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DADES DEL CENTRE

EURECAT — CENTRE TECNOLOGIC DE CATALUNYA

Departament de Nutricié i Salut (UTNS)
Av. de la Universitat, 1, 43204 Reus, Tarragona
Projecte MICROBIOTA

Missio i objectius

La Fundaci6é Eurecat té per objectius principals:

e Impuls de la innovacio en general i d’'R+D, en tots els sectors d’activitat.

e Impuls de la recerca industrial i el desenvolupament tecnologic.

e Impuls de la recerca en general.

e Impuls de I'emprenedoria en general i en especial de I'emprenedoria
tecnologica.

e Impuls del creixement empresarial.

e Impuls de la internacionalitzacié basada en innovacio.

e Impuls del desplegament de talent tecnologic i de negoci.

e Impuls de la formacié en els ambits propis de I'objecte fundacional.

e Impuls de la transferéncia tecnologica i de coneixement.

e Afavoriment del desenvolupament territorial.

e Afavoriment de I'increment de la cultura cientific-tecnologica.

Concretament, la missio de la UTNS (Unitat de Nutricié i Salut) és promoure la
innovacio, realitzar serveis tecnologics i facilitar la transferencia de tecnologia en
I'ambit de la nutricié i la salut. Tenint per objectiu principal incrementar la

competitivitat de la industria agroalimentaria espanyola.
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Instal-lacions
Eurecat compta amb 12 seus corporatives repartides entre Espanya i '’America

del Sud, no obstant té una preséncia internacional arreu del mon.

El Departament de Nutricié i Salut ubicat a Reus, presenta instal-lacions i
equipaments punters que permeten el desenvolupament d'investigacions in
silico, in vitro i in vivo. També compta amb estudis d'intervencid nutricional en
humans per al desenvolupament d'aliments funcionals, i compostos bioactius i

nutraceutics.

Organitzacio6

Es divideix en 4 ambits de coneixement: industrial, digital, de sostenibilitat i
biotecnologic. El darrer es desglossa en: ciencies omiques, i nutricié i salut que
€s on es van realitzar les practiques. També consta de diversos sectors, alguns

exemples son: aeronautic, construccio, salut, quimica...

Financament

Es una fundacié privada constituida per temps indefinit sota la denominacié de
Fundacié Privada Alira en data 23 de desembre del 2013. Subjecta al Llibre
Tercer del Codi Civil de Catalunya, esta inscrita al Registre de Fundacions de la
Generalitat de Catalunya amb el nimero 2826.

Processos que es realitzen

Actualment, el centre esta treballant tant en I'ambit nacional com europeu.

Entre els projectes nacionals es troba el projecte MICROBIOTA. Aquest, es basa
en la identificacié de nous ingredients moduladors de la microbiota humana i
animal fent Us de la biotecnologia industrial, les tecnologies omiques i les

tecnologies de big data. En aquest context, es desenvolupa la present memoria.
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RESUM I PARAULES CLAUS

Durant els darrers anys, I'is dels probiotics per a diferents aplicacions ha
experimentat un increment a escala global. Aquest fetha creat la necessitat
d’aprofundir els coneixements base que es tenen sobre els seus mecanismes
d’accid. En concret identificar aquelles proteines que fan possible que un bacteri
tingui activitat probiotica, o pel contrari aquelles que resultin perjudicials. La
identificacio ofereix la possibilitat de crear una classificacié genomica d’aquests
bacteris en funcié del seu potencial probiotic. En aquest treball, s’han utilitzat
genomes completament sequenciats per la identificaci6 de biomarcadors

proteics.

Durant el transcurs de la memoria, es relataran els passos que s’han dut a terme
per aconseguir aquesta classificaci6: passant per una aproximacio
bioinformatica, una cerca exhaustiva manual de la literatura, i una classificacio
numerica de les proteines segons el seu efecte potencial (positiu 0 negatiu) en

soques probiotiques.

Com a resultat, s’han pogut identificar aquelles proteines que permeten als
bacteris probiotics realitzar els seus mecanismes d’accio. Aquests, s’han agrupat
en categories segons la seva funcié, obrint pas a futurs estudis quantitatius on

sutilitzin aquestes proteines com a biomarcadors de probiotics.

Els resultats d’aquest treball permeten aprofundir el coneixement sobre el

genoma dels probidtics, aixi com a futures aplicacions d’aquests bacteris.

Paraules clau
Bacteris, Microbiota, Probiotics, Potencial probiotic, Biomarcadors proteics,

Lactobacillus, Bifidobacterium
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INTRODUCCIO

Definicié general dels probiotics

Segons l'organitzacié del menjar i l'agricultura (FAO) de les Nacions Unides i
I'Organitzacié de la salut mundial (WHO), els probiotics s6n organismes vius
que quan s’administren en dosis concretes proporcionen un benefici en I'hoste

(Hill et al. 2014). Encara que aquesta memoria se centra en bacteris probiotics,

el terme general engloba també a llevats, com S. Cerevisiae (Sun et al. 2021) o
S. Boulardii. (Pais et al. 2020)

Inicialment, es creia que els seus efectes estaven relacionats Unicament amb la
interaccié amb la microbiota intestinal. No obstant aix0, a mesura que avancava
el coneixement d’aquests organismes, es va allunyar aquesta idea més
elemental, i es va substituir pel pensament que tenen més potencial del que

inicialment es va considerar.

El potencial probiotic es defineix, en aquest treball, com la capacitat que tenen
els organismes per exercir beneficis a ’hoste. Aquest mateix concepte es pot
traslladar al camp de la genomica, on el potencial probiotic serien aquelles
proteines que permeten a, per exemple, un bacteri ser considerat una soca

probiotica.

Mecanismes d’accio
La Figura 1 mostra els mecanismes d’accio de diverses soques de probiotics. Els

estudis d’aquests organismes no se centren unicament en models humans, per
tant, no és d’estranyar que no tots aquests processos s’hagin descrit en ells, ni
totes les soques tinguin aquestes capacitats. D'igual manera, a I'interior cel-lular
intervenen molts més factors, per tant, aguests mecanismes dependran també

d'elements propis de I'hoste.
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Fig 1: Esquema d’alguns dels mecanismes d’accio dels probiotics a la microbiota (Simon et al. 2021).
Obra subjecta a llicencia general Creative Commons https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

A la part (a) de la Figura 1, es poden observar els efectes dels probiotics sobre
I'epiteli intestinal i el sistema nervios. Els probiotics interaccionen amb la
microbiota intestinal principalment per competicié pels nutrients i espai de
possibles patogens, incrementant la seva estabilitat i provocant una resisténcia

a la colonitzaci6 (Collado et al. 2006).

Moltes soques s’han relacionat amb efectes antagonics contra altres
microorganismes que no formen part de la microbiota, principalment per la
producci6 de bacteriocines. Aquests compostos tenen propietats antimicrobianes
que ajuden a la microbiota a impedir el pas de possibles patogens

(WoldemariamYohannes et al. 2020).

També presenten efectes de cross-feeding, un mecanisme on el producte

metabolic d’'una soca és metabolitzat per una altra (Smith et al. 2019). Un

exemple es dona en els Bifidobacteris, importants en el colon huma. Els bacteris

produeixen acetat o lactat durant la fermentacié de carbohidrats, substrats que

poden utilitzar altres soques per produir butirat (Riviere et al. 2016). La produccio
de butirat i d’altres acids grassos de cadena curta (SCFA), té efectes protectors,

sobretot a I’hora d’interaccionar amb el sistema immune (Dalile et al. 2019).
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Tambeé presenten funcions fisiologiques, com l'estimulacié de I'epiteli intestinal
mitjangant I'increment de I'expressio de tight junction, i la produccié de mucines,

reduint 'ancoratge dels patdgens a les cél-lules epitelials (Ahmadi et al. 2020).

Els bacteris probiotics poden sintetitzar molecules petites amb efectes sistemics
o locals; un exemple de la seva sintesi es dona amb la produccié de
neuroquimics com l'oxitocina, serotonina, noradrenalina o la dopamina. Aquests

compostos afecten funcions cerebrals, donant un efecte sistemic (Sherwin et al.

2018).

També estan relacionades amb la produccié d’enzims, per exemple la B-
galactosidasa i la hidrolasa de les sals biliars. Aquests enzims milloren la digestio
de la lactosa i els nivells de lipids en sang en humans respectivament. Un
exemple es dona en Streptococcus thermophilus, on la produccié de [-
galactosidasa desglossa en glucosa i galactosa les molecules de lactosa,

permetent una millor digestié (Amato et al. 2022).

En la segona part de la imatge (b), s’observen els efectes dels probiotics sobre
el sistema immune. Un exemple és la ja esmentada produccié de SCFA per
cross-feeding. També activen les cél-lules dendritiques, fent que les cél-lules T
es diferenciin i s’estimuli la produccié de citocines i d'IgA. Els probiotics poden
arribar a alterar l'equilibri entre Th1/Th2 modificant les citocines pro i
antiinflamatories, podent dirigir la situacio cap a una no inflamatoria (inhibicié de

Th1l), o proinflamatoria (diferenciacio cap a Thl) (Shida et al. 2002).

Aquests son alguns dels mecanismes d’accié que tenen els probidtics tant a
escala intestinal com sistemic. Com es pot observar la majoria de rutes estan

relacionades entre elles, podent donar efectes sinergics.

MEMORIA TFG / ANDREA PIGNATELLI ESPEJO 1

(=)
0%,


https://sciwheel.com/work/citation?ids=8894569&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4027905&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4027905&pre=&suf=&sa=0
https://doi.org/10.1111/nyas.13416
https://doi.org/10.1111/nyas.13416
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14732799&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8924946&pre=&suf=&sa=0

B2 v v eurecat

Centre Tecnologic de Catalunya @

Exemples de I’Us de probiotics en diferents malalties
Sindrome de l'intesti irritable (IBS)
La sindrome de l'intesti irritable és una malaltia cronica gastrointestinal, amb una

incidéncia del 9% i 16% de la poblacié general, amb major afectacié en dones
(12% vs. 8,6%) (Oka et al. 2020). Els simptomes meés caracteristics son:

malestar abdominal, inflamacio, i canvis en el patré de defecacio que classifiquen

IBS en 4 categories segons el criteri Rome IV (Bonetto et al. 2021):

e |BS-C: IBS amb estrenyiment
e IBS-D: IBS amb diarrea
e IBS-M; IBS amb estrenyiment i diarrea

e |BS sense classificar

Al tracte gastrointestinal habiten una gran poblacié de bacteris comensals, una
disbiosi entre ells podria significar una funcié anormal d’aquest tracte, podent
provocar aquesta malaltia. En la majoria dels casos d'IBS, es troba una menor
biodiversitat en bacteris comensals i un augment en especies patogeniques (Ki
Cha et al. 2012).

Actualment, aquells pacients diagnosticats amb IBS presenten un tractament
farmacologic, que inclou antibiotics i laxants, i no farmacologic relacionat amb la

dieta, que dependran del subtipus.

El possible tractament d’aquesta malaltia amb probidtics ja ha estat posat a prova

en diverses metaanalisis (Zhang et al. 2022) (Ford et al. 2018). Aquests, tracten

de restaurar la barrera microbiana malmesa amb suplementacié probiotica que

conté els bacteris necessaris en cada pacient.

Avui en dia, hi ha estudis en I'ambit clinic amb resultats esperancadors. Aixo no
obstant, cal un millor coneixement dels bacteris amb capacitats probiotiques per

a obtenir resultats completament satisfactoris.
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Malalties cardiovasculars (CVD)
Les malalties cardiovasculars o CVD, continuen liderant la llista de causa

principal de mort en ciutadans estatunidencs segons American Heart

Association (Tsao et al. 2022). La majoria d’elles, venen determinades per un

increment del contingut lipidic dins de les artéries (arterioesclerosis), i un
increment de la formacié de trombus, afectant organs com el cervell, cor, fetge i
ulls (Weber i Noels 2011).

Recentment, s’ha relacionat la microbiota intestinal i CVD en diversos estudis

metagenomics (Jie et al. 2017) (Liu et al. 2020). En aquests, s’han identificat

possibles probiotics candidats per ser usats com a targets terapeutics. Se sap
que CVD és principalment causat per habits alimentaris i factors ambientals,
podent arribar a causar una disbiosi i inflamacid que pot promoure el

desenvolupament d’aquestes malalties (Jin et al. 2019).

Com es pot observar a la Figura 2, la disbiosi genera TMA que en oxidar-se dona
TMAO. Aquesta trimetilamina N-Oxid es considera dels factors causants de

I'ateroesclerosis i la parada cardiaca (Wang et al. 2011). La disbiosi també

promou la sintesi d’acid biliar i indoxil sulfat que també s’associen amb la fallada

cardiaca (Dantzer etal. 2018) (Wu et al. 2016). Per ultim, els darrers estudis han

demostrat com els SCFA sintetitzats per probiotics ajuden a regular la pressié
sanguinia en unir-se als receptors de proteines G: OIfr78 i GPR4 (Marques et al.

2017).

= Fig 2: Esquema del paper de la
Macrophage | ReVers® . . . .

Terolestero ekt f\ microbiota intestinal en malalties
cardiovasculars (Jin et al. 2019).

Obra subjecta a llicéncia general

Creative Commons

https://creativecommons.org
llicenses/by/4.0/.
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Punt critic i proposta de solucio
Els resultats sobre els estudis mencionats anteriorment, encara que

prometedors, no aporten la informacié necessaria per desenvolupar terapies
efectives basades en probiotics contra aquestes malalties. Es més, encara no hi
ha cap métode que permeti discernir els mecanismes moleculars dels probiotics

existents.

Aquest fet augmenta la necessitat d’aprofundir en l'analisi bioinformatic i
genomic, amb la finalitat d’ajudar als investigadors a estudiar millor la composicié
de la microbiota intestinal, i els probiotics que exerceixen efectes beneficiosos
sobre ella.

En aquesta memoria es descriuen els primers passos d’'una proposta de solucio
a aquest punt critic, establint una classificacié basada en marcadors proteics a
partir de genomes completament sequenciats, que permeten identificar els

bacteris relacionats segons el seu potencial probiotic.

HIPOTESIS DE TREBALL | OBJECTIUS

Hipotesis
El potencial probiotic d’'un bacteri es pot identificar i classificar a partir del seu

genoma.

Objectius

e Definicié del terme probiotic a partir de la seva composicié molecular.

e Identificacié a la literatura dels biomarcadors proteics que defineixen als
probiotics.

e Desenvolupament d'una puntuacié segons el potencial probiotic, i
classificacio funcional de les proteines.

e Determinacio de les categories funcionals amb major activitat probiotica.
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METODOLOGIA

Suma de tots els
gens/proteines de cada Classificacié segons el
organisme amb la seva potencial probiotic
classificacio

Analisi de la freqléncia de
cada categoria del COG en
cada puntuacic

Identificacid de les categories
amb major potencial probidtic

Fig 3: Diagrama de flux de la metodologia emprada en aquest treball.

Base de dades COG
La base de dades de Clusters de Gens Ortolegs (COGs; en angles, Clusters of

Orthologous Groups), es defineix com una eina per la classificacio filogenetica

de proteines de genomes microbians (Tatusov et al. 1997). Actualment, compta

amb 4.877 COGs, 37 categories taxonomiques, 1.309 organismes, i 3.213.255
ID de proteines (Galperin et al. 2021). L’objectiu principal d’aquesta base de

dades és classificar proteines ortdlogues en genomes completament

sequenciats.

Tradicionalment, I'anotacio de proteines en genomes sequenciats ha estat a
carrec d’eines com BLASTP (Altschul et al. 1997), on se cerquen sequéncies

similars en bases de dades i s’escull la que més s’assembili (best hit). Tot i aix0,
el seu Us pot estar limitat a causa de la funcié best hit, ja que sovint comporta
que el resultat sigui “sense caracteritzar” o “putativa” encara que hi hagi un

MEMORIA TFG / ANDREA PIGNATELLI ESPEJO 15
(2


https://sciwheel.com/work/citation?ids=916904&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11165106&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=27750&pre=&suf=&sa=0

B2 v v eurecat

Centre Tecnologic de Catalunya @
homoleg amb funcioé coneguda. Un altre desavantatgeés que a vegades les

diferencies entre dominis arquitectonics de proteines homologues poden

resultar en una classificacié erronia.

Aquests punts débils han fet que sorgeixin d’altres elaborades a partir de bases
de dades anotades de sequéncies de proteines. Entre aquestes eines trobem
UniProt (UniProt Consortium 2023), PANTHER (Thomas et al. 2022), i la ja

mencionada COGs.

Una caracteristica que s’ha utilitzat per desenvolupar aquest projecte i que la
diferencia d’altres aproximacions, és que un COG només té dues possibilitats:
pertanyer o no a un organisme. Aixo0 fa possible crear matrius basades en
representacions de si/no (1 o 0), per tal de simplificar la tasca de la classificacio

de genomes microbians, i la seva reconstruccio en I'evolucio.

Un altre aspecte que s'utilitzara en la memoria, és la classificacié segons funcio
que ofereix la mateixa base de dades. Els diferents COGs s’agrupen en lletres
segons el paper que tinguin en diferents processos, per exemple la K
representa les proteines implicades en processos de transcripcio, i la N motilitat
cel-lular *. Aquesta categoritzacio facilita la tasca d’agrupar aquells que tinguin

major potencial probiotic.

Els trets que s’han comentat sobre la base de dades COGs fan que, en aquest

cas, sigui l'aproximacioé meés util a I'hora de desenvolupar el projecte.

*Classificacio completa a Annex .
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Analisi de la distribucio de proteines de la base de dades COG
El primer pas és la creacio d'un script de Python* que generi una taula amb les

dades necessaries per a realitzar la cerca. Aquesta informacio s’extreu

directament de la base de dades COG.

Base de dades COG

Fitxer csv que Fitxgr csv gue
relaciona el relaciona el gen Llibreria Pandas

COG amb el gen amb |'espécie

Script de Python que combini
els dos arxius

Generacio d'una taula on aparegui:
« Numero de COG,
« Codi de lletra,

Abundanci « Nom del cluster de
undancia . \
CoG Codi ip O Gen Proteina %) gens/proteines ortdlogues
- Nombre de gens i proteines dins
del cluster
1 H HemL 998 1410 1410 76.24 ..
« Percentatge d'abundancia entre
les espécies respecte el nombre
2 E ArgC 1081 1142 1142 82.58 total
3 P ArsA 385 878 739 29.41
4 P AmtB 982 1567 1565 75.02

Fig 4: diagrama de flux que descriu el procés de creacio de I'script de Python.

*Consultar codi a Annex II.

Cerca literaria de proteines i puntuacio segons el seu potencial com a
probiotic

Utilitzant eines com el cercador avancat de PubMed, Frontiers o Google Scholar,
es realitza una cerca sistematica manual (de tots els articles) de cada COG, en
funcio de l'activitat probiotica descrita en la bibliografia. Segons el seu potencial
es classifica en una de les categories seguents:
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e 2: Activitat probiotica important ja descrita en probiotics coneguts.

e 1: Es troben en espécies probiotiques, pero també desenvolupen funcions

importants en no probiotiques.
e 0: Neutral o desconeguda.
e -1: Potencialment perill6s.
e -2: Toxic.
L’agrupacio de tots els COGs en aquestes 5 categories ve determinada per la
seva activitat probiotica. Per exemple, en els COGs relacionats amb la formacio

de biofilm, la cerca literaria dona com a resultat que en espécies probiotiques

aporten proteccio contra la instauracié de possibles patogens (Tan et al. 2020),

cosa que en un principi s’hauria de classificar en el grup 2. Tanmateix, la
formacié de biofilm també es considera un factor de viruléncia, descrit en

alguns patogens com K. Pneumoniae (Wang et al. 2020). Per tant, encara que

sigui important en espécies probiotiques, la seva preséncia en especies

patogenes fa que es classifiqui dins de la categoria 1.

Cal comentar que la funcié de cada COG normalment ja ve determinada per la
mateixa base de dades, en els casos en els quals no ho indica s’haura de

buscar pel nom de la proteina a les bases de dades mencionades a l'inici.

A l'apartat Resultats es mostren els diferents grups sota cada puntuacio, i la

justificacié darrera de la seva classificacié.

Desenvolupament d’una puntuacié de probiotics a partir del data set

Fent Us de la funcié matriu que permet la base de dades COG, comentada a
I'inici de Metodologia, es desenvolupa una puntuacié de cada organisme. La
matriu es basa en I'is d'1 i 0: 1 per indicar que I'organisme té el COG en el seu

genoma i 0 per indicar que no el té.
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A continuaci6, es combina aquesta matriu amb la puntuacié segons el potencial
probiotic desenvolupada anteriorment, realitzant una suma final de totes les

proteines presents en un organisme amb la seva classificacio.

En endrecar les espéecies de major a menor puntuacio final, el resultat esperat
és que aquells organismes que sén coneguts probiotics estiguin situats en els
primers llocs de la llista, i les espécies patogeniques ocupin les posicions finals.

RESULTATS, DISCUSSIO | RELACIO AMB
ELS OBJECTIUS PLANTEJATS

Resultats de la cerca bibliografica segons el potencial probiotic

o="
o=

o=
=]

[]

Les dades d’aquest sector corresponen als resultats de la cerca literaria manual
individual de cada COG. Cada puntuacio es divideix en subtipus depenent de la
funcié amb relacio al potencial probiotic. En addicid, es comenten diversos

exemples i es justifica cada puntuacio atorgada.

Freguencia de cada categoria COG en funci6 de la seva classificacio

0000

En aquest apartat de la memoria es mostra un Heatmap generat a partir de
cada categoria del COG en funcio del potencial probiotic. Mostra les tres
categories del COG amb major percentatge de proteines amb puntuacio 2.

Seguidament, s’esmenten quines sdn aquestes categories, en quins processos
estan implicades, i quines subcategories de I'apartat anterior en formen part.

Es consideren aquestes categories com les més importants a I'’hora de
classificar un bacteri com a probiotic.
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També es fa referéncia a una taula on apareixen els biomarcadors proteics
trobats dins de cadascuna de les 3 categories, i que, per tant, serien les
proteines amb major potencial probiotic.

Exemple de distribucié dels COGs en una soca probiotica coneguda
Per tal de posar en context alguns dels COGs obtinguts en la categoria 2, es
posara com a exemple una representacio del genoma de Lactobacillus
acidophilus NCFM.

Aquesta soca forma part dels coneguts bacteris acido lactics LAB, i resideix al
tracte gastrointestinal huma. Es un conegut probiotic utilitzat sobretot com a

suplement alimentari (Bungau et al. 2021). Entre els seus efectes sobre la salut

humana destaquen: regulacio de la flora intestinal (Gao et al. 2022), increment

del sistema immunitari (Kang et al. 2022), efecte anticancerigen (Bungau et al.
2021), i reduccio del colesterol (Ciftci i Tuna 2021).
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Fig 6: Atles del genoma de Lactobacillus acidophilus NCFM en representacio circular (Altermann et al.
2005). L'anella de dins de tot mostra el biaix entre el contingut de GC, la segient la classificacié de COGs
de I'article (1: relacionats amb 'emmagatzematge de la informacid, 2: processos cel-lulars i senyalitzacio,
3: metabolisme, 4: quasi no caracteritzats, 5: no caracteritzats). L'anella 3 mostra I'orientacié dels ORF

sentit (blau) i antisentit (vermell). La 4 representa les seqlieéncies d’aminoacids ded

uides comparades amb

les no redundants utilitzant BLASTP. El cercle 5 simbolitza el contingut de GC, i el 6 el contingut de la

magquinaria ribosomal. A la part externa es visualitzen les proteines codificades en

el seu genoma, les que

coincideixen amb la Taula 1 d’aquesta memoria estan assenyalades amb una fletxa vermella. Obra

subjecta a llicéncia de Copyright © 2005, The National Academy of Sciences.

A continuaci6 es veuran alguns exemples de Figura 6 relacionats amb

I'ancoratge cel-lular, i que coincideixen amb els biomarcadors

Taula 1:

i

proteics de la
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Discussio
Existeixen estudis que es basen en 'analisi del genoma complet d’alguns
bacteris, ressaltant els COGs que podrien estar involucrats en la seva activitat

com a probiotic (Zhao et al. 2023), (Jiang et al. 2023). Tanmateix, avui dia,

aquest treball és el primer a desenvolupar metode d’identificacié de bacteris

probiotics a partir de biomarcadors proteics.

Al ser pioner en aquest camp presenta alguns detalls a polir. Per exemple,
durant la realitzacio del treball, s’ha descobert que molts patdgens tenen
caracteristiques semblants a bacteris probiotics. En aguests casos, aquestes
espécies haurien de ser excloses directament, encara que puguin tindre
algunes proteines amb potencial probiotic. També existiria la possibilitat de
modificar-les per enginyeria genetica, podent eliminar aquells gens que facin

d’'un bacteri un patogen.

En comparacié amb algunes plataformes de visualitzacié de genomes
bacterians que també utilitzen COG, aquesta proposta mostra certes
limitacions. Un exemple es dona en el cas de I'eina desenvolupada per
cientifics de la Universitat Técnica Federico Santa Maria de Xile, anomenada
GenoVi (Cumsille et al. 2023). Aquest programa basat en Python, combina el

genoma extret de GenBank (Benson et al. 2018) amb les categories el COG, i a

partir de I'eina Circos (Jhuraney et al. 2015) genera una representacié del

genoma en forma circular. En aquesta representacié ve inclosa un heatmap de
la freqliéncia de cada categoria del COG en la mostra, un histograma de
I'abundancia dels COGs, i una taula resum de totes les caracteristiques
geniques. A més a més, el programa permet personalitzar els resultats, oferint

diverses paletes de colors i podent ressaltar proteines d’interes.
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CONCLUSIONS

Durant el transcurs de les pagines de la memoria s’ha introduit el concepte de
bacteris probiotics, aixi com la seva relacié amb la microbiota intestinal. D’altra
banda, també s’ha descrit el funcionament de la base de dades COG, i la seva

divisié en categories segons la funcié.

A través de la cerca manual literaria, s’ha aconseguit determinar de manera
individual el potencial probiotic de proteines, segons la seva funcié i interaccio
amb la microbiota. La puntuacio d’aquestes dades ha permeés classificar-les en
diverses categories, obtenint aquelles que estan estretament relacionades amb
els mecanismes d’accio dels probidtics. La taula obtinguda de biomarcadors
proteics obre el camp del disseny génic de probiotics, podent arribar a
expressar proteines importants per les seves funcions, i eliminar aquelles que

els perjudiquen.

Els resultats finals de la memoria estableixen uns criteris proteics per a la
definicié exacta del terme probiotic. Aquests criteris podrien ajudar a les
agencies reguladores (com la FDA als Estats Units o la EMA a Europa), a

establir millors pautes per a l'aprovacio i regulacio dels probiotics.

Perspectives de futur
Les futures investigacions s’haurien de centrar en mapejar els COGs en

bacteris per observar quins tenen millor puntuacié com a probiotic. Una
aproximacio similar a I'explicada a la Figura 6, pero més completa i amb una
metodologia quantitativa. L’objectiu principal d’aquests estudis seria I'elaboracié
d’'un index, per saber amb exactitud quines son les proteines necessaries

perqué una soca bacteriana mostri un potencial més alt.

Aquesta memoria té el principal objectiu de contribuir a futurs estudis
multidisciplinaris, sobre els efectes de determinades proteines en relacié amb

el seu potencial com a probiotic.
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En el seglent paragraf s’esmenta la futura primera aplicacié de la memoria, a
carrec del centre propietari de les dades. Sense entrar en detalls, consisteix en
la creacié d’una base de dades per avaluar el potencial probiotic de diverses

especies a partir dels COGs.

També s’inclou una captura de pantalla de la interficie de la base de dades en

desenvolupament.

La base de dades tindria I'objectiu principal de facilitar la tasca d’identificacio de
bacteris probiotics a partir de biomarcadors proteics, proporcionant una base
solida per a futures investigacions i per 'avang en el coneixement dels probiotics

i la microbiota.
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AUTOAVALUACIO

Al llarg d’aquests mesos, he aprofundit el meu coneixement sobre el camp dels
probiotics i la microbiota, sobretot en I'analisi del seu genoma. Aixi mateix, he fet
servir eines de treball que em serviran en el meu futur professional, i he pogut
treballar amb experts en la matéria que m’han ajudat i guiat quan ho he
necessitat. En conclusid, l'experiéncia de redaccié del TFG ha suposat un
enriquiment tant professional com personal. Ha sigut la primera experiéncia en
solitari a I'nora de redactar un treball, i estic segura que servira per al meu

creixement com a persona i futura investigadora.

ANNEXOS

Annex 1: Categories de la base de dades COG

Categoria Funcié
J Traduccid, estructura i biogénesi ribosomal
A Processament i modificacio de I'ARN
K Transcripcié
L Replicacio, recombinacio i reparacio
B Estructura i dinamica de la cromatina
D Control del cicle cel-lular, divisio cel-lular, particio dels

cromosomes
Estructura nuclear

<
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Mecanismes de defensa

Mecanismes de transduccié de senyals

Biogénesi de la paret cel-lular/membrana/embolcall
Motilitat cel-lular

Citoesquelet

Estructures extracel-lulars

Transport intracel-lular, secrecio i transport vesicular

Modificacio posttraduccional, recanvi de proteines,
xaperones
Mobiloma: profags, transposons

Produccié i conversié d’energia

Transport i metabolisme de carbohidrats

Transport i metabolisme d’aminoacids

Transport i metabolisme de nucleotids

Transport i metabolisme de coenzims

Transport i metabolisme de lipids

Transport i metabolisme d’ions inorganics

Biosintesi, transport i catabolisme de metabolits secundaris
Prediccio de funcié general

Funcié desconeguda
Informacio extreta de la  base de dades COG. COG - NCBI. (s. F.).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/cog
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Annex II: Codi Python

import pandas as pd
pd.options.display.max rows = None

# lectura dels dos arxius csv

datal =

pd.read csv('/home/andrea.pignatelli/Documents/sample/cog20co
g.csv')

dataz =

pd.read csv('/home/andrea.pignatelli/Documents/sample/cog20or
g.csv')

# Gs de la funcidé merge combinant how='inner'
outputl = pd.merge (datal, dataZ2,

on="GENE"',

how='"inner"'")

# mostra el resultat
print (outputl)
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Annex lll: Taules de les tres categories amb COG classificats
coma?

i

En aquest apartat, es mostra les taules de les 3 categories comentades a
Resultats amb tots els COGs que hi pertanyen i les funcions que desenvolupen.
Algunes proteines estan marcades en vermell, ja que coincideixen amb els de
la Figura 6.
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Normativa de Treball Fi de Grau Facultat d’Enologia
Aprovada per Junta de Facultat d’Enologia del dia 30 d’octubre de 2014

ANNEX 2

FITXA DE SEGUIMENT DEL TUTOR/A del TFG

Nom i Cognoms de 'Alumne/a: Andrea Pignatelli
Nom i Cognoms del Tutor/a: Dr. Pere Puigho Avalos

Data de la entrevista amb I'alumne: 28.02.2023

Recomanacions durant el seguiment: Els aspectes técnics del treball els vam tractar durant les practiques,
aixi que les recomanacions inicials van ser basades en com estructurar la presentacio del treball. Hem anat

fet reunions periodiques per anar veient el desenvolupament del treball.

Observacions: L’Andrea no nomes ha anat treballant de manera autonoma durant el treball, si no que ha
incorporat els seus coneixements bioquimics per millorar la innovacié de la recerca que ha dut a terme.

Observacions Darrera revisio:

L’Andrea ha fet una bona feina amb la darrera versi6 del treball i ha tingut en compte els aspectes cientifics,
estructurals i de format.

Signatura del Tutor/ Signatura del Alumne/a

f
/

Tarragona a 1 de Juny 2023
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