ha molts aspectes que es podrien haver millorat, i que si algun
dia es realitza una ampliacié del treball o repeteix la practica, és important que es tinguin en
compte. D’entrada, s’hauria d’'usar un agar bacteriologic preparat per al laboratori. A més, no
es va considerar el 4t prebidtic (galactooligosacarids) a causa de la seva indisponibilitat,
perd per dur a terme una confirmacié global, s’ha d’incloure. També cal remarcar que
s’hauria d’usar un probiotic ja catalogat amb la capacitat de formar coldnies.

Un altre apartat a millorar és I'ambient de laboratori: com que no es va poder
disposar d’'un laboratori més professional (que es va sol-licitar a diferents institucions, perd
se’n va negar l'accés), ha faltat un ambient estéril, i, idoniament, la campana sota la qual es
fan les sembres ha de ser de flux laminar, en comptes d’extractora. A part d’aixd, per
descomptat més répliques son necessaries i I'experiment s’hauria de repetir diverses
vegades per tal d’arribar a resultats més ferms, afegint els grups controls per assegurar que
els resultats no sén positius en tots els casos. Malgrat aquestes errades, s’ha de dir que els
objectius d’esterilitzar el material de laboratori fent s d’'una olla de pressio, i de crear uns
medis de cultiu amb un % especific de concentracié de prebidtic s’han pogut complir

correctament.

En tercer lloc, s’ha elaborat un ftriptic que sintetitza de manera clara les idees
principals sobre el treball i convida a aprendre més sobre la microbiota intestinal i la seva
relaci6 amb la salut mental. Aixd ha estat en part pel seu disseny atractiu, la informacié
verificada i el fet d’haver-ne pogut repartir publicament per divulgar aquesta informacié
d’'interés actual. A més, després d’haver repartit els triptics, s’ha confirmat que han
aconseguit captar I'atencié de la gent i han generat un interés en el mén de la microbiota.
Amb aix0, es considera que les intencions en referéncia al triptic s’han pogut dur a terme

sense dificultats i a un baix cost economic, amb uns resultats especialment positius.

Finalment, aquest treball no només ha estat una molt bona introduccié al mén de la
recerca, I'ambit de microbiologia i les técniques de laboratori. També ha consistit en un
procés de millora a escala personal, atés que ha requerit la capacitat d’organitzacio per
poder fer el millor possible les tasques desitjades. Malgrat les dificultats que han aparegut,
reconeixer els errors i trobar els seus aspectes de millora amb la finalitat de qué es podria
haver fet per assolir els objectius també ha servit com una eina d’aprenentatge, i aixo en si

és quelcom gratificant.
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10. Annexos

10.1. Annex |I: Estudis sobre I'eficacia dels psicobiotics

Lactobacillus Plantarum PS128 in Patients With Major Depressive Disorder and High Level of
Inflammation. https://ClinicalTrials.gov/show/NCT03237078
(Lactobacillus Plantarum PS128 en pacients amb trastorn depressiu major i un nivell alt

d’inflamacio.)

Effects of Probiotics on Mood. https://ClinicalTrials.gov/show/NCT03539263

(Efecte dels probidtics en I'estat d’anim.)

Effect of Lactobacillus Plantarum 299v Supplementation on Major Depression Treatment.
https://ClinicalTrials.gov/show/NCT02469545
(Efecte de la suplementacio de Lactobacillus Plantarum 299v en el tractament de trastorn

depressiu major.)

The Probiotic Study: Using Bacteria to Calm Your Mind.
https://ClinicalTrials.gov/show/NCT02711800

(L’estudi del probiotic: utilitzant bacteris per tranquil-litzar la teva ment.)

Probiotics and Examination-related Stress in Healthy Medical Students.
https://ClinicalTrials.gov/show/NCT03427515

(Probidtics i I'estres relacionat amb I'examinacio a estudiants de medicina sans.)

Effects of Probiotics on Symptoms of Depression. https://ClinicalTrials.gov/show/NCT03277586

(Efecte dels probidtics en els simptomes de la depressio.)

Probiotics, Brain Structure and Psychological Variables.
https://ClinicalTrials.gov/show/NCT03478527

(Probidtics, I'estructura del cervell i variables psicologiques.)
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https://clinicaltrials.gov/show/NCT02711800
https://clinicaltrials.gov/show/NCT03427515
https://clinicaltrials.gov/show/NCT03277586
https://clinicaltrials.gov/show/NCT03478527

10.2. Annex ll: Imatges addicionals de la part practica

Cinta de pintor Aigua destil-lada Flocs d'agar-agar Inulina

Fructooligosacarids Lactulosa M. Erlenmeyer Balanga Plagues de Petri

Medis da cultiu en els matrassos Escaifar els medis de cultiu Dipositant &l medi de cultiu en
Erlenmeyer a l'clla de pressio, a punt par pergué es fonguin i poder-los una placa de Petri de vidre.
ser esterilizats. repartir en plagues.
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Plagues de Petri amb els medis de cultiu de la repeticio.

Fig. 10.1. Fotografies del material de laboratori de la metodologia de I'experiment. Font: propia.
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10.3. Annex lll: Resultats i observacions de les plaques de

Petri (primera repeticid)

Fotografia d’'un cultiu amb agar: Fotografia d’'un cultiu amb inulina:

Observacions: Aparicio de petits puntets Observacions: El medi de cultiu ha

blancs escampats pel medi de cultiu. esdevingut opac (blanc) i s’ha esquerdat,
no és homogeni. Aparicié d’algunes taques
grises.

Fotografia d’un cultiu amb FOS: Fotografia d’'un cultiu amb lactulosa:

Observacions: El medi de cultiu no és Observacions: Aparicio de petits puntets
homogeni. Aparicio de petits puntets blancs | blancs escampats pel medi de cultiu.
escampats pel medi de cultiu.
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Dilluns 22 de juliol

Fotografia d’'un cultiu amb agar:

Fotografia d’'un cultiu amb inulina:

Observacions: El medi de cultiu s’ha
encongit (possiblement per deshidratacio) i
els puntets han augmentat en nombre. Sén
d’una tonalitat més fosca.

Observacions: Es poden observar alguns
puntets grisos sobre el medi de cultiu, perd
costa a causa de I'opacitat del mateix medi.

Fotografia d’'un cultiu amb FOS:

Fotografia d’'un cultiu amb lactulosa:

Observacions: A contrallum, s’observen
millor les petites taques i puntets que han
augmentat en nombre.

Observacions: Aparicio d’encara més
puntets que es veuen amb més claredat.
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Dimecres 24 de juliol

Fotografia d’urj cItiu amb agar: Fotografia d’'un cultiu amb inulina:

Observacions: Els puntets blancs son més | Observacions: Sense novetats visibles.
facils de veure i n’ha augmentat el nombre.

Fotografia d’'un cultiu amb FOS: Fotografia d’'un cultiu amb lactulosa:

S
Observacions: Es pot observar amb més Observacions: Son més visibles les linies
claredat els puntets blanquinosos que hi ha | de puntets blancs repartits pel medi de
repartits pel medi de cultiu. cultiu.
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Divendres 26 de juliol (s’ha canviat la cinta de pintor per cinta transparent)

Fotografia d’'un cultiu amb agar:

Observacions: Sota un fons negre,
s’observen les linies de puntets amb més
claredat, i el medi de cultiu s’ha encongit
encara més.

Observacions: Sense novetats visibles.

Fotografia d’'un cultiu amb FOS:

Fotografia d’'un cultiu amb lactulosa:

Observacions: Es pot observar amb més
claredat els puntets blanquinosos que hi ha
repartits pel medi de cultiu.

Observacions: S’observa una gran
abundancia dels puntets blancs que es
veuen perfectament a ull nu.
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Dimecres 31 de juliol

Fotografia d'un cultiu amb agar:

Fotografia d’'un cultiu amb inulina:

Observacions: El medi de cultiu s’ha
encongit encara més i esta esdevenint
opac. Les marques blanques no presenten
diferéncies.

Observacions: Sense novetats visibles.

Fotografia d’'un cultiu amb FOS:

Fotografia d’'un cultiu amb lactulosa:

Observacions: Gairebé no hi ha canvis
notables.

Observacions: Es el medi de cultiu que
presenta més marques blanques.

Fig. 10.2. Taules amb I'evolucioé de les plaques de Petri i amb les seves analisis corresponents. Font: propia.
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10.4. Annex IV: Resultats i observacions de les plaques de

Petri (segona repeticid)

Dilluns 9 de setembre

Fotografia dels cultius amb agar:

1 (agar) 2 (agar)
Observacions: El medi ha esdevingut Observacions: El medi ha esdevingut
translucid i han aparegut forga puntets translucid i ha aparegut una gran quantitat
blancs repartits per la superficie. de puntets blancs repartits per la superficie.

3 (agar) 4 (agar)
Observacions: El medi ha esdevingut Observacions: El medi ha esdevingut
translucid i han aparegut pocs puntets translucid i han aparegut forga puntets
blancs repartits per la superficie. blancs repartits per la superficie.

Fotografia dels cultius amb FOS:
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Dilluns 9 de setembre

1 (FOS)

2 (FOS)

Observacions: El medi ha esdevingut
translucid i han aparegut molt pocs puntets
blancs repartits per la superficie.

Observacions: El medi s’ha encongit
lleugerament, ha esdevingut translicid i han
aparegut pocs puntets blancs repartits per
la superficie.

3 (FOS)

4 (FOS)

Observacions: El medi s’ha encongit
lleugerament, ha esdevingut translucid i han
aparegut pocs puntets blancs repartits per
la superficie.

Observacions: El medi ha encongit
lleugerament, esdevingut translucid i han
aparegut molt pocs puntets blancs repartits
per la superficie.

Fotografia dels cultius amb lactulosa:

1 (lactulosa)

2 (lactulosa)

Observacions: El medi de cultiu ha
enfosquit i ha aparegut una lleugera
quantitat de puntets blancs escampats.

Observacions: El medi de cultiu ha
enfosquit i ha aparegut una lleugera
quantitat de puntets blancs escampats.
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Dilluns 9 de setembre

3 (lactulosa)

4 (lactulosa)

Observacions: El medi de cultiu ha
enfosquit i ha aparegut una lleugera
quantitat de puntets blancs escampats.

Observacions: El medi de cultiu ha
enfosquit i ha aparegut una lleugera
quantitat de puntets blancs escampats.

Fotografia dels cultius amb inulina:

1 (inulina)

2 (inulina)

Observacions: El medi ha esdevingut
translucid i han aparegut molts puntets
blancs repartits per la superficie.

Observacions: El medi ha esdevingut
translacid i han aparegut molts puntets
blancs repartits per la superficie.

3 (inulina)

4 (inulina)

Observacions: El medi ha esdevingut
translucid i han aparegut forga puntets
blancs repartits per la superficie.

Observacions: El medi ha esdevingut
translucid i han aparegut forga puntets
blancs repartits per la superficie.
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Dimarts 17 de setembre

Fotografia dels cultius amb agar:

1 (agar)

Observacions: El medi s’ha encongit
considerablement i ha canviat de tonalitat.
No s’observen canvis en les marques
blanques.

3 (agar)

No disponible (2) (agar)

4 (agar)

Observacions: El medi s’ha encongit
considerablement i ha esdevingut
transparent. Els punts blancs es veuen amb
més claredat.

Observacions: El medi de cultiu s’ha
encongit lleugerament i es poden observar
més i amb més claredat els puntets blancs.

Fotografia dels cultius amb FOS:

1 (FOS)

2 (FOS)

Observacions: El medi ha esdevingut més

Observacions: El medi ha esdevingut
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Dimarts 17 de setembre

translicid, s’ha encongit lleugerament i es
poden observar més puntets blancs.

transparent i 'abundancia de puntets blancs
ha augmentat considerablement.

3 (FOS)

4 (FOS)

Observacions: El medi s’ha encongit molt
poc i s’ha aclarit. Es poden observar més
puntets blancs repartits per la superficie.

Observacions: El medi ha esdevingut més
translucid, s’ha encongit lleugerament i es
poden observar més puntets blancs.

Fotografia dels cultius amb lactulosa:

1 (lactulosa)

2 (lactulosa)

Observacions: El medi ha esdevingut més
groguenc i transparent, també s’observa
una major quantitat de puntets blancs.

Observacions: El medi ha esdevingut més
groguenc i transparent, també s’observa
una major quantitat de puntets blancs.

3 (lactulosa)

4 (lactulosa)

Observacions: El medi ha esdevingut més
groguenc i transparent, també s’observa

Observacions: El medi ha esdevingut més
groguenc i transparent, també s’observa
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Dimarts 17 de setembre

una major quantitat de puntets blancs.

una major quantitat de puntets blancs.

Fotografia dels cultius amb inulina:

1 (inulina)

2 (inulina)

Observacions: Ha augmentat 'abundancia
de puntets blancs, i aquesta és superior es
veu en una regi6 de la placa.

Observacions: El medi s’ha encongit
lleugerament i no s’observen canvis
notables pel que fa a les marques
blanques.

3 (inulina)

4 (inulina)

Observacions: El medi s’ha encongit i
esquerdat lleugerament pels laterals. Hi
segueix havent poca abundancia de puntets
blancs.

Observacions: El medi ha esdevingut més
opac i s’'observen amb més claredat els
puntets blancs, n’ha augmentat
'abundancia.

Fig.10.3. Taules amb totes les fotografies i observacions de les plaques de
Petri de la segona repeticio. Font propia.
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Fig. 10.3. Document ampliat del triptic i codi QR per a la seva visualitzacié detallada. Font: propia.

10.6. Annex VI: Fotografies de la disposicié del triptic en

diferents establiments

Fig. 10.4. Fotografies de la disposicio del triptic en diferents establiments. Font: propia.
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