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1. DADES DEL CENTRE

Aquest estudi s’ha realitzat a partir dels resultats obtinguts en les practiques externes
realitzades a la Unitat de Nutricié i Salut d’Eurecat, Centre Tecnologic de Catalunya

(Reus, Espanya).

Eurecat és un centre que proveeix diferents serveis tecnoldgics a tots els sectors
empresarials, especialment aquells relacionats amb els ambits d’alimentacid, d’energia

i recursos, de sistemes industrials o de la industria de la salut.

Un dels majors beneficis que Eurecat ofereix a les empreses és una disminucio de la
despesa en infraestructures cientifiques i tecnologiques, a la vegada que accelera la

innovacioé i proporciona coneixement especialitzat especific per a cada una.

D’entre les seves diverses arees, voldria destacar I'Area de Biotecnologia i la seva Unitat
de Nutricid i Salut. Aquesta unitat s’encarrega d’oferir serveis relacionats amb el consum
d’aliments i la salut, especialment aquells associats amb els nutracéutics i els aliments

funcionals.

La realitzacié de les practiques ha estat dirigida per el Dr. Roger Mariné Casadé.
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2. RESUM

En les ultimes décades, la incidéncia de les al-lergies alimentaries ha crescut
exponencialment fins al punt de considerar-se una de les epidémies del segle XXI.
Actualment, I's de probiotics i prebidtics esta guanyant terreny com a possibles
tractaments per reduir la simptomatologia associada a aquest tipus d’al-lérgies degut a
la seva capacitat d'immunomodulacié associada a l'intesti, el principal érgan on es duu
a terme majoritariament el procés de tolerancia i sensibilitzacié dels al-lergens
alimentaris. Per aquest motiu, I'objectiu d’aquest estudi va ser investigar I'efecte de
Lactobacillus plantarum com a probiotic, de la inulina com a prebidtic i una combinacio
d’ambdds com a simbiodtics en la reduccio dels simptomes associats a I'al-lérgia a la
ovoalbumina (OVA) en un model animal muri sensibilitzat. L’increment dels nivells
circulants de les immunoglobulines IgE i IgG1 associades a OVA van indicar una
satisfactoria induccié de I'al-lérgia. Tot i aixi, cap dels tractaments estudiats va prevenir
aquesta induccio. D’altra banda, I'estudi de I'estat inflamatori com a resposta al contacte
amb l'al-lergen va mostrar una major estimulacié del procés inflamatori en aquells
animals sensibilitzats amb OVA, sent el probiotic I'tinic tractament en induir una lleugera
reduccio de I'estat inflamatori. Tot i que els resultats exposats en aquest treball no
mostrin un efecte clar pel que fa als diferents tractaments analitzats, caldria fer més
estudis per avaluar els possibles efectes protectors del probiotic sobre altres processos
relacionats amb un estat al-lérgic com I'estrés oxidatiu o la mobilitzacioé de cél-lules del

sistema immunitari com els eosinodfils o els mastocits.

PARAULES CLAU: al-lergia alimentaria, ovoalbumina, Lactobacillus plantarum, inulina,

model muri
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3. ABREVIACIONS

AGV: acids grassos volatils

AUC: area sota la corba

BAL: bacteris d’acid lactic

GALT: en anglés, Gut-associated lympoid tissue
Ig: immunoglobulina

IL: interleucina

INFy: interfer6 gamma

FOS: fructooligosacarids

GOS: galactooligosacarids

NFkB: factor nuclear potenciador de les cadenes lleugeres kappa de les cél-lules B

activades

NIAID: institut nacional d’al-lergies i malalties infeccioses

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut

ONUAA: Organitzacié de les Nacions Unides per la Alimentacio i I'’Agricultura
OVA: ovoalbumina

TGF: factor de creixement transformant B

Th1: cél-lules T efectores

Th2: cél-lules T efectores especifiques per I'al-lergen

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

TLR: en anglés, toll-like receptors

Treg: cél-lules T reguladores
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4. INTRODUCCIO

4.1. Al-lérgies alimentaries

4.1.1. Epidemiologia

Les al-lérgies alimentaries s’han descrit com una de les epidémies del segle XXI en les
societats occidentals degut a I'increment en la seva prevalenca en les ultimes décades.
S’estima que entre I'1-5% de la poblacié europea i nord-americana pateixen al-lérgies
alimentaries (1,2). Estudis cientifics han demostrat que les al-lérgies alimentaries son
més frequents en infants que en adults i que, els principals al-lérgens alimentaris son

els cacauets, els fruits secs, el peix, el marisc, I'ou, la llet, el blat, la soja i les llavors (3).
4.1.2. Definicio

Segons I'Institut Nacional d’Al-lérgies i Malalties Infeccioses dels Estats Units (NIAID),
les al-lérgies alimentaries es defineixen com un efecte perjudicial per la salut derivat
d’'una resposta immunitaria especifica que es produeix reproductivament a I'exposicio
d’'un determinat aliment (4). El desenvolupament d’al-lérgies alimentaries esta influenciat
per la genética, 'ambient i les interaccions genoma-entorn, incloent els efectes
epigenétics. S’han proposat nombrosos factors de risc que contribueixen a les al-lérgies
alimentaries, incloent-hi riscos immutables, com ara el sexe, I'étnia o la genética, i
factors de risc potencialment abordables per reduir /o prevenir les al-lérgies
alimentaries, com ara I'augment d’higiene, influéncia de la microbiota, insuficiéncia de

vitamina D o consum reduit d’acids grassos omega-3 o antioxidants (3,5,6).
4.1.3. Patogénesis

Un sistema immunitari saludable és tolerant als aliments i es caracteritza per mantenir
una resposta poc sostinguda davant dels potencials al-lergens dels aliments, fins i tot en

abséncia d’'una exposicié regular dels al-lérgens (7).

El sistema gastrointestinal és un dels drgans amb més rellevancia pel que fa a la
homeostasi del sistema immunitari controlant respostes vers patdgens i antigens o
regulant processos de sensibilitzacié i tolerancia vers aliments (8). El tracte
gastrointestinal és I'érgan immunoldgic més llarg del cos. Sota la seva capa epitelial s’hi

troben un gran nombre de limfocits intercalats en un teixit connectiu lax.

Tot i la gran i continua exposicié d’antigens provinents de la dieta, només un petit

percentatge de la poblacié presenta al-lérgies alimentaries gracies al desenvolupament
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de la tolerancia oral. La tolerancia oral es defineix com una inhibicié de les respostes
immunes a un antigen concret mitjangant una exposicio prévia a I'antigen a través de la

via oral (9).

La tolerancia immunoldgica és un procés actiu que comenga amb la presa d’antigens
alimentaris potencials a l'intesti prim, el qual conté gran part del teixit limfoide associat
a lintesti (GALT, per les sigles en anglés Gut-associated lymphoid tissue). Diversos
tipus cel-lulars col-laboren en el manteniment de la tolerancia immunitaria, que inclou
processos com la transmissié de I'antigen del lumen intestinal a la lamina propia i la
posterior transferéncia al teixit limfoide per part dels macréfags, la presentacié d’antigen
per les cél-lules dendritiques i la induccié d’una resposta de cél-lules T efectores (Th1)
al teixit limfoide (7). Aquestes cél-lules Th1 alliberen diferents moduladors inflamatoris
que estableixen un patré no-al-lérgic, com ara el factor de creixement transformant (3
(TGF-B) (9). La induccid i el manteniment de la tolerancia als antigens alimentaris
requereixen una generacié activa de cél-lules T reguladores (Treg) especifiques per
'antigen alimentari (10). Aquestes cél-lules es diferencien mitjan¢cant un mecanisme
dependent de TGF-B i acid retinoic sintetitzats per les cél-lules dendritiques i estan
altament influenciades per la microbiota resident i els antigens derivats de la dieta (11).
Aquestes cél-lules Treg redueixen o suprimeixen I'activacié del sistema immunitari
mitjancant I'alliberament de molécules com TFG-f3 o interleucina 10 (IL-10), mantenint
aixi una homeostasi del sistema immune (3,11). Al entrar en contacte amb un al-lergen
alimentari, els individus no al-lérgics produeixen immunoglobulines G (IgG) i IgA
especifiques per els al-lergens per part de les cél-lules B, que no indueixen cap
simptoma clinic (Figura 1) (12).
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El principal mecanisme derivat de les al-lérgies alimentaries és la ruptura de la tolerancia
immunolodgica i clinica a un aliment ingerit, que resulta en reaccions d’hipersensibilitat
mediades per IgE i reaccions retardades no mediades per IgE. La formacié d’anticossos
IgE especifics dels al-lergens alimentaris és una caracteristica principal de I'al-lérgia

alimentaria associada a IgE i el seu diagnostic (10,12).

La sensibilitzacié al-lérgica es defineix com la primera induccié d’'una resposta immune
al-lérgica al reconéixer un al-lergen alimentari. Aquesta reaccié es coneix com
sensibilitzacié primaria i es basa principalment en induir la produccié de IgE. La
sensibilitzacio als al-lérgens alimentaris es pot produir a través del tracte gastrointestinal,

per via respiratoria i, tot i que menys freqlientment, per via cutania (12).

Es creu que en pacients amb al-lérgies alimentaries, la induccid inicial de cél-lules Treg
es veu compromesa i és substituida per la generacid de cél-lules T efectores
especifiques per l'al-lergen (Th2), les quals produeixen citocines proinflamatories que
indueixen a un canvi de classe de les Ig per produir IgE especifiques per I'al-lergen
(3,12).

En individus sensibilitzats, I'exposicié posterior i repetida a l'al-lergen alimentari
desencadena una desgranulacio regulada per IgE de cél-lules efectores immunes, com
ara mastocits i basofils, el que es tradueix en una rapida manifestacio. Aquesta unio de
I'antigen a les IgE dona lloc a un alliberament d’histamina i altres mediadors inflamatoris
de la reaccio al-lérgica immediata. Simultaniament, hi ha un reconeixement de I'al-lergen
per part de cél-lules presentadores d’antigens, com ara cél-lules dendritiques o cél-lules
B, les quals activen les cél-lules Th2. Aquesta etapa es coneix com resposta immune
secundaria i consisteix en desencadenar una produccié de novo de més mediadors
inflamatoris com ara leucotriens i citocines proinflamatories, destacant les IL-4, IL-9, IL-
13 0o IL-1B per part de les cél-lules Th2 i altres cél-lules inflamatories, com ara eosindfils
i basofils, per mantenir la inflamacié al-lergica (12,13). També soén d’important
rellevancia la IL-6 i IL-23, ja que a part de ser citocines pluripotents implicades en la
inflamacié al-lérgica, també impulsen l'expressio d’altres citocines pro-inflamatories
(14,15). A més, cal destacar que la IL-4 inhibeix la produccié de citocines Th1 com
linterferé gamma (INF-y) i la IL-2, el que indica que les citocines Th1 i Th2 actuen

reciprocament en la induccio i la persisténcia de les respostes regulada per IgE (16).

Les mencionades cél-lules B, també conegudes com cél-lules de memodria, després
d’actuar en la resposta immunitaria poden residir en la mucosa o en els teixits limfoides
adjacents amb I'objectiu de respondre més rapid i eficagment en possibles respostes

immunitaries posteriors davant del mateix al-lergen (12) (Figura 2).
10
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Figura 2. Resposta immunitaria regulada per cél-lules Th2 en
resposta a antigens alimentaris en el tracte gastrointestinal. Imatge
adaptada de Yu et al. (12).

Diversos estudis clinics han demostrat que en processos de resposta immunitaria
davant d’un al-lergen alimentari, a part de l'increment de produccié d’IgE també s’ha
observat augment en els nivells d’lgG, els quals corresponen a un efecte protector.
Diferents investigacions han mostrat que nivells alts d’lgG bloquegen la interaccio entre

I'al-lergen i IgE, donant lloc a una remissié dels simptomes (11,12,17,18).

Des d’'un punt de vista fisiopatologic, les al-lérgies alimentaries mostren un gran nivell
d’interconnexié entre la barrera intestinal -i els antigens alimentaris-, la resposta
immunitaria i la microbiota, entre d’altres influéncies, que regulen el procés de tolerancia

immunoldgica i que, alhora poden influir en el desenvolupament de les al-lergies (3).

4.2. Simptomes i tractaments

Els simptomes de les al-lérgies alimentaries apareixen rapidament (des de minuts fins
a hores després de la ingesta de l'aliment) i poden variar des de lleus fins a greus,
arribant a causar la mort en determinades condicions. Generalment els simptomes
afecten a la pell (urticaria), a les vies respiratories (tos) i al tracte gastrointestinal (vomits,
diarrees). Malgrat el risc de les reaccions al-lérgiques severes, actualment no hi ha cap
tractament per tractar les al-lergies alimentaries, només es poden gestionar via

eliminacié de l'al-lergen o tractant els simptomes (4,10).

11
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El principal tractament per reduir els simptomes son les dietes estrictes d’eliminacio, les
quals es basen en silenciar la inflamacié al-lérgica especifica induida per un aliment
concret (6). Tot i aixd, en els ultims anys hi ha hagut un creixent interés en la induccio
de la sensibilitzacié i la tolerancia per immunoterapia oral i epicutania amb I'objectiu de
prevenir el desenvolupament d’al-lergies alimentaries (3). Es poden diferenciar dos
nivells d’enfocs de prevencié diferents: la prevencio primaria, que intenta reduir el risc
de sensibilitzar a infants amb al-lérgens alimentaris, i la prevencié secundaria, que es
basa en prevenir les expressions cliniques propies d’al-lérgies en persones ja sensibles

a al-léergens o amb altres trastorns al-lérgics (ex: asma) (2).

Pel que fa al primer enfoc, una de les estratégies proposades és la lactancia materna
exclusiva i una posterior introduccié d’al-lergens alimentaris a partir del quart mes de
vida dels infants. En relacié amb el segon enfoc, els nutrients amb capacitat per modular
el sistema immunitari, com ara la vitamina D, s’han proposat com estratégies per
prevenir al-lérgies alimentaries (2). Altrament, també han estat de gran interés les
terapies basades en alterar la microbiota intestinal per intentar promoure el
desenvolupament de la tolerancia immunoldgica a través del sistema immunitari
associat al intesti. Aquestes intervencions es fonamenten en la identificacié de
compostos dietétics potencialment immunomoduladors, amb l'objectiu de prevenir la

sensibilitzacié al-lérgica mitjangant la reduccié de la resposta inflamatoria (1,2,6).

Aquests suplements alimentaris, també anomenats aliments funcionals, com ara els
probidtics i els prebidtics, han demostrat ser capacos d’alterar, modificar i restablir la
microbiota preexistent, a més de facilitar les funcions intestinals. D’aquesta manera,
tindrien un paper important a nivell nutricional, alhora de prevenir i reduir factors de risc

per a determinades malalties (19).

4.3. Probiotics

Un dels compostos més estudiats en els ultims anys per tractar al-lérgies alimentaries
sén els probidtics (20). Es defineixen com soques vives de microorganismes
estrictament seleccionats que, quan s’administren en quantitats adequades,
proporcionen un benefici per a la salut de I'hoste (21). Molts dels microorganismes
considerats com a probiotics formen part de la flora intestinal humana, on hi viuen en
una relacié simbiodtica. Es per aixd que es consideren una de les eines més Utils per
equilibrar la microbiota intestinal i per tant, influir sobre la salut i les malalties humanes
(22,23).
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A diferéncia dels farmacs, els probiotics es poden subministrar a pacients sans amb
I'objectiu de reduir el risc de desenvolupar determinades malalties o per optimitzar

funcions fisiologiques (24).

Es creu que la majoria dels efectes beneficiosos que presenten es deuen a que aquests
microorganismes generen petits subproductes metabdlics moleculars que exerceixen
una influéncia reguladora beneficiosa sobre les funcions biologiques de 'hoste, com sén

per exemple els acids grassos de cadena curta com el butirat (25).

Els probiodtics promouen una gran varietat d’efectes i s’han utilitzat per tractar tant
afeccions gastrointestinals, com malalties al-lérgiques, problemes cutanis, o fins i tot,
patologies relacionades amb el sistema neuroldgic (22). L’avantatge principal de I'is de
probidtics és I'efecte sobre el desenvolupament de la microbiota, assegurant un equilibri
adequat entre els patdogens i els bacteris necessaris per al bon funcionament de
'organisme. Un dels efectes positius més demostrats és la restauracioé de la microbiota
després d’'una terapia amb antibiotics, juntament amb I'accié protectora vers patdgens
intestinals ingerits per aliments contaminants o 'ambient. També s6n coneguts pels seus
efectes en processos digestius, en el tractament d’al-lérgies alimentaries, candidiasis o
caries dentals. A més, s’ha descrit que estan implicats en la produccié d’enzims,
'absorcié de vitamines i la generacié d’acids organics i aminoacids. (22,26). Els
probidtics també s’han relacionat amb l'increment d’eficiéncia del sistema immunologic.
Aquest efecte es coneix con immunomodulacio, i una desregulacié del mateix pot donar

lloc a immunopatologies i altres malalties associades (20).

Els efectes dels probiotics es veuen mediats basicament per el sistema immunitari innat,
el qual s’inicia amb els receptors de tipus Toll (en anglés, Toll-like receptors, TLR).
Aquests desencadenen una resposta immune que consisteix en la sintesi i diferenciacié
de ceél-lules Th, en la produccié de citocines antiinflamatories, com ara el TGF-B i la IL-

10, i en una resposta intestinal augmentada via IgA (2).

Segons I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), juntament amb la Organitzacié de les
Nacions Unides per la Alimentacié i la Agricultura (ONUAA), per a qué els
microorganismes puguin ser considerats probiotics han de presentar certs requisits tals
com: ser no patogeénics, tolerar als acids i bilis, ser capagos d’adherir-se en el
revestiment intestinal, tenir un temps de generacié curt i alta supervivéncia, ser
genéticament estables i produir acids per disminuir el pH i inhibir el creixement de
patogens (19,23,25,27). Generalment, les propietats dels probiodtics no s’associen a un
génere o espécie concreta, sind que es designen a determinades soques d’espécies

determinades (19,26).
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En els darrers anys, hi ha hagut un augment a nivell mundial del consum de probiotics
de venta lliure per a la promocié de la salut i el benestar. Tot i aix0, clinicament s’ha
demostrat que no totes les formulacions probidtiques son realment efectives (28). Degut
a aix0, un dels punts claus a tenir en compte a I'hora d’utilitzar els probiotics com a
tractament és escollir-los correctament. Una gran quantitat d’estudis clinics han
demostrat que no tots els probiotics son efectius per tractar qualsevol afeccié. De
manera que el funcionament dels probiodtics dependra del génere i soca del bacteri, de
la dosi Optima, i dels components utilitzats per obtenir el producte probiotic, entre altres

condicions (26).

Els productes probidtics poden estar formats per una soca o per la barreja de dues o
més soques. Els efectes dels probiotics sén molt concrets i no es poden generalitzar, de
manera que una sola soca pot presentar beneficis diferents quan s’administra
individualment o en combinacié. També s’ha observat que en alguns casos, els efectes

d’'una formulacié probidtica pot variar en grups de pacients (19,29).

Els géneres bacterians més comunament usats com a probiotics sén, en diferéncia,
Lactobacillus i Bifidobacterium. També son d’Us recurrent els géneres Lactococus,
Streptococcus, Enterococcus i Bacillus. Tot i que en menys frequiéncia, algunes soques

pertanyents al génere Saccharomyces també s’utilitzen en productes probiotics (24—26).

El métode d’administracié de probidtics més comu és per via oral, ja sigui a través
d’aliments, suplements alimentaris o suplements medicinals. Més concretament, és
forga comu incorporar els probidtics en productes alimentaris convencionals com ara els
productes lactics, o bé en aliments més especialitzats com la xocolata o els cereals. Tot
i aix0, els probiodtics també es poden incorporar per via cutania en forma de pomades
per tractar ferides o bé en forma de cosmétics per tractar trastorns microbians en la pell
(22).

Els probiodtics s’han proposat com un dels aliments funcionals per reduir o prevenir els
simptomes causats per al-lérgies alimentaries ja que actuen en moltes de les vies
d’inflamacio relacionades amb aquesta patologia. A més, nombrosos articles cientifics
que han comparat la composicié de la microbiota de pacients sans i de pacients amb
al-lérgies, han observat com aquests ultims presenten nivells significativament més
baixos de Bifidobacterium, el principal component per a la produccié de productes
probiotics (2,30).
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4.4. Prebiotics

Un altre tipus d’aliment funcional altament estudiat per tractar els efectes de les al-lérgies
alimentaries sén els prebiotics. Segons la OMS i la ONUAA, els prebiodtics es defineixen
com components alimentaris no viables que confereixen beneficis per a la salut de

I'hoste associats a la modulacié de la microbiota (31).

L’objectiu principal dels prebiodtics és estimular el creixement i I'activitat dels bacteris
beneficiosos en el tracte gastrointestinal, el que proporciona un benefici per a la salut de
I'hoste. Alhora, mitjangant mecanismes que inclouen antagonisme, com ara produccio
de substancies antimicrobianes, i la competéncia per 'adhesio epitelial i pels nutrients,

la microbiota intestinal actua com una barrera per als patogens (26).

Els prebiotics es troben de forma natural en aliments com la llet materna, la soja, la
civada crua, el blat i I'ordi no refinat i en hidrats de carboni no digeribles. Tot i aix0, els
prebidtics també es poden sintetitzar artificialment, d’entre els quals en destaquen
compostos del grup de fructans com ara la lactulosa, la inulina, els fructooligosacarids
(FOS), els galactooligosacarids (GOS), les ciclodextrines i la lactosacarosa, entre
d’altres. Es creu que la inulina i la lactulosa sén els més utilitzats i efectius en relacié

amb moltes espécies de probidtics (19,25,26).

Els prebidtics sén majoritariament fibres, aliments no digeribles que estimulen
selectivament el creixement i I'activitat d’alguns géneres de microorganismes del colon,
sent els Lactobacillus i Bifidobacterium els més comuns. Aquests productes poden servir
com a medi d’alimentacié per a probiodtics, estimulant el seu creixement (26). Aquestes
fibres dietétiques, que estan compostes per carbohidrats, resisteixen la hidrolisis dels
enzims digestius de I'intesti prim i son fermentades per la microbiota del colon. Dins dels
tipus de carbohidrats en destaquen: el midoé resistent (mido i els seus productes de
degradacid), polisacarids del tipus no-midé (cel-luloses, hemicel-luloses, pectines),
inulina i oligosacarids (FOS, GOS) (32). FOS i GOS so6n productes d’hidrdlisis de la
inulina i estan formats per oligosacarids amb diferents graus de polimeritzacio de cadena
llarga d’origen vegetal. Aquests tipus de fibres sén de gran interés ja que han demostrat
incrementar els nivells de Bidifobacterium fecal i el numero de limfocits i leucocits en el
GALT i en la sang periférica (2,19,26).

Entre els productes derivats de la fermentacié dels prebiotics per part de la microbiota,
en destaquen els acids grassos de cadena curta o volatils (AGV). Els AGVs actuen com
a font d’energia per la mucosa del colon i es componen principalment d’acetat, propionat

i butirat, juntament amb altres metabolits i gasos que es produeixen després de la
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fermentacio (27,32). L’AGV més interessant pel que fa a la regulacio de la microbiota és
el butirat ja que és principalment metabolitzat pels bacteris colonicomensals, on actua
com a substrat preferent i regula el creixement i la diferenciacié cel-lular per diferents

mecanismes (32).

A part d’actuar com a font d’energia, els AGV també presenten altres funcions
fisiologiques importants com disminuir el pH luminal, el que afavoreix la supervivéncia
dels bacteris beneficiosos i alhora inhibeix el creixement i la viabilitat de patdgens, i
també influeixen en la motilitat intestinal (27,32). A més, els AGV actuen com a
molécules de senyalitzacié reduint la produccié de citocines proinflamatories i
augmentant la poblaciéo de cél-lules Treg en lintesti gros. També incrementen la
secreci6 de IgA per part del GALT, el que estimula la funcié fagocitica dels macrofags

intrainflamatoris (32).

Tot i que els prebidtics tenen un gran potencial per modificar la microbiota, aquesta
capacitat és molt variable a nivell de soques i espécies individuals. A més, I'entorn
intestinal, especialment el pH, t¢ un paper fonamental en la determinacié de la
competéncia entre espécies (26). Es per aix0 que la quantitat i composicié dels diferents
AGV i gas produits després de la fermentacié per part de la microbiota dependra del
tipus de prebiodtic. Per tant, és de gran importancia seleccionar diferents tipus de fibres
prebidtiques en base als seus potencials efectes en el colon per a la prevencio i el

tractament d’algunes malalties inflamatories especifiques (32).

De la mateixa manera que en els probiotics, també hi ha certs requisits que els
compostos alimentaris han de presentar per ser seleccionats com a prebiotics. Segons
Wang (33), hi ha cinc criteris basics per la classificacié d’aliments com a prebiotics. El
primer i més important és que els prebiotics no han de ser digerits (0 només parcialment
digerits) per les parts superiors del tracte gastrointestinal. D’aquesta manera, s’assegura
que arriben al colon on poden ser selectivament fermentats per bacteris potencialment
beneficiosos, el que vindria a ser el segon criteri. També cal que la fermentacié doni lloc
a un increment en la produccié o un canvi en I'abundancia relativa dels diferents AGV,
un augment en la massa fecal, una reduccié en el pH colonic i una millora del sistema
immunitari, el que es tradueix en un benefici per I'hoste (tercer criteri). Es considera un
altre criteri I'estimulacio selectiva del creixement i/o de I'activitat dels bacteris intestinals
potencialment associats a la proteccio i al benestar de la salut. Per ultim, s’assumeix
que un prebiotic ha de ser capac de resistir les condicions de processament dels
aliments i que es mantingui intacte, no degradat ni quimicament alterat, i que per tant,

es trobi disponible per al metabolisme dels bacteris intestinals.
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Es important a I'hora d’ingerir prebiodtics escollir la dosi dptima. S’ha observat que quan
son ingerits en quantitats correctes, els prebidtics no estimulen cap efecte advers. Per
contra, si s’administra una sobredosis d’aquests es poden manifestar efectes com
flatulencies i diarrea, susceptibilitat a la llum ultraviolada o lesions hepatiques causades
per antibidtics. També s’ha demostrat que les substancies prebidtiques no soén
al-lérgiques i que no incrementen I'abundancia de gens de resisténcia als antibiotics
(26).

4.5. Simbiotics

A vegades per millorar o incrementar I'eficacia terapéutica, s’utilitzen aliments o
suplements alimentaris compostos tant per probiotics com per prebiodtics. Aquests
compostos es coneixen amb el terme de simbiotics. L'eficiencia de la combinacio
d’ambdéds productes es deu en part a qué els prebidtics poder actuar com a substrats

per als probidtics, alhora que estimulen el seu desenvolupament (34),

Els simbidtics van ser dissenyats inicialment per incrementar les possibilitats de
supervivéncia dels probidtics, ja que aquests han demostrat ser forga vulnerables a
factors com el pH, H2O, acids organics, oxigen o estrés a la temperatura (19). Tot i aixo,
actualment els simbidtics no només s’usen per millorar la supervivéncia de
microorganismes beneficiosos, sind també per estimular la proliferacio de soques

especifiques natives presents en el tracte gastrointestinal.

L’estimulacioé dels probidtics juntament amb prebidtics dona lloc a una modulacié de
l'activitat metabdlica de lintesti i al manteniment de la bioestructura intestinal, al
desenvolupament de la microbiota beneficiosa i a la inhibicié dels possibles patdgens
presents en el tracte gastrointestinal (26). A més, la seva funcid pot ser tant
complementaria com sinérgica. El fet de ser complementaria indica que cada component
dins del simbidtic s’escull de manera independent pel seu efecte potencial de promoure
la salut de 'hoste. D’altra banda, al ser sinérgics implica que el component prebiotic

escollit dona suport a I'activitat d’un probiotic especific (26,32).

A I'hora de dissenyar un simbidtic és important seleccionar un probidtic i un prebiodtic
adequat, assegurant-se que tenen un efecte positiu en la salut de I’hoste quan s’usen
per separat. Es creu que I'enfoc més adequat és seleccionar aquell prebidtic que
presenta propietats especifiques favorables sobre un probidtic concret i que
simultaniament, limita o redueix I'estimulacié d’altres microorganismes (19,26). La

combinacié més eficag i popular sembla ser aquella formada per bacteris pertanyents
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als géneres Bifidobacterium i Lactobacillus, juntament amb oligosacarids com la inulina
o els seus derivats, els FOS i GOS (19,26,32).

La ingesta de simbiodtics ha demostrat proporcionar efectes beneficiosos a la salut de
'hoste com ara augmentar els nivells de Lactobacillus i Bifidobacterium i equilibrar la
microbiota, millorar la funcié hepatica en pacients cirrotics, millorar la capacitat

d'immunomodulacid i prevenir la translocacié bacteriana (19).

4.6. Al-lérgia a I'ovoalbumina

Un dels al-lergens alimentaris més ben estudiats i establerts és I'ovoalbumina (OVA)
derivada de la clara d’ou. Aquest esta ampliament descrit al desenvolupar una reaccio
d’hipersensibilitat regulada per IgE (16,35). Alhora, 'OVA és l'al-lergen més freqlient en
models animals d’al-lérgies experimentals, en els quals s’observen nivells elevats d’'IgE
i d'lgs especifics dOVA (IgE, IgG i IgA) en sérum (36). Aixd és degut a qué la
sensibilitzacid a 'OVA i els tractaments aguts provoquen una resposta inflamatoria
generalitzada, de manera que s’ha descrit com un bon model per I'estudi de malalties

inflamatories agudes (37).

En el model d’al-lérgia a la OVA s’ha observat facilment I'activacio de la resposta Th1 i
Th2. Més concretament, en els organismes sensibilitzats s’ha detectat una activacié de
cel-lules CD4+ i CD8+ , juntament amb I'alliberaci6é de citocines Th2 en resposta a la
preséncia de I'al-lergen. Aquesta resposta Th2 majoritaria generalment implica un
augment de les IL-4, IL-5i IL-13 (37).

El model al-lergic d’OVA també és de gran interés degut a qué diversos articles cientifics
han demostrat com l'efecte de diversos probiotics i prebiotics poden remetre els
simptomes relatius a la sensibilitzacié d’'OVA. Especialment cal destacar aquells que
mostren com l'administracié de bacteris del génere Lactobacillus juntament amb
prebidtics com la inulina redueixen significativament la resposta immunitaria Th2 i alhora

incrementen la produccioé de citocines Th1 (18,36,38-41).
4.6.1. Model animal d’al-lergia a OVA

Els models murins, comparats amb altres models animals, presenten moltes
caracteristiques propies de les al-lergies que sén similar a les que presenten els
humans. Algunes d’aquestes similituds inclouen respostes inflamatories immediates i
tardanes després d’un tractament agut, produccié d’IgE i acumulacié de cél-lules

inflamatories entre altres. D’aquesta manera, els resultats dels estudis en murins es
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poden extrapolar als humans, el que és un dels avantatges principals (37,42). També
és d'important rellevancia que els models murins sén facilment sensibilitats amb OVA
(37,43).

Pel que fa a quin model muri és més idoni per a I'estudi de les al-lérgies alimentaries,
els ratolins presenten l'avantatge d’induir simptomes al-lérgics significatius més
facilment (44). Especificament, la soca de ratoli BALB/c ha estat molt emprada en
estudis d’al-lergies alimentaries a la OVA per la seva alta resposta vers IgE
(16,35,42,44-47).

Pel que fa a I'eleccio del sexe dels ratolins, multiples estudis constaten que les femelles
presenten una resposta significativament més elevada respecte els mascles (35,42). A
meés, en l'eleccié de I'edat més idonia per a dur a terme la induccié d’aquest tipus
d’al-lérgia, considerables estudis han demostrat com I'etapa adulta inicial -6-8 setmanes

d’edat- és I'opcié més adient per a una eficient resposta immunitaria (35,45,46).

A nivell de bibliografia hi ha una gran variabilitat de models d’induccié de I'al-lérgia a
'OVA, sobretot pel que fa al métode d’administracié d’OVA, el nombre d’injeccions, el
nombre de tractaments aguts i I'administracié d’adjuvants (37). Dearman et al. (48) va
comparar la capacitat de 'OVA per estimular la produccié d’anticossos especifics d’'IgE
i IgG en ratolins després d'una exposicid parenteral (intraperitoneal) o oral
(intragastrica), i va demostrar que només I'exposicié intraperitoneal d’'OVA estava
associada a una forta produccié d’anticossos IgE. Perrier et al. (46) va comparar
'administracio de I'al-lergen per via intraperitoneal i intravenosa i va arribar a la mateixa
conclusié que Dearman et al (48). Chen et al. (42) va comparar diferents dosis
d’al-lergen i freqliéncies de sensibilitzacio i va concloure que la dosi dptima corresponia
a 0,05 mg d’OVA administrats cada 3 dies un total de 5 vegades. També va determinar
que per veure resultats significatius, la durada de I'estudi no havia de ser inferior a 28
dies. Ambdds autors van realitzar un seguiment dels valors d’IgE i IgG especifics per
I'OVA per tal de monitoritzar una correcta induccié de la sensibilitzacio a I'al-lergen. Per
visualitzar una resposta immunitaria més augmentada, recomanaven I'is d’adjuvants
amb base d’alumini ja que aquests sén coneguts per establir una resposta incrementada
de Th2 (44).

Diversos articles cientifics relacionats amb l'al-lergia a ’OVA duen a terme tractaments
aguts de l'al-lergen al final del procés de sensibilitzacié per veure més clarament la
situacio real del sistema immunitari (37). La metodologia que es segueix generalment
és subministrar entre 80-100 mg d’OVA sense adjuvant per via intragastrica mitjangant

una canula després d'1-2 setmanes després de l'Ultima dosi de sensibilitzacio
19



Estudi in vivo per avaluar els efectes de la combinacié d’un probiotic i un prebiotic sobre la immunomodulacié en un
model d’al-lérgia a 'ovoalbumina

(39,46,47). Per fer més evident la resposta immunolodgica, i per tant, obtenir nivells
d'immunoglobulines més elevats, Tanabe et al. (49) va dur a terme dos tractaments

aguts en un periode de 3 dies de diferéncia, sent I'dltim d’ells realitzat el dia del sacrifici.
4.6.2. Efectes del tractament amb Lactobacillus sobre I'al-lérgia a OVA

Diferents investigacions cientifiques han demostrat que els bacteris d’acid lactic (BAL),
ja siguin vius o morts per calor, alleugen els simptomes al-lérgics modulant les respostes
Th1/Th2 cap a un estat dominant Th1 (no al-lergic) (Taula 1) (50-53).

Taula 1. Conjunt d'estudis que mostren com I'is de probiotics pertanyents al grup de BAL redueixen
la resposta immunologica associada a la sensibilitat a 'OVA.

Estudi Tractament Resultat

Disminucié nivells IgE

Hougee et al. (50) | Lactobacillus plantarum NumRes8 perd no dels nivells dgG1

Mescla probidtica: Lactococcus
lactis KF140, Pediococcus
pentosaceus KF159, Lactobacillus Disminucié nivells IgE
pentosus KF340, Lactobacillus totals i associats a OVA
paracasei 698 i Bacillus
amyloliquefaciens 26N

Shin et al. (51)

Disminucié dels nivells

Wu et al. (52) Lactobacillus rhamnosus dIgE associats a OVA
Kim et al. (53) Bifidobacterium lactis AD011 i Disminucié dels nivells
) Lactobacillus acidophilus AD031. d’IgE i lgG1.

Dins del grup de BAL, el génere Lactobacillus destaca com a component principal dels
probiotics emprat per a la prevencio o reduccio dels simptomes associats a les al-lérgies

alimentaries i en concret, I'al-lérgia a la OVA (36).

Bacteris del génere Lactobacillus han demostrat exercir efectes antial-lérgics tant en les
citocines alliberades per I'estimulacié de cél-lules Th1 com Th2, incloent la induccié d’IL-
12 (canvia el patr6 de produccié de citocines d’'un predomini Th2 a un Th1) i la reduccié
d’IL-4 (estimula una resposta proinflamatodria i per tant, produint IgE) (36). Altres efectes
observats per aquest génere de bacteris son la reduccié del nombre d’eosindfils i dels
nivells d'Igg especifics a 'OVA en murins sensibles a la OVA (50), la induccioé de

cél-lules Treg (54) i una elevada produccid i secrecié de IgA en la mucosa intestinal (20).

Dins del génere Lactobacillus, en destaca I'espécie Lactobacillus plantarum pels seus
nombrosos efectes beneficiosos com agent anticancerigen, anticoagulant, antiviral,
modulador immune, antiinflamatori i antioxidant (40). També cal mencionar la seva

elevada poténcia immunomoduladora al induir elevats nivells IFNy en cél-lules
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mononuclears de sang periférica humana (36) i inhibir la via de senyalitzaci6 del factor
nuclear potenciador de les cadenes lleugeres kappa de les cél-lules B activades (NF-
KB), el que reafirma la seva capacitat d’induir tolerancia a antigens alimentaris (55).
Aquesta espécie també ha demostrat potenciar I'activacié de cél-lules Th1i Treg en els
nodduls limfatics mesenterics i incrementar els nivells de TGF-f3, reduint aixi els nivells
generalitzats d’inflamacié (56). Més concretament en el model d’al-lérgia a la OVA, L.
plantarum ha mostrat ser capag d’induir la sintesi de IL-12 i alhora reduir IL-4 i IL-6 (57).
Un altre tret important a 'hora d’'usar L. plantarum com a probiotic per al tractament
d’'al-lergia a 'OVA és que ha estat recurrentment usat formant part de combinacions

simbiodtiques i els seus efectes al reduir els nivells d’inflamacié s’han mantingut (26).
4.6.3. Efectes del tractament amb inulina sobre I'al-lérgia a OVA

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, els prebidtics més ben definits i estudiats sén els

fructans, i dins d’aquests, la inulina és un dels més definits.

Recents articles cientifics han demostrat com I'is de prebiotics fructans del tipus inulina
en ratolins augmenta significativament el nimero de bifidobacteris, alhora que redueix
els nivells de lipopolisacarids i la probabilitat de desenvolupar tolerancia a la glucosa i
matéria greixosa. Aquests efectes estan associats amb l'increment dels nivells de butirat
i la disminucié del pH (58), que alhora afecten tant a la composicié com a l'activitat de la
microbiota (59). També s’ha observat com la inulina, juntament amb diversos probiotics,
és capag de reduir efectes com la diarrea i els nivells d’inflamacié en models inflamatoris
d’'al-léergia (19). Aquest efecte es deu a que la inulina modula el sistema immunologic
tant a nivell del sistema gastrointestinal com a nivell sistemic, reduint la severitat de les
respostes al-lergiques induides. La principal mostra d’aquest efecte és l'increment de
citocines Th1 com l'interfer6 gamma (IFN-y) i la citocina reguladora IL-10, juntament

amb un increment de la resposta de cél-lules Treg (59).

A part dels seus efectes beneficiosos en situacions d’'inflamacid, la inulina també s’ha
vist relacionada amb millores metabdliques com la pérdua de pes, la reduccio de nivells
de triacilglicérids en fetge i una menor susceptibilitat a danys hepatics induits per

farmacs (41).
4.6.4. Efectes del tractament simbidtic sobre I'al-lergia a OVA

En nutrici6 humana, una de les combinacions de simbidtics més eficaces segons

diversos estudis preclinics és |'Us de bacteris del génere Lactobacillus i inulina (26).
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Diversos articles han mostrat com la preséncia del prebidtic inulina promou i augmenta

tant I'estabilitat com la viabilitat de L. plantarum en el tracte gastrointestinal (60—62).

En una investigacié on es van comparar diverses combinacions de simbidtics, la
formada per bacteris del génere Lactobacillus i inulina va inhibir la via de senyalitzacié
NF-kB i va reduir la produccio del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (63). En un
altre estudi amb model animal muri, la combinacié simbidtica de L. plantarum i inulina
va incrementar els nivells d’IgA intestinal (64). També s’ha demostrat en altres articles
com la combinacié esmentada, a part de reafirmar la seva capacitat immunomoduladora
reduint els marcadors d’inflamacié proinflamatoris (IL-6, NFkB), també presenta

capacitats prodiferenciadores i antiproliferatives (65,66).

22



Estudi in vivo per avaluar els efectes de la combinacié d’un probiotic i un prebiotic sobre la immunomodulacié en un
model d’al-lérgia a 'ovoalbumina

5. HIPOTESI | OBJECTIUS

Tal i com s’ha explicat anteriorment, prebidtics i probidtics han demostrat tenir un efecte
en la disminucio dels simptomes relatius a les al-lergies alimentaries. Per aix0, en aquest
treball es planteja la seglient hipotesi: el tractament amb el probiodtic Lactobacillus
plantarum, el prebidtic inulina i una combinacié d’ambdds per veure el seu efecte
sinérgic, poden prevenir el desenvolupament de I'al-lérgia alimentaria a 'ovoalbumina i,
com a consequéncia, reduir els processos inflamatoris i efectes clinics associats, en un

model muri.
Per comprovar tal hipotesi, es presenta el seglent objectiu:

Comprovar I'eficacia dels tractaments amb Lactobacillus plantarum i inulina, per separat,
i en combinacié en forma de simbidtic en la remissié dels simptomes associats a

I'al-lérgia a I'ovoalbumina.
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6. MATERIALS | METODES

6.1. Animals

Com a model d’estudi es van utilitzar 50 ratolins BALB/c femella de 6 setmanes d’edat,
comprats a Envigo (Barcelona, Espanya). Els ratolins es van alimentar ad /libitum amb
dietes lliures d’ovoalbumina (OVA) subministrades per Envigo i aigua al llarg de tot
I'estudi. Les condiciones de I'estabulari es van mantenir a 22°C, 50% d’humitat relativa

i cicles de llum-foscor de 12:12-h.

El comité d’Etica Animal d’Eurecat-Reus (Reus, Espanya) i la Generalitat de Catalunya

van aprovar tots els procediments.

6.2. Al-lergen

L’al-lergen escollit va ser I'ovoalbumina (Sigma Aldrich, Madrid, Espanya). L’al-leérgia a
'OVA es va induir mitjiangant una injeccié intraperitoneal de 50ug d’OVA junt amb
hidroxid d’alumini (Sigma Aldrich, Madrid, Espanya) com coadjuvant, un total de cinc
vegades durant dues setmanes. La solucié de tractament contenia 0,5mg/mL d’OVA i
50mg/mL d’hidroxid d’alumini en PBS.

Primer es va preparar una solucié d’'OVA de 2mg/mL i posteriorment, es va preparar la
solucioé d’OVA-alumini afegint-hi hidroxid d’alumini en PBS. La solucié es va incubar en

rotacié durant 4 hores a 4°C per a la completa absorcio de I'alumini.

6.3. Dietes i tractaments

Durant I'estudi es van administrar tres tractaments diferents:

1. Probidtic: el microorganisme emprat va ser Lactobacillus plantarum.
2. Prebidtic: la fibra emprada va ser la inulina, que estava incorporada en la dieta
degut a la seva baixa solubilitat en aigua.

3. Simbidtic: combinacié del probidtic i del prebidtic mencionats anteriorment.

Al llarg de tot I'estudi es van utilitzar dietes lliures d’OVA per no interferir en el procés de

sensibilitzacié a TOVA.

Es van utilitzar dues dietes isocaloriques diferents en funcié dels diferents tractaments
dels animals: (1) una dieta control amb un 10% de cel-lulosa com a font principal de fibra

(100 g/Kg) i (2) una dieta amb un 10% de inulina com a font principal de fibra (107,53
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g/Kg). Degut a qué aquesta ultima dieta contenia una inulina al 93%, va caler
incrementar la quantitat d’inulina per tal que ambdds dietes continguessin el mateix

contingut en fibra. La composicié d’'ambdés dietes es mostra a la Taula 2.

Taula 2. Composicié nutricional de les dietes emprades en l'estudi.

Composicio Dieta control Dieta amb 10% d’inulina
Caseina (g/kg) 140 140
L-Cistina (g/kg) 1,8 1,8
Mido (g/kg) 415,69 415,69
Maltodextrina (g/kg) 155 155
Sacarosa (g/kg) 100 92,47
Oli de soja (g/kg) 40 40
Cel-lulosa (g/kg) 100 0
Inulina (g/kg) 0 107,53
Mix de minerals, AIN-93M-MX (94049) 35 35
Mix de vitamines, AIN-93-VX (94047) 10 10
Bitartrat de colina 2,5 2,5
TBHQ, antioxidant 0,008 0,008

6.4. Disseny Experimental

6.4.1. Grups Experimentals

Després d’'una setmana d’adaptacio, els animals es van distribuir en un total de 5 grups

segons el tractament que van rebre (n=10) (Figura 3):

1. Control (CON): els ratolins van rebre placebo com a tractament (maltodextrina)
i van ser alimentats amb la dieta control ad libitum. Durant les dues setmanes de
sensibilitzacié se’ls hi va injectar tampo fosfat sali (PBS, en anglés). Durant els

dos dies de tractament agut d’OVA se’ls hi va administrar PBS.

2. Ovoalbumina (OVA): els ratolins van rebre placebo com a tractament i van ser
alimentats amb la dieta control ad libitum. Durant les dues setmanes de
sensibilitzacio se’ls hi va injectar OVA (50ug) junt amb hidroxid d’alumini. Durant
els dos dies de tractament agut se’ls hi va administrar OVA (100mg).

3. Lactobacillus (LAC): els ratolins van ser tractats amb L. plantarum a una dosis

de 10° unitats formadores de coldonies (UFC)/dia i alimentats amb la dieta control
ad libitum. Durant les dues setmanes de sensibilitzacié se’ls hi va injectar OVA
(50u9) junt amb hidroxid d’alumini. Durant els dos dies de tractament agut se’ls
hi va administrar OVA (100mg).
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4. Inulina (INU): els ratolins van rebre placebo com a tractament i van ser alimentats
amb la dieta al 10% d’inulina ad libitum. Durant les dues setmanes de
sensibilitzacio se’ls hi va injectar OVA (50ug) junt amb hidroxid d’alumini. Durant
els dos dies de tractament agut se’ls hi va administrar OVA (100mg).

5. Combinacié (COMB): els ratolins van ser tractats amb L. plantarum a una dosis

de 10° UFC/dia i alimentats amb la dieta al 10% d'inulina ad libitum. Durant les
dues setmanes de sensibilitzacié se’ls hi va injectar OVA (50pg) junt amb

hidroxid d’alumini. Durant els dos dies de tractament agut se’ls hi va administrar

OVA (100mg).
Setmana 1 2 3 4 5
con s °
n=10

Tractament agut
amb PBS

“
on 48 | vehicle °

Sensibilitzacié amb PBS

=D
n=10 Sensibilitzaci6 a la OVA Traciamert agut
. '0) Lactobacillus plantarum
LAC —
n=10 N s Tractament agut
Sensibilitzacié a la OVA Tt OVA
17
INU —
n=10 —o—o—0—0—o00
Sensibilitzacié a la OVA camentsott
2 Lactobacillus plantarum + inulina
n=10 —o—0—0—0—0o0
Sensibilitzacio a la OVA e st

Figura 3. Condicions dels diferents grups experimentals.

6.4.2. Sensibilitzacio OVA i Sacrifici

L’administracié dels diferents tractaments es va iniciar una setmana abans de la primera

sensibilitzacié a 'OVA i es van mantenir fins completar les cinc setmanes de I'estudi.

La sensibilitzaci6 a 'OVA es va dur a terme durant les setmanes dos i tres del
tractament, on es van administrar cinc dosis d’'OVA i coadjuvant via intraperitoneal, tal i
com s’ha descrit anteriorment. La solucié es va subministrar amb xeringues d’1mL (BD
Plastipak, Madrid, Espanya) i agulles de 25G (BD Plastipak, Madrid, Espanya).

Durant la cinquena setmana de tractament es van realitzar dos tractaments aguts d’OVA
(100mg) sense coadjuvant mitjangant una sonda intragastrica; els dos tractaments es

van dur a terme amb una diferéncia de tres dies i es van administrar a temperatura
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ambient. Els tractaments aguts d’OVA es van realitzar amb els animals individualitzats

amb gabies sense menjar i sense serradures.

Després del segon i ultim tractament agut es van sacrificar els animals sota anestésia
general amb pentobarbital sddic (Sigma Aldrich, Madrid, Espanya) a una concentracio
de 100 mg/kg mitjangcant puncié cardiaca. La sang es va recollir en eppendorfs
heparinitzats. El plasma es va obtenir per centrifugacié (2000 g, 15 min, 4°C) i
emmagatzemat a -80°C fins al moment d’us. Durant el sacrifici es van obtenir els teixits
relacionats amb el sistema immunitari (melsa) i amb la resposta a nivell intestinal (intesti
prim i colon). Es va mesurar el pes i longitud dels diferents teixits i es van emmagatzemar

en nitrogen liquid fins la seva congelacio a -80°C.

6.5. Determinacions

6.5.1. Determinacions durant I'estudi

Control de la ingesta i el pes corporal

Es va registrar el pes corporal dels animals un cop per setmana. També es va determinar
el pes del pinso ingerit i de la ingesta liquida un cop per setmana, registrant el pes del

pinso i aigua consumida per cada gabia d’animals en un periode de 24 hores.

Determinacié dels nivells plasmatics de IgE i IgG1

Durant els dies 15, 21 i 27 de tractament es van realitzar extraccions de sang per vena
safena mitjancant capil-lars amb EDTA (Sarsted, Barcelona, Espanya). Es va obtenir el

plasma mitjangant centrifugacié a 2000g durant 15 minuts a 4°C.

La determinacio dels nivells de IgE (Cayman Chemicals, Michigan, Estats Units) i IgG1
(Cayman Chemicals, Michigan, Estats Units) especifics contra la OVA es va realitzar

mitjancant assajos ELISA seguint les indicacions del fabricant.
6.5.2. Determinacions al final de I'estudi

Conservacio i tractament dels teixits

Un cop sacrificats els animals es van disseccionar els seguents teixits: (1) melsa: es va
pesar per determinar I'index de pes com a marcador d’inflamacié sistémica. (2) Intesti
prim: es va disseccionar, pesar i mesurar la seva longitud per estudiar la relacio
pes/longitud com a mesura d’inflamacio. (3) Colon: es va disseccionar, pesar i mesurar
la seva longitud per determinar el ratio pes/longitud com a mesura d’inflamacié. Tots els
teixits es fan emmagatzemar a -80°C fins al moment de dur a terme les corresponents

determinacions.
27



Estudi in vivo per avaluar els efectes de la combinacié d’un probiotic i un prebiotic sobre la immunomodulacié en un
model d’al-lérgia a 'ovoalbumina

Quantificacio de I'expressio génica en ili i colon

En primer lloc es va fer una extraccié de RNA per precipitacio dels diferents teixits a
partir d’'uns 15-30mg d'ili i de colon. Breument, ambdds teixits es van homogeneitzar
amb TriPure Isolation Reagent (Roche, Sant Cugat del Vallés, Espanya) amb
I’lhomogeneitzador TissuelLyser (Qiagen, Madrid, Espanya) i boles d’homogeneitzacio
de 7mm (Qiagen, Madrid, Espanya). La purificacié del RNA es va dur a terme mitjangant
rentats amb compostos organics. La quantitat i qualitat del RNA extret es va determinar

mitjangant un nanoespectrofotometre (IMPLEN, Barcelona, Espanya).

Per cada mostra es va sintetitzar cDNA a partir d’1ug de RNA mitjancant el kit comercial
High Capacity cDNA Transcription Kit (Life Technologies, Madrid, Espanya) amb I'equip
Termocycle MG P6 G (LongGene Scientific, Xina).

La determinacié de I'expressid génica es va realitzar mitjangant PCR quantitatives
(gPCR) amb SYBR Green | Master (Roche, Sant Cugat del Vallés, Espanya) en un
aparell LightCycler 480 Il (Roche, Sant Cugat del Vallés, Espanya). Les qPCR es van
realitzar amb plaques de 384 pous (Roche, Sant Cugat del Vallés, Espanya), amb el
cDNA corresponents a 10ng de RNA total, amb els oligonucledtids especifics per cada
gen (Taula 3) (0.2 uM) en 10pL de volum total per reaccioé i per mostra. L’expressio de
cada mostra per cada gen es va realitzar per triplicats. Per calcular 'expressié es va
utilitzar el métode 2%, normalitzant I'expressié de cada mostra per la corresponent

expressié del gen de referéncia.

En els dos teixits, en ili i en colon, es van determinar els nivells d’expressié dels gens
TNFa, IL1b i IL23 com a gens pro-inflamatoris i IL10 i TGF3 com a gens anti-inflamatoris;

com a gens de referéncia es van utilitzar UBC i HPRT.
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Taula 3. Primes utilitzats en la determinaci6 de I'expressio génica (QPCR). Tm: temperatura de melting; %GC: percentatge
de guanina i citosina.

Primer Forward Primer Reverse
Gen

Seqiiéncia Tm | %GC Seqiiéncia Tm | %GC

TNF-a AAGTCAACCTCCTCTCTGCC 59,02 | 55 TGGATGAACACCCATTCCCT | 58,62 | 50

IL1-b CCTCACAAGCAGAGCACAAG | 59,13 | 55 GTTTCTTGTGACCCTGAGCG | 59,13 | 55

IL-23 AGCAGCTCTCTCGGAATCTC | 58,97 | 55 TGTCCTTGAGTCCTTGTGGG | 69,24 | 55

IL-10 ACCTGGTAGAAGTGATGCCC | 59,09 | 55 ACACCTTGGTCTTGGAGCTT | 59,15 | 50

TGF-B CATGCCAACTTCTGTCTGGG | 58,83 | 55 TAGTAGACGATGGGCAGTGG | 58,60 | 55

uBC CCAAGAAGGTCAAACAGGAAGA | 58,18 | 45,45 | GGAAAACTAAGACACCTCCCC | 57,93 | 52,38

HPRT AGTCCCAGCGTCGTGATTAG | 59,54 | 55 | CCTCCCATCTCCTTCATGACAT | 59,29 | 50

6.6. Estadistica

Els resultats es presenten com mitja + error estandard de mitjana (SEM). L’efecte dels
tractaments en 'evolucié del pes, la ingesta i els nivells plasmatics de IgE i IgG1 es va
analitzar mitjangant I'analisi de variancia (ANOVA) de mesures repetides (efecte temps
(t); efecte tractament (T) i efecte interaccio temps x tractament (t x T) . Els nivells de IgE
i IgG1 també es van analitzar mitjancant el métode de mesura de I'area sota la corba
(AUC). Per analitzar diferéncies significatives en els teixits i en I'expressié génica dels
diferents grups es va dur a terme una ANOVA d’1 via, seguit d’'un test de Duncan post
hoc. El test de Grubbs es va emprar per detectar outliers, els quals van ser descartats
abans dels analisis posteriors. Tots els analisis estadistics es van realitzar utilitzant el
software estadistic IBM SPSS Statistics 25.0 (SPSS, IBM Corp. Armonk, NY, Estats

Units). Els p valors<0.05 es van considerar estadisticament significatius.
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7. RESULTATS

7.1. Determinacions durant I’estudi

7.1.1. Control de la ingesta i el pes corporal

En primer lloc es van monitoritzar les ingestes de pinso i d’aigua en un periode de 24
hores setmanalment per tal d’observar diferéncies entre els grups experimentals al llarg

de l'estudi (Figura 4).

Pel que fa a la ingesta diaria de pinso al llarg de I'experiment, I'analisi estadistic
d’ANOVA de mesures repetides va mostrar un efecte temps (t), tractament (T) i
interaccié temps x tractament (t x T). Tal i com mostra la Figura 4A, tot i observar
diferencies significatives entre els diferents grups d’estudi en les setmanes 1, 3 i 4 de
I'estudi, no es va observar un comportament constant entre els diferents grups, els quals
van mostrar una elevada variabilitat entre setmanes. Unicament el grup tractat amb la
combinacié del probidtic i la inulina (COMB) va mostrar un increment significatiu dels
nivells d’ingesta acumulada de pinso al llarg de I'estudi en comparacié amb el grup
control (CON) (Figura 4B).

Per altra banda, en la ingesta diaria d’aigua al llarg de I'experiment, I'analisi estadistic
d’ANOVA de mesures repetides també va mostrar un efecte temps (t), tractament (T) i
interaccié temps x tractament (t x T). En la Figura 4C es mostren diferéncies
significatives entre els diferents grups les setmanes 1, 3 i 4. Concretament, es va
observar que en les dues ultimes setmanes de l'estudi i després del procés de
sensibilitzacio, els tres grups tractats (LAC, INU i COMB) van mostra una reduccio6 en la
ingesta d’aigua respecte els grups control positiu (OVA) i negatiu (CON). En I'analisi de
la ingesta acumulada d’aigua al llarg de I'experiment (Figura 4D) també es va observar
una reduccié significativa de la ingesta liquida, en primer lloc entre el grup control i el
grup OVA i grups tractats, i alhora entre el grup OVA i els diferents tractaments

administrats.
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Figura 4. Nivells d'ingesta diaris de pinso (A) i aigua (B) durant I'experiment i ingesta acumulada de
pinso (B) i aigua (C) al final de I'estudi. Les dades s'expressen com mitjianes + SEM. En els resultats dels
nivells d’ingesta diaria de pinso i aigua (A, C) es mostren els resultats de I'analisi estadistic ANOVA de
mesures repetides (t, efecte temps; T, efecte tractament; t x T, efecte interaccié temps x tractament). En els
resultats dels nivells d’ingesta diaria de pinso i aigua (A, C) i en els resultats de la ingesta acumulada de
pinso i aigua (B, D) es mostren els resultats de I'analisi estadistic ANOVA d’1 via i la comparaci6é post-hoc
amb el test de Duncan (en relacio als tractaments, els valors mitjos representats per diferents lletres sén
significativament diferents entre ells, p<0,05).

Pel que fa al monitoratge del pes corporal durant I'estudi (Figura 5A), tot i que es va
observar una tendéncia a augmentar el pes corporal durant I'experiment, no hi van haver
diferencies significatives entre els diferents grups al llarg de I'estudi. En 'analisi de
increment de pes corporal (Figura 5B) tampoc es van trobar diferéncies entre els

diferents grups experimentals.
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Figura 5. Variacié de pes corporal al llarg de I’estudi (A) i increment de pes corporal al final de I’estudi
(B). Les dades s'expressen com mitjianes + SEM. En la figura del seguiment del pes corporal al llarg de
l'estudi (A) es mostren els resultats de I'analisi estadistic ANOVA de mesures repetides (t, efecte temps).
En els resultats dels nivells de pes corporal (A) i en els resultats de l'increment de pes corporal (B) es
mostren els resultats de I'analisi estadistic ANOVA d’1 via i la comparacié post-hoc amb el test de Duncan.

7.1.2. Determinacio dels nivells plasmatics d’IgE i IgG1

Per tal de monitoritzar el procés de sensibilitzacié a 'OVA es van analitzar els nivells
d’IgE i d’'lgG1 especifiques a 'OVA en tres moments diferents al llarg de I'estudi (Figura
6), els quals mitjangant I'analisi estadistic ’ ANOVA de mesures repetides van mostrar

un efecte temps (t), tractament (T) i interaccié temps x tractament (t x T) per ambdues
Igs.

Pel que fa al final de la primera setmana de sensibilitzacid, on se’ls hi havia administrat
dues dosis d’OVA per a la induccié de l'al-lergia a aquesta proteina (setmana 3 de
I'estudi), tots els grups experimentals van presentar nivells basals pel que fa a ambdues

Igs, no mostrant diferéncies entre els diferents tractaments (Figura 6A i 6C).

En la quarta setmana de I'experiment, la qual correspon al final de la segona setmana
en el procés de sensibilitzacio on els ratolins ja portaven 4 dosis d’OVA, es van observar
diferencies significatives entre el grup control i els diferents grups sensibilitzats en
ambdos Igs, els quals presentaven valors més elevats. No obstant, no es van observar

diferéncies entre els diferents grups de tractament (Figura 6A i 6C).

En la ultima extraccié de sang es van analitzar els nivells d’lgs una setmana posterior a
la cinquena i ultima injeccié d’OVA. Pel que fa als nivells plasmatics d’IgE especifica
d’OVA, es va poder observar un augment significatiu dels valors presents en les mostres
dels ratolins sensibilitzats amb OVA respecte el grup control. També es va observar un
augment significatiu dels nivells plasmatics del grup tractat amb la combinacié del

probiodtic i la inulina (COMB) respecte el grup tractat amb Unicament el prebidtic (INU)
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(Figura 6A). Pel que fa als nivells plasmatics d'lgG1 especifica d’'OVA, es van trobar
valors incrementats dels grups sensibilitzats respecte el grup control, perd no es van

trobar diferéncies significatives entre els diferents grups de tractament (Figura 6C).

L’analisi de I'area sota la corba (AUC) va mostrar ser significativament major en tots els
grups sensibilitats amb 'OVA. Tot i aixd, no es van trobar diferéncies significatives pel
que fa a I'efecte dels diferents tractaments al llarg del procés de sensibilitzacio, tant pels
nivells d'IgE especifica a 'OVA (Figura 6B) com pels nivells d'IlgG1 especifica a TOVA
(Figura 6D).
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Figura 6. Nivells plasmatics d’IgE (A) i IgG1 (C) associats a ’'OVA durant el periode de sensibilitzacio
a ’'OVA i area sota la corba (AUC) dels nivells plasmatics d’Igk (B) i IgG1 (D) associats a 'OVA. Les
dades s’expressen com mitjanes + SEM. En els resultats dels nivells plasmatics d’IgE i IgG1 associats a
I"OVA durant la fase de sensibilitzacié (A, C) es mostren els resultats de I'analisi estadistic ANOVA de
mesures repetides (t, efecte temps; T, efecte tractament; t x T, efecte interaccié temps x tractament). En els
resultats dels nivells plasmatics d’IgE i IgG1 associats a 'OVA durant la fase de sensibilitzacio (A, C) i en
els resultats de 'area sota la corba en ambdoés Ig (B, D) es mostren els resultats de I'analisi estadistic
ANOVA d’1 via i les comparacions post-hoc amb el test de Duncan (en relacié als tractaments, els valors
mitjos representats amb diferents lletres sén significativament diferents entre ells, p<0,05).

Després del procés de sensibilitzaci6 amb 'OVA es van dur a terme dos tractaments
aguts amb OVA per estimular el sistema immunitari i avaluar la resposta de I'organisme

a I'entrar en contacte amb I'al-lergen. Durant aquests tractaments aguts, vam observar
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que els animals pertanyents al grups experimentals als quals se’ls hi havia induit
l'al-lergia mostraven simptomes de reaccié anafilactica, com la disminucié de la
temperatura corporal, piloereccid, prostracié i una abséncia de resposta a estimuls
(37,45,46,67). A més, un nombre molt elevat d’'animals van morir degut a un shock
anafilactic, especialment aquells tractats amb inulina, sent el grup tractat amb el probidtic

el que va mostrar un menor nombre de morts (Figura 7).
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Figura 7. Nombre de morts per shock anafilactic després del
procés de sensibilitzacié degut als tractaments aguts amb
OVA. Els valors de “n” representen el nombre de morts en cada

grup.

7.2. Determinacions al final de I'estudi

7.2.1. Estudi dels teixits com a marcadors d’inflamaci6 sistemica

Es van analitzar els teixits associats al sistema immunitari ja que son considerats
marcadors d’inflamacio, tant pel que fa al propi pes com per la relacié pes/longitud dels

mateixos.

En primer lloc, pel que fa a la longitud de lintesti prim (Figura 8A) i del colon (Figura
8C), tot i que es van trobar una tendéncia a presentar valors més elevats en els grups
sensibilitzats a 'OVA respecte el grup control, la diferéncia no era significativa. Tampoc

es van observar diferéncies entre els valors dels diferents grups de tractament.

També es va analitzar la ratio pes/longitud dels mateixos érgans (Figura 8B i 8D) pero
tampoc es van trobar diferéncies significatives entre els diferents grups. Tot i aixd, en
ambdos teixits sembla haver-hi una tendéncia a augmentar el valor en el grup tractat

amb la mescla simbiotica.
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Pel que fa al pes de la melsa, tot i no observar-hi diferéncies significatives entre els

diferents grups experimentals, si que es va poder observar un augment tendencial pel

que fa als grups sensibilitzats amb OVA respecte el grup control, sent el grup tractat

amb la mescla simbiotica el que va mostrar el major increment (Figura 8E).
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Figura 8. Nivells dels valors morfologics de longitud (A, C), pes (E) i ratio pes/longitud (B, D) dels

organs associats al sistema immunitari. Les dades s’expressen com mitjanes + SEM.
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7.2.2. Quantificacié de I'expressio genica en ili i colon

Es van analitzar els nivells d’expressié génica de diferents citocines proinflamatories i
antiinflamatories, tant en lintesti prim com en el colon, per analitzar la resposta

inflamatoria de I'organisme a I'entrar en contacte amb I'al-lergen.

En ambdés teixits es va observar un patré d’expressio similar entre els diferents grups
experimentals, tant pel que fa a les citocines proinflamatories com per les

antiinflamatories, exceptuant alguns casos concrets.

Pel que fa a les citocines proinflamatories analitzades, es pot observar com els nivells
de TNF-a en lili (Figura 9A) eren molt similars entre els diferents grups mentre que, a
nivell de colon, es va observar una tendéncia dels grups OVA, INU i COMB a
incrementar els nivells d’aquesta citocina en comparacié al grup CON, tot i que les
diferéncies no van ser significatives. Per contra, el grup tractat amb el probiotic (LAC)
va mostrar uns nivells numéricament inferiors als observats en la resta de grups
al-léergics (Figura 9B). Pel que fa als nivells d’expressio de les altres dues citocines
analitzades, IL-1b i IL-23, en ambdds teixits es van trobar resultats forca similars. Pel
que fa a la IL-1b es van trobar nivells més elevats en els grups sensibilitzats respecte el
grup control, especialment en el grup tractat amb inulina i amb el tractat amb la
combinacio simbidtica. Tot i que a nivell d’ili aquests canvis només es mostren a nivell
tendencial, a nivell de colon si que van mostrar una diferéncia significativa.
Contrariament, els nivells d’expressio de la IL-23 es van trobar numéricament més
elevats en el grup control comparat amb els grups sensibilitzats amb OVA, tant a nivell
d’ili com a nivell de colon. Pel que fa als nivells d’expressié de les citocines
antiinflamatories analitzades, es pot observar com la IL-10 presenta valors més elevats
en el grup control que en la resta de grups al-lérgics, tant en ili com en colon, presentant
aquest ultim diferéncies significatives (Figura 9). Altrament, els nivells d’expressio de
TGF-B en ili presenten un patré similar en tots els grups experimentals (Figura 9A),
mentre que a nivell de colon el grup control sembla presentar tendencialment nivells més
elevats respecte els grups sensibilitzats amb OVA, exceptuant el grup tractat amb el

prebidtic (Figura 9B).
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Figura 9. Nivells d'expressié génica en ili (A) i colon (B) de marcadors d'inflamacié. Les dades
s’expressen com mitjanes + SEM. En els resultats dels nivells d’expressié dels marcadors d’inflamacio
mostren els resultats de l'analisi estadistic ANOVA d’1 via i les comparacions post-hoc amb el test de
Duncan (els valors mitjos representats amb diferents lletres son significativament diferents entre ells,
p<0,05).
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8. DISCUSSIO

En els ultims anys ha augmentat significativament el nombre de persones que pateixen
al-lérgies alimentaries. Aquestes reaccions adverses als aliments, que tenen en el seu
origen un mecanisme immunitari, presenten simptomes que van des de molt lleus fins a
potencialment fatals i, a dia d’avui, I'tinic tractament 100% efectiu per evitar els seus
efectes és no consumir els aliments que les causen (1,4). Es per aixd que és de gran
importancia la recerca de tractaments alternatius per reduir els efectes associats a
aquests desordres, sent un exemple clar els prebidtics i els probidtics per la seva
capacitatimmunomoduladora (2,6). En aquest estudi s’ha estudiat I'efecte d’un probidtic,
d’un prebidtic i la combinacié d’ambdds en un model muri d’al-lérgia a la OVA per la
seva semblancga als humans a I'hora d’establir una resposta immunitaria alta, clara i
rapida (37,42).

En patologies relacionades amb estats inflamatoris, com ara les al-lérgies alimentaries,
un dels simptomes més apreciables és la pérdua de pes i la reduccié de la gana (4,68).
En el present estudi no es van trobar diferéncies remarcables entre els diferents
tractaments pel que fa al monitoratge del pes corporal al llarg de I'estudi. Tot i aix0, si
que es va observar una reduccio tendencial de I'increment de pes del grup tractat amb
el prebidtic inulina, el que s’ha relacionat amb I'efecte propi de les fibres alimentaries de
disminuir el pes corporal degut a la seva baixa densitat energética (41). Pel que fa als
nivells d’ingesta de pinso no es va poder establir un patré generalitzats entre els
diferents tractaments administrats al llarg de I'experiment. No obstant, si que es va poder
observar que el tractament amb el prebidtic inulina havia reduit la ingesta acumulada, el
que es correlaciona amb la disminucié de pes corporal, mentre que en el grup tractat
amb la combinacio de prebidtic i probiotic I'havia augmentat. D’altra banda, si que es va
poder observar un efecte significatiu dels diferents tractaments al reduir la ingesta
d’aigua a partir de l'inici del procés de sensibilitzaci6 amb 'OVA, com fan referéncia

altres estudis cientifics (27).

Tal i com s’ha mencionat al inici d’aquest treball, una exposicié continua i repetida a
I'al-lergen alimentari desencadena una resposta immunitaria regulada per IgE, en la que
hi destaca l'alliberacié de mediadors inflamatoris i la sintesi d’lgs per fer front a la
infeccio, especialment d’IgE i IgG especifiques de I'antigen alimentari. Per tal de
controlar que el procés de sensibilitzacié a 'OVA en el model emprat es produia
correctament, en el present estudi es va fer un monitoratge dels nivells plasmatics d’IgE

i d’'lgG1 especifiques d’OVA al ser les Igs més associades a la resposta al-lérgica tal i
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com s’ha descrit en articles previs (11,12). Els resultats obtinguts van mostrar que el
procés de sensibilitzacio a I'al-lergen es va produir idoniament ja que es van observar
nivells circulants molt elevats d’'ambdds Igs en els grups d’estudi sensibilitzats. A més,
les concentracions d’ambdés Igs van augmentar gradualment al llarg del procés de
sensibilitzacié a mesura que els animals rebien més dosis d’'OVA, sent una setmana
posterior a la ultima sensibilitzacid6 a OVA on es van quantificar nivells més elevats.
Aquests resultats concorden amb la resposta immunoldgica esperada i amb les
observacions de multiples estudis previs on es van analitzar els mateixos parametres
(13,35,36,42,53).

Una de les propietats més importants que presenten els probidtics i els prebidtics per
ser considerats tractaments idonis per a la reduccié dels simptomes al-lérgics és la
capacitat d'immunomodulacio, la qual es caracteritza per estimular una resposta
immune del tipus antiinflamatoéria i reduir la produccié de citocines proinflamatories, i
alhora, generar una resposta intestinal augmentada per part del GALT per estimular la
funcié fagocitica dels macrofags (2,32). Tot i I'elevada resposta immunoldgica generada,
en el present estudi no es va observar un efecte clar pel que fa als diferents tractaments
estudiats. A diferéncia d’altres estudis cientifics com el realitzat per Hougee et al. (50)
on, sota condicions molt similars a les del present estudi, si que va observar una
disminucio significativa dels valors d’'IgE en el grup tractat amb el probiotic Lactobacillus
plantarum, en aquest treball no s’han pogut descriure tals canvis. Resultats similars es
troben al comparar altres estudis basats en la mateixa metodologia (36,39,53). Pel que
fa a I'efecte de la inulina com a prebidtic, tot i el reduit nombre d’evidéncies cientifiques
de la seva acci6 antiinflamatoria en la bibliografia, es va proposar com a tractament per
la seva coneguda capacitat immunomoduladora (59). Malgrat ser considerat un possible
candidat, en el present treball tampoc s’ha pogut determinar un efecte clar. Una mostra
del baix efecte protector dels tractaments administrats és el nombre de morts per shock
anafilactic després dels tractaments aguts amb OVA, ja que tots els grups sensibilitzats
van mostrar un considerable numero de morts. Tot i aix0, el grup tractat amb el probidtic
va ser el que va presentar menys morts. Un dels motius de la ineficacia dels tractaments
estudiats es podria deure a l'alta resposta immunoldgica generada, ja que els valors
trobats d’lgs en aquest estudi son forgca més alts que en altres articles ja revisats (39,53).
Aix0 implicaria que, tot i que els probidtics i prebidtics administrats exercissin un efecte
antiinflamatori en els ratolins sensibilitzats, aquest no seria suficient per reduir els nivells
dels marcadors inflamatoris a nivells basals. Un altre motiu al qual es podria deure el
baix efecte dels tractaments analitzats és I'especificitat dels tractaments emprats, ja que
tal i com descriu Markowiak et al. (26), I'efectivitat i el funcionament dels probidtics, dels
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prebiodtics, i de la combinacié dels dos en forma de simbiotic depén de molts parametres
tals com el génere, espécie i soca del probiodtic, I'efecte en si del prebidtic i la idoneitat

de la combinacio probiotic-prebidtic per a dur a terme una funcié determinada.

Tal i com s’ha mencionant anteriorment, un altre parametre de gran rellevancia en la
generacié de reaccions al-lérgiques és la produccié de marcadors inflamatoris com ara
les citocines. Aquest tipus de molécules, ja siguin del tipus proinflamatories o
antiinflamatories, es sintetitzen i s’alliberen al desencadenar-se una resposta
inflamatodria (12). Al analitzar una resposta al-lérgica, és de gran importancia determinar
quines citocines estan presents en I'organisme per identificar si la resposta immunitaria
que s’esta produint és del tipus Th1, la qual correspon a la remissio de la inflamacio, o
Th2, la qual es relaciona amb la generacié d’'un estat inflamatori (16). En aquest estudi
es van analitzar els nivells d’expressi6 de tres citocines proinflamatories (TNF-a, IL-1b i
IL-23) i de dues citocines antiinflamatories (IL-10 i TGF-B) en ili i colon per determinar
quin era 'estat inflamatori dels 6rgans diana en els tractaments estudiats. Tal i com es
referencia en altres estudis similars (36,53), es van trobar nivells més elevats de
citocines proinflamatories tant en ili com en colon en aquells animals que van estar
exposats al procés de sensibilitzacio a 'OVA. Pel que fa als tractaments estudiats,
nomeés el grup tractat amb el probidtic Lactobacillus plantarum va mostrar un lleuger
efecte reductor en I'expressio de citocines proinflamatories tot i que aquests resultats no
van ser significatius. Pel que fa a I'expressio de citocines antiinflamatories, cap dels
tractaments va mostrar un efecte clar en 'augment d’aquestes molécules per reduir la
resposta inflamatoria. Probablement, aquest efecte es degui a I'elevat estat inflamatori
en el que es trobaven els animals, tal i com s’ha comentat anteriorment. També és
d’'important rellevancia comentar que les citocines analitzades en aquest treball, tot i
estar associades a respostes inflamatories, generalment s’han relacionat més a estats
d’inflamacié cronica que no pas a estats al-lérgics, de manera que aquesta podria ser
una altra causa per explicar la baixa diferéncia d’expressié de les citocines analitzades

entre els diferents grups experimentals.

A part de la generacié de reaccions inflamatories, una altra consequéncia de les
al-lérgies alimentaries és I'afectacié de diversos organs, en especial aquells relacionats
amb el sistema immunitari com sén la melsa i el tracte gastrointestinal (6,47). Es per
aixo que un marcador d’inflamacié ampliament acceptat és el pes de tals organs, aixi
com la relacié pes/longitud dels mateixos (69). En el present estudi, tot i que si sembla
haver-hi una tendéncia a augmentar tals parametres en els animals sensibilitats, no s’ha
pogut establir un efecte clar pel que fa a aquest tipus de marcadors d’inflamacié entre

els diferents tractaments estudiats.
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9. CONCLUSIONS

En resum, a partir de les dades obtingudes podem concloure que tot i que s’ha induit
satisfactoriament una reaccio al-lérgica a partir del procés de sensibilitzaciéo amb 'OVA,
cap dels tres tractaments analitzats en aquest treball, un tractament amb Lactobacillus
plantarum com a probidtic, un tractament amb inulina com a prebidtic i un tractament
que combinava els mencionats probidtic i prebiotic, han presentat un efecte clar en la
prevencio de la induccié de l'al-lérgia i per tant, tampoc en la reduccié de la resposta
inflamatoria associada a l'al-lérgia a 'OVA en les condicions experimentals emprades.
Tot i aixi, el grup tractat amb el probiotic va mostrar un lleuger efecte en la reduccié de

la resposta inflamatoria.

Es per aix0 que caldria fer més estudis per avaluar els possibles efectes protectors del
probiotic sobre altres processos relacionats amb un estat al-lérgic, com ara l'estrés
oxidatiu o la mobilitzacié de ceél-lules del sistema immunitari. També seria interessant
continuar analitzant el mateix patré al-lérgic perdo augmentant la dosi dels tractaments
administrats o bé, canviant la composicié dels mateixos per trobar la combinacié idonia

per reduir els simptomes associats a I'al-lérgia alimentaria a 'OVA.
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11. AUTOAVALUACIO

Formar part d’un estudi d’investigacié en un centre de recerca com és Eurecat m’ha
permés poder adquirir i millorar tots aquells coneixements i aptituds necessaries per un
futur laboral prosper en aquest sector. A part d’aportar-me una visié més amplia del quée
és el dia a dia en un laboratori, també m’ha servit per créixer professionalment i m’ha

donat la confianga de poder treballar individualment en un laboratori.

A nivell académic/professional, 'estada a Eurecat i per tant, la realitzacié d’aquest treball
de fi de grau, m’ha permés consolidar nombrosos conceptes teodrics i practics apresos
durant aquests ultims cinc anys. Al mateix temps, he adquirit coneixements per realitzar
noves técniques que no havia fet amb anterioritat com ara determinacions ELISA
especifiques o homogeneitzacié de mostres del tracte gastrointestinal, entre altres.
També m’ha ensenyat a treballar amb molta més cura i de manera més ordenada, ja
que degut als certificats ISO que posseeix 'empresa, la manera de treballar ha d’estar
molt controlada. Alhora, també m’ha permés aprendre a treballar de manera
independent i organitzada seguint les pautes d’un projecte, el que m’ha donat confianga
per dur a terme determinacions i analisis individualment. A més, m’ha permés poder
treballar en unes instal-lacions relativament noves i molt ben dotades, tant a nivell

d’equipament, com d’espai i recursos.

L’elaboracio d’aquest treball també m’ha permés aprofundir els meus coneixements en
la patogénesis de les al-lérgies, aixi com ampliar les nocions que tenia sobre la funcio

dels prebiodtics i probidtics, i els seus possibles usos.

Pel que fa a un nivell més personal, la realitzacié d’aquest treball m’ha permés millorar
el criteri critic durant I'estudi de les dades, aixi com la meva capacitat d’interpretacio i
analisis de resultats. També m’ha ajudat a ser més eficient en la cerca, lectura i redaccio

de treballs cientifics.

En definitiva, la valoracié final de la realitzacié d’aquest treball de fi de grau és d’alld més
positiva, no només pels beneficis académic-professionals, siné també pels estimuls que

he rebut a nivell personal.
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