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1. POSTA A PUNT DEL MODEL D’INFLAMACIO

Per posar a punt el model s’han realitzat 3 experiments, on s’han assajat diferents dosis i
pautes d’administracié de I’enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB; vegeu figura lll-
1 de Materials i metodes). En el primer experiment s’ha administrat una Unica dosi de la
toxina (50 pg de SEB/animal). En el segon disseny s’ha duplicat la quantitat de SEB
administrada i s’han provat dues pautes: en I'una s’ha administrat una dosi de 100 ug de
SEB i, en I’altre, s’han donat dues dosis de 50 ug SEB separades 6 dies. Finalment, en el
tercer experiment s’han administrat dues dosis de 50 ug SEB a dos intervals diferents
(separades 3 6 4 dies). En tots els casos s’ha mesurat el contingut d’aigua en femtes i
I’activitat mieloperoxidasa mucosal com a indicador d’infiltracié de neutrofils a la mucosa
intestinal. Abans de la posta a punt del model d’inflamacié propiament dit, s’han realitzat
uns experiments preliminars per tal d’assegurar que la quantificacié de la mieloperoxidasa

és fiable i reproduible.

1.1. EXPERIMENTS PRELIMINARS

En aquests experiments preliminars s’ha assajat la reproductibilitat de la quantificacié de
I’enzim mieloperoxidasa (MPO) que hi ha a la mucosa intestinal. Aquesta reproductibilitat
s’ha analitzat tant del procés d’extraccioé de I’enzim com de la posterior determinacio de la

seva activitat.

VALIDACIO DE L’EXTRACCIO

El procés d’extraccié s’ha avaluat en mostres de mucosa intestinal obtingudes d’animals
sans. Per a I'assaig de I'extraccié s’ha seguit el procediment descrit a Materials i métodes
(vegeu apartat 2.1.1.1.) amb [I'Gnica diferéncia que després de la primera
homogeneitzacid, la mostra s’ha dividit en tres parts iguals. A partir d’aquest punt s’ha
continuat el procés d’extracci6 de la mieloperoxidasa de les 3 mostres de forma

paral - lela.

Les tres mostres extretes i quantificades en paral - lel han donat valors similars: 1,53, 1,58
i 1,50 UMPO/g de mucosa (UMPO: unitats de mieloperoxidasa), fet que demostra que

I’extraccié de la mieloperoxidasa de mucosa intestinal és reproduible.
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VALIDACIO DE LA DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT MIELOPEROXIDASA

En aquest experiment preliminar també s’ha inclds un assaig de la linealitat de la
determinacié espectrofotomeétrica de I’activitat mieloperoxidasa. Amb aquest assaig s’ha
pretes valorar si amb la sembra de diferents quantitats dels sobrenedants (50-100-150-
200 pL; SN-2 o SN-3), els valors d’increment d’absorbancia es comporten de forma lineal.
En cada cas s’ha corregit el volum de tampo6 per a mantenir un volum final de 1,5 mL,

sense variar les quantitats afegides dels altres reactius.
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Tal com es pot veure a la figura IV-1, els increments d’absorbancia augmenten de forma
lineal en funcié de la quantitat de mostra. Aixo indica que el comportament de la mostra

és lineal entre 50 uL i 200 L.

Quan aquests increments es transformen en unitats d’enzim i es normalitzen pel pes
humit de mucosa (UMPO/g de mucosa; Figura IV-2), en els quatre assaigs corresponents a

cada animal s’obtenen valors de UMPO similars.
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1.2. EXPERIMENT 1

Una vegada s’ha comprovat que el procediment d’extraccié i de determinacié de la
mieloperoxidasa és reproduible s’ha iniciat la posta punt del model d’inflamacié. En una
primera aproximacio s’ha assajat una dosi de 50 pg de SEB i s’han sacrificat animals a dos
temps: 12 hi 24 h.

CONTINGUT D’AIGUA EN FEMTES

Els valors de percentatge d’aigua en femtes dels animals que han estat administrats amb
50 ug de SEB no difereixen dels valors dels animals Control en cap dels temps analitzats.
El contingut d’aigua en femtes dels animals Control és aproximadament del 55%, tal com

es mostra en la figura IV-3.

Els animals que han estat administrats amb SEB mostren una tendéncia a incrementar el
contingut d’aigua en femtes a les 24 h. Els animals SEB presenten un 66,4 + 3,59% d’aigua
en femtes, mentre que els animals Control al mateix temps tenen un 55,8 + 3,36% d’aigua
(P=0,077).

O Control MSEB 50 Figura IV-3. Contingut d’aigua en

75 - femtes d’animals tractats amb 50 ug
" de SEB. Les femtes han estat
e T recollides a les 6, 12 i 24 h després
E 501 - de [I'administraci6 del SEB. Els
"; resultats estan expressats com a
x mitjana + error estandard (n= 4
E, 25 | animals).
_fU
©
R

0

6 h 12 h 24 h

ACTIVITAT MIELOPEROXIDASA

En animals Control s’obté un valor de 1,6 + 0,49 UMPO/g mucosa (Figura IV-4). El
tractament amb 50 pg de SEB no modifica significativament aquest valor ni ales 12 h ni a

les 24 h després de I'administracié.
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O Control m SEB Figura [IV-4. Activitat mieloper-
5 - oxidasa a mucosa de jeju d’animals
tractats amb 50 ug de SEB. L’activitat
z 4 esta expressada com a unitats
S d’enzim per g de mucosa (UMPO/g
E 31 mucosa). Els resultats estan
o 7 | expressats com a mitjana = error
2’ estandard (n= 4 animals).
e 17
=
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1.3. EXPERIMENT 2

En vista d’aquests resultats s’ha decidit doblar la quantitat de SEB administrada. Aquest
increment s’ha aplicat en dues pautes diferents: en 'una el SEB ha estat administrat en
dues dosis de 50 pg separades 6 dies i en I’altre s’ha realitzat una Unica administracié de
100 pg de SEB. Respecte als temps de sacrifici s’han mantingut els mateixos que en

I’experiment anterior (12 h o 24 h).

CONTINGUT D’AIGUA EN FEMTES

El grau d’hidratacié de les femtes abans d’administrar-se I’enterotoxina és similar en
ambdues pautes d’administracié, amb valors propers als obtinguts en els animals control
(Figura IV-5). En canvi, a les 12 h de I'administracio, els animals tractats amb la doble dosi
presenten un percentatge d’aigua en femtes (66,8 + 3,05%) superior al dels animals no
tractats (54,5 = 1,53%; P<0,02).

Les rates que han rebut la dosi Unica de 100 pg només mostren una tendéncia a
incrementar el seu contingut d’aigua en femtes (63,1 + 2,85%; P=0,068), al cap de 12 h de
I'administracié. A les 24 h després d’haver injectat I’enterotoxina, el comportament
d’aquests animals ha estat més variable, amb la qual cosa no s’han pogut extreure

conclusions.
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O Control WSEBS50 + 50 mSEB100  Figura IV-5. Contingut d’aigua en
femtes d’animals tractats amb doble

75 administraci6 de 50 ug de SEB o
amb administracié Unica de 100 ug
de SEB. Les dosis assajades soén:
50 doble administracié de 50 pg de SEB
o administracié Unica de 100 ug de
SEB. Les femtes s’han recollit a les 6,
25 - 12 i 24 h després de I"administracié
de SEB. Els resultats estan
expressats com a mitjana + error
0 estandard (n= 4-8  animals).
Oh 12h 24 h *P<0,05 respecte al grup Control.

% d'aigua en femtes

ACTIVITAT MIELOPEROXIDASA

L’activitat mieloperoxidasa de la mucosa intestinal presenta un patré6 de comportament
diferent en funcié de si s’ha realitzat una doble administracié o una administracié Unica,
malgrat que la quantitat d’enterotoxina total administrada sigui igual en ambdés casos
(Figura IV-6). En el cas de la doble administracié hi ha més activitat mieloperoxidasa a les
24 h de la segona dosi que a les 12 h (P<0,02). En canvi, en el cas de dosi Unica no hi ha

diferéncies significatives entre els dos temps de sacrifici dels animals.

O Control M SEB 50 + SEB 50 M SEB 100 Figura IV-6. Activitat mieloper-

5 oxidasa a mucosa de jeji d’animals

* tractats amb doble administracié

s 4 de 50 pg de SEB o amb

b4 administracié unica de 100 ug de

= 3 SEB. L’activitat esta expressada en

qE, unitats d’enzim per g de mucosa

_; 2 (UMPO/g mucosa). Els resultats

-~ estan expressats com a mitjana =

9_ 1 A error estandard (n= 4 animals).
;E, *P<0,05 respecte al grup Control.

0

Control 12 h 24 h 12 h 24 h

Tal com es mostra en la figura IV-6, a les 12 h de la segona administracié de SEB, encara
no hi ha efecte sobre I'activitat mieloperoxidasa. En canvi, si que incrementa al cap de 24
h d’haver-se administrat la segona dosi de SEB (3,83 + 0,55 UMPO/g de mucosa en els

animals tractats, respecte 2,14 + 0,14 UMPO/g de mucosa en animals control; P<0,05). La
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dosi de 100 pg de SEB no incrementa significativament I’activitat mieloperoxidasa en cap

dels temps estudiats.

1.4. EXPERIMENT 3

Els resultats anteriors han demostrat que és més efectiva una doble administracié de 50
ug de SEB que una dosi Unica de 100 ug, pel que fa referencia a increments en Iactivitat
mieloperoxidasa i en el contingut d’aigua en femtes. A partir d’aquest punt s’ha continuat
amb la doble administracid, i s’han assajat dos intervals de temps diferents entre les dues
dosis. Aquests intervals han estat de 3 6 4 dies. Com que en I'apartat anterior s’ha vist que
I’activitat mieloperoxidasa és superior a les 24 h que a les 12 h de sacrifici, s’ha decidit
allargar I'estudi fins a les 48 h. En aquests animals, a més, s’ha fet un seguiment de

I’evolucio del pes corporal i del consum de pinso.

EVOLUCIO DEL PES | DEL CONSUM DE PINSO

El pes corporal dels animals Control el dia del deslletament ha estat de 45 + 0,56 g (Figura
IV-7). L'evolucié del pes és similar en tots els grups, i el creixement no s’altera en cap de

les pautes d’administracio de I’enterotoxina.

O Control [ Interval 3 dies O Interval 4 dies Figura IV-7. Evolucié del pes en
120 - animals tractats amb una doble
g ; administraci6 de SEB en dos
100 A = intervals diferents. Les pautes
1 d’administracié assajades sén doble
80 - o = dosi de 50 pg de SEB, separades 3 6
o @ 4 dies. Els resultats estan
60 - B expressats com a mitjana + error
B estandard (n= 4 animals).
40 -7 ‘ ‘ ‘
20 25 30 35
Edat (dies)

La ingesta diaria de pinso en els animals control és aproximadament de 5 g per rata fins al
dia 5 després del deslletament (dia 26 de vida; Figura IV-8). A partir d’aquesta edat i fins
al final del periode experimental, el consum per animal ha estat d’'uns 10-11 g/dia. Cap de

les pautes d’administracié de SEB modifica el pinso consumit diariament.
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O Control  Olnterval 3 dies  Olnterval 4 dies Figura IV-8. Evolucié del consum de
pinso en animals tractats amb una
doble administracié de SEB en dos

£ intervals diferents. Consum de

8 - by pinso d’animals control (adminis-

trats amb PBS) i tractats. Els

g / dia

o resultats estan expressats com a

7 animals).
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4 1 mitjana = error estandard (n= 4
2
0

20 25 30 35
Edat (dies)

CONTINGUT D’AIGUA EN FEMTES

El contingut d’aigua en femtes presenta un patré diferent en funcié de si la separacié entre
les dues dosis és de 3 6 de 4 dies. Quan les dues dosis es separen 4 dies, hi ha un
increment en el contingut d’aigua en femtes a les 12 h de la segona administracio respecte
als animals control (62,9 + 2,5% respecte 53,2 + 1,3%; P<0,05; Figura IV-9). En canvi,
quan les dues dosis de 50 pg de SEB es separen 3 dies, I'increment del contingut d’aigua
en les femtes es fa més evident a les 24 h de la segona administracid, amb un valor de
66,9 + 4,7%, mentre que els animals Control mostren valors de 56,7 = 2,4%, P<0,05. Tal
com es pot veure a la figura IV-9, el contingut hidric de les femtes en el moment
d’administrar la segona dosi és similar en els tres grups experimentals, sense que aquesta

variable sigui afectada per la primera dosi de I’enterotoxina.

OControl mInterval 3 dies W Interval 4 dies Figura IV-9. Contingut d’aigua en
femtes en animals tractats amb una
doble administracié de SEB en dos
intervals  diferents. La pauta
assajada és doble dosi de 50 pg de
SEB, separades 3 6 4 dies. Els
resultats estan expressats com a

75 *

mitjana = error estandard (n= 4
animals). Els temps son hores
després de la segona dosi. *P<0,05
respecte al grup Control.

% d'aigua en femtes

0h 12 h 24 h 48 h
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ACTIVITAT MIELOPEROXIDASA

Tal com es mostra en la figura IV-10, quan les dues dosis de SEB s’han separat 3 dies,
I'activitat mieloperoxidasa a mucosa de jeju és més elevada que en animals sans, tan a les
24 h 2,1 + 0,14 UMPO/g de mucosa en animals sans respecte 4,9 = 0,76 UMPO/g de
mucosa en animals tractats; P<0,05) com a les 48 h després de la segona administracié de
SEB (4,8 + 0,68 UMPO/g de mucosa, P<0,01).

O Control W Interval 3 dies M Interval 4 dies Figura IV-10. Activitat mielo-
- peroxidasa a mucosa de jeji
d’animals tractats amb una doble
administraci6 de SEB en dos
intervals diferents. L’activitat esta
expressada com a unitats d’enzim
per g de mucosa (UMPO/g mucosa).
Les pautes assajades son doble dosi
de 50 pg de SEB, separades 3 6 4
dies. Els resultats estan expressats
0 ‘ com a mitjana = error estandard

Control 24 h 48 h 24 h 48 h (n= 4 animals). *P<0,05 respecte al

grup Control.

N Wb U1 O N
I

UMPO / g de mucosa

Quan l'interval de separaci6 entre les dues dosis de SEB és de 4 dies hi ha un increment de
I’activitat de la MPO a les 24 h de la segona administracié de SEB (4,5 = 0,49 UMPO/g de
mucosa; P<0,05), pero en canvi, 48 h després d’aquesta segona dosi el valor que s’obté

no és significativament diferent que el dels animals Control.

Davant d’aquests resultats, la resta del treball s’ha dut a terme induint la inflamacié
mitjan¢ant una doble administracié de 50 pug de SEB, amb una separaci6 de 3 dies entre les
dues dosis. Els animals han estat sacrificats en la majoria dels casos 48 h després de la

segona dosi de SEB.

La inflamacié induida amb I’enterotoxina B de S. aureus és lleu ja que, a part que no altera
ni I'evolucié del pes corporal ni el consum de pinso, tampoc s’obtenen valors
excessivament elevats d’activitat MPO, tot i que incrementen més del doble. D’altra banda,
hi ha un increment del contingut d’aigua en femtes que no pot arribar a considerar-se una

diarrea.
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2. EFECTE DE LA SUPLEMENTACIO DIETETICA AMB PLASMA ANIMAL |
CONCENTRATS D’IMMUNOGLOBULINES SOBRE EL MODEL D’INFLAMACIO
INTESTINAL

Un cop s’ha establert la pauta d’induccié del procés inflamatori, s’ha passat a
desenvolupar I'objectiu principal d’aquest treball que és estudiar els efectes dels
suplements dietétics procedents de plasma animal sobre la inflamacié intestinal. Els
suplements testats sén concentrat de plasma (SDAP, Spray-Dried Animal Plasma) i

concentrat d’'immunoglobulines (IC, /mmunoglobulin Concentrate).

Al llarg de tot aquest capitol els grups estan definits de la segiient manera: grup Control:
animals que han consumit la dieta control i han estat administrats amb PBS estéril
(vehicle); grup SEB: animals que han estat alimentats amb la dieta control i han rebut una
doble administracié de SEB; grup SEB-SDAP: animals que han estat alimentats durant 14
dies amb la dieta suplementada amb SDAP i han estat tractats amb dues dosis de SEB; i
grup SEB-IC: animals alimentats amb la dieta suplementada amb IC i tractats amb la doble
dosi de SEB.

L’efecte de la doble administracié del SEB s’ha analitzat comparant els animals tractats
(grup SEB) amb els animals sans (grup Control). Els efectes de la suplementacié dietetica
s’han estudiat només en animals inflamats; per tant els grups SEB-SDAP i SEB-IC s’han

comparat només amb el grup SEB.

2.1. EVOLUCIO DEL PES CORPORAL | CONSUM DE PINSO

Els animals han consumit pinso experimental des del dia 21 (deslletament) fins al dia 35.
Durant aquest periode els animals han estat sotmesos a un control de pes i de consum de
pinso. La figura IV-11 mostra I’evolucié del pes corporal, que no és modificada ni pel

tractament amb |’enterotoxina ni per la suplementacio dietética.

El consum diari de pinso de les rates del grup Control és aproximadament 6-8 g/dia
durant la primera setmana després del deslletament; durant la segona setmana el consum
de pinso és a I’entorn de 10-12 g/dia. El consum de pinso no es modifica pel tractament
amb SEB ni per la suplementacié dietética (Figura IV-12). En els grups alimentats amb
SDAP o amb IC, el consum estimat d’IgG actives durant el periode experimental (14 dies)

és a I’entorn de 1,7 g/rata.
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2.2. CONTINGUT D’AIGUA EN FEMTES

Figura IV-11. Evolucié del pes
corporal d’animals exposats a SEB i
sotmesos a una suplementacid
dietética amb SDAP o amb IC.
L’evolucié del pes s’ha seguit des
del dia 21 (desalletament) fins al
final del periode experimental (14
dies de dieta). Els resultats estan
expressats com a mitjana + error
estandard (n= 4-8 animals).

Figura IV-12. Evolucié del consum
de pinso d’animals exposats a SEB i
sotmesos a una suplementacié
dietética amb SDAP o amb IC.
L’evolucié del consum de pinso s’ha
seguit des del dia 21 (deslletament)
fins al final del periode
experimental (14 dies de dieta). Els
resultats estan expressats com a
mitjana + error estandard (n= 8-12
animals).

El contingut d’aigua en femtes s’ha utilitzat com a marcador de I'evolucié del procés

inflamatori. Les femtes s’han recollit a diferents temps després de la segona dosi de SEB i

se n’ha calculat el percentatge d’aigua.

El contingut d’aigua de les femtes just abans de la segona dosi del SEB és aproximament

igual en tots els grups, fet que indica que la primera dosi de SEB (administrada el dia 30)

no indueix un canvi significatiu de la hidratacié fecal. Perd, mentre que els animals Control

obtenen valors a I’entorn del 56-57% d’aigua en femtes en tots els temps estudiats, els
animals SEB obtenen valors de 70,2 = 3,2% a les 24 hi 66,5 + 4,1% a les 48 h després de

la segona dosi de I'agent inflamatori, valors clarament superiors als dels animals sans

(P<0,05 en ambdés casos, Figura IV-13).
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Aquest increment del percentatge d’aigua observat en els animals inflamats és previngut

per la suplementacio dietética amb SDAP en els dos temps estudiats (52,2 + 2,7% a les 24
hi50,4 +2,1%ales 48 h; P<0,01 i P<0,05, respectivament) i per la suplementacié amb IC

ales 24 h (50,6 = 1,2%; P<0,01).

OControl WSEB B SEB-SDAP B SEB-IC
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2.3. ACTIVITAT MIELOPEROXIDASA
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24 h
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48 h

Figura IV-13. Contingut d’aigua en
femtes d’animals exposats a SEB i
sotmesos a una suplementacid
dietetica amb SDAP o amb IC. Els
resultats estan expressats com a
mitjana + error estandard (n= 8-10
animals). *P<0,05 respecte al grup
Control. $#P<0,05 respecte al grup
SEB. El temps son hores després de
la segona dosi de SEB.

Els animals que reben SEB presenten una activitat mieloperoxidasa mucosal incrementada

1,5 vegades respecte I'activitat d’aquest enzim en animals sans (3,0 + 0,41 UMPO/g de

mucosa d’animals amb inflamacié intestinal i 2,0 = 0,13 UMPO/g de mucosa en animals

sans; P<0,05; Figura IV-14). La suplementacié dietetica, ja sigui amb SDAP o amb IC, no

evita la infiltracié de neutrofils induida pel SEB.
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Figura [IV-14. Activitat mielo-
peroxidasa a mucosa de jeju
d’animals exposats a SEB i
sotmesos a una suplementacid
dietetica amb SDAP o amb IC. Els
resultats estan expressats com a
mitjana + error estandard (n= 4-8
animals). *P<0,05 respecte al grup
Control.
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2.4. IMMUNOGLOBULINES A | G EN SERUM | IMMUNOGLOBULINA A EN
MUCOSA INTESTINAL

La concentracié serica d'immunoglobulines en el grup Control és de 12,8 + 0,9 ug IgA/mL
i 975 = 79 ug IgG/mL (Taula IV-1). Les concentracions d’IgA i d’lgG no sén alterades ni
per 'administracié de SEB ni per la suplementacié dietética. Finalment, en referencia al
contingut d’lgA a mucosa intestinal d’animals del grup Control, el valor obtingut és de
17,9 + 1,2 ug/g de mucosa, sense que s’observin diferéncies significatives entre els grups

estudiats.

Taula IV-1. Contingut d’'immunoglobulines A i G a animals exposats a SEB i sotmesos
a una suplementacioé dietética amb SDAP o amb IC.

Control SEB SEB-SDAP SEB-IC
IgA secretada ug/g mucosa 17,9 +1,2 17,1 1,6 19,1+1,6 18,5 =+1,5
IgA sérica ug/mL 12,8 +0,9 13,6 =+ 1,1 13,4+0,8 16,3+ 1,0
IgG sérica ug/mL 975 +79 1004 £63 898 +73 985+ 75

Els resultats estan expressats com a mitjana + error estandard (n=14-16 animals).

2.5. VARIABLES HEMATOLOGIQUES

Les variables hematoldogiques s’han determinat de forma automatitzada en un
hemocitometre. El recompte de leucocits mostra que els animals Control presenten 4,4 +
0,52-109 leucocits/L, sense que aquesta variable sigui afectada ni pel tractament amb SEB

ni per la suplementacié dietética amb SDAP o amb IC (Taula IV-2).

El nombre d’eritrocits i el valor de I’hematocrit (5,9 = 0,16-10'2/L i 33,0 + 0,4%,
respectivament), tampoc sén afectats ni pel SEB ni per cap de les dues suplementacions

dietetiques.

La concentracié d’hemoglobina (10,6 = 0,2 g/L), aixi com I’hemoglobina corpuscular
mitjana (16,7 = 0,5 pg), tampoc esta modificada per I'administracié de SEB ni per la
suplementacié dietética. Tampoc s’altera el volum corpuscular mitja (52,8 + 0,8 fL) en cap

de les condicions estudiades.
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Taula IV-2. Variables hematologiques d’animals exposats a SEB i sotmesos a una
suplementacié dietética amb SDAP o amb IC.

Control SEB SEB-SDAP SEB-IC
Leucocits (109/L) 4,4 = 0,52 3,6 + 0,26 3,5+0,27 3,6 0,31
Eritrocits (1012/L) 5,9 +0,16 5,8 £ 0,20 55+0,24 59=+0,19
Hemoglobina (g/L) 10,6 £ 0,2 9,5+ 0,6 9,1 0,6 10,0 £ 0,4
Hematocrit (%) 33,0+0,4 30,7 1,3 29,7+ 1,4 323=+1,5
MCV (fL) 52,8 £ 0,8 52,7 = 1,1 53,8 £0,7 53,8+0,3
MCH (pg) 16,7 £ 0,5 16,2 £ 0,7 16,3 £ 0,6 16,9 £ 0,5

Els resultats estan expressats com a mitjana + error estandard (n=10-12 animals). MCV:
volum corpuscular mitja, MCH: hemoglobina corpuscular mitjana.

2.6. POBLACIONS LIMFOCITARIES

POBLACIONS LIMFOCITARIES DE LES PLAQUES DE PEYER

La viabilitat dels limfocits s’ha calculat per a cada aillament i en tots els casos s’han
obtingut valors a I’entorn del 95%. En la figura IV-15 es mostra una finestra d’adquisicio
representativa de limfocits de plaques de Peyer. En la taula IV-3 es mostren els

percentatges obtinguts per a les diferents subpoblacions en les diferents condicions
experimentals estudiades.
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Figura IV-15. Imatge representativa d’una finestra d’adquisicié

de limfocits de plaques de Peyer. Aquesta finestra es defineix en |

funci6 de la mida de les cél-lules i de la seva rugositat. ®

]
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A les plaques de Peyer, el grup SEB presenta un percentatge de limfocits T CD3+ superior a
I'obtingut en animals sans (40,1 = 3,13% respecte 32,2 = 1,32% en els animals control,
P<0,02; Figura IV-16). Els animals alimentats amb el pinso suplementat amb SDAP i
tractats amb SEB tenen 36,2 = 2,4% de limfocits T, valor que no és estadisticament
diferent de I'obtingut en els animals SEB. D’altra banda, els animals SEB-IC no presenten
diferéncies respecte al grup SEB. Com que els percentatges de limfocits T i B sén
complementaris s’obté una proporcié disminuida de limfocits B en el grup inflamat (SEB;
48,2 + 3,3%) respecte al grup Control (57,0 += 1,0%; P<0,02). La suplementacié amb SDAP i

IC no modifica significativament aquest percentatge de cel-lules respecte al grup SEB.

Taula IV-3. Percentatges de les poblacions limfocitaries de plaques de Peyer d’animals exposats
a SEB i sotmesos a una suplementacié dietética amb SDAP o amb IC.

Control SEB SEB-SDAP SEB-IC

Limfocits T 32,2+1,3 40,1 = 3,1% 36,2 2,4 420=1,4
Limfocits B 57,0+ 1,0 48,2 + 3,3* 52,4 + 2,2 47,3 + 0,7
Taxa limfocits T/B 0,57 + 0,03 0,88=+0,13* 0,71 =0,07 0,88 +0,13
Limfocits T Col-laboradors 11,9 + 1,5 11,2+ 1,5 13,4 + 1,1 17,9 £ 2,14
Limfocits T Supressors/

11,4 1,2 14,9 +1,7 12,9 + 1,3 12,9 1,7
citotoxics
Limfocits T «B 19,4 +1,2 22,1 + 2,4 23,1 = 1,8 26,8 + 2,0
Limfocits T yd 1,05+0,12 1,52 +0,12* 1,32 +0,16 1,30 0,23
Limfocits T activats 0,66 + 0,08 1,10 +0,20* 0,92 +0,15 0,90 +£0,13
Limfocits T CD4+ activats 0,37 + 0,04 0,50 +0,05 0,53=+0,05 0,56 +0,06
Limfocits T CD4+ activats/

3,04 + 0,28 5,35 +0,66* 3,38 +0,14% 3,49 + 0,71
limfocits T CD4+
Limfocits T CD8+ activats 0,29 + 0,07 0,50+0,12 0,36 0,11 0,34 +0,08
Limfocits T CD8+ activats/

2,54 +0,52 3,52+0,76 2,63 +0,61 2,58+ 0,64
limfocits T CD8+
Cel-lules NK totals 2,68 +0,23 3,44+0,38 2,89+0,39 3,51 +0,46
Cél-lules NK CD8+ 0,29 + 0,04 0,35+0,02 0,36 0,04 0,35 +0,04
Cél-lules NK CD8- 2,39 +0,20 3,09+0,37 2,53+0,36 3,16 + 0,43

Els resultats estan expressats com a mitjana = error estandard (n=6-8 animals). *P<0,05

respecte al grup Control. $P<0,05 respecte al grup SEB.
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A més dels limfocits T i B, hi ha una poblacié no T no B que sén les cél-lules assassines
naturals o Matural Killer (NK). Aquesta poblacié també mostra una tendéncia a incrementar
després del tractament amb SEB (3,44 + 0,38% respecte 2,68 + 0,23% en els animals
control; P=0,094; Figura IV-17), pero no s’observa cap efecte de les dietes. També es pot
veure que la major part de cel-lules NK presents a les plaques de Peyer exhibeixen un
fenotip NK+ CD8- (Taula IV-3).

OControl WSEB D SEB-SDAP mSEB-IC
75 1
60 -
45 +

30 A §

% de limfocits
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CD45RA* CD3+ CD4~ CD8~

Figura IV-16. Principals poblacions limfocitaries de plaques de les Peyer d’animals
exposats a SEB i sotmesos a una suplementacié dietética amb SDAP o amb IC. CD45RA+
(limfocits B), CD3+ (limfocits T), CD4+ (limfocits col-laboradors) i CD8+ (limfocits
supressors/citotoxics). Els resultats estan expressats com a mitjana + error estandard
(n= 6-10 animals). *P<0,05 respecte al grup Control. $P<0,05 respecte al grup SEB.

Quan s’analitzen les principals subpoblacions de limfocits T, s’observa que els limfocits T
CD4+ (cél-lules T col-laboradores) representen un 11,9 = 1,5% del total de limfocits i que
I’ladministracié del SEB no modifica aquest percentatge. Respecte a I'efecte dels
suplements dietétics, el percentatge d’aquesta poblacié incrementa en el grup alimentat
amb el pinso IC (17,9 + 2,1%) quan es compara amb els valors obtinguts en els animals
inflamats que prenen el pinso control (11,2 = 1,5%, P<0,05), mentre que no s’observen

efectes en els animals alimentats amb el pinso suplementat amb SDAP.

En el cas dels limfocits CD8+ (i.e. la poblacié T supressora/citotoxica), I'administracié de
I’enterotoxina indueix un increment del seu percentatge (14,9 + 1,7% respecte 11,4 +
1,2%), tot i que no arriba a la significacio estadistica (P=0,093). No s’observa cap efecte de

la suplementacio dietética en aquesta poblacio.

Els limfocits T també es poden diferenciar en limfocits T «B+ i limfocits T yd+, en funcio de

les cadenes polipeptidiques presents en el seu receptor de cél-lula T (TCR). Els primers
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son aproximadament un 20% del total de limfocits presents en les plaques de Peyer i
poden coexpressar la molecula CD4 o la CD8 en la seva superficie. Pel que fa als segons,
els limfocits T yd+, es troben en molt baixa proporcié en aquest teixit, a I’entorn de I'1%, i

sempre presenten en la seva superficie la molécula CDS8.

OControl WSEB B SEB-SDAP mSEB-IC Figura IV-17. Poblacions limfoci-
6 - taries minoritaries de les plaques de
Peyer d’animals exposats a SEB i
sotmesos a una suplementacié
dietetica amb SDAP o amb IC. TCR
yo+ (limfocits T yd) i NK (cel-lules
Natural Killer). Els resultats estan
expressats com a mitjana + error
estandard (n= 6-10 animals).
*pP<0,05 respecte al grup Control.

% de limfocits

TCR yd* NK cells

Aixi com els percentatges de cél-lules T «B+ no sén modificats ni pel tractament amb SEB
ni per la suplementacié amb SDAP o amb IC, el percentatge de limfocits que expressen les
cadenes yd en el seu TCR és superior després del tractament amb SEB (Figura IV-17). Les
dietes suplementades amb SDAP o amb IC no modifiquen significativament els valors
obtinguts en el grup SEB, si bé hi ha una reduccié d’aquesta poblacié, que segueixen un

patré molt similar a I’observat en els limfocits T activats (Figura IV-18).

Els limfocits T activats presenten el receptor per a la interleucina 2 (IL-2R), també
anomenat CD25. En animals sans el percentatge de limfocits T activats acostuma a ser
molt baix, com en el nostre cas (0,7 + 0,08%). Quan als animals se’ls administra SEB
practicament doblen el percentatge d’aquesta subpoblacié (1,10 + 0,2%; P<0,05; Figura
IV-18). Malgrat que els animals alimentats amb les dietes suplementades amb SDAP o amb
IC presenten percentatges inferiors als dels animals inflamats control, aquests valors no

arriben a la significacié estadistica.

Quan els limfocits T activats s’expressen com a percentatge del total de CD4, s’observen
efectes tant del tractament amb SEB com de la suplementaci6 dietética. El tractament amb
I’enterotoxina incrementa significativament el percentatge de CD4+ activats respecte al
total de limfocits T col-laboradors, passant de 3,0 = 0,28% en animals Control a 5,4 =

0,66% en animals SEB (P<0,01). Aquest increment és previngut pel consum de pinso
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suplementat amb SDAP, que practicament aconsegueix els valors presents en els animals

Control (3,4 = 0,14%; P<0,05), mentre que el grup SEB-IC mostra una clara tendéncia a

prevenir I'increment induit pel tractament amb SEB (3,5 = 0,71%; P=0,080). Les cel-lules

activades que expressen el fenotip CD8 no mostren diferéncies significatives en cap dels

grups experimentals respecte el grup Control.

O Control W SEB O SEB-SDAP m SEB-IC
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Figura IV-18. Poblacions limfoci-
taries activades de les plaques de
Peyer d’animals exposats a SEB i
sotmesos a una suplementacio
dietética amb SDAP o amb IC.
CD25+CD3+ (limfocits T activats),

CD25+/CD4+ (limfocits T
col-laboradors activats), CD25+/
CD8+ (limfocits supressors/

citotoxics activats). Els resultats
estan expressats com a mitjana +
error estandard (n= 6-10 animals).
*pP<0,05 respecte al grup Control;
$P<0,05 respecte al grup SEB.

POBLACIONS LIMFOCITARIES DELS GANGLIS LIMFATICS MESENTERICS

La viabilitat de la poblacié limfocitaria s’ha calculat per a cada aillament i en tots els casos

s’han obtingut valors a I’entorn del 95%. A la figura IV-19 es mostra una finestra

d’adquisicié representativa de limfocits de ganglis limfatics mesenterics. A la taula IV-4 es

mostren els valors obtinguts per a les diferents poblacions i condicions experimentals.

Figura IV-19. Imatge representativa d’una finestra d’adquisicié
de limfocits de ganglis limfatics mesentérics.
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Als ganglis limfatics mesentérics dels animals Control, la poblacié predominant és la
poblacio T amb el 81,5 + 0,8% mentre que els limfocits B només representen I'11,1 +
0,4%. Cap de les dues poblacions és modificada ni pel tractament amb SEB ni per la
suplementacié dietetica (Figura IV-20). Els limfocits T col-laboradors representen el 55,8
+ 0,7% mentre que els limfocits T supressors/citotoxics el 16,6 = 0,4%. En cap de les dues
poblacions, els percentatges no sén modificats ni pel tractament amb SEB ni per la

suplementacié dietetica.

Taula IV-4. Percentatges de les poblacions limfocitaries de ganglis limfatics mesenteérics d’animals
exposats a SEB i sotmesos a una suplementacié dietética amb SDAP o amb IC.

Control SEB SEB-SDAP SEB-IC
Limfocits T 81,5+0,8 81,7 +1,6 82,6 + 0,8 81,6 + 0,4
Limfocits B 11,1 = 0,4 10,8 + 1,3 12,0 £ 0,5 10,8 + 0,3
Relaci6 limfocits T/B 7,2 +0,38 8,4+1,17 7,0 = 0,36 7,3+0,14
Limfocits T Col - laboradors 55,8 + 0,7 56,1 + 1,8 56,6 + 0,5 55,9 + 3,0
Limfocits T Supressors/
. 16,6 = 0,4 15,2 + 0,6 16,4 + 0,4 15,2 + 0,7

citotoxics
Limfocits T «f8 66,6 = 0,7 68,4 + 2,0 70,2 = 0,8 70,4 = 2,1
Limfocits T yd 1,0 = 0,06 1,10 = 0,10 0,95 + 0,07 0,86 + 0,06
Limfocits T activats 1,43 + 0,17 2,04 = 0,25* 1,94 + 0,28 2,08 = 0,41
Limfocits T CD4+ activats 0,97 + 0,13 1,55 + 0,21 1,74 + 0,28 1,23 + 0,38
Limfocits T CD4+ activats/

1,75 = 0,25 3,13 +0,33* 2,67 = 0,46 2,15 £ 0,61
limfocits T CD4+
Limfocits T CD8+ activats 0,27 + 0,04 0,32 + 0,04 0,23 = 0,05 0,29 = 0,06
Limfocits T CD8+

1,66 + 0,28 2,10 £ 0,30 1,38 + 0,29 1,97 + 0,38

activats/limfocits T CD8+

Els resultats estan expressats com a mitjana = error estandard (n=6-8 animals). *P<0,05 respecte al
grup Control.

La poblacié de limfocits T B+ representa un 66,6 = 0,7% del total de limfocits presents
en els ganglis limfatics mesenterics i aquest percentatge no es modifica ni pel tractament
amb SEB ni per la suplementacié dietética amb SDAP o amb IC. Pel que fa referencia a les
cel-lules T y&+, el percentatge en tots els grups experimentals es troba a I’entorn de I'1%

del total de limfocits d’aquest teixit.
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Figura IV-20. Principals poblacions limfocitaries dels ganglis limfatics mesenterics
d’animals exposats a SEB i sotmesos a una suplementacié dietética amb SDAP o amb IC.
CD45RA+ (limfocits B), CD3+ (limfocits T), CD4+ (limfocits col-laboradors) i CD8+
(limfocits supressors/citotoxics). Els resultats estan expressats com a mitjana + error
estandard (n= 6-10 animals).

En canvi, quan s’analitza el percentatge de limfocits activats, es veu un clar increment

induit per I'administracié de SEB (2,0 + 0,25% en el grup SEB i 1,4 + 0,17% en el grup

Control; P<0,05; Figura IV-21). Aquest increment dels limfocits activats esta protagonitzat

principalment pels limfocits T col-laboradors (CD25+CD4+) ja que han incrementat 1,8

vegades el seu percentatge respecte els animals no inflamats (3,13 + 0,33% en els animals

SEBi 1,75 = 0,25% en el grup Control; P<0,05). Aquest increment dels limfocits activats no

es veu afectat pel consum de cap dels dos pinsos suplementats.

% de limfocits

O Control mSEB B SEB-SDAP B SEB-IC

CD25+*CD3*

CD25+/CD4*

CD25+/CD8*

Figura IV-21. Poblacions limfoci-
taries activades dels ganglis
limfatics mesentérics d’animals
exposats a SEB i sotmesos a una
suplementacié dietética amb SDAP
o amb IC. CD25+CD3+ (limfocits T
activats), CD25+/CD4+ (limfocits T
col-laboradors activats), CD25+/
CD8+ (limfocits supressors/
citotoxics activats). Els resultats
estan expressats com a mitjana *
error estandard (n= 6-10 animals).
*pP<0,05 respecte al grup Control.
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Als ganglis limfatics mesentérics no hi ha cél-lules assassines naturals (NK), per tant ja no

s’ha realitzat aquest marcatge.

POBLACIONS LIMFOCITARIES DE LA MELSA

La viabilitat de la poblacié limfocitaria s’ha calculat per a cada aillament i en tots els casos
s’han obtingut valors a I'entorn de 99%. En la figura IV-22 es mostra una finestra
d’adquisicio representativa de limfocits de melsa. En la taula IV-5 es mostren els valors

obtinguts per a les diferents poblacions i en totes les condicions experimentals.
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Figura IV-22. Imatge representativa d’una finestra d’adquisicio 1
de limfocits de melsa. o] W
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A la melsa, aproximadament dos tercos dels limfocits corresponen a la poblacié T (57,3 =
2,1%) iun 21,5 = 1% als limfocits B. En cap de les dues poblacions s’observa cap efecte ni
del tractament amb SEB ni de la suplementacié dietética amb SDAP o amb IC (Figura IV-
23).

La meitat dels limfocits de melsa presenten la molecula CD4 en la seva superficie (52,4 +
2,2%), és a dir, son cel-lules T col-laboradores. Aquest percentatge no es modifica ni per
I’'administracié de SEB ni per I'alimentacié amb els pinsos suplementats amb SDAP o amb
IC. Pel que fa als limfocits T supressors/citotoxics, és a dir els CD8+, contribueixen en un
8% a la quantitat total de limfocits. Aquesta poblaci6 tampoc es veu afectada pel

tractament amb SEB o per la suplementacié dietética amb SDAP o amb IC.

Pel que fa a 'expressio de les diferents cadenes del TCR, els valors obtinguts sén similars
en tots els grups experimentals, tant pel que fa als limfocits T «f+ com als T yd+ (Figura
IV-24).
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Taula IV-5. Percentatges de les poblacions limfocitaries de melsa d’animals exposats a SEB i sotmesos

a una suplementacié dietetica amb SDAP o amb IC.

Control SEB SEB-SDAP SEB-IC
Limfocits T 57,3 + 2,1 58,3 +2,6 60,4 = 1,5 60,8 + 2,6
Limfocits B 21,5+ 1,0 23,0 + 1,6 19,4 = 1,1 20,8 £ 0,2
Relacio limfocits T/B 2,76 + 0,2 2,70 + 0,4 3,19 + 0,2 2,81 + 0,1
Limfocits T Col-laboradors 52,4 +2,2 48,7 + 1,9 54,0 = 2,0 51,9 = 0,9
Limfocits T
R 8,1 +0,4 7,5 +0,3 7,0 0,2 8,1 1,2

Supressors/citotoxics
Limfocits T of 50,7 + 2,2 50,8 + 2,8 54,0+ 1,6 55,7 + 3,6
Limfocits T yd 0,60 + 0,08 0,48 +0,06 0,54 +0,05 0,59=+0,11
Limfocits T CD4+ activats 0,83 + 0,07 0,93 +£0,14 1,03 +0,16 1,12 +0,19
Limfocits T CD4+

] o 1,6 0,18 2,0 + 0,36 1,9 + 0,35 2,5 +0,28
activats/limfocits T CD4+
Cel -lules NK totals 4,5 + 0,40 4,3 +0,18 2,9 + 0,406 3,3 +0,55
Cél-lules NK CD8+ 3,2 +0,34 2,9 +0,15 2,0 + 0,26 2,3 +0,38
Cél-lules NK CD8- 1,33 +0,13 1,24 +0,17 0,80+0,11 1,05=+0,18

Els resultats estan expressats com a mitjana + error estandard (n= 6-8 animals). ¢P<0,05 respecte al

grup SEB.

% de limfocits
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Figura IV-23. Poblacions limfocitaries majoritaries de la melsa d’animals exposats a SEB
i sotmesos a una suplementacié dietética amb SDAP o amb IC. CD45RA+ (limfocits B),
CD3+ (limfocits T), CD4+ (limfocits col-laboradors) i CD8+ (limfocits
supressors/citotoxics). Els resultats estan expressats com a mitjana = error estandard
(n= 6-10 animals).
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En referéncia a I'activacié dels limfocits de melsa, només hi ha limfocits T activats dins la
subpoblacié dels col-laboradors, mentre que la preséncia de limfocits T supressors/
citotoxics activats és practicament nul-la. El percentatge de CD4+ activats respecte al total
de limfocits T col-laboradors és de 0,83 + 0,07% i no es troba incrementat en els animals
inflamats; tampoc hi ha cap modificacié en el seu percentatge en les rates que han estat

alimentades amb els pinsos suplementats amb SDAP o amb IC (Figura IV-24).

O Control B SEB @ SEB-SDAP m SEB-IC Figura IV-24. Poblacions limfoci-
6 taries minoritaries de la melsa
d’animals exposats a SEB i
sotmesos a una suplementacié
dietéetica amb SDAP o amb IC.
CD25+/CD4+ (limfocits T col-labo-
radors activats), TCR yd+ (limfocits
T yd) i NK (cél-lules Natural Killer).
Els resultats estan expressats com a
mitjana + error estandard (n= 6-10
animals). $P<0,05 respecte al grup
SEB.

% de limfocits
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Tot i que en aquest teixit no hi ha cap efecte del tractament amb SEB, si que hi ha pero, un
efecte molt clar del pinso suplementat amb SDAP en animals tractats amb SEB. Aquests
animals presenten un percentatge de cél-lules NK 1,5 vegades inferior al del grup SEB (2,9
+ 0,4% i 4,3 = 0,2%, respectivament; P<0,01; Figura 1V-24). El grup SEB-IC presenta

només una tendencia a reduir aquest percentatge, amb un valor de 3,3 + 0,6% (P=0,077).

2.7. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB SEB | DE LA SUPLEMENTACIO
DIETETICA SOBRE EL TRANSPORT DE NUTRIENTS

PURESA DE LES VESICULES DE MEMBRANA APICAL

Per tal de determinar el grau de puresa de les suspensions de vesicules de membrana
apical d’enterocit de jeju i alhora valorar la idoneitat del métode d’aillament emprat s’han
mesurat la concentracié de proteines i I'activitat especifica de la sacarasa (marcador de
membrana apical) en les fraccions d’homogenat i de vesicules. Aquestes determinacions

permeten calcular el factor d’enriquiment del marcador, aixi com el percentatge de
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recuperacié final de I’enzim i de les proteines. En la taula IV-6 es mostra la concentracié
de proteines, I'activitat especifica de la sacarasa, el factor d’enriquiment de les vesicules i

el tant per cent de recuperacié final respecte ’lhomogenat.

L’activitat especifica de la sacarasa és similar en els quatre grups experimentals, és a dir
no és modificat ni per I'administracié de SEB ni per la suplementacié dietetica amb SDAP o
amb IC. Els valors d’enriquiment i de recuperacié final indiquen que les vesicules tenen
una puresa adequada. Aquests valors s6n molt semblants en els 4 grups experimentals, la

qual cosa indica que ni el SEB ni la suplementacié dietética afecta al procés d’aillament.

En referéncia a I'activitat ATPasa, no hi ha diferéncia entre els quatre grups experimentals,
ni en I’homogenat ni en les vesicules. Els baixos valors obtinguts d’enriquiment i de

recuperacié final, demostren que no hi ha contaminacié per membrana basolateral.

Taula IV-6. Puresa de les vesicules de membrana apical.

Activitat especifica, Recuperacié

Condicio . Enriquiment
Concentracio final (%)
Homogenat Vesicules
Control 1,10 =+ 0,11 12,67 +1,18 10,7 =x1,9 85 + 4
Sacarasa SEB 1,14 + 0,09 11,54 £ 1,09 9,9+ 1,7 82 +5
nKat/mg prot SEB-SDAP 0,98 + 0,10 10,47 +0,97 10,0 +2,0 86 + 4
SEB-IC 1,11 + 0,10 11,60 = 1,19 10,5 = 1,7 79 +3
Control 0,18 = 0,02 0,06 = 0,01 0,85 + 0,07 2,5+0,3
Na+/K+_
SEB 0,14 = 0,03 0,07 = 0,01 0,83 = 0,11 2,0 +0,2
ATPasa
SEB-SDAP 0,13 = 0,05 0,07 = 0,01 0,82 = 0,08 1,8 +0,4
nKat/mg prot
SEB-IC 0,17 = 0,03 0,08 = 0,01 0,90 = 0,10 2,2 +0,6
Control 18,7 + 1,22 15,2 = 2,09 1,02 = 0,07
Proteina SEB 19,3 + 1,39 16,1 + 1,25 1,05 + 0,09
mg/mL SEB-SDAP 20,0 = 1,70 16,1 = 1,87 1,00 = 0,10
SEB-IC 17,9 = 1,42 15,4 = 1,38 1,08 + 0,08

Activitat especifica de la sacarasa i de la Na+/K+-ATPasa a ’homogenat i a les vesicules de membrana
apical. Factor d’enriquiment i recuperacié final dels dos enzims. Concentracié i recuperacio final de
proteina a I’lhomogenat i a les vesicules de membrana apical. Els resultats s’expressen com a mitjana
+ error estandard (n= 6 aillaments, 2 animals/aillament).
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EFECTES DEL TRACTAMENT AMB SEB | LA SUPLEMENTACIO DIETETICA AMB SDAP O
AMB IC SOBRE EL TRANSPORTADOR SGLT-1

CINETICA DEL TRANSPORT DE D-GLUCOSA

El transport de la D-glucosa a través de la membrana apical d’enterocits s’ha estudiat
incubant les vesicules a diferents concentracions del monosacarid. El flux total es pot
descompondre en dos components: el transport actiu i I’entrada a les vesicules per difusié
simple (Figura IV-25). De les corbes obtingudes i mitjancant el programa informatic

Enzfitter® s’han calculat les constants cinetiques que caracteritzen el procés (Taula IV-7).

Taula IV-7. Constants cinétiques del transport de la D-glucosa en vesicules de
membrana apical d’animals exposats a SEB i sotmesos a una suplementacid
dietética amb SDAP o amb IC.

Vmax Km /(d
Condicié . .
pmol/mg proteina-s mmol/L nL/mg proteina-s
Control 100,6 = 1,3 0,24 + 0,01 6,3 + 0,1
SEB 79,7 +1,3* 0,26 = 0,02 25,9 =+ 0,4*
SEB-SDAP 87,7 = 1,6¢ 0,30 + 0,02 25,3+ 1,1
SEB-IC 82,5 + 3,5 0,27 = 0,03 24,8 + 0,4

Els resultats s’expressen com a mitjana + error estandard (n=6 aillaments, 2
animals/aillament). *P<0,05 respecte al grup Control; $P<0,05 respecte al grup SEB.

Tal com es pot observar a la taula IV-7, la Vmax del grup inflamat es redueix practicament
un 20% respecte la dels animals sans, la qual cosa vol dir que en els animals inflamats hi
ha una menor entrada de D-glucosa a través del transportador SGLT-1 de la membrana
apical. Quan els animals inflamats son alimentats amb el pinso suplementat amb SDAP, la
Vmax presenta un valor intermedi entre el dels animals Control i el dels animals SEB; per
tant, la reduccié en I’entrada de D-glucosa no és tant severa com en els animals inflamats
que son alimentats amb el pinso no suplementat. Els animals alimentats amb el pinso

suplementat amb IC mostren valors similars als del grup SEB.

La Km (constant de Michaelis) per a la D-glucosa és similar en els quatre grups, fet que
indica que ni el tractament amb SEB ni la suplementacié dietética amb SDAP o amb IC

afecten a I'afinitat del transportador per al seu substrat.
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Figura IV-25. Flux d’entrada de la D-glucosa en vesicules de membrana apical d’animals exposats a
SEB i sotmesos a unha suplementacié dietética amb SDAP o amb IC. Els resultats s’expressen com a
mitjana = error estandard (n= 6 aillaments, 2 animals/aillament). En alguns punts, I’error és més petit
que el simbol. -——-—- difusié simple, - - - - - transport actiu, —— flux total.

Tal com es pot veure a la taula IV-7, el SEB incrementa la K4 (constant de difusid) per a la
D-glucosa 4 vegades respecte els animals sans. La suplementacié dietética amb SDAP o

amb IC no evita aquest increment.

Aquest increment en la K4 no es pot atribuir a la presencia de GLUT2 a la membrana apical,
perque inhibidors especifics d’aquest transportador, com la citocalasina B o la

glucosamina no tenen cap efecte sobre la captaci6 de D-glucosa en cap de les dues

113



Resultats

concentracions assajades (Taula IV-8). Tot i que en aquesta taula només es mostren els

valors obtinguts en animals inflamats (SEB) s’observa el mateix comportament en tots els

grups.

Taula IV-8. Captacié de D-glucosa en preséncia i abséncia d’inhibidors
de GLUT2 en vesicules de membrana apical d’animals inflamats (SEB).

Concentracié Control Citocalasina B Glucosamina
de D-glucosa pmol D-glucosa/mg proteina-s

0,1 mmol/L 33,3+1,8 32,6 = 2,0 33,0 £ 1,7
25 mmol/L 601 =11 610 + 14 607 + 18

Els resultats s’expressen com a mitjana = error estandard (n= 6

aillaments, 2 animals/aillament).

UNIO ESPECIFICA A FLORRIZINA

L’'assaig de la uni6 especifica de florrizina al

transportador SGLT-1 informa de

I’labundancia d’aquest transportador a la membrana apical dels enterocits. En la figura IV-

26 es pot observar que la abundancia del transportador apical SGLT-1 en els diferents

grups mostra un patré molt similar al de la Vmax, que també es representa en la mateixa

grafica.
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Figura IV-26. Vnax per a la D-
glucosa (columnes ratllades) i unié
especifica de florrizina (columnes
llises) a vesicules de membrana
apical d’animals exposats a SEB i
sotmesos a una suplementacié
dietetica amb SDAP o amb IC. Els
resultats estan expressats com a
mitjana =+ error estandard (n= 6
aillaments, 2 animals/aillament).
*P<0,05 respecte al grup Control;
$P<0,05 respecte al grup SEB.

La unié especifica de florrizina informa de la correlacié entre els valors maxims de

transport i el nombre de transportadors SGLT-1 a les vesicules. Tal com es mostra en la
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figura IV-27, hi ha una correlacié lineal entre la Vinax de la D-glucosa i la unié especifica de
florrizina 50 uM, fet que indica que els canvis observats en el transport maxim de D-
glucosa soén atribuibles a canvis en la densitat de transportadors a la membrana apical.
Aquesta correlacio entre la Vmax de la D-glucosa i la unié especifica de la florrizina esta
definida per I'equacié y= 3,64x - 107,41 (r=0,9009). El pendent de la recta indica el

nombre de recanvis.

o Control @SEB o SEB-SDAP e SEB-IC Figura IV-27. Correlacié entre la
125 - Vimax i 12 unié especifica de florrizina

a vesicules de membrana apical
E’ d’animals exposats a SEB i
% 100 A sotmesos a una suplementacié
£ dietética amb SDAP o amb IC. Els
= ’3 resultats s’expressen com a mitjana
e 5 75 - + error estandard (n=6 aillaments,
é a y = 3,64x - 107,41 2 animals/aillament).
A r =0,9009
x 50 \ \ \
N 40 50 60 70

Unié de florrizina (pmol/mg prot)

WESTERN BLOT DEL TRANSPORTADOR SGLT-1

En la imatge del Western Blot representada a la figura IV-28 es pot apreciar 'especificitat
de I’anticos, ja que en les 4 primeres linies, I’anticos ha estat préviament adsorbit amb el
péptid antigenic i no ha resultat marcada cap banda. Tal com es pot observar en aquesta
figura, la banda corresponent a les rates SEB (linia 6) és més prima i té un marcatge més
debil que la corresponent als animals sans (linia 5). Els animals tractats amb SEB i que han
consumit pinso suplementat amb SDAP (SEB-SDAP; linia 7), han mostrat una banda més
fosca que els animals SEB, tot i que no ha arribat a la intensitat i amplada de les rates no

inflamades.

Les imatges del Western blot s’han quantificat per densitometria al Laboratori d'Analisi i
Tractament d'Imatges dels Serveis Cientifico-Tecnics de la Universitat de Barcelona. La
intensitat de les bandes és indicativa de I'abundancia del transportador SGLT-1 a les
mostres i com es pot observar a la figura IV-29, les rates tractades amb el SEB presenten
una reduccié en I'expressio del transportador de més d’un 15% respecte I'expressié a les

rates Control. Les rates alimentades amb el pinso suplementat amb SDAP mostren una
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expressio del transportador de 91,0 = 1,15 unitats arbitraries, que és clarament superior a

I’expressid d’aquesta proteina en animals inflamats (82,5 + 0,50; P<0,05).

Figura 1V-28. Western blot del

- == - - transportador SGLT-1 en vesicules de

membrana apical d’animals exposats

a SEB i sotmesos a una suplementacid

dietética amb SDAP o amb IC. En les

Linia 1 2 3 4 5 6 7 8 linies 1 i 5 hi ha mostres Control, en

les linies 2 i 6 mostres SEB, en les

linies 3 i 7 mostres SEB-SDAP i en les linies 4 i 8 mostres SEB-IC. Els carrils 1-4 han estat incubats

amb I’anticos previament adsorbit amb el peéptid antigénic. Les linies 5-8 han estat incubades amb
I’anticos sense adsorbir amb el péptid antigénic.

Figura IV-29. Quantificacié de les

110 bandes del Western blot
corresponents al  transportador

o 100 ) SGLT-1 en vesicules de membrana
E apical d’animals exposats a SEB i
5 907 * # sotmesos a una suplementacié
2 dietetica amb SDAP o amb IC. Els
: 80 1 resultats s’expressen com a mitjana
E + error estandard (n=3 rates).
g 70 1 *pP<0,05 respecte al grup Control.
$P<0,05 respecte al grup SEB.

60 - #P<0,05 respecte al grup SEB-SDAP.

Control SEB SEB-SDAP SEB-IC

IMMUNOLOCALITZACIO DEL TRANSPORTADOR SGLT-1

En la figura IV-30 es mostren 4 imatges representatives de la immunolocalitzacié del
transportador SGLT-1 en vellositats de jeju d’animals dels quatre grups experimentals. Tal
com es pot observar en aquestes imatges, el transportador es localitza a la membrana
apical dels enterocits. L’expressidé maxima de SGLT-1 es produeix en els enterocits
madurs, és a dir en els de I'apex de la vellositat. De fet, aquesta proteina s’expressa
principalment des de la meitat de la vellositat fins a I’apex, mentre que la base de la

vellositat mostra una expressié molt reduida.

En la figura IV-30 també es pot observar que els animals tractats amb SEB presenten el

transportador localitzat de forma més uniforme al llarg de la vellositat i que el marcatge és
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molt més feble. Aquesta reduccid6 de I'expressié es correlaciona amb els resultats
obtinguts del Western Blot de I'SGLT-1 i de les proves cinétiques del transport de D-
glucosa. En aquesta imatge també es pot observar que els animals SEB-SDAP mostren un
increment de I'expressié del transportador, mentre que els animals SEB-IC presenten un

patré d’expressio intermig entre els animals SEB i els SEB-SDAP.

Control

SEB-SDAP SEB-IC

Figura 1IV-30. Immunolocalitzacié del transportador SGLT-1 a la
membrana apical de vellositats de jeju d’animals exposats a SEB i
sotmesos a una suplementacié dietética amb SDAP o amb IC.
Imatges representatives dels marcatges amb anti-SGLT-1 en els
diferents grups experimentals. Totes les imatges estan als
mateixos augments.

La fluorescéncia associada al transportador SGLT-1 s’ha quantificat mitjancant el

programa Image J (vegeu apartat 10.5. de Materials i métodes). Quan la fluorescéncia es
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quantifica de forma global es veu clarament que I’exposicié al SEB redueix I’expressié de
I’'SGLT-1 (78,45 + 1,30 unitats arbitraries en animals Control i 67,23 +2,36 unitats
arbitraries en animals SEB; P<0,02; Figura IV-31). Quan els animals sén suplementats amb
SDAP incrementen I’expressié del transportador (76,67 + 0,98 unitats arbitraries; P<0,05).
La suplementacié6 amb IC no modifica significativament la reduccié de I'expressié de
I’SGLT-1 induida pel SEB.

Figura IV-31. Quantificacié global

100 - de la intensitat de fluorescéncia en

$ la immunolocalitzacié del trans-

P 75 | * portador SGLT-1 a la membrana

= apical de vellositats de jeju d’ani-

g mals exposats a SEB i sotmesos a

s 507 una suplementaci6 dietética amb

o SDAP o amb IC. Els resultats

E 25 s’expressen com a mitjana + error
[ =
=]

estandard (n= 4 rates, 6 vellosi-
tats/animal). *P<0,05 respecte al
grup Control. $P<0,05 respecte al
grup SEB.

Control SEB SEB-SDAP SEB-IC

La densitat de fluorescéncia també s’ha analitzat separadament a diferents zones de la
vellositat (apex, mig i base). En les rates Control es posa de manifest que I’expressié del
transportador és elevada a I'apex de la vellositat (94,8 + 2,7; Figura IV-32), mentre que al
mig i a la base de la vellositat I’expressié és més baixa (72,7 = 1,1 i 67,8 + 1,0 unitats
arbitraries, respectivament). L’administracié de SEB causa una reduccié de I'expressié de
SGLT-1 a I’'apex de la vellositat (65,2 + 2,7 unitats arbitraries; £<0,005). Aquesta reduccié
és important ja que la D-glucosa s’absorbeix majoritariament a través dels enterocits de

I'apex.

Quan els animals han estat alimentats amb pinso suplementat amb SDAP, la reducci6 de
I’expressio de SGLT-1 a I'apex de la vellositat provocada pel SEB no és tant acusada (78,8
+ 2,5 unitats arbitraries; P<0,05). Els animals que han rebut la suplementacié amb IC
presenten una expressié de SGLT-1 intermedia entre els animals SEB i els SEB-SDAP (75,2
+ 3,0). L'expressié de SGLT-1 a la base i la zona central de la vellositat no esta afectada ni

per I’exposicié a I’enterotoxina ni per la suplementacié dietetica.
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Figura IV-32. Quantificacié per
zones de la intensitat de

O Control m SEB @ SEB-SDAP B SEB-IC

100 $ fluorescéncia en la immuno-

" localitzacié del transportador SGLT-
2 75 1 * 1 a la membrana apical de
g vellositats de jeji  d’animals
'_E 50 - exposats a SEB i sotmesos a una
© suplementacié dietética amb SDAP
‘3 o amb IC. Els resultats s’expressen
E 257 com a mitjana = error estandard
> (n=4 rates, 6 vellositats/animal).
0 *pP<0,05 respecte al grup Control.

Apex Mig Base $P<0,05 respecte al grup SEB.

EFECTES DEL TRACTAMENT AMB SEB | LA SUPLEMENTACIO DIETETICA AMB SDAP O
AMB IC SOBRE EL TRANSPORT D’AMINOACIDS

Tal com es pot veure a la taula IV-9, la captacié dels aminoacids L-Leucina, L-Lisina i L-
Metionina no esta alterada per 'administracié de SEB, en cap de les dues concentracions
analitzades. La suplementacié dietética amb SDAP o amb IC tampoc modifica els valors

obtinguts en la captacié d’aquests aminoacids.

Taula IV-9. Captacié de L-Leucina, L-Lisina i L-Metionina a vesicules de membrana apical d’animals
exposats a SEB i sotmesos a una suplementacié dietética amb SDAP o amb IC.

Condicié L-Leucina L-Lisina L-Metionina
nmol/mg
100 uM 10 mM 100 uM 10 mM 100 uM 1 mM

prot-3s

Control 28,4 + 3,0 132 £ 7 16,7 £ 0,9 256 =11 128 £+ 6 458 + 45
SEB 27,7 + 2,7 129 + 6 154 +1,0 245 =+10 132 +9 467 + 28
SEB-SDAP 26,9 + 2,7 134 + 7 16,0+ 0,8 244 +15 140+12 444 +12
SEB-IC 28,8 + 2,6 133 +£9 159 +1,2 2615 128 £ 5 460 + 33

Els resultats s’expressen com a mitjana =+ error estandard (n= 6 aillaments, 2 animals/aillament),
nmol/mg prot-3 s.

Els fluxos inicials d’entrada s’han determinat a dues concentracions. Totes les incubacions
s’han dut a terme en preséncia de Na+ per garantir la contribucié de tots els sistemes de
transport presents en la mucosa intestinal. L’estudi s’ha realitzat amb tres aminoacids

essencials representatius i amb una aproximacié metodologica capac¢ de diferenciar els
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efectes sobre I'afinitat del transport (utilitzant concentracions baixes d’aminoacids) dels

efectes sobre la capacitat de transport (utilitzant concentracions dins del rang mM).

2.8. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB SEB | LA SUPLEMENTACIO DIETETICA
SOBRE LA PERMEABILITAT CAPIL-LAR

ESTABLIMENT PROTOCOL EVANS BLUE

El colorant Evans Blue (EB) és ampliament utilitzat per valorar I'increment de la
permeabilitat vascular. Quan el colorant és injectat en el torrent sanguini s’uneix molt
rapidament a proteines plasmatiques (majoritariament albimina) i forma complexos
dissociables. L’increment local de la permeabilitat a macromolécules déna lloc a
I’extravasacio i deposicié de complexos proteina-EB a I’espai intersticial. La quantitat de

EB extravassat pot ser estimada espectrofotometricament.

Per tal d’establir el temps optim per observar els efectes del SEB sobre la permeabilitat
capil -lar s’han fet uns experiments preliminars, a on I’'Evans Blue (EB) ha estat administrat

ales 3,624 h després de la segona administracié del SEB (Taula IV-10).

Taula IV-10. Extravasacié d’Evans blue (EB) a diferents temps després de la segona dosi de SEB a
duode, jeja, ili i colon.

Duodeé Jeja [] Colon

ug EB/g de teixit humit

- Control 9,08 + 1,57 8,25 + 0,72 8,01 = 0,61 5,67 + 0,14

SEB 9,44 + 1,52 9,21 + 0,30 8,89 + 1,52 5,13 +0,15

- Control 10,11 +0,47  11,69+0,30 10,81 + 0,38 6,71 + 0,27

SEB 12,17 + 0,52* 15,82 + 0,68* 14,87 + 0,67* 7,39 = 0,31

) Control 7,70 + 1,09 8,14 + 1,31 6,20 = 0,68
24

SEB 7,42 + 0,73 7,32 + 0,78 6,37 + 1,37

Els resultats s’expressen com a mitjana = error estandard (n= 8-11 animals). *P<0,05 respecte al
grup Control.

120



Resultats

A les 3 h de la segona administraciéo del SEB, I’extravasacié de liquids encara no esta
incrementada en cap dels fragments analitzats. En aquest temps, la quantitat d’EB
extravasat en animals sans és de 10,11 + 0,47 ug EB/g de teixit humit a duodé, 11,69 =
0,30 ug EB/g a jeju, 10,81 = 0,38 ug EB/g a ili i 6,71 = 0,27 ug EB/g a colon.
L’administracié de SEB indueix un increment de |’extravasacié d’aquest colorant a les 6 h
de la segona dosi, de forma que s’obtenen valors incrementats a duode (12,17 = 0,52 ug
EB/g; P<0,05), a jeju (15,82 + 0,68 ug EB/g; P<0,01) i a ili (14,87 + 0,67 ug EB/g;
P<0,01), pero no a colon (7,39 = 0,31 ug EB/g).

A les 24 h, els valors d’EB extravasat son similars als dels animals no tractats amb SEB. Per
tant el temps escollit per estudiar el possible efecte preventiu de les dietes suplementades
amb SDAP o amb IC és a les 6 h després de la segona dosi de SEB.

EFECTES DEL TRACTAMENT AMB SEB | DE LA SUPLEMENTACIO DIETETICA AMB
SDAP O AMB IC SOBRE LA PERMEABILITAT CAPIL - LAR

Tal com es pot veure en la figura IV-33, I'administracié de SEB incrementa la permeabilitat
vascular a I'intesti prim 6 h després de la segona dosi de I’enterotoxina. Concretament, hi
ha un increment en I’extravasacié del colorant EB de quasi un 30% als fragments de jeja i
d’ili, mentre que al duodé aquest increment només és del 10% (P<0,05). El colon no esta
afectat per 'administracié de SEB.

[ Control W SEB O SEB-SDAP B SEB-IC
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Figura IV-33. Extravasacio intestinal d’Evans blue a animals exposats a SEB i sotmesos
a una suplementacio dietética amb SDAP o amb IC. Els resultats estan expressats com a
mitjana =+ error estandard (n= 8-11 animals). *P<0,05 respecte al grup Control.
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Les dietes suplementades amb SDAP o amb IC no tenen un efecte preventiu sobre
I'increment de la permeabilitat capil - lar induit per I'administracié de SEB. Els animals que
han rebut el suplement amb SDAP mostren valors d’EB extravasat de 16,18 + 1,01 ug EB/g
de teixit i de 13,38 + 0,94 ug EB/g a jeju i a ili, respectivament. Aquests valors sén molt
semblants als que mostren els animals SEB. En canvi, rates alimentades amb la dieta
suplementada amb IC presenten una reduccié del 14% en I’extravasacié d’Evans Blue, en

jejuienili, si bé no arriba a tenir significacié estadistica.

2.9. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB SEB | DE LA SUPLEMENTACIO
DIETETICA SOBRE LA PERMEABILITAT EPITELIAL

EFECTES SOBRE L’EXPRESSIO DE ZO-1

A la figura IV-34 es mostren 4 imatges representatives de la immunolocalitzacié de ZO-1
a vellositats de jeju d’animals dels quatre grups experimentals a les 24 h després de la

segona dosi de SEB.

La ZO-1 és una proteina de la unidé estreta i es localitza a la part apical de la membrana
lateral dels enterocits. Tal com es pot observar en aquesta figura, la localitzacié de la
proteina és homogeénia al llarg de la vellositat, sense presentar una expressio diferencial al
Ilarg de la mateixa. Els animals exposats a I’enterotoxina mostren una menor expressio de
Z0-1 24 h després de la segona administracié. La suplementacié amb SDAP o amb IC no

modifica I'expressié d’aquesta proteina.

A les 48 h després de la segona dosi de SEB, encara hi ha una marcada reduccié de
I'expressié de la ZO-1 (Figura IV-35). Els animals que han rebut la suplementacié amb
SDAP mostren un marcatge més intens, mentre que les rates SEB-IC presenten un

marcatge molt similar al dels animals SEB.

La ZO-1 forma part de la placa citoplasmatica de la unié estreta i enllaca les proteines
transmembrana amb els filaments d’actina del citoesquelet. Aixi doncs, la ZO-1 colocalitza
amb I'actina, fet que s’ha utilitzat per quantificar aquesta proteina de la unié estreta. Les
imatges s’han quantificat mitjancant el programa Image J (vegeu apartat 10.5. de Materials

i métodes) i els resultats es mostren a la figura IV-36.

Tal com es pot veure en aquesta grafica els animals tractats amb SEB mostren una menor
intensitat de fluorescéncia a les 24 h de la segona dosi (91,41 = 3,39 unitats arbitraries;
P<0,01) que els animals tractats amb vehicle (Control; 101,96 + 1,57). A les 48 h la
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intensitat de fluorescéncia associada a I’expressié de la ZO-1 es manté més baixa que en
els animals Control (93,06 + 2,52 unitats arbitraries; P< 0,01).

Control

SEB-SDAP

Figura IV-34. Immunolocalitzacié de ZO-1 a vellositats de jeji d’animals 24 h després de la segona
dosi de SEB i a una suplementacié dietetica amb SDAP o amb IC. Imatges representatives de la
immunolocalitzacié de ZO-1 24 h després de la segona dosi de SEB. Totes les imatges estan als
mateixos augments.

Cap de les dues suplementacions dietetiques modifica I'efecte induit pel tractament amb
SEB. De totes maneres, a les 48 h, els animals inflamats que han consumit el pinso
suplementat amb SDAP mostren uns valors de fluorescencia de 99,04 + 2,03 unitats

arbitraries, clarament superiors als valors observats al grup SEB.
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Control

SEB-SDAP

Figura IV-35. Immunolocalitzacié de ZO-1 a vellositats de jeja d’animals 48 h després de la segona
dosi de SEB i a una suplementacié dietética amb SDAP o amb IC. Imatges representatives de la
immunolocalitzacié de ZO-1 48 h després de la segona dosi de SEB. Totes les imatges estan als

mateixos augments.

unitats arbitraries
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Figura IV-36. Quantificacié de la
intensitat de fluorescéncia de la
immunolocalitzacié6 de Z0-1 a
vellositats de jeji  d’animals
exposats a SEB i sotmesos a una
suplementacié dietética amb SDAP
o amb IC. La intensitat de
fluorescéncia s’expressa en unitats
arbitraries com a mitjana + error
estandard (n= 5-7 animals, 4
camps/animal). *P<0,05 respecte
al grup Control.



Resultats

EFECTES SOBRE L’EXPRESSIO DE B-CATENINA

A la figura IV-37 es mostren 4 imatges representatives de la immunolocalitzaci6 de B-
catenina a vellositats de jeju d’animals dels quatre grups experimentals 24 h després de
la segona administraci6 de SEB. Tal com es pot veure en aquesta figura, els animals
exposats al SEB mostren una clara reduccié de I'expressiéo de la B-catenina. Els animals

que han rebut la suplementacié amb SDAP o amb IC mostren un comportament similar.

Control

SEB-SDAP

Figura IV-37. Immunolocalitzacié de B-catenina a vellositats de jeju d’animals 24 h després de la
segona dosi de SEB i a una suplementacio dietética amb SDAP o amb IC. Imatges representatives de la
immunolocalitzacié de B-catenin 24 h després de la segona dosi de SEB. Totes les imatges estan als
mateixos augments.
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Control

SEB-SDAP -

Figura IV-38. Immunolocalitzacié de B-catenina a vellositats de jeji d’animals 48 h després de la
segona dosi de SEB i a una suplementacié dietética amb SDAP o amb IC. Imatges representatives de la
immunolocalitzacié de B-catenina 48 h després de la segona dosi de SEB. Totes les imatges estan als
mateixos augments.

A les 48 h de la segona dosi de I’enterotoxina el marcatge de la B-catenina encara és feble
(Figura 1V-38). Els animals que han rebut la suplementacié dietética recuperen una mica

I'expressié d’aquesta proteina.

La B-catenina forma part de la unié adherent, que es troba per sota de la uni6 estreta.
Aquesta proteina junt amb I’a—catenina, uneix I’E-cadherina al citoesquelet d’actina. En la
guantificacié6 de la fluorescencia del marcatge de la B-catenina també s’ha utilitzat la
colocalitzacié amb I'actina (vegeu apartat 10.5. de Materials i métodes). Els resultats de la

quantificacié es mostren en la figura IV-39.
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Resultats

Els animals Control mostren una intensitat de fluorescéncia de 98,27 + 2,84 unitats
arbitraries, que es redueix fins 82,38 = 3,31 a les 24 h del tractament amb SEB (P<0,01). A

les 48 h aquest valor s’ha recuperat lleugerament, fins a 88,59 = 3,40 unitats arbitraries

(P<0,05).
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Figura IV-39. Quantificacié de la
intensitat de fluorescéncia de la
immunolocalitzacié de p-catenina a
vellositats de jeja d’animals
exposats a SEB i sotmesos a una
suplementacié dietética amb SDAP
o amb IC. Els resultats s’expressen
en unitats arbitraries com a mitjana
+ error estandard (n= 5-7 animals
4 camps/animal). *P<0,05 respecte
al grup Control.

Pel que fa als animals SEB-SDAP, la intensitat de fluorescéncia és de 88,42 + 5,42 unitats

arbitraries 24 h després de la segona dosi de SEB. A les 48 h, la intensitat de la

fluorescéncia es troba incrementada respecte el mateix grup a les 24 h, amb un valor de

96,37 + 4,98, molt proper al valor obtingut en els animals no inflamats; aquesta diferéncia

pero no arriba a ser estadisticament significativa.
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