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RESUM

La produccio porcina ha sofert importants avencos en els ultims anys. Tanmateix,
encara s'observen, de forma freqiient, problemes digestius durant el creixement dels
animals; especialment durant el periode critic posterior al deslletament dels garrins, pero
també durant I’adaptacio a la dieta d’engreix. A més, cal considerar que aquesta situacid
podria empitjorar amb les recents i les previsiblement futures prohibicions dels

antibiotics com a promotors del creixement.

L’objectiu general d’aquest treball va ser estudiar 1’efecte de diferents components de la
raci6 sobre el tracte intestinal del bestiar porci, a fi 1 efecte de millorar el coneixement
sobre la funcionalitat intestinal porcina i determinar alguns elements per avaluar-la i
optimitzar-la. En particular, el treball pretenia aprofundir en ’estudi de 1’estructura i
sistema immunitari intestinals, 1 especificament en dos moment concrets, el
deslletament i la fase de creixement-engreix. Per assolir aquests objectius es va plantejar
un treball en etapes, amb el disseny i realitzaci6 de 4 estudis experimentals: dos durant
la fase de deslletament (experiments I 1 II) i dos durant la de creixement-engreix
(experiments III 1 IV). Aixi mateix, aquesta tesi va permetre adaptar i1 estandarditzar
tecniques histologiques 1 immunologiques per a 1’estudi de 1’estructura intestinal i les

poblacions leucocitaries en sang periferica i en el GALT.

L’Experiment I es va dissenyar amb I’objectiu de caracteritzar els canvis que tenien
lloc en D’estructura i en el sistema immunitari intestinals durant el deslletament dels
garrins en condicions convencionals. Per aixd, es van deslletar 6 garrins i se’ls va
administrar un pinso convencional, mentre que 6 garrins més es van mantenir amb la
mare. Al cap d’una setmana, se’n va avaluar I’estructura microscopica intestinal, tant a
I’intesti prim com a I’intesti gros. En aquest estudi es va observar un menor creixement
en els garrins recent deslletats. Aixo coincidia amb una atrofia de les vellositats i una
hiperplasia de les criptes del jeji en aquests animals. En el cec, i coincidint amb
I’increment de D’activitat fermentativa en aquest compartiment, es va observar una
disminucié del nombre de les cél-lules caliciformes a les criptes, que s’acompanyava
d’una resposta inflamatoria i una major renovacié epitelial. En conjunt, aquestes
observacions son indicatives que el deslletament pot comprometre la estructura i

funcionalitat intestinal, tant a I’intesti prim com a I’intesti gros.
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A I’Experiment II es va avaluar si la incorporacié d’alguns additius a la dieta, durant
aquesta fase de deslletament, com és un 6% de plasma porci assecat per polvoritzacio
(SDPP) o un 0.03% d’un preparat d’extractes de plantes comercial que contenia
carvacrol, cinamaldehid i oleoresina de capsicum (XT) podien modular 1’estructura
intestinal 1 les poblacions leucocitaries del teixit limfoide associat a ’intesti 1 de sang
periférica. Per aixo, es van deslletar 24 garrins als quals se’ls va administrar durant 21
dies una d’aquestes dues dietes o una dieta control. La incorporacié de 6% de SDPP en
els porcs deslletats va incrementar la seva eficiéncia alimentaria, alhora que redui els
percentatges de poblacions cel-lulars immunitaries en la sang i en els teixits limfoides
associats a I’intesti (placa de Peyer ileal i ganglis limfatics ileocolics), aixi com el
nombre de limfocits a ’epiteli 1 a la [amina propia, suggerint una menor activacié del
sistema immunitari. En canvi, 1’addicié de XT a la dieta, tot i que va modular les

poblacions leucocitaries a nivell intestinal i sistémic, ho va fer de forma poc consistent.

L’Experiment III es va dissenyar amb 1’objectiu de determinar els canvis que es
produien en les caracteristiques del contingut digestiu i en I’estructura del colon i les
poblacions i les respostes immunitaries a nivell local i sistémic, amb la incorporacié de
diferents tipus de fibra alimentaria en la dieta dels porcs durant la primera fase del
periode d’engreix. Per aix0 es van alimentar 96 porcs durant 6 setmanes amb 4 dietes
experimentals que contenien diferents fonts de fibra alimentaria: dieta control, dieta
amb blat de moro (54% de la dieta) molt de forma grollera com a font de mido resistent,
1 dieta amb un 8% de polpa de remolatxa o amb un 10% de segd de blat com a font de
PNA solubles i insolubles, respectivament. L’adaptacio a les diferents dietes es va
estudiar als dies 7, 21 i1 42. La incorporaci6 de fibra, en general, va incrementar el pes
del tracte GI, i especialment del seu contingut, alhora que podia provocar, en un inici,
cert grau de colitis al colon proximal i un increment de 1’activitat de les cel-lules
immunitaries enfront a mitdgens bacterians. Tanmateix, amb el temps, la incorporacio
de polpa de remolatxa va reduir la preséncia de cél-lules immunitaries als diferents
compartiments de la mucosa intestinal, facilitant 1’adaptaci6 dels porcs d’engreix a la
nova dieta. En canvi, amb la inclusio del segd de blat la resposta inflamatoria va ser més
prolongada, amb una important immunomodulacié de les poblacions leucocitaries del
teixit limfoide associat a I’intesti i amb increments dels macrofags sistémics. Els canvis
observats amb la molta grollera del blat de moro sobre I’estructura i sistema immunitari

de I’intesti gros van ser marginals.
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Per ultim, I’experiment IV es va dissenyar amb 1’objectiu d’estudiar també els efectes
de la fibra alimentaria, perd en aquest cas a més llarg termini i amb 1’administracio
prolongada i copiosa de mid6 resistent en porcs d’engreix, com a model animal
potencialment utilitzable per a nutricié humana. Per aixo es van utilitzar 16 porcs que es
van alimentar durant 14 setmanes amb 2 dietes: una dieta amb mid6 de blat de moro i
una dieta amb midé cru de patata com a font de mido resistent. Durant les 8 primeres
setmanes les dietes contenien un 25% de mid6 afegit 1 durant les 6 segiients el
percentatge es va augmentar a 35%. Al final del periode experimental es va avaluar
I’efecte d’aquestes dietes sobre les propietats fisicoquimiques del contingut del colon i
la seva fermentacio, aixi com sobre la morfologia intestinal, incloent-hi la infiltracid
limfocitaria, 1’activitat proliferativa 1 1’apoptosi. Els parametres hematologics i
immunologics també es van avaluar al llarg de 1’experiment en sang periferica. Els
resultats d’aquest estudi indicaven que el consum prolongat de midé cru de patata de la
dieta (25-35%), com a font de mido resistent, incrementa la sulfatacié de les mucines i
redueix la concentracid de magnesi i 1’activitat proliferativa de 1’epiteli al colon. Alhora,
la dieta rica en mid6 resistent va reduir el nombre de cél-lules T a sang i a I’epiteli del
colon, aixi com la preséncia de noduls limfatics a la mucosa del colon i I’apoptosi en els
teixits limfoides intestinals 1 a la mucosa colonica. En conjunt, aquests resultats
suggereixen una major integritat i proteccié de la mucosa del colon, aixi com una menor

activacid limfocitaria en els animals alimentats amb midé cru de patata.

Des d’un punt de vista metodologic, existeix una progressio pel que fa a les técniques
utilitzades al llarg d’aquesta tesis, d’acord amb els objectius de cada experiment. A
I’experiment I es van aplicar les tecniques histologiques, préviament posades a punt tant
per l’intesti prim com per a I’intesti gros. L’experiment Il es van aplicar aquestes
mateixes técniques, perd a més teécniques de citometria de flux, estandarditzades
préviament, que permeten la determinacié de les poblacions leucocitaries tant del GALT
(gangli limfatic ileo-colic i placa de Peyer ileal) com de sang periférica. A 1’experiment
III s’utilitzen practicament les mateixes técniques que a 1’estudi anterior, pero intentant
fer un pas més determinant la capacitat de resposta dels leucocits amb proves de
resposta  cel-lular.  Per  ultim, DPexperiment IV  incorpora  técniques
immunohistoquimiques de proliferacié i apoptosi, alhora que es fa un seguiment

hematologic i immunologic a nivell sistémic (a llarg termini).
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1. REVISIO BIBLIOGRAFICA

1.1. Estructura normal del tracte intestinal del porc

L’intesti €és la part del tub digestiu que va des del pilor fins a l'anus. Es divideix en
intesti prim, que té una funcid secretora i d'absorcid, i en intesti gros, que té la funcié de

reabsorci6 d'aigua i de formacio de la femta (D.E.M., 2000).

1.1.1. Intesti prim

1.1.1.1. Anatomia macroscopica

L’intesti prim (IP) es troba localitzat a la part dorsal dreta de I’abdomen i s’estén
caudalment i ventralment a I’esquerra del colon (Cook, 1996). L'IP es manté en aquesta
posicié gracies a I’acci6 del mesenteri, que esta ancorat dorsalment entre els dos
ronyons a la linia mitja sub-lumbar. Els seus limits proximal i distal son el pilor gastric i
la uni6 ileocecal, respectivament. La seva longitud, de 15 a 22 m, i el seu pes, de 0.3 a 1
kg, varia en funci6 de I’edat, pero també d’altres factors com el deslletament i la dieta
(Stanogias 1 Pearce, 1985; Pluske et al, 1997; Spreeuwenberg, 2002; Vente-
Spreeuwenberg et al., 2003; Hedemann et al., 2005). En el porc adult, el diametre de
I’IP és de 2 a 5 cm, amb una paret de 2 a 7 mm de gruix, que es redueix quan I’intesti es

contrau o es distén a causa del seu contingut.

A la part més proximal de I’'IP hi trobem el duode (~60 cm de longitud) que és on
desemboquen els conductes biliar i pancreatic (a 3 1 12 cm del pilor, respectivament). A
continuacio, es troben el jeju (de 13 a 20 m de longitud) i I’ili (de 0.4 a 1 m de longitud)
que constitueixen la major part de l’intesti i que presenten un aspecte corbat

caracteristic en forma de nanses intestinals (Sisson, 1975).

Al llarg de tot I’IP, i també¢ de l'intesti gros, s’observa macroscopicament la preséncia de
noduls limfatics solitaris (I mm de diametre) o agregats de noduls limfatics (plaques de
Peyer). Les plaques de Peyer (PP) es troben en nombre variable, entre 16138 a I'lP, i la

seva area estd compresa entre els 0.24 cm” de les PP duodenals fins als 180 cm?® de la PP
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ileal en porcs de 8 setmanes d’edat (Chu et al., 1979). Aquesta ultima, pot representar

fins un 75 % de la superficie total del conjunt de les PP.

El gangli limfatic mesentéric és el més visible 1 drena la limfa de tot el jeju i de 1'ili,
mentre que la limfa duodenal drena el gangli limfatic pancreatic-duodenal. El grup de

ganglis limfatics ileocolics drenen la limfa de I'ili 1 de l'intesti gros proximal (Dyce et

al., 2002).

1.1.1.2. Estructura microscopica

La paret de I’IP esta formada per quatre capes: la tinica mucosa, la tinica submucosa,

la tnica muscular i la tinica serosa (Titkemeyer i Calhoun, 1955; Cook, 1996).

La tinica mucosa, la capa més interna, compren la lamina epitelial superficial, la
lamina propia (LP) i la capa muscular de la mucosa. La lamina epitelial esta constituida
per un epiteli simple cilindric, format basicament per enterocits, que son les cel-lules
capacitades per I’absorcio, i cél-lules caliciformes secretores de mucus. També a
I’epiteli es troben, perd en menor nombre, les cel-lules enteroendocrines
(enterocromafins o argentafins) productores d’hormones digestives (secretina,
colecistocinina, etc.) reguladores de les activitats motores, secretores i trofiques de
l'aparell digestiu (Banks, 1993). Les cel-lules de Paneth, abundants a I’IP dels equins, no

s’observen en els porcs, ni tampoc en els gossos ni en els gats (Banks, 1993).

Cal remarcar que per sobre d’aquesta tinica mucosa, es troba una capa de moc o capa
mucosa que té funcio protectora, lubricant i de transport. La quantitat i composicio de la
capa mucosa s'adapta a diferents condicions, com ara I’edat de I’animal (Brunsgaard,
1997; McCullogh et al., 1998; Brown et al., 2006b), la dieta (Sharma i Schumacher,
2001; Piel et al., 2005; Tanabe et al., 2005) i la composicié de la microbiota intestinal
(Sharma i Schumacher, 1995; Fontaine et al., 1996; Sharma i Schumacher, 2001;
Gaskins, 2003). La capa mucosa, secretada per les cel-lules caliciformes, esta formada
basicament per aigua (95%) perd les seves propietats caracteristiques deriven
basicament de les glicoproteines anomenades mucines que poden ser neutres, acidiques

(sialomucines) o acidiques-sulfatades (sulfomucines) (Fontaine ef al., 1996).
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La unitat estructural d’aquest sistema epitelial-mucos és el complex vellositat-cripta
(Figura 1.1.). La longitud de les vellositats sol estar entre els 400 i els 1000 um 1 la de
les glandules intestinals o criptes de Lieberkiihn entre els 100 i els 300 um (Cook,
1996). Els enterocits de la vellositat presenten, en el seu pol apical, una important
diferenciacid cel-lular que son les microvellositats (0.1 per 1 um). Aquestes formen un
cantell en raspall que conté carbohidrases, peptidases i1 lipases que completen els
processos digestius, aixi com receptors especifics per peptids, monosacarids,
triglicérids, vitamines hidrosolubles i ions Ca®". Les cél-lules indiferenciades de la base
de les criptes proliferen, migren, es diferencien i adquireixen funcionalitat (absorcio,
digestio,..) per reemplagar els enterocits, les cel-lules caliciformes o les
enteroendocrines. Aquest procés de renovacié de I’epiteli intestinal generalment triga
entre 3 1 4 dies, tot i que és més lent (de 7 a 10 dies) en garrins de fins a 3 setmanes
d’edat, i és una conseqiiencia de I’equilibri dinamic entre la produccié de cél-lules a la
cripta 1 la descamacio6 i/o0 mort de les cel-lules madures a la vellositat, basicament per
apoptosi (Clarke, 1973; Hall i Byrne, 1989). Les c¢l-lules de les criptes no tenen enzims

digestius pero és el principal lloc de secreci6 d’aigua i d’electrolits (Banks, 1993).

Figura 1.1. Imatge de ’estructura microscopica del complex vellositat-cripta de 1’intesti
prim.

Limfocits
intraepitelials

Vellosita}t Cellula

caliciforme

Enterocits
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A part dels enterocits 1 les cel-lules caliciformes i enteroendocrines, a les vellositats 1 a
les criptes intestinals s’observa també la preséncia aillada de limfocits intraepitelials
(IEL; intraepithelial lymphocytes) (Banks, 1993). D’altra banda, associades a les
plaques de Peyer, s’observa la preséncia de cél-lules M a D’epiteli, de les quals en
parlarem més endavant. Quant a la LP és un teixit conjuntiu lax ric en fibres de
col-lagena, vasos sanguinis 1 limfatics (lacteals) i cel-lules leucocitaries disperses o
formant agregats (Banks, 1993; Cook, 1996). Aquesta capa dona forma a la vellositat i
esta delimitada, basalment, per una fina capa de muscul llis, la muscularis mucosae o

capa muscular de la mucosa.

La tdnica submucosa ¢és una lamina de teixit conjuntiu lax que conté feixos de
col-lagena i fibres elastiques, noduls limfatics, nombrosos vasos sanguinis i les fibres i
ganglis nerviosos parasimpatics que formen el plexe nervidos submucds de Meissner
(Cook, 1996). També s’observa la presencia de glandules de Brunner, de secrecio

serosa, que s’estenen als primers 4 m de I’intesti (Titkemeyer i Calhoun, 1955).

La tinica muscular consta d'una capa circular interna i d’una capa longitudinal externa
de muscul llis, separades per teixit conjuntiu que conté fibres i ganglis nerviosos

parasimpatics que formen el plexe nervios mientéric d’ Auerbach (Cook, 1996).

Per ultim, la tanica serosa o adventicia és la capa més externa formada per teixit
conjuntiu lax i teixit adipds, cobert per una Unica capa de cel-lules mesotelials a la

superficie peritoneal.

Malgrat que aquesta estructura basica que acabem de descriure es manté a tot 1’'IP,
existeixen algunes diferéncies segons zones anatomiques, i també segons edat o régim
alimentari (Pluske et al., 1997; Spreeuwenberg, 2002; Vente-Spreeuwenberg et al.,
2003; Hedemann et al., 2005). Quant a zones anatomiques, al duode abunden els plecs,
les vellositats i criptes a la mucosa, les cél-lules endocrines i les glandules de Brunner a
la submucosa; en canvi, el teixit limfatic €s reduit. Al jeji, hi ha menys vellositats pero
més llargues, amb presencia de glandules de Brunner només a l'inici. La preséncia de
noduls limfatics mucosals 1 submucosals ¢és evident. L'ili queda clarament diferenciat
per la preséncia de la PP ileal (al marge antimesentéric). Aixi, practicament no hi ha

plecs intestinals, hi ha menor nombre d'IEL 1 les vellositats 1 criptes son de menor
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longitud. En canvi, abunden les c¢l-lules caliciformes, que incrementen en nombre
caudalment. Amb l'edat, s'observa un augment del nombre d'[EL a jeja i ili, i nivells de
cel-lules caliciformes variables en funcié del moment productiu de I’animal (Jaeger et
al., 1989; Chae 1 Lee, 1995; Rothkotter et al., 1999a; Gu et al., 2002; Brown et al.,
2006a). Pel que fa als aspectes nutricionals, hi ha nombrosos exemples que demostren
que tant el nivell d’ingesta com la composici6 de la dieta alteren la morfologia intestinal
(veure apartat 1.3. d’aquesta revisio bibliografica). Aixo és possible gracies a 1’elevada
capacitat d’adaptacio de la mucosa intestinal als canvis del contingut luminal (Jenkins i

Thompson, 1994).

1.1.2. Intesti gros

1.1.2.1. Anatomia macroscopica

L’intesti gros (IG) es troba localitzat a la part caudomedial de 1'abdomen, lleugerament
a I’esquerra, sobretot el cec, i ventral a causa del seu pes (McOrist i Neef, 1996). El
colon disminueix de diametre gradualment i forma tres dobles espirals (colon
descendent, colon transvers i colon ascendent) enroscades entre elles en el mesenteri
ventral. Distalment, el colon es converteix en recte quan travessa la pelvis 1 deixa la
forma espiral. El cec i el colon tenen dues o tres bandes fibromusculars longitudinals
(taeniae coli) en la seva paret. La PP ileal fa prominéncia cap al cec i el colon, formant

un engruiximent notable de la mucosa anomenat tonsil-la cecal.

En el porc en creixement, el cec fa normalment de 20 a 30 cm de longitud, de 5 a 10 cm
d’ample i pesa de 0.07 a 0.1 kg buit i entre 0.5 a 0.9 kg ple. El colon mesura uns 3 a 6
m de longitud, fa uns 5 cm de diametre disminuint caudalment fins als 2 cm 1 pesa entre
0.5a 1.3 kg buitide 2.5 a 5 kg si es pesa ple (Stanogias i Pearce, 1985; McOrist i Neef,
1996). Les parets del cec i el colon son d'aproximadament 2 mm de gruix, mentre que
les del recte duns 3 a 4 mm (McOrist i Neef, 1996). En animals lactants 1'IG és
proporcionalment molt més petit 1 s’expandeix considerablement després del

deslletament (Yu i Chiou, 1997).
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Malgrat la longitud de I’IG sigui una quarta part de la de I’IP, aquest t¢ una gran
capacitat fisica. L’IG té una area saculada i amb moviments peristaltics que afavoreixen
un temps de transit prolongat (la digesta és retinguda durant 20-40 hores). Aixo
incrementa el temps d’absorcid i la fermentaci®é microbiana amb un alt nombre de
bactéries viables (10'10'") que gracies al seu metabolisme permeten 1’aprofitament

energetic de les substancies no digerides.

Els noduls limfatics solitaris (de 2 a 3 mm de didmetre) son molt abundants al llarg de
tot I'G 1 se’n comptabilitzen aproximadament uns 600 al naixement fins a més de 1000
als 3 mesos d'edat (Liebler-Tenorio i Pabst, 2006). A més a més, també s’observa la
preséncia, menys abundant, d'agregats de noduls limfatics anomenats complexes
limfoglandulars que fan prominéncia a la superficie mucosa. Els limfatics del cec i del
colon drenen als ganglis limfatics ileocolic, colics (localitzats entre els bucles colonics)

1 mesenteric caudal (McOrist 1 Neef, 1996).

1.1.2.2. Estructura microscopica

Histologicament, I’IG esta format per les mateixes quatre lamines que 1'IP, pero no té

vellositats 1 les criptes son estructures tubulars rectes (Figura 1.2. A).

La tinica mucosa també comprén la lamina epitelial, la LP i la capa muscular de la
mucosa (McOrist 1 Neef, 1996). La lamina epitelial també esta formada per un epiteli
simple cilindric amb enterdcits o colonocits que presenten microvellositats 1 gran
capacitat d'absorcié d'aigua, electrolits 1 acids grassos volatils (Banks, 1993; Stevens i
Hume, 1998; Spreeuwenberg, 2002; Hedemann et al, 2005). Les cel-lules que
proliferen 1 entren en mitosi estan normalment a la base de les criptes. En canvi, els
limfocits intraepitelials i les cel-lules enteroendocrines estan escampades per tot 1'epiteli
(Banks, 1993; Barker et al., 1993; Cook, 1996). Les c¢l-lules caliciformes secretores de
mucines son nombroses a les criptes, una cada 3 o 10 colonocits (Brunsgaard, 1997). La
lamina propia, similar a I'[P, és un teixit conjuntiu lax ric en fibres de col-lagena, vasos
sanguinis 1 limfatics (lacteals) i cel-lules leucocitaries disperses o formant agregats

(Banks, 1993; Barker et al., 1993; Cook, 1996).
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La resta de tiniques tenen una estructura practicament idéntica a la descrita per I'P.
Una fina lamina continua de muscul llis, la capa muscular de la mucosa o muscularis
mucosae, separa la mucosa de la submucosa. La tinica submucosa conté vasos
sanguinis i limfatics, teixit conjuntiu, fibres nervioses i nombrosos adipocits. La tinica
muscular consta tamb¢é d'una capa circular interna i d’una capa longitudinal externa de
muscul llis, amb ganglis nerviosos parasimpatics i ganglis nerviosos del plexe mienteric
enmig d'aquestes dues lamines (McOrist i Neef, 1996). La tunica serosa, a la superficie
peritoneal, esta formada per teixit conjuntiu lax cobert per una Unica capa de cel-lules

mesotelials.

Els noduls limfatics solitaris estan normalment restringits a la LP 1 a la part més
superficial de la submucosa. En canvi, els complexes limfoglandulars (Figura 1.2. B)
estan formats per agregats de fol-licles limfatics adjacents a la muscularis mucosae,
entre mucosa i submucosa, envaits per criptes amb epiteli parcialment modificat (Barker

et al., 1993; McOrist i Neef, 1996; Liebler-Tenorio 1 Pabst, 2006).

Figura 1.2. Imatge microscopica d’una seccié del colon (A) i de I’estructura
microscopica d’un complexe limfoglandular (B). Ambdues son seccions de colon de
porc fixades en formol, incloses en parafina i tenyides amb hematoxilina-eosina.

Gracies a la seva estructura microscopica i macroscopica, I’lG pot desenvolupar les
seves funcions fisiologiques principals, que soén: conservacid/absorcié d’aigua i
electrolits, provisié d’una ruta per a 1’excrecidé de productes i substancies toxiques,
contencidé de microorganismes i aprofitament d’energia i nutrients (Cummings, 1983;

Ramakrishna ef al., 1990).
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Com en el cas de I'IP, també a I’IG existeixen diferéncies estructurals segons les zones
anatomiques, l'edat o la dieta (Banks, 1993; Spreeuwenberg, 2002; Hedemann et al.,
2005). En general, les criptes son més profundes, més espaiades i la renovacio és més
freqlient a les parts distals del colon. A més a més, al colon distal 1 recte, les cél-lules
caliciformes sén més abundants i secreten mucines més acides en comparacié amb les
del cec que tenen un pH més neutre. En canvi, els noduls limfatics solitaris sébn més
freqlients al cec i els complexes limfoglandulars al colon transvers. Amb I’edat, la
longitud de I'lG incrementa, i encara que creixi de forma més lenta que a I'IP, ho pot
continuar fent durant varis anys (McCance, 1974). Durant els primers mesos de vida,
perd no més endavant, s'observa un increment de la profunditat de les criptes, el nombre
de mitosis, la secrecié de mucines (especialment mucines acides sulfatades) i el nombre
de noduls limfatics a I’lG (Brunsgaard, 1997). Pel que fa a la dieta, a l'apartat 1.3. es
revisen de forma detallada els potencials efectes dels diferents components de la dieta
sobre l'estructura macroscopica i microscopica de l'intesti. En humans i animals de
laboratori el coneixement és molt més ampli, pero en els porcs se sap que, per exemple,
els carbohidrats afecten el desenvolupament del tracte gastrointestinal (Jorgensen et al.,
1996), aixi com I’estructura de la tinica mucosa, la proliferacié epitelial i la producci6 i

les caracteristiques de les mucines (Brunsgaard et al., 1995; Brunsgaard, 1998).

1.1.3. Parametres d‘estudi per avaluar l'estructura intestinal

Jensen et al. (2003) van enumerar les variables més importants que es poden estudiar en
el tracte GI en relaci6 a la funcid intestinal: morfologia, motilitat, produccio 1
caracteristiques del mucus, permeabilitat transepitelial, immunitat, enzims, secrecions
pancreatiques 1 microbiota. De forma similar, pel que fa a la integritat intestinal, els
indicadors més comunament utilitzats son: l'algada de vellositat, la profunditat de cripta,
el nombre de cél-lules caliciformes i1 la producci6 de mucines, la permeabilitat
transepitelial, la inflamaci6 1 l'activitat enzimatica a les microvellositats

(Spreeuwenberg, 2002).
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Recentment, Montagne et al. (2007) en un estudi espai-temporal han definit els
principals marcadors associats amb els canvis que tenen lloc en l'arquitectura i en la
funcid intestinals en els garrins recent deslletats. Després d'analitzar 69 variables
associades amb la morfologia, fisiologia i ecologia del tracte GI, proposa I'algada de les
vellositats, l'activitat de la lactasa, el flux de macromolécules en el jeji o la
colecistoquinina plasmatica, com a marcadors de la fase aguda que té lloc just després
del deslletament (5 dies). En la fase posterior d'adaptacid, el factor principal a
considerar és el procés de realimentacid que es relaciona amb el pes de l'estomac, la
massa de 1'IP i l'activitat de la tripsina i la teofilina. Com a marcadors de la maduracid
de l'intesti proposa l'activitat de la maltasa, I'absorcio de glucosa i la resisténcia basal a

1'il1, els lactobacils 1 enterococs del colon i el pH del contingut colonic i cecal.

Pel que fa a la morfologia intestinal, aquesta es pot caracteritzar tant a nivell
macroscopic com microscopic. L'estudi de l'estructura microscopica normalment es
realitza sobre teixit fixat en formol, inclos en parafina i tenyit amb hematoxilina-eosina,
a través d'un microscopi optic. No obstant, en funcid del/s parametre/s a avaluar, també
es poden utilitzar altres métodes de fixacié (altres aldehids -glutaraldehid, acroleina-,
agents oxidants -tetroxid d’osmi, dicromat potassic-, acid acetic, metanol, etanol, clorur
de mercuri, fixador a base de zinc, etc.), técniques histologiques convencionals (tincio
d’acid periodic de Schifft, blau alcia a diferents pH, métode de Masson Fontana, etc.),
aixi com tecniques immunohistologiques per determinar la proliferacio cel-lular (BrdU,
Ki-67, PCNA, etc.), I’apoptosi (TUNEL, caspasa-3 activada) o les poblacions
leucocitaries (CD3, CD79a, Lisozima, SLA-DQ,...), per exemple. D’altra banda, la
quantificacié morfologica es pot realitzar mitjangant diferents dispositius incorporats al
microscopi Optic, encara que també es poden usar sistemes de captacid i/o analisi
d’imatge. En algun cas, s’ha utilitzat la microscopia electronica de rastreig, per valorar

basicament 1’estat de les vellositats 1 microvellositats (Francesc et al., 2002).

Condicionants tals com 1’edat, el deslletament, la dieta i la microbiota intestinal poden
produir canvis en la mucosa (especialment en la morfologia de les vellositats i les
criptes) 1 en el teixit limfoide intestinals similars a aquelles alteracions produides per
processos patologics (Cook, 1996). A la taula 1.1. es mostren els parametres més usats
per diferents autors per a I’estudi de dietes experimentals (Hampson, 1986; Hall i

Byrne, 1989; McCracken et al., 1995; Key ef al., 1996; Brunsgaard, 1997; Pluske et al.,

33



Capitol 1

1997; McCullogh et al., 1998; Rothkotter e al., 1999a; Jiang et al., 2000; Van Dijk et
al., 2001; Spreeuwenberg, 2002; Mentschel 1 Claus, 2003; Wong i Gibson, 2003;
Domeneghini et al., 2004; Ishizuka et al., 2004; Hedemann et al., 2006; Anguita et al.,
2007). Dels estudis revisats, parametres tals com [’alcada de les vellositats i la
profunditat de les criptes, les cel-lules caliciformes i I’activitat mitotica son els que
s’usen més comunament per caracteritzar la morfologia microscopica de I’intesti.
Tanmateix, n’existeixen d’altres, poc explotats encara, com per exemple la quantificacio
1 tipificacio dels limfocits de 1’epiteli 1 de la lamina propia, que permetrien, mitjangant
tecniques histologiques de facil aplicacio, una caracteritzacié de la resposta immunitaria

intestinal a una determinada dieta o component de la dieta.

Taula 1.1. Parametres morfométrics a avaluar en l'estudi de dietes experimentals a
l'intesti prim i a I’intesti gros.

Tunica mucosa

Tunica Tunica
Epiteli Lamina propia submucosa muscular
Alcada
Vellositats < Amplada
Superficie
Profunditat de criptes
Raé vellositat:cripta
Cél'lules totals
Cél lules caliciformes - Nombre
- Nombre o volum - Tipus Arterioles Gruix de les
- Tipus lamines
Estudi - Capa de moc Limfocits o altres Plexe nervidos musculars
histologic leucocits
Limfocits intraepitelials - Nombre Noduls Plexe
- Nombre - Tipus limfatics mientéric
- Tipus

Noduls limfatics
Cél'lules argentafins

Activitat mitotica
Activitat apoptotica
Densitat de criptes

Criptes ramificades

Estudi

. Pesos i longituds dels diferents segments intestinals
macroscopic
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L’al¢ada i la forma de la vellositats ¢s un indicador del nombre de cé¢l-lules epitelials,
1 per tant una mesura indirecte de la capacitat de digesti6é 1 absorcido (Hampson, 1986;
Barker et al., 1993). La profunditat de les criptes i el seu diametre, aixi com el
nombre de cel-lules mitotiques, €s un indicador de la produccié cel-lular a la cripta i, per
tant, del probable grau de maduracidé 1 capacitat funcional de les cél-lules de la
vellositat. En general, les agressions sobre I’epiteli intestinal promouen 1 incrementen la
seva renovacio (proliferacid) a fi i efecte de mantenir I’estructura intestinal (Govers et
al., 1993; Pluske et al, 1997). Els canvis adversos més marcats en el complex
vellositat-cripta tenen lloc durant el deslletament; inclouen una reduccié de 1’alcada de
les vellositats 1 un increment de la profunditat de criptes (Hampson, 1986; Kelly et al.,
1991a; Nabuurs ef al., 1993; Pluske ef al., 1997; McCracken et al., 1999), perod també
una reduccié de la preséncia de cel-lules caliciformes a les criptes de I’'IP (Dunsford i
Haensly, 1991). De fet, la produccid i alliberacié de moc aixi com el nombre i tipus de
cél-lules caliciformes, regulats tant per factors microbians com de I’hoste (Deplancke i
Gaskins, 2001), son parametres rellevants alhora d’avaluar la funcionalitat intestinal ja
que son indicatius del grau de proteccid de I’epiteli intestinal front als atacs de les

proteases i les bactéries (Fontaine et al., 1996; Gu et al., 2002; Brown et al., 2006b).

1.2. El sistema immunitari intestinal del porc

1.2.1. Breu descripcio del sistema immunitari del porc

El sistema immunitari (SI) és el principal responsable de la defensa de l'organisme
enfront d'agents potencialment nocius, tant d'origen extern (virus, bactéries, parasits,...)
com intern (cel-lules neoplasiques o autoreactives,...). Les respostes immunitaries es
classifiquen generalment en dos tipus: innates (naturals o inespecifiques) o adquirides
(adaptatives o especifiques) (Janeway, 2001). La immunitat innata esta constituida per
mecanismes existents amb anterioritat al desenvolupament del primer contacte/infeccid
1 capagos d’establir respostes rapides. La immunitat adquirida es caracteritza per una
especificitat extraordinaria per a diferents moleécules i per la memoria, que li permet
respondre amb major intensitat després d’exposicions repetides a un mateix
microorganisme. Els components i les ce¢l-lules que formen aquests dos grans

mecanismes de resposta es presenten a la taula 1.2.
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Taula 1.2. Components del sistema immunitari del porc (adaptat de Schley i Field,
2002).

Defenses Components Funcions
Barreres Pell i mucoses Eviten I’entrada d’antigens a la circulacio
fisiques sistémica
Barreres Ceél-lules fagocitaries Destrucci6 d’antigens estranys
cel-lulars Céllules inflamatories Produccié de mediadors de la inflamacid
Cél-lules assassines naturals ~ Destruccio de cél-lules neoplasiques o infectades
) Cél-lules dendritiques Presentaci6 antigénica
Immunitat
innata
Factors Citocines Activacio/proliferacid/reclutament d’altres
solubles Complement cel-lules
Proteines de fase aguda Destrucci6 de patogens
Inici dels canvis vasculars de la inflamacio
Augment de la fagocitosi
Estimul de la reparacio cel-lular
Limfocits B Cé¢l'lules plasmatiques Secrecié d’immunoglobulines
Limfocits T Ce¢llules T CD4+ Induccid de ’activacid dels limfocits
Respostes cel-lulars (Th1)
) Respostes humorals (Th2)
Immunitat
adquirida Cél'lules T CD8+ Destruccio de cél-lules neoplasiques o infectades

Supressio de 1’activitat dels limfocits

Cel‘lules T y6 Modulaci6 de les cél-lules T i B
Funcions efectores (Th1, activacio granulocits,..)
Homeostasi tissular

Igual que la resta de mamifers domestics, el SI del porc esta constituit per cel-lules,
teixits, organs i factors solubles (proteines de fase aguda, el sistema del complement,
immunoglobulines, histamina, interleucines, citocines,...). No obstant, aquesta especie
presenta una serie de diferéncies morfologiques i funcionals propies: ganglis limfatics
amb estructura invertida (cortex interior/medul-la exterior), abséncia gairebé completa
de cel'lules en la limfa eferent 1 un elevat nombre de cél-lules limfoides circulants, entre

d'altres.

Els organs limfoides es divideixen en primaris o secundaris, segons la seva funcio
(Janeway, 2001). Els primaris (medul-la 0ssia i timus) son el principal lloc de produccid
1 diferenciaci6 de cél-lules limfoides. En el porc, els limfocits T maduren al timus i els
limfocits B al fetge fetal o a la medul-la dssia. En els organs limfoides secundaris,
sistémics (melsa i ganglis limfatics) o associats a les mucoses (tonsil-la, plaques de

Peyer, noduls limfatics,...), €s on els limfocits immunocompetents interaccionen entre si
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1 amb els antigens préviament captats, a fi 1 efecte de generar una resposta immune

adequada.

Les cél-lules que formen el SI porci son molt variades tant en la seva estructura com
en la seva funcio, malgrat derivin totes elles d'una mateixa cel-lula mare pluripotencial
de la medul-la ossia. Basicament, se'n diferencien dues linies: la linia mieloide que déna
lloc als granulocits, als monocits/macrofags i a les cél-lules presentadores d'antigen
propiament dites (APC; antigen presenting cells) 1 la linia limfoide de la qual deriven

els diferents limfocits (T, B i yd) i les cel-lules assassines naturals.

Els granulocits o célllules polimorfonuclears (neutrofils, eosinofils i
basofils/mastocits) son part essencial de la resposta innata i els primers en actuar durant
la resposta immunitaria. De tots ells, els neutrofils sén els més abundants (90% dels
leucocits circulants en sang), portant a terme com a principal funcid la fagocitosi. Els
eosinofils només representen un 2-5 % dels leucocits circulants 1 la seva funciod
primordial és la de combatre les infestacions parasitaries, tot i que també participen en
reaccions al-lérgiques (Janeway, 2001). Els basofils (en sang) i els mastocits (en les
mucoses) es troben en nombre molt limitat; actuen com a promotors de la resposta

inflamatoria 1 son claus durant les respostes immunitaries de tipus al-lérgic.

Els monocits (en sang) i els macrofags (en els teixits) formen l'anomenat sistema
mononuclear fagocitic. Tenen un paper clau en la resposta immune ja que intervenen
tant en la iniciacid, amplificacio i regulacié de la inflamacié (no especifica), com en la
iniciaci6, regulacio i fase efectora de resposta immune especifica (Solbach et al., 1991;
Guilford et al., 1996). Les funcions del sistema mononuclear fagocitic son nombroses.
Les més primordials son: formacié d'una extensa xarxa de captura d'antigens, fagocitosi,
activitat proinflamatroria (secreci6 de mediadors de la inflamacio: factors quimiotatics,
factors del complement,..) i activitat en la immunitat especifica (presentaci6 d'antigens,

activacié de limfocits T 1 secrecid de citocines i interleucines).

En els limfocits recau la resposta immune adquirida o especifica. Els limfocits T
dirigeixen i regulen la resposta immunitaria especifica, i es caracteritzen per ser capagos
de reconeixer antigens associats a complexes majors d’histocompatiblitat (MHC; Major

Histocompatibility Complex) de classe 1 o II. Dins la poblaci6 de limfocits T, se'n
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reconeixen diferents subtipus classificats en funci6 de les caracteristiques fenotipiques,
funcionals i1 del procés de maduracié que pateixen. En funcié del receptor per antigen
que posseeixin, of-TCR o y3-TCR, es diferencien en dos grans grups, els limfocits T

apiels T y9, respectivament (Yang i Parkhouse, 1996).

Els limfocits T off madurs es divideixen generalment en dos grans subtipus: limfocits T
CD4+ i limfocits T CD8+ (revisat per Zuckermann, 1999). La subpoblacié CD4+ conté
la majoria de les cél-lules T cooperadores o inductores, son dependents de la presentaciod
via MHC 1I i tenen la funcié d'activar, potenciar i dirigir la resposta immune (Delves i
Roitt, 2000a). En funcid de les citocines que secreten, la resposta es pot classificar en
Thl (resposta inflamatoria mediada per cel-lules; IL-2, IL-3, IFN-y, TNF-a), Th2
(resposta humoral; IL-3, IL-4, IL-5, IL6, IL-10), Th3 (possiblement de tolerancia) o ThO
de funci6 encara desconeguda (Delves i Roitt, 2000b). En contrast, les cel-lules CD8+
reconeixen els antigens associats a MHC I, secreten citocines (IFN-y) 1 son capaces de
desenvolupar una funcio citotoxica (Miceli 1 Parnes, 1993). En els porcs, existeix també
una poblacié de cél-lules dobles positives (CD4+CD8+) de cel-lules T de memoria,
derivades de CD4+, que incrementen amb 1’edat i que son restringides per MHC 11 amb
I'habilitat de respondre a antigens presentats amb anterioritat. D'altra banda, la molécula
CDS8 consisteix en un homodimer ao o un heterodimer aff que es presenta a la superficie
de les cel'lules T amb densitat baixa o alta, respectivament, donant lloc a dues
subpoblacions de céllules CD8+: CD8°“+ o CD8"€"+ (Lunney i Pescovitz, 1987;
Saalmuller et al., 1987; Pescovitz et al., 1994b). Les cel-lules CD8"¢"+ s6n generalment
limfocits T citotoxics, mentre que el CD8 s'expressa en baixes densitats conjuntament
amb el CD4 (CD4+CD8"+) en les cél'lules amb memoria immunologica i en algunes
cel-lules yd 1 cel-lules assassines naturals (Pescovitz et al., 1994b; Yang i Parkhouse,

1996).

Les cel-lules yd son normalment cel-lules CD4-CD8- no restringides pel MHC i
particularment abundants en individus joves, en superficies mucoses i en animals
doméstics (remugants, porcs 1 aus) en comparacio amb els humans. Les cel-lules yo
intervenen en un gran nombre de funcions immunes efectores caracteritzades per una
activitat citolitica i/o Thl, regulacio tant de limfocits B com T of, estimulacio de
macrofags 1 granulocits a través de citocines 1 produccio6 factors de creixement epitelial

(Hayday et al., 2000). Aixo fa que aquestes cel-lules tinguin un paper important en la
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modulacié de les inflamacions croniques, en la immunitat de les mucoses o en el
manteniment de la homeostasi tissular i la integritat epitelial (Boismenu i Havran, 1994;

Hayday et al., 2000; Holtmeier et al., 2002).

En el porc, els limfocits B tenen com a funcido principal la produccio de
immunoglobulines (Ig), les quals poden actuar associades a la membrana de les cél-lules
B (com a receptors antigenics especifics) o de forma soluble (com anticossos que
s'uneixen a particules foranies, facilitant la fagocitosi). Les cél-lules B activades
s'expandeixen clonalment davant d’antigens T dependents i1 independents, pero
requereixen la cooperacid6 de cel'lules T per a la diferenciacio cap a cél-lules
plasmatiques productores d’Ig A 1 G. Algunes d'elles també actuen com a cel-lules de
memoria (per aquesta diferenciacié necessiten de la cooperacié amb limfocits T). Els
limfocits B també produeixen i responen a citocines, actuant a més com a APC (Pistoia,

1997).

Les cél-lules assassines o agressores naturals (NK; Natural Killer) no estan
restringides per MHC i tenen com a principal funci6 la destruccio de cel-lules infectades
1 algunes cél-lules tumorals. En el porc, aquestes cel-lules, juntament amb els neutrofils,

son especialment importants en animals joves (Evans 1 Jaso-Friedmann, 1993).

L’estudi de les caracteristiques fenotipiques de les diferents poblacions de cél-lules
immunitaries es realitza mitjangant I'estudi de proteines de superficies localitzades a les
membranes cel-lulars. L'is d'anticossos monoclonals 1 de diferents técniques
laboratorials (citometria de flux, immunohistoquimica,...) ha permes definir els grups de
diferenciacid que es corresponen a poblacions o subpoblacions fenotipicament diferents.

A continuacio, a la taula 1.3., es detallen alguns d'aquests marcadors cel-lulars.
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Taula 1.3. Antigens de superficie utilitzats de forma usual per caracteritzar les diferents
subpoblacions cel-lulars del sistema immunitari porci (adaptat de Chianini, 2001).

Grups Antlge’n .de Tipus cel-lular Referéncia
superficie
SWC3 (CD172) Macrofags/monocits i granulocits Alvarez et al., 2000
Lini SWC9 Macrofags madurs Dominguez et al., 1998
inia
mieloide CD14 Cél'lules mielomonocitiques Dominguez et al., 1998
CD16 Neutrofils, macrofags i cél-lules NK  Saalmuller ef al., 1998
MAC 387 Macrofags/mondcits 1 granulocits Evensen, 1993
CD2 Limfocits T i cel-lules NK. Cél-lules Pescovitz et al., 1994a
B madures (probable)
CD3 Limfocits T Pescovitz et al., 1998
CD4 Limfocits T cooperadors Pescovitz et al., 1984
. CD5 Limfocits T Saalmuller et al., 1994
Linia
limfoide CDS$ Limfocits T citotoxics Pescovitz et al., 1984
CD21 Limfocits B Denham et al., 1998
CD79a1 Limfocits B Tanimoto i Ohtsuki, 1996
v8TCR Subpoblacio6 limfocits T Davis et al., 1998
afTCR Subpoblacio6 limfocits T Saalmuller ef al., 1991
Cel.-lules T actlvgdes, ce1~.1ules B Denham ef al., 1994;
CD25 activades i macrofags activats que .
Sinkora et al., 2001
expressen el receptor de IL-2
CD45 Tots el.s lguc001ts (antigen comu Bullido ef al., 1997
leucocitari)
CD45RO Limfocits B i T de memoria, Bullido et al., 1997
macrofags/monocits
Al e e .
tres CD45SRA lefO(‘)ltS B, llmfoqlts T no activats Bullido ef al., 1997
1 macrofags/monocits
Cél'lules nucleades que expressen
SLA T MHC classe I Lunney, 1994
C¢l-lules presentadores d'antigen .
SLA 11 DQ que expressen MHC classe IT Bullido et al., 1997
Cél-lules presentadores d'antigen .
SLA II DR Bullido et al., 1997

que expressen MHC classe 11
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1.2.2. El sistema immunitari intestinal del porc

Durant el procés de digestio i absorcid de nutrients, 1’intesti esta exposat a una amplia
varietat d’antigens i microorganismes patogens procedents dels aliments, aixi com de
bacteris residents, als quals cal limitar I’entrada. En aquest sentit, cal remarcar que el
tracte GI proporciona una extensa area superficial (~100-400 m?) de contacte intim
entre l'organisme 1 les substancies de la dieta, microorganismes, parasits i toxines
exogenes. Per aix0, a part de les funcions de digestido i absorcid, el tracte GI
desenvolupa importants funcions de defensa i barrera protectora, que han de
permetre a l'intesti la captacié de substancies cap a la circulacio sistémica, pero al
mateix temps excloure als components patogens (Baumgart i Dignass, 2002). El sistema
intestinal consisteix en una xarxa rica d‘interaccions reciproques 1 finament
orquestrades entre cel-lules immunitaries, epitelials, endotelials, mesenquimatoses,
nervioses 1 la matriu extracel-lular (Figura 1.3.). Qualsevol alteraci6 a nivell de la
mucosa que afecti la funcié de barrera intestinal pot resultar en inflamaci6 o dany
tissular (Baumgart i Dignass, 2002). Aixd ha generat un interés creixent per la biologia
de la mucosa intestinal, aixi com els estudis que investiguen el rol de les variables

nutricionals sobre la seva integritat (Deitch, 1993).

Figura 1.3. Esquema de l'intesti vist com a barrera protectora i dels factors involucrats
en aquesta funci6 (adaptat de Spreeuwenberg, 2002, en Wang, 1995).

Factors de la llum
. . Transcel-lular Paracel-lular
intestinal

T A T T AT T : Fosfolipids
Factors Capa mucosa
epitelials Unio estreta

Cél-lulaM

Cél-lula caliciforme Enterocit

Granulocit Macrofag

Factors Limfocit

mucosals Leucocit

Capil-lar Lacteal

Gangli limfatic
Melsa
Fetge

Altres organs
Sang
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Els mecanismes de defensa de quée disposa el tracte GI sén multiples i variats, tant no-
immunitaris com immunologics (Spreeuwenberg, 2002). La defensa inespecifica inclou:
la produccio d'acid gastric, el peristaltisme, la capa mucosa, les unions estretes entre
enterocits (zona ocludens), la descamaci6 epitelial, la proteolisi, la resisténcia front la
colonitzaci6 bacteriana i I'eix enterohepatic. La defensa immunitaria inclou la produccid
d’Ig aixi com les funcions desenvolupades per les cél-lules M, els limfocits 1 les altres
cel-lules del SI (Madara, 1989; Walker i Owen, 1990; Deitch, 1993; Schley i Field,
2002).

1.2.2.1. El teixit limfoide associat a I'intesti (GALT)

El sistema immunitari de les mucoses, que conté elements tant del SI innat com de
I'adquirit, esta estratégicament ubicat en arees on els antigens 1 patogens externs poden
accedir a l'organisme (Schley 1 Field, 2002). Aquest, inclou el teixit limfoide associat a
les mucoses dels tractes respiratori, urinari i reproductiu, i també el que protegeix el
tracte intestinal (GALT; gut-associated lymphoid tissue). Encara que no es disposa de
moltes dades, s'estima que el GALT conté 60 bilions de cel-lules, representa el 25% de
la massa intestinal i el 50-70% de tot el teixit limfoide de 1'organisme (James, 1993;

Kagnoft, 1993; Gaskins, 1998).

El GALT (Figures 1.4. 1 1.5.) esta compost per teixit limfatic organitzat en ganglis
limfatics intestinals, plaques de Peyer, noduls limfatics i en cel-lules leucocitaries no-
organitzades (teixit limfoide difts) a la LP i en el compartiment epitelial de 1'intesti
(Langkamp-Henken et al., 1992; Mowat i Viney, 1997; Pabst i Rothkotter, 1999; Stokes
1 Bailey, 2000). Per una banda, el GALT organitzat ¢s el responsable de la induccio de
la resposta immunitaria. Per ’altra, el GALT difs constitueix el lloc efector de la

resposta immunitaria.
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Figura 1.4. Components del teixit limfoide associat a I’intesti (GALT) (adaptat de
Schley i Field, 2002).

| GALT |
I [T !
Teixit limfoide Teixit limfoide Ganglis limfatics
organitzat no organitzat intestinals

Noduls limfati Leucocits de la lami -
S olitgrig iscg?nglgfes Plaques de Peyer eu00011)srbgiaa amina Limfocits intraepitelials
limfoglandulars
Cél'lules T CD4+ Cél-lules T CD4+ 1. Cél-lules T
Funcionalment | i CD8+ ] (1 CD8+) Cel'lules T CD8+ CD4+ i CD8+
equivalents a les Collules B
Plaques de Peyer = 30 - cl-lules \
q th Cél'lules B (productores IgA) Cél'lules y3
= Macrof: — Macrofags i cellules Minoritaries: NK,
acrotags dendritiques céllules B, CD4+
i macrofags
L Cel'lules L Granuloci
dendritiques ranulocits

Les plaques de Peyer madures consisteixen principalment en fol-licles rics en cél-lules
B, envoltats per arees interfol-liculars riques en cél-lules T, on hi ha nombroses veénules
endotelials altes, que permeten la migracid cel-lular i la recirculacié limfocitica, i una
cupula o volta subepitelial o dome que esta immediatament a sota de 1°epiteli (Kelsall i
Strober, 1996). L’epiteli associat al fol-licle, que recobreix les PP, és un teixit epitelial
modificat amb preseéncia d’un elevat nombre de cel-lules M. La caracteristica principal
d’aquestes cel-lules ¢és la seva elevada capacitat de transport transepitelial d’antigens
(proteines i peptids) per endocitosi fins a espais subepitelials, on son captats i processats
per les APC. La volta subepitelial que hi ha just a sota és una zona de teixit conjuntiu
lax on es troben les cel-lules dendritiques (MHC II+) amb la funci6é principal de
captacio i1 presentacio d’antigens a les cel-lules T cooperadores (Langkamp-Henken et
al., 1992; Kagnoff, 1993). També conté macrofags, cél-lules plasmastiques i limfocits T
1 B. En estret contacte amb aquesta zona, es troba I’estructura principal de les PP, els
fol-licles, que contenen basicament c¢l-lules B Ig M+, aixi com algunes c¢l-lules
dendritiques fol-liculars i alguns limfocits T CD4+ encarregats de col-laborar en el canvi
d’isotip cap a Ig A (Kagnoff, 1993). A la zona més basal d’aquests fol-licles hi trobem
els centres germinals de les PP, formats basicament per centrocits i centroblasts
(Spencer et al., 1986), la immensa majoria dels quals expressen 1I’'lg A (Weinstein 1

Cebra, 1991). Les zones interfolliculars estan caracteritzades per una important
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presencia de cel-lules T (basicament CD4+, perd també CD8+, CD4+CD8+ 1 CD25+),
perd també hi ha cél-lules dendritiques interfol-liculars, macrofags i una petita quantitat
de limfocits B. L’area fol-licular rica en cél-lules B i la zona interfol-licular rica en
cel-lules T se superposen en algunes regions i son un lloc important per a les

interaccions inicials entre les cél-lules T 1 B (MacLennan et al., 1997).

Figura 1.5. Esquema dels diferents components del teixit limfoide associat a 1’intesti
(GALT) (adaptat de Fagarasan i Honjo, 2004).
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En conjunt, les PP representen el major punt de captacié d’antigens intestinals, servint
tamb¢ de lloc d'induccio de respostes de cel-lules T 1 B (Stokes 1 Bailey, 2000; Schley i
Field, 2002). Un gran nombre de les respostes especifiques de 1’lg A secretora son
generades en les PP. Els limfocits T i B especifics d’antigen deixen la PP, migren als
ganglis limfatics regionals on proliferen 1 maduren, i finalment entren a la circulacid
sistemica, des d’on podran tornar a repoblar especificament el teixit limfoide intestinal
(Rothkotter et al., 1999b). Entre les diferents PP del porc existeixen diferéncies
regionals. Les PP jejunals tenen una mida més discreta perd més constant al llarg de la
vida de 1'animal 1 una major proporcio i trafic de limfocits T (Zuckermann i1 Gaskins,

1996, Pabst 1 Rothkotter, 1999).

44



Revisio bibliografica

Els noduls limfatics solitaris o els complexes limfoglandulars, sovint microscopics,
son agregats limfoides formats per fol-licles que son estructuralment i funcionalment
molt similars als fol-licles que formen les PP. Es creu que son un sistema equivalent o
complementari a les PP per a la induccid de les respostes generades a la mucosa

intestinal (Hamada et al., 2002).

Quant als leucocits presents a la lamina propia, s’observa una predominancia de
cel-lules B i plasmatiques (el 90% secretores d’Ig A) a la base de les criptes, i de
limfocits T a la part mitja 1 apical que basicament son CD4+, pero també hi ha CD8+
situats proxims a l'epiteli (Langkamp-Henken ef al., 1992; Stokes 1 Bailey, 2000; Schley
1 Field, 2002). La poblacié d’eosinofils i mastocits residents no és menyspreable, aixi
com la d’APC (macrofags i cél-lules dendritiques) i de neutrofils que incrementen el seu
nombre en resposta a patogens (King et al., 2003). A part de la funcidé principal
d’elaboraci6 de respostes actives enfront antigens (funcid efectora), a la LP, i en
particular a la poblacio de cel'lules T, se 1i atribueix la funcid de regulacid i
manteniment de 1'homeostasi mucosal (Bailey et al., 1998; Stokes i Bailey, 2000).
L'analisi de la poblacio de limfocits T, les citocines que produeixen (IL-4 1 I[L-10) 1 la
major susceptibilitat a 1'apoptosi suggereix que hi ha un clar biaix a favor de la
tolerancia antigénica evitant una sobrereaccio als antigens de la llum intestinal (Stokes i
Bailey, 2000; King et al., 2003). Aixo té lloc fins i tot en els casos on hi ha hagut una

resposta activa inicial a la PP o al gangli limfatic (Bailey et al., 2001).

La poblacié heterogenia de limfocits intraepitelials (un de cada 6-10 enterocits)
representa el 50% de tots els limfocits intestinals (Vega-Lopez et al., 1993; Vega-Lopez
et al., 2001) 1 el pool de cél-lules immunocompetents més gran de l'organisme
(Langkamp-Henken et al., 1992). Aquestes cél-lules son diferents de la poblacid
limfocitica de la circulacio sistémica i dels limfocits de la LP. El seu nombre depén de
I’influx des d’altres organs, de I’emigraci6 cap a la llum intestinal, i de I’apoptosi o la
proliferacié local (Jaeger et al., 1989; Chae i Lee, 1995; Rothkotter et al., 1999a; Gu et
al., 2002; Brown et al., 2006a). Encara que la majoria d'I[EL son basicament cél-lules T
CD3+, majoritariament CD8+ (50-80%), destaca la preséncia de limfocits T yd (Hayday
et al., 2000; Solano-Aguilar et al., 2001). De fet, del total d’IEL, els limfocits T yd

representen entre un 5 1 un 20% (Beagley ef al., 1995). Una particularitat que mostren
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els limfocits T v és que poden respondre a diferents antigens bacterians sense requerir-
ne la seva presentacid, fet que suggereix que aquestes cel-lules estan implicades en la
defensa innata (Williams, 1998). Els limfocits T yd també contribueixen a la reparaciod
del teixit i a la regeneracio cel-lular després de la resolucio de la resposta immunitaria,
mitjangant la producci6 de citocines i factors de creixement (Boismenu i Havran, 1994),
ajuden a la producci6 d’Ig A i a la regulacio de les respostes sistemiques enfront els
aliments via IFN-y (Mowat i Viney, 1997). Com ja s’ha comentat, la major part dels
limfocits T intraepitelials son CD8+, 1 d’aquests, una gran part presenta 1’homodimer
CD8aa (Guy-Grand i Vassalli, 1991). La preséncia de limfocits T amb aquest
homodimer ¢és caracteristica d’aquest compartiment intraepitelial tot 1 que se’n
desconeix la seva funcid. Al compartiment intraepitelial també hi ha cél-lules NK que
poden arribar a representar fins al 25 % de tots els IEL i la majoria d’elles expressen el
receptor per a la IL-2, que és un indicador d’activacio cel-lular (Van Parijs et al., 1997,
Todd et al., 1999). Els limfocits T CD4+, les cel-lules B 1 els macrofags son poblacions
molt minoritaries en aquest compartiment. Malgrat que les funcions biologiques no
estiguin del tot establertes, la seva localitzaci6 en contacte directe amb la Ilum
intestinal, suggereix que els IEL poden ser el primer compartiment del SI que respon als
antigens intestinals. En concret se'ls atribueix una potent capacitat citolitica 1 al mateix
temps immunoreguladora/supressora capa¢ de mantenir la integritat epitelial o induir
tolerancia oral (Guilford et al., 1996; Hayday et al., 2000; Schley i Field, 2002; King et
al.,2003).

Encara que no estan situats a la mucosa intestinal, els ganglis limfatics mesentéric,
ileocolic i colonics son considerats també part del GALT i tenen la mateixa estructura
que la resta de ganglis limfatics periferics (Guilford et al., 1996; Hayday et al., 2000;
Schley i Field, 2002; King et al., 2003). Estan formats tant per c¢l-lules limfatiques que
deixen o entren a l'intesti, com aquelles cel-lules que formen part de la circulaci6
periferica (Rothkotter et al., 1999b). Se’ls atribueix dues funcions principals: per una
banda, actuar com a filtre per als antigens i microorganismes, mitjangant les cél-lules
fagocitiques, 1 per 1’altra, la presentacio d’antigens al SI. Histologicament, en el porc, la
seva estructura i circulacié és invertida respecte la resta de mamifers. Aixi, a la
periféria, per on entra la limfa eferent, hi ha la medul‘la, rica en macrofags, APC,
cel-lules plasmatiques i fibres de teixit connectiu, perd sense formaci6é de sinus ni

cordons (Ramos, 1989; Chianini, 2002; Pappaterra, 2002). Interiorment, trobem el
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cortex, format per fol-licles primaris 1 secundaris basicament de cél-lules B. Els fol‘licles
primaris contenen principalment limfocits B madurs, mentre que els secundaris (que
contenen centres germinals) son llocs d’intensa proliferacio de cellules B amb la
consegiient sintesi de cel'lules B memoria que es queden al fol-licle i de cél-lules
plasmatiques secretores d’Ig que van a la circulacid sanguinia i es distribueixen per
I’organisme. El teixit limfoide difus que els envolta (paracortex) és una area rica en

cel-lules T, dendritiques i macrofags (Chianini et al., 2001).

1.2.2.2. La resposta immunitaria intestinal

Els trets diferencials de la resposta immunitaria intestinal son: i) preponderancia de la
secrecio d’Ig A, ii) tendéncia a generar una resposta immunitaria dominada per les
cel-lules T supressores, iii) xarxa immunologica mucosal i migraciéo limfocitaria

(Guilford et al., 1996).

La resposta immunitaria intestinal que es genera a les estructures limfoides organitzades
del GALT es basa en dos fets importants: el desenvolupament de cél-lules B capaces de
produir Ig 1 I’activacio i diferenciacio de cel-lules T. Ambdues poblacions posteriorment
migraran fora del GALT 1 aniran tant a les superficies mucoses com a la circulacio
periferica (Maloy i Powrie, 2001). Per tant, els canvis immunomodulatoris intestinals
poden visualitzar-se tant en els parametres immunitaris del GALT, com dels organs

limfoides secundaris o la circulaci6 periferica (Schley i Field, 2002).

L’entrada dels antigens i1 dels microorganismes a la mucosa intestinal indueix una
resposta immunitaria mucosal. Els antigens poden entrar a través de les cel-lules M,
cel-lules epitelials especialitzades en la captaci6 i el transport d’antigens luminals, o a
través dels enterocits que poden actuar com a APC no professionals. Els antigens
migren a les arees T interfol-liculars i/o als fol-licles de ce¢l-lules B de les PP, on sén
presentats als limfocits immunocompetents. Seguidament, els limfocits T activats
secreten TGF-B, que inhibeix la produccio d’Ig G 1 d’Ig M 1 indueix als limfocits B a
realitzar un canvi d’isotip a Ig A. Les cel-lules T precursores especifiques d’antigen, i
les cel-lules B precursores de cel-lules plasmatiques productores d’Ig A abandonen la
PP i migren als ganglis mesenterics, on maduren i pateixen una expansio clonal (Mowat

1 Viney, 1997). Aquestes cél-lules entren a la circulacié sistémica a través del conducte
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toracic 1 retornen a I’epiteli intestinal i1 altres zones mucosals, on exerciran la seva
funcié com a cél-lules efectores. Les cél-lules B arriben a la LP on, sota la influéncia de
cel'lules T 1 de citocines secretades, completen la seva diferenciacid a cél-lules
plasmatiques productores d’Ig A, en resposta a la reintroduccié d'un antigen (Kagnoff,
1993; King et al., 2003). Aquestes Ig confereixen proteccio ja que eviten I'adheréncia de
toxines i bacteries a epiteli i son mediadores de la citotoxicitat cel-lular (Gaskins, 1998).
Els limfocits T activats migren a les zones efectores de la mucosa intestinal (GALT
difus; epiteli 1 LP) gracies a complexes interaccions entre selectines i integrines de la
seva membrana i els seus lligands presents a la superficie de les cél-lules endotelials de

la LP (Kelsall 1 Strober, 1996).

= Ontogénia i modulacio6 de la resposta immunitaria intestinal

El SI porci esta en continua evoluciéo mentre els animals van creixent, tant pel que fa
l'expressio fenotipica de les cél-lules que el configuren com a la seva capacitat de
resposta (Solano-Aguilar et al., 2001; Manzano et al., 2002; Brown et al., 2006b).
Aquests canvis, juntament amb els observats en la morfologia intestinal, podrien
explicar I'augment de la supervivencia enfront els desafiaments antigeénics que té lloc a
mesura que incrementa amb l’edat dels animals (Brunsgaard, 1997; Brown et al.,
2006b). Per tant, és essencial el coneixement de 1'evolucié del SI intestinal i sistémic per
determinar quins dels elements d'aquest complex sistema son claus per a respondre

eficientment i incrementar la taxa de supervivencia de 1'organisme.

Els garrins recent nascuts es poden considerar immunoincompetents, a causa del baix
nombre de c¢l-lules presentadores d'antigen (MHC II+) intestinals i de limfocits CD4+ i
CD8+ necessaris per induir una resposta immunitaria activa (Bianchi et al., 1992; Vega-
Lopez et al., 1995; Pabst i Rothkotter, 1999). Per tant, depenen de la transferéncia
d'anticossos materns a través del calostre i la llet ja que no desenvolupen una immunitat
activa fins a les 4-7 setmanes de vida (Bailey et al., 2001). Aquest desenvolupament
esta influenciat per un ventall de factors ambientals que inclou els antigens o anticossos
derivats de la mare, la microbiota comensal i els patogens, entre d’altres (Bailey ef al.,
2005). En ambients convencionals, el desenvolupament té lloc rapidament a través de

diferents fases definides (Taula 1.4.; Bailey et al., 2001).
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Taula 1.4. Etapes en el desenvolupament del sistema immunitari mucosal en garrins.

Etapa Edat Observacions

Plaques de Peyer rudimentaries, baix nombre de cél-lules

Etapa 1 Recent nascuts T i cel-lules presentadores d’antigen a la mucosa.

Expansi6 no especifica de les PP i de les cel-lules B.
Etapa 2 1 dia— 2 setmanes  Aparicié d’algunes cél-lules T CD4+ activades.
Influx de cel-lules MHC II+.

Etapa 3 2 — 4 setmanes Aparicio de cél-lules T CD4+ madures.

Expansio del repertori de cél-lules B.

Etapa 4 4 - 6 setmanes Aparici6 de les cél-lules CD8+.

En el moment del deslletament (3-4 setmanes d'edat), el garri és exposat a una gran
quantitat d'estimuls antigénics bacterians i de la dieta que poden activar sobtadament el
seu SI. Després del deslletament, s’han descrit increments en I’expressio de citocines a
I’intesti 1 de diferents poblacions de cel-lules T a la LP de I’'IP, i també increments dels
nivells plasmatics d’IL-1 i fibrinogen (McCracken ef al., 1995; McCracken et al., 1999;
Jiang et al., 2000; Spreeuwenberg, 2002; King et al., 2003; Pie et al., 2004). King et al.
(2003) proposa dues hipotesis que explicarien aquesta activacio del SI: 1) I'anorexia i el
deju prolongat comprometen la integritat intestinal permetent la penetracio d'antigens
intestinals a l'interior de 1'organisme, iniciant aixi una resposta immunitaria, ii) el SI del
garri €s encara immadur 1 no és capa¢ de distingir entre antigens innocus i nocius, 1

mostra una resposta exacerbada.

Les influéncies ambientals, en un sentit ampli, poden accelerar o alentir el
desenvolupament o, en alguns casos, pertorbar el balang cap a una funcioé efectora o
reguladora excessiva, amb implicacions sobre la salut humana i animal (Bailey et al.,
2005). La dieta i les condicions ambientals i d’allotjament condicionen clarament el
nivell de noxes i1 d'exposicié antigénica de I’intesti, provocant una considerable variacio
en les respostes immunes 1 en 1’estructura histologica intestinal (McOrist 1 Neef, 1996).
Els desafiaments naturals inclouen tant el propi creixement bacteria i els productes
derivats de la fermentacio bacteriana, com els antigens alimentaris de certes dietes
(veure apartat 1.3.) o el dany causat pel fregament mecanic del propi aliment (Wyatt et

al., 1988).
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Per una banda, estudis que comparen animals convencionals respecte animals lliures de
germens han demostrat que l'evolucié de la immunitat intestinal i sistémica esta
clarament afectada per la microbiota intestinal (Cebra, 1999). Aixi, els animals
convencionals presenten una major renovacié cel-lular, major nombre de cél-lules a la
LP, major secrecido d’Ig A i PP més grans i amb poblacions diferents (Gaskins, 2003).
Es més, aquestes diferéncies tenen lloc independentment de I'exposicio a antigens de la
dieta, fet que indica el paper principal que juga la microbiota en la maduracié del SI
intestinal, més que no pas la propia dieta en si. A més, si les bactéries o altres agents
nocius travessen la primera linia de defensa i arriben a la LP, els seus metabolits o els
mediadors alliberats pel propi organisme (majoritariament per part dels enterdcits)
poden desencadenar una resposta immunitaria o evocar una resposta inflamatoria
(Baumgart i Dignass, 2002). Malgrat que la invasido per bactéries pot generar una
resposta immunitaria, aquesta penetracié de la barrera epitelial generalment no és
suficient per ella mateixa per induir inflamacio6 evident a la mucosa intestinal (Berkes et
al., 2003). No obstant aix0, i en contraposicid als potencials efectes nocius i pro-
inflamatoris provocats per la translocacid bacteriana, alguns productes derivats de la
fermentacié microbiana, com ara els AGV, podrien afavorir el tropisme i la integritat
epitelial 1 actuar amb propietats antiinflamatories (Sakata, 1987; Soergel, 1994;

Cavaglieri et al., 2000; Cavaglieri ef al., 2003).

D’altra banda, la discriminacid entre agents innocus d'aquells que son patogens és
essencial. Aixi, és necessaria la tolerancia enfront agents innocus (la majoria dels de la
dieta 1 els microorganismes saprofits) ja que si la resposta immunitdria no es
desenvolupa correctament pot conduir a una inflamacié inapropiada en el tracte GI
(Strobel i Mowat, 1998; Bailey et al., 2001). De totes formes, malgrat hi hagi tolerancia
local enfront les bactéries comensals que es troben en altes densitats a la llum intestinal,
Macpherson et al. (2005) han demostrat recentment que si aquestes travessen la barrera
epitelial i assoleixen els lloc inductors de la resposta immunitaria intestinal, poden
generar una resposta immunitaria efectiva a nivell sistémic, que de forma normal roman

no estimulada enfront bacteries residents.

El SI es desenvolupa amb 1’edat en equilibri entre els components efectors i els
reguladors de la resposta immunitaria intestinal (Figura 1.5.; Bailey et al. 2005). La

integritat de la mucosa, especialment en nounats, depén del manteniment de 1’equilibri
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entre determinats limits a fi 1 efecte d’evitar respostes inapropiades. La pertorbacid
d’aquest balang per influéncies ambientals (deslletament, infeccid) acaba desembocant
en una resposta immunitaria transitoria inapropiada a antigens inofensius (per exemple
la soja al deslletament) o en una susceptibilitat transitoria a la malaltia (per exemple E.
coli al deslletament). Influéncies inespecifiques del medi resulten en un desequilibri
entre les funcions efectores i reguladores; aquests animals estan permanentment

predisposats a respostes immunes desregulades (al-lergia o les infeccions croniques).

Figura 1.5. (A) Desenvolupament del SI amb I’edat en equilibri entre les funcions efectores
i reguladores (==) dins els limits segurs (-----). (B) Pertorbaci6 d’aquest balang¢ per
influéncies ambientals que desemboca en una resposta immunitaria transitoria inapropiada.
(C) Influéncies inespecifiques del medi resulten en un desequilibri permanent entre les
funcions efectores i reguladores (adaptat de Bailey et al., 2005).

Funcid
efectora

(A) Funci6 reguladora  (B) Funcid reguladora (C) Funci6 reguladora

En animals, la majoria d'estudis referents a la resposta immunitaria del GALT s'han
focalitzat a I'IP i en les primeres edats. En els Gltims anys, pero, l'interés creixent per les
malalties inflamatories croniques del budell (malaltia de Crohn, colitis ulcerosa) 1 el
cancer de colon en humans ha permes incrementar el coneixement de la patofisiologia
de I'G. Tot i que en linies generals els principis immunoinflamatoris de 1'IP valen per
I'IG (Barker et al., 1993), tal i com s’ha comentat anteriorment, hi ha trets estructurals i
funcionals que diferencien aquests dos compartiments. Per exemple, a I'IG, la
microbiota, la concentracié de components de la dieta 1 de substrats no digerits, I’aigua,
els productes de fermentaci6 i la produccido de mucines, entre d’altres, estableixen les
caracteristiques fisicoquimiques de 1’ambient intestinal al qual s’exposa la mucosa
colonica, determinen la integritat de la mucosa i modulen les respostes immunitaries

(Brunsgaard, 1998; Schley i Field, 2002).
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1.3. Nutricio: efectes sobre I’estructura i el sistema immunitari intestinals

El programa d’alimentaci6 dels porcs consta de diferents pinsos segons el pes, 1’edat i
I’estat fisiologic dels animals (Taula 1.5.). Com a animals monogastrics, on la digestid
¢és principalment enzimatica, les dietes son riques en mido, proteina, greix i pobres en
fibra. En condicions convencionals, els porcs s’alimenten amb pinsos compostos,

complets i formulats en base a la matéria fresca.

Taula 1.5. Programa d’alimentacié tipic del porci: requeriments nutricionals (en
materia fresca) i caracteristiques de les dietes (ISU, 1996; NRC, 1998).

Deslletament / Transicio Creixement / Engreix
Pes viu (kg) 6-12 12-20 20-60 40-60 60-100
Energia metabolitzable, 3200 3250 3200 3100 3000
Kcal/kg
Proteina bruta, % 18-22 18-20 15-20 14-18 12-16
Fibra bruta, % <3 3-4 4-6 4-6 4-6
Extracte eteri, % 4-10 4-8 <8 <8 <8
Lysina, % >1.5 >1.2 >1.1 >0.85 <0.7
Ric en lactosa i
ingredients d’alta  Moderat
Peculiaritats qualitat. Alta en lactosa. Poques limitacions en ingredients
digestibilitat. Additius
Additius

El tracte gastrointestinal (GI) t¢ com a funcidé principal la de transformar aquests
aliments ingerits en nutrients que puguin ser posteriorment absorbits i disponibles per
l'organisme. A més, en els primers estadis del creixement, I’intesti també absorbeix
macromolécules que s6n importants per al creixement i desenvolupament de I’individu,
com son diferents factors de creixement (Weaver ef al., 1990) 1 Ig procedents de la llet
materna (Simister i Rees, 1985). Morfologicament, l'intesti, especialment I'IP, ha
desenvolupat estructures per augmentar 1’area de superficie de contacte entre el medi
extern i intern: les nanses intestinals que permeten una elevada longitud, els plecs
intestinals de mucosa i submucosa que incrementen tres vegades la superficie si es
compara amb un tub cilindric, les vellositats intestinals que incrementen de 7 a 14
vegades la superficie, i les microvellositats que incrementen de 15 a 40 vegades la

superficie d'absorci6 i secrecid (Banks, 1993; Barker et al., 1993; Cook, 1996). Els
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nutrients poden ser absorbits des de la llum intestinal a través de dues rutes: la via
paracel-lular a favor de gradient i sense despesa energetica i la via transcel-lular per
proteines transmembrana de les membranes cel-lulars, si bé hi ha una part que travessa

la bicapa lipidica per difusio simple (Woudstra i Thomson, 2002).

La ingestio d’aliment per via enteral per se i el nivell de consum d'aliment afecten
l'estructura intestinal i la seva funci6 (Spreeuwenberg, 2002); perod també les propietats
funcionals que puguin tenir els mateixos aliments. Des d’un punt de vista nutricional les
estratégies per millorar la funcionalitat intestinal dels porcs inclouen: i) modificacions
en el processat o I’estructura de 1’aliment (grau de molta, processat térmic, alimentacid
liquida fermentada), ii) canvis en els ingredients (tipus de cereal, fonts de proteina,
nivell i tipus d'ingredients fibrosos,...), iii) la utilitzacié d’additius en els pinsos (Pluske
et al., 1998; Canibe 1 Jensen, 2003; Jensen et al., 2003; Mikkelsen et al., 2004;
Hedemann et al., 2005). Moltes d’aquestes estratégies adquireixen rellevancia després
de la prohibici6 de 1’addicié d’antibiotics al pinso com a promotors del creixement.
Després de cinc décades d’us, les inquietuds sobre les generacié de resisténcies
bacterianes (WHO/OIE/FAO, 2003) han motivat la prohibicid progressiva a partir de
1999 de I’ts d’aquests productes i amb aquesta finalitat en animals a la Uni6 Europea

(Reglament 2821/98/CE); I’tltima al 2006.

A part, recentment, esta incrementant 1’interés dels anomenats aliments funcionals que,
segons |’ International Life Science Institute, son aquells ingredients que més enlla de la
seva aportacid nutricional habitual han demostrat cientificament comptar amb beneficis
fisiologics i/o de reduccid del risc de patir determinades patologies. Entre d’altres, s hi
inclouen determinats additius (anomenats nutracéutics, cas de parlar del producte
purificat) o ingredients rics en determinats compostos (acids grassos, fibra, carotens,
fenols,..) amb propietats funcionals. Nogensmenys, en aquests casos, i tractant-se de
nutricié humana, el fonament cientific esdevé 1’aspecte indispensable alhora de realitzar
declaracions nutricionals i de propietats saludables dels aliments (Reglament (CE) nim.

1924/2006).

Les relacions entre els diferents components de la dieta i la funcionalitat intestinal sén
molt complexes i de caracter multifactorial. Una analisi exhaustiva de tots ells i de les

seves interaccions s'escapa de l'objectiu d'aquesta revisié. A continuacio, s'intentara
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remarcar els aspectes més destacats de cadascun d'ells, fent especial émfasi en els que

formen part dels quatre estudis experimentals d'aquesta tesi (capitols 3,4, 51 6).

1.3.1 Macronutrients

1.3.1.1. Compostos nitrogenats: proteines i aminoacids

Els compostos nitrogenats inclouen els aminoacids i les proteines i la fraccid minoritaria
de nitrogen no proteic (amines, amides, amoniac, nitrats, acid uric, vitamines del grup
B, purines, etc.). En porci, les fonts més importants de proteina sén els suplements
proteics (farines de peix, concentrats vegetals [de soja, patata,...], péptids intestinals,
etc.), seguits de les lleguminoses, els cereals i de forma residual els productes fibrosos.
La digesti6 proteica per enzims gastrics (pepsina), pancreatics (tripsina), per 1’acid
clorhidric, 1 per les aminopeptidases de les microvellositats genera aminoacids 1

oligopeptids, 1’absorcid dels quals es produeix majoritariament a I’ili (Banks, 1993).

Nivells alts de proteina (34%), respecte nivells normals (13-20%), poden provocar un
increment de la massa gastrointestinal, a part d’incrementar la massa d’altres visceres en
rates 1 porcs d'engreix (Pond et al, 1989), amb efectes negatius sobre l'eficiencia
productiva. Pero nivells alts de proteina també podrien tenir conseqiiéncies negatives
sobre la fisiologia intestinal. Aixi, dietes baixes en proteina (< 17%) ajuden a mantenir
la salut intestinal dels garrins recent deslletats ja que eviten que se sobrepassi la
capacitat digestiva enzimatica de I'P, disminuint aixi la preséncia de proteina no
digerida a trams posteriors que pot estimular la fermentaci6 proteica, el creixement de
bactéries patogenes i/0 la produccié de metabolits toxics bacterians com ara I'amoniac

(Nyachoti et al., 2006).

A la bibliografia, hi ha multiples treballs comparant l'efecte de la proteina de soja
intacte respecte proteines de soja tractades o proteines de la llet, en particular durant la
fase post-deslletament, que és on s'observa una incidéncia més elevada de diarrees. Les
dietes de deslletament basades en proteines de soja poden augmentar l'atrofia de les
vellositats i I'hiperplasia de les criptes, sense afectacidé del nombre de cel-lules
caliciformes (Dunsford et al., 1989; Li et al., 1990a; Li et al., 1991). A part, alguns dels

seus components, tals com la glicinina i B-conglicinina, poden provocar reaccions
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d'hipersensibilitat tant a nivell local (increment de la densitat intestinal de cel-lules T
CD4+ 1 CD8+ 1 cellules plasmatiques) com sistémic (increment dels anticossos
circulants i major reactivitat als tests intradérmics), amb efectes negatius sobre els
rendiments productius (Dunsford et al., 1989; Li et al., 1990a; Li et al., 1991; Dreau et
al., 1994; Dreau et al., 1995). En la patogenia del procés sembla determinant el grau
d’immaduresa del SI intestinal dels animals recents deslletats, que podrien no regular
correctament les respostes immunitaries als antigens i provocar dany tissular, una
absorci6 deficient i comprometre la tolerancia sistémica (tolerancia oral) a les proteines
de la dieta (Newby et al., 1979; Bailey et al., 1993; King et al., 2003). Aquest fet és
especialment rellevant si es té en compte que en les primeres setmanes posteriors al
deslletament, igual que en altres espécies, quantitats significants de proteina son
absorbides de forma intacte a través de la mucosa intestinal (Wilson et al., 1989).
Aquesta hipersensiblitat es pot contrarestar amb 1'is de proteines de soja hidrolitzades

(McCracken et al., 1998; Spreeuwenberg, 2002).

A part de la soja, els efectes d’altres fonts proteiques sobre I’estructura intestinal han
estat menys descrites a la literatura. Makkink ez al. (1994) van comparar diferents fonts
de proteina (llet en pols, concentrat de proteina de soja, farina de soja i farina de peix),
observant efectes en el nivell d'ingesta, pH gastric i secrecions enzimatiques, pero sense
efectes destacables en l'arquitectura de IP. Només la preséncia de factors
antinutricionals (inhibidors de la tripsina, hemoaglutinines, glucocids [saponines i
isoflavones], alcaloids, lectines, tanins, ...), que poden causar una major duracié del
periode d'atrofia que té lloc després del deslletament o una disminucio6 de la digestié de
nutrients, han rebut relativa atenci6é (Allee i Touchette, 1999). Per exemple, el nivell
d'ingestio de l'inhibidor de la tripsina (present també en la proteina de soja) esta

inversament relacionat amb el guany mig 1 l'algada de les vellositats en porcs deslletats.

Certs aminoacids podrien tenir un rol especific en la regulaci6 de la integritat i
funcionalitat intestinals (Wu, 1998). En suport a aquesta hipotesi, dietes baixes en
proteina pero suplementades amb aminoacids tenen resultats similars a les dietes amb
nivells proteics normals (Kerr ef al., 2003). La glutamina (aminoacid no essencial pero
substrat energetic preferencial dels enterdcits, macrofags i limfocits) evita 1'atrofia de
les vellositats intestinals i incrementa el numero d'IEL i macrofags intestinals (Allee i

Touchette, 1999). Aixi, la glutamina (~1%) podria millorar la recuperacio la mucosa de
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I'IP 1 mantenir la resposta immunitaria en fases critiques, encara que aquests efectes no
siguin clars en garrins no desafiats (Spreeuwenberg, 2002). En canvi, l'addicié
d'argininia (0.5-1 %) no mostraria aquests efectes. La treonina també és un aminoacid
important per l’intesti ja que ~60% ¢és consumit per la mucosa intestinal i podria
incrementar la proteccid de ’epiteli ja que és factor determinant en la produccio de les
mucines intestinals (Stoll et al., 1998; Law et al., 2007). Recentment, s’ha observat que
’addici6 del triptofan (0.5%) podria millorar la ra¢ vellositat:cripta, alhora que estimula
el consum d’aliment (Koopmans et al., 2006). No es disposen d'estudis sobre 1’efecte de
la suplementacié d‘aspartat, glicina, cisteina, prolina o altres aminoacids sobre la

morfologia o la immunologia intestinals.

Les proteines de la llet son precursors de diversos peptids biologicament actius (peptids
opioids, transportadors de minerals, antimicrobians, antitrombotics, immuno-
estimulants, etc.). S'ha vist que peéptids de la caseina estimulen la proliferaci6 de

limfocits en humans i 1°activitat fagocitaria dels macrofags (Meisel, 1997).

El plasma animal deshidratat és una altra important font de proteines ja que s’inclou a
nivells que van del 5 al 15% (Gatnau 1 Zimmerman, 1991). A més, el seu us a la Unio
Europea ha estat recentment reautoritzat (Reglament 1292/2005/CE). Malgrat no ser
considerat un additiu, els potencials efectes de I’administracié6 d’aquest producte es
discutiran en el capitol 1.3.2.6. ja que majoritariament és considerat un probable

substitutiu dels antibiotics que s’havien utilitzat com a promotors del creixement.

1.3.1.2. Lipids

Els lipids, siguin greixos o olis, s’inclouen a la dieta a nivells variables, entre el 4 1 10%.
Estan compostos per una amplia gamma de substancies: acids grassos, acilglicerids o
grasses, fosfolipids, esfingolipids, glicolipids, colesterol 1 ceres, entre d'altres;
logicament, amb propietats funcionals diferenciades. A I’intesti, els lipids s'emulsionen
amb sals biliars 1 son digerits per lipases pancreatiques 1 de les microvellositats.
Posteriorment, es formen micel-les que permeten l'absorcié per difusié o trancitosi a

través de ’epiteli intestinal (Banks, 1993).
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Dos factors determinen el rol dels lipids en la salut intestinal 1 en la malaltia: la
composicid 1 la quantitat de greix incorporat a la dieta (Calder, 1998). En general,
'addici6 de greix a la dieta, per exemple un 5-10% d'oli de soja o de coco en porcs (Li
et al., 1990b) o un 8% d'oli de blat de moro en rates (Pell et al., 1992), incrementa la
profunditat de les criptes i podria disminuir I'alcada de les vellositats intestinals. No
obstant, components concrets del greix podrien tenir efectes positius en el manteniment
de la integritat intestinal, com ara ’addicié d’un 1% de colesterol en incrementar
1‘alcada de les vellositats 1 el numero de cel-lules caliciformes durant el deslletament
(Dunsford i Haensly, 1991). Altres estudis han observat que la suplementacié amb acids
grassos poliinsaturats podria afavorir la recuperacioé de I'IP després d'una fase de deju
(Lopez-Pedrosa et al., 1999), encara que alguns d’ells, com I'acid linoleic, podrien
incrementar la susceptibilitat a 1’oxidacié dels lipids de la mucosa i la descamaci6 de les
cel-lules epitelials del jeji (Lopez Bote et al., 2001). L’efecte estimulant dels lipids
sobre la proliferacié de la mucosa de I'IP podria ser atenuat per la preséncia de bacteéries

(Pell et al., 1995).

Canvis en la quantitat i el tipus de greix ingerit tenen un impacte sobre diferents
aspectes de la resposta immune en limfocits, monocits 1 neutrofils (Kelley 1 Daudu,
1993). En humans i en alguns animals, dietes riques en greix disminueixen la
proliferacié de limfocits T i l'activacid de cel-lules NK quan es comparen amb dietes
amb menor nivell de greix (Calder, 1998). Aix0 és particularment evident en acids
grassos poliinsaturats, capagos d‘induir apoptosi en limfocits, monocits, colonocits 1
altres linies cel-lulars (Sweeney et al., 2005). Tanmateix, existeix variabilitat entre els
diferents tipus de greix. Calder (1998) proposa la segiient gradacidé pel que fa a la
poténcia antiinflammatoria en animals: greix ric en acids grassos saturats (oli de palma
o de coco) < olis rics en acids grassos ®-6 (oli de moresc, girasol o soja) < oli d'oliva <
oli rics en acids grassos ®-3 (oli de Ili, oli 1 farina de peix). Per una banda, la
suplementacié amb acids grassos poliinsaturats ®-3 alleugereixen la inflamacio i les
malalties autoimmunes ja que inhibeixen la sintesi d‘eicosandids; perd en animals no
sempre ¢s aixi (Kelley 1 Daudu, 1993). De fet, altres autors (Kastel et al., 1999) han
observat que l'addicié d'oli ric en ®-3 incrementa el numero de mondcits i cel-lules
CD8+ circulants, 1'activitat fagocitica i la produccié d’Ig M en porcs. Spreeuwenberg
(2002) conclou que l'addici6 d’acids grassos ®-3 podria tenir efectes beneficiosos

especialment en fases d‘anoréxia i quan les condicions higiéniques son suboptimes.
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D'altra banda, els acids grassos poliinsaturats m-6 son precursors de 1'acid araquidonic 1
estimulen la producci6 d‘eicosanodids. Malgrat que no siguin els més potents,
disminueixen certes funcions immunes quan s'ingereixen en altes quantitats. Aixi, per
exemple, en porcs amb colitis induida per Brachyspira hyodysenteriae la suplementacio
amb acid linoleic conjugat (»-6) va disminuir el dany de la mucosa perque va mantenir
el perfil d’IFN-y 1 IL-10, 1 la distribuci6 de limfocits CD4+ i CD8+ (Hontecillas ef al.,
2002). Tanmateix, dietes riques en oli de blat de moro (font de acid linoleic; ®-6) o
variacions en el coeficient ®-6:®-3 no han comportat diferéncies apreciables en la
resposta immunitaria en porcs desafiats amb lipopolisacarid d’Escherichia coli

(Spurlock et al., 1997; Meyer et al., 2003).

1.3.1.3. Carbohidrats

El terme "carbohidrat" inclou un ampli nombre d'estructures amb diferent composicio 1
complexitat. Una definicid6 formal de carbohidrat, acceptada pels quimics, ¢és
“polihidroxi aldheids, cetones, alcohols, acids, els seus derivats simples i1 els seus
polimers que contenen enllagos polimerics de tipus acetat" (Pigman i Horton, 1972). Els
carbohidrats (CH), hidrats de carboni o glicids, representen entre un 50 i un 65% de la
racid 1 estan constituits per quantitats relativament baixes de monosacarids (glucosa,
galactosa, fructosa, xilosa, arabinosa, manosa; ~1-2%), disacarids (sucrosa, maltosa,
lactosa, cel.lubiosa; ~1-5%;) 1 oligosacarids (1-10%), i en major mesura de polisacarids:
mido (~40-70%) 1 polisacarids no amilacis (~10-50%) de les parets vegetals (revisat per
Pérez i Gasa, 2002). Els monosacarids, disacarids i el midd son relativament ben
digerits a I'IP. La proporcié de tots aquests components varia logicament entre
ingredients, perd també entre les diferents parts de grans i llavors, i entre parts similars
de diferents ingredients. Aix0 implica que, a part de la inclusi6 de cada ingredient
concret, el seu fraccionament i tractament térmic pot proporcionar racions clarament

diferenciades.

La digestio i I’absorci6 de la major part dels CH es realitza principalment al jeju, tot 1
que la resta de segments de I’intesti també presenten mecanismes per absorbir-los. Els
CH de la dieta son digerits a molécules senzilles (monosacarids), majoritariament D-
glucosa, D-galactosa i D-fructosa, per sacaridases endogenes (a-amilasa de la saliva i

pancreatica; B-galactosidasa i1 a-glucosidasa pancreatiques; sucrasa, lactasa, maltasa i
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altres enzims de les microvellositats) o enzims microbians (B-glucanasa,
arabinoxilanases, cel-lulases, heminopectinases, etc.) que incrementen distalment
(Castillo et al., 2005). Dels polisacarids, el midé es digereix majoritariament a la porcio
anterior del tracte digestiu mitjangant enzims propis de I'animal (Bach Knudsen ef al.,
2000). En canvi, el porc no té enzims propis per digerir la fraccié de polisacarids no
amilacis, tot 1 que una part considerable, variable en funcié del tipus, pot desapareixer a
I'IP per digesti6 microbiana (Mathers, 1991). Aixi doncs, existeix una porcio dels CH
que no ¢s digerida ni absorbida a I’IP 1 que assoleix I’'IG, on pot ser aprofitada per la
microbiota per al seu propi manteniment i proliferaci6. Durant aquest procés
fermentatiu, s’alliberen productes a I’IG que un cop absorbits poden representar fins el

25% de les necessitats energétiques de manteniment del porc (Bergman, 1990).

Els CH representen la font més important d'energia dels animals remugants i dels no
remugants. Malgrat aix0, encara manquen molts coneixements sobre la seva
composicid, digestid, metabolisme 1 interaccid amb altres components de la dieta
(Anguita, 2006). Encara menys es coneixen les conseqiiencies que els CH de la dieta
poden tenir sobre les caracteristiques fisicoquimiques de la digesta, I’estructura i la

funcionalitat de la mucosa intestinal o la patofisiologia de 1'animal.

= Sucres i oligosacarids

Dels sucres, la sucrosa i la lactosa tenen un paper rellevant en la nutricié porcina en les
primeres edats. Per exemple, la lactosa, principal CH de la llet i font energetica dels
enterocits 1, probablement la sucrosa, podrien contribuir a mantenir la integritat
intestinal si s'administren després del deslletament (Pluske et al., 1996b), encara que no

sempre ¢s aixi (Dunsford i Haensly, 1991; Spreeuwenberg, 2002).

Alguns oligosacarids, per la seva estructura, son resistents a l'accidé dels enzims
digestius i arriben practicament intactes a 1'IP distal i a I’'IG on seran substrats per la
microbiota bacteriana. En especial, alguns d’ells son un bon substrat per
Bifidobactterium spp., Lactobacillus spp., Bacteroides spp., Enterococcus faecium i
Pediococcus spp. (Santomd, 1998). Per tant, alguns oligosacarids podrien tenir

propietats prebiotiques (apartat 1.3.2.2.).
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= Polisacarids: mido i polisacarids no amilacis

El midé és la major font de polisacarids de les plantes (Hizukuri, 1996) i, amb
l'excepcid de les dietes d'iniciacidé que inclouen seérum de llet, representa la major font
de CH en les dietes porcines (Bjorck, 1996). El mid6, format per amilosa 1
amilopectina, s'acumula en els granuls de l'endosperma i es considera altament
digestible. Tant la proporcié de cada component com les caracteristiques dels granuls
varien entre les diferents fonts botaniques, i en algun cas també entre varietats (revisat
per Martinez-Puig, 2006). El mid6 és generalment ben digerit i absorbit a I’IP, pero una
certa quantitat de mido pot resistir a la digestid enzimatica (midoé resistent; MR), per ser
fisicament inaccessible (granulat groller de grans i llavors; Tipus I), per la compactacio
de la seva estructura granular (patata crua o platan verd; Tipus II), per la seva
retrogradaci6 després del tractament térmic (patates cuites i refredades, pa o flocs; Tipus
III), o perque ha estat modificat quimicament (midons esteritzats o esterificats; Tipus
IV) (Englyst et al.,, 1992; Brown et al., 1995). Aquest MR és part de la fibra

alimentaria.

Juntament amb el MR, els polisacarids no amilacis (PNA) constitueixen el principal
substrat que assoleix I'IG. La composicid i1 estructura dels PNA ¢és molt variada 1
determinen les seves propietats fisiques (solubilitat, retenci6 d'aigua, viscositat) i la seva
major o menor resisténcia a la fermentacio microbiana (Bach Knudsen et al., 2000). En
general, quant més alta la solubilitat i1 la capacitat de retencié d'aigua, més extensa ¢és la
fermentacié (McBurney et al., 1985). En els cereals, els principals PNA son els -
glucans, els arabinoxilans i la cel'lulosa (Bach Knudsen, 1997). En el cas de les
lleguminoses i altres suplements proteics, la composicié de PNA inclou, a més de la
cel-lulosa, també quantitats significatives de galactomanans, arabinogalactans i sobretot
pectines (Ouhida et al., 2002; Anguita, 2006). Dels PNA, els components més
abundants en les dietes més utilitzades en nutricié porcina son: la cel-lulosa, els -
glucans, els pentosans i les pectines. Alguns d’aquests polisacarids també podrien tenir
propietats immunoestimulants, com per exemple el fruit del garrofer (Pirvulescu et al.,
2002), ric amb determinats polisacarids amb efectes d’exclusid en infeccions per
Salmonella spp. en pollastres en el cas de la goma de garrofi (Lima, 1997) o de la
reducci6 de la incidéncia de diarrees en la fase posterior al deslletament utilitzant farina

de polpa de garrofa (Lizardo et al., 2001).
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= La fibra alimentaria

El terme fibra alimentaria (DF; dietary fibre) fa referéncia a les parts comestibles de les
plantes que resisteixen la digesti6 i I’absorcio a I'IP, perd que poden ser totalment o
parcialment fermentades per la microbiota (AACC, 2001). La DF inclou una amplia
varietat de substancies amb diferents propietats fisiques i efectes fisiologics. Els
components més importants de la DF son el MR i els PNA, i en molt menor quantitat

alguns oligosacarids.

El contingut i tipus de DF influencia molts processos del tracte GI (Cummings 1
Englyst, 1995), aixi com les caracteristiques fisicoquimiques de la digesta (Mikkelsen et
al., 2004; Anguita, 2006), la morfologia i la integritat intestinal (Goodlad et al., 1995;
Jorgensen et al., 1996; Brunsgaard, 1998; McCullogh et al., 1998), la funcionalitat
(Roediger, 1982; Tappenden et al., 1997; Correa-Matos et al., 2003) i la immunitat
intestinals (Lim et al., 1997; Cavaglieri et al., 2000; Schley i Field, 2002). En general,
un consum elevat de DF s'ha relacionat amb diferents efectes fisiologics i metabolics
positius (Buddington i Weiher, 1999; Dongowski et al., 2003), encara que en animals
joves podria tenir propietats antinutritives (Piel ef al., 2005). Tanmateix, un supoOsit
general sobre els efectes de la DF en els animals no seria valid ja que la fraccid

carbohidratada dels ingredients fibrosos presenta una composicié altament complexa.

La fibra és fermentada majoritariament a 1’1G 1 genera, predominantment (~70%), acids
grassos volatils (AGV) com ’acétic, el propionic i el butiric, perd també acids organics
(lactic, formic) i1 gasos (Ha, CO; i metd) (revisat per Williams et al., 2001; Anguita,
2006). La concentracio d’AGV a I'lG (170-230 umol/g) és especialment alta al cec i al
colon (Imoto i Namioka, 1978), sobretot en comparacié amb les parts més proximals del
tracte GI (20 pmol/g en IP) (Clemens ef al., 1975). No obstant, a mesura que els CH
disminueixen a causa del procés fermentatiu, la fermentacid6 a I'IG esdevé més
proteolitica i la concentracié d’AGV ramificats (isovaléric i isobutiric) que provenen de
la fermentacio d’alguns aminoacids incrementa (Piva et al., 1996). Al mateix temps, la
fermentacid proteolitica s’associa amb la formacidé de metabolits potencialment toxics
(NHs, amines, fenols volatils i indols) que poden ser perjudicials per la mucosa (Visek,
1984; Bingham, 1990). La quantitat i el perfil dels productes derivats de la fermentacio

depen basicament del substrat fermentat (Taula 1.6.). En general, les dietes riques en DF
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incrementen els AGV derivats de la fermentacido dels CH, amb potencials efectes
beneficiosos sobre la incidéncia de malalties coloniques (Velazquez et al., 1997). En
particular, les dietes riques en MR, sembla que incrementen la producci6é de butirat a
I’'IG (van Munster et al., 1994; Noakes et al., 1996; Martinez-Puig et al., 2003), que
podria tenir un efecte protector front el cancer colorectal o la malaltia inflamatoria
cronica del budell (Roediger 1 Millard, 1995; Topping i Clifton, 2001; Cavaglieri et al.,
2003; Claus et al., 2003; Mentschel i Claus, 2003).

Taula 1.6. Quantitat d‘acids grassos volatils (mmol/g substrat) produits després de
fermentar in vitro diferents substrats (adaptat d’ Anguita, 20006).

Substrat Acetat Propionat Butirat Total Referéncia
Mido (total) 4.13 1.76 2.39 8.27 Englyst i Macfarlane, 1987
Mido resistent 1.16 0.72 0.94 2.82 Casterline et al., 1997
Pectines 5.18 0.76 0.57 6.51 Englyst i Macfarlane, 1987
B-glucans 2.41 1.69 1.44 5.54 Casterline et al., 1997
Arabinogalactans 3.14 2.70 0.45 6.30  Englyst i Macfarlane, 1987
Xilans 6.94 1.35 0.23 8.52  Englyst i Macfarlane, 1987
Ingredients vegetals
Blat de moro 0.76 0.21 0.16 1.13 Casterline et al., 1997
Ordi 1.32 0.96 0.38 2.66  (Casterline et al., 1997
Soja 1.19 1.14 0.22 2.55  Casterline et al., 1997
Polpa de remolatxa  1.07 0.07 0.01 1.15 Titgemeyer et al., 1991

La DF ¢és necessaria per I'estimulaci6 de la motilitat del tracte GI (Tabeling et al., 2003)
1, en general, incrementa el volum i la longitud dels compartiments del tracte GI
(Stanogias 1 Pearce, 1985; Jin et al, 1994; Jorgensen et al., 1996). Perd també
n'incrementa el seu pes, ple i buit, a causa d’un increment del tamany o per estimulacio
del creixement de les tiniques muscular /o mucosa (Goodlad et al., 1995; Stark et al.,
1995; Rijnen et al., 2000), alhora que estimula la circulacié de la sang a la mucosa i
l'activitat motora (McCullogh et al., 1998). A part, 1'addici6 de fibra a la dieta pot
revertir 'atrofia de la mucosa de I'G observada durant el consum de dietes altament
digestibles (Janne et al., 1977; Goodlad 1 Wright, 1983). L'administracié de dietes amb
nivells alts de DF incrementa la profunditat de les criptes i la proliferacio cel-lular a 1'[P
i al colon (Jin et al., 1994; Brunsgaard, 1998; McDonald et al., 2001; Wong i Gibson,
2003), encara que altres treballs no han trobat aquests efectes (Pell ez al., 1992; Glitso et
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al., 1998). Les discrepancies entre experiments podrien estar relacionades amb la

quantitat i la composici6 de la fibra utilitzada.

El mecanisme pel qual la DF actua sobre la proliferacié de la mucosa sembla ser
diferent quan es consideren els diferents trams del tracte GI. A I’estomac 1 a I'IP, l'efecte
de la fibra sembla ser un efecte fisic directe (Wyatt et al., 1988) 1 possiblement vinculat
a un increment de la viscositat de la digesta (Pell ef al., 1995), més que no pas per
increment de la produccio d’AGV (Key et al., 1996). De forma contraria, 1'efecte sobre
la mucosa colonica podria ser mediat per la preséncia d'abundant microbiota (10'°-10"
bacteries/ml digesta) 1 dels seus productes derivats (Goodlad et al., 1989). Alguns dels
productes de la fermentacio del CH, en general els AGV, i en especial el butirat com a
substrat preferencial dels colonocits (Roediger, 1982), s'ha demostrat que tenen un
efecte trofic sobre la mucosa (Roediger i Millard, 1995; Topping i Clifton, 2001; Claus
et al., 2003; Mentschel i Claus, 2003). Es més, la DF també contribueix a protegir la
mucosa indirectament, a través de la dilucié de compostos amb efectes nocius i/o
citotoxics, com son acids biliars o productes derivats de la fermentacid proteica, o

reduint-ne de la seva produccié (Newmark i Lupton, 1990; Govers et al., 1999).

Totes les fibres alimentaries, fins i tot aquells substrats no fermentables, poden
incrementar la secrecié de mucines al llarg de tot I’intesti. Aixo és conseqiiéncia, alhora,
de la producci6 d°‘AGV 1 de l'estimulacio mecanica (Schmidt-Wittig et al., 1996;
Barcelo et al., 2000; Guarner, 2006). Brunsgaard (1998) va demostrar que un increment
en la mida de la particula de I'aliment, més que el tipus de cereal de la dieta (ordi o blat
en aquest cas), estimula la proliferacio epitelial i la produccié de mucines a I'lG, i en
modifica la seva composicid, fet que millora la proteccié d'aquests porcs enfront
infeccions intestinals. En el cas dels garrins, 1ts de cereals extrusionats ajuda a
mantenir 'estructura intestinal, amb criptes poc profundes i un alt nimero de cél-lules
argentafins a I'IP, cosa que en podria estimular el creixement (Lawlor et al., 2000). En
canvi, altres estudis no han trobat cap efecte de la quantitat o el tipus de DF sobre

l'arquitectura intestinal (Brunsgaard et al., 1995; Hedemann et al., 2005).
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Hi ha una creixent evidéncia que la fibra de la dieta pot afectar la composicio, el
metabolisme 1 la funcidé de les céllules del sistema immunitari (Lim et al., 1997;
Cavaglieri et al., 2000; Schley i Field, 2002). Field et al. (1999) van observar que
gossos alimentats amb fibra altament fermentable (polpa de remolatxa, oligofructosa i
goma arabica) tenien proporcions de cél-lules T CD4+ 1 CD8+ més altes, major resposta
a mitogens a les zones T-depenents del GALT 1 respostes disminuides en aquelles arees
dominades per c¢l-lules B. Resultats similars han estat descrits en rates alimentades amb
dietes riques en cel-lulosa (Lim et al., 1997) o polpa de remolatxa (Nagai et al., 2000).
Augmentant el nivell de DF o canviant-ne el tipus també s'han descrit increments d’Ig
mucosals 1 sistemiques (Lim et al., 1997; Yun et al., 1997; Kudoh et al., 1999),
alteraci6 de la producci6 de citocines (Lim et al., 1997; Yun et al., 1997) o canvis en el

nombre de cél-lules immunitaries a 1'epiteli intestinal (Ishizuka et al., 2004).

Els mecanismes pels quals la DF afecta la funcié immune de 1'intesti encara no estan del
tot establerts. Schley 1 Field (2000) proposen diferents vies no excloents: 1) promoci6 de
determinades poblacions bacterianes i contacte directe d’aquestes bactéries o parts de
bacteries (parets cel-lulars o components citoplasmatics) amb cél-lules immunitaries de
l'intesti, i1) producciéo d’AGV per fermentacio6 de la fibra, ii1) modulaci6 de la produccid

de mucines.

Per una banda, la microbiota intestinal €s la major font de material antigénic per
I’animal, i la fibra pot modular el creixement de determinades bacteries residents,
especialment en el colon. Aixi doncs, alguns autors consideren que la majoria de DF
que es fermenta a I’IG es pot considerar com un prebiotic (Schley i Field, 2002; Lim et
al., 2005). A més, si el que estimula la DF és el creixement de lactobacils i
bifidobacteries, llavors 1’efecte sobre el sistema immune podria ser equiparable al que
s’observa en els probiotics, perd0 més permanent (apartat 1.3.2.2.). A part de les
bacteries acid lactiques, caldria considerar altres components microbians ja que encara
hi ha moltes bacteries intestinals desconegudes 1 moltes d’elles no cultivables (Leser et
al., 2002). Aixi, la DF pot modificar el perfil de la microbiota intestinal, avaluat amb
técniques moleculars, sense afectar els principals grups bacterians del tracte GI
(Castillo, 2006). D’altra banda, els AGV derivats de 1’acci6 fermentativa de la
microbiota, acetat, butirat 1 propionat, inhibeixen in vitro la proliferaci6 dels limfocits,

promovent un ambient antiinflamatori (Franklin et al., 1991; Curi et al., 1993; Wajner
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et al., 1999; Cavaglieri et al., 2003). De tots ells, el butirat és el que t€¢ una accid
antiinflamatoria més marcada ja que també pot inhibir in vitro la produccio d’IL-2 i
IFN-y i la funci6 estimuladora de les APC (Bohmig et al., 1997). En canvi, estudis en
rates suggereixen que els AGV poden potenciar la preséncia de cel-lules CD8+ 1 NK a
I’lG (Ishizuka et al., 2004). La correlacid entre la quantitat d’AGV 1 la preséncia de
limfocits a la mucosa intestinal no sempre és significativa, i el grau de resposta depén
del tipus de fibra administrada (Kudoh et al., 1998). Per ultim, la DF també pot
incrementar la produccié de mucines, 1 aixo pot evitar I’adheréncia i la translocacio
bacteriana a través de la barrera epitelial (Satchithanandam et al., 1990; Katayama et
al., 1997). Canvis en la composicié de la microbiota intestinal i la produccié d’AGV,
perd també una disminucié del pH, incrementen la produccié de mucines (Bustos-
Fernandez et al., 1978; Sharma i Schumacher, 1995; Fontaine et al., 1996; Sharma i
Schumacher, 2001; Gaskins, 2003).

1.3.2. Micronutrients i additius

Els micronutrients (vitamines i minerals) son substancies que tot i trobar-se en petites
quantitats en els aliments son indispensables pel correcte funcionament del 1’organisme.
Malgrat se’n pugui incrementar el seu aport mitjangant suplements, de forma normal ja
es troben en els ingredients que conformen la dieta. D’altra part, els additius en
alimentacio animal son totes aquelles substancies, microorganismes o preparats, distints
de les matéries primeres, que s’afegeixen de forma intencionada en el pinso o a 1’aigua
amb una finalitat concreta. Aixi que un additiu en alimentacié animal haura d’influir
positivament en les caracteristiques del pinso, en la produccid, activitat o benestar dels
animals, en el color d’ocells 1 peixos ornamentals, en les caracteristiques dels productes
animals o en les repercussions mediambientals de la produccié animal, satisfer les
necessitats alimentaries dels animals o tenir un efecte coccidiostatic o histomonoestatic

(Reglament (CE) nim. 1831/2003).
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1.3.2.1.Vitamines i minerals

Diferents investigacions han demostrat que les vitamines regulen el sistema immunitari
quan s'utilitzen dins del rang habitual de composicié de les dietes. Malgrat tot, el seu
efecte immunestimulant només s'evidencia clarament quan s’utilitzen en nivells elevats
o quan l'animal ha sofert un estat previ de malabsorcié o malnutrici6. A la taula 1.7. es
poden observar les funcions principals de les vitamines pel que fa al SI. A més, s'ha
proposat que les vitamines amb propietats antioxidants, com la vitamina E, poden evitar

I'oxidacid 1 posterior descamacio de I'epiteli intestinal (Lopez Bote et al., 2001).

Els minerals u oligoelements que han despertat més interes en els Gltims anys han estat
el coure, el zinc i el seleni. Malgrat que els seus mecanismes d'accid no son del tot
coneguts, el coure o el zinc per exemple son addicionats en dietes porcines ja que eviten
de forma eficac la diarrea i milloren els resultats productius dels garrins. Tanmateix, cal
remarcar que els efectes s’observen quan s’addicionen els minerals a dosis altes
(farmacologiques), en comptes de les dosis que s’usen de forma normal per suplir els
requeriments nutricionals dels animals. Estudis recents han demostrat que diferents
formes de Zn organic incrementen la capacitat limfoproliferativa i fagocitica del porcs,
mentre que tenen un efecte nul o negatiu en la produccié d'anticossos (van Heugten et
al., 2003b). Amb nivells similars (80 ppm) altres estudis tampoc han obtingut una
millor resposta humoral, ni intestinal ni sistémica, pero si un increment de la longitud de
la PP ileal, indicador del grau de desenvolupament del GALT durant les primeres

setmanes de vida (Castillo, 2006).

Generalment, els oligoelements actuen com a cofactors de diferents sistemes enzimatics
del metabolisme anabolitzant del SI. Per tant, i en funci6 del nivell d'inclusio i l'estat de
l'animal, poden tenir efecte permissiu o potenciador de la resposta immune. En
particular, el seleni és un cofactor de la glutati6 peroxidasa i aixi un potenciador de la
immunitat innata 1 adaptativa en alguns casos (Blodgett et al., 1986; Ndiweni i Finch,

1995; Santoma, 1998).
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Taula 1.7. Principals funcions immunomoduladores de les vitamines i provitamines
(adaptat de Santoma, 1998)

Provitamina o

. . Forma activa Funcions i efectes
vitamina
Vitamina A Acid 9-cis-retinoic Augmenta la resposta de cel-lules T. Estimula
Acid all-trans-retinoic  producci6 I. Augmenta pes del timus i la melsa
Antioxidant. Estimula la produccio d’Igi la
Vitamina C Acid ascorbic fagocitosi. Disminueix la immunosupresié deguda a
l'estrés
Vitamina D 132.5- . . Estimula la fagocitosi i la immunitat inespecifica
dihidroxicolecalciferol
Tocoferil Antioxidant; evita la descamacio epitelial.
Vitamina E hidroquinona Incrementa resposta humoral i cel-lular, incrementa
o-tocoferol la limfoproliferacio, redueix I'alliberacio de PGE,
Carotens i . .., Antioxidant. Alliberacio de PG i leucotriens.
. Carotens i carotenoids R . . .
carotenoids Activacid/limfoproliferacié de cél-lules T
Vitamina B, Pirofosfat de tiamina  Estimula la produccio6 d’Ig
Vitamina B, Riboflavina Estimula la produccio6 d’Ig
Vitamina Bg Pirofosfat de piridoxal Estnpula la p I‘OduC.Cl‘O d Ie.
Proliferaci¢ leucocitaria
Vitamina B, Cianocobalamina Intervé en la produccio d’Ig i acids nucleics
Acid pantoténic Coenzim A Estimula la producci6 d’Ig
Acid folic Acid tetrahidrofélico  Intervé en la produccié d’Ig i acids nucléics
Biotina Carbosibiotina Estimula la produccio d’Ig

1.3.2.2. Prebiotics i probiotics

Prebiotics i1 probiotics han estat ampliament analitzats en alimentaci®é humana, i
ultimament en alimentacié animal. El seu mecanisme d'acci6 esta basat en la capacitat
de certes substancies (prebiotics), microorganismes (probiotics) o d’ambdos

components (simbiodtics) de crear una microbiota intestinal beneficiosa per l'animal

(Gibson i Roberfroid, 1995).
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Com ja s’ha comentat anteriorment, alguns oligosacarids (inulina, galactooligosacarids,
fructooligosacarids,...) o polisacarids (mananoligosacarids o B-glucans) podrien tenir
propietats prebiotiques (Gibson i Roberfroid, 1995; Santoma, 1998; Swanson et al.,
2002). Existeixen nombrosos estudis on es descriuen els efectes beneficiosos sobre salut
intestinal dels prebiotics, basicament gracies a l'acci6 moduladora de la microbiota
intestinal: increment de bactéries acid lactiques, bloqueig de bacteries patogenes o

increment de la producciéo d’AGV (Santomd, 1998; Allee i Touchette, 1999).

Spencer et al., (1997) van trobar que l'administracio de fructooligosacarids, o xilo-
oligosacarids (Marinho et al., 2006), en porcs recent desmamats incrementava l'altura
de les wvellositats. Altres estudis han demostrat que 1’administracié de
fructooligosacarids també incrementa l'activitat mitotica, la produccié de mucines i la
profunditat de les criptes a I'lG, probablement per I’increment de la producci6 de butirat
(Tsukahara et al., 2003). En aquest sentit, Correa-Matos et al. (2003) va observar una
millora en la funcionalitat intestinal i una disminucié dels simptomes en porcs infectats
amb Salmonella typhimurium 1 alimentats amb fructooligosacarids o polisacarids de la
soja fermentables. No obstant, en rates alimentades amb dietes semisintétiques s'ha vist
que l'administracié de fructooligosacarids o inulina incrementa la citotoxicitat de la
digesta 1 perjudica la mucosa intestinal, fet que resulta en una major translocacié de

Salmonella enteritidis (Ten Bruggencate et al., 2003).

L'addici6 de prebiotics a la dieta també altera la funci6 immune (Swanson et al., 2002).
En particular, la suplementacié de mananoligosacarids incrementa la concentracio d’Ig
A intestinals 1 Ig G sistémiques, la reactivitat dels limfocits T intestinals
(limfoproliferacid), la produccié d’IL-2 i IFN-y o la fagocitosi bacteriana (Santoma,
1998; Privulescu, 1999; Swanson et al., 2002). Nogensmenys, també son capacos de
bloquejar I'adhesio6 de diferents bacteries (Salmonella sp., Streptococcus sp., E. coli,...) a

1‘epiteli intestinal (Mouricout et al., 1990; Fernandez et al., 2002).

La WHO i la FAO (2001) defineix els probiotics com "microorganismes vius que quan
son administrats en quantitats adequades confereixen un benefici per la salut de 1'hoste".
Sacharomices  cerevisae, Enterococcus  faecium, Lactobacillus  rhamnosus,
Lactobacillus  farciminis, Bacillus licheniformis 1 Bacillus toyoi son els

microorganismes més utilitzats en nutricidé porcina i normalment se'ls hi atribueixen
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propietats immunoestimulants (Simon et al., 2003). Encara que amb resultats molt
variables en funcié de l'especie bacteriana, les bactéries acid lactiques tendeixen a
incrementar la produccié d’Ig A i el numero de cél-lules T CD4+ a la LP (Vitini ef al.,
2000), pero sense induir resposta citotoxica. En contrast amb el bacteri comensal
Enterococcus faecium (Simon et al., 2003), Bacillus toyoi si que incrementa el nombre
de cél-lules T y6 1 CD8+ a l'epiteli de garrins recent deslletats (Schraek et al., 2006).
Estudis recents descriuen una reduccio del nombre de cél-lules CD2+, CD4+ 1 MHCII+
a l'epiteli jejunal en porcs suplementats amb Lactobacillus brevis, aspecte que els autors
relacionen amb una disminucid de l'activacid del sistema immune de l'intesti (Davis et
al., 2006). En canvi, l'addici6 d'alguns probiotics (Lactobacillus casei DN-114 001 o
altres llets fermentades) incrementen la resisténcia a la infecci6 amb Salmonella
typhimurium en rates (Paubert-Braquet et al., 1995). No aixi, l'eficacia vacunal enfront
el virus del sindrome respiratori i reproductiu porci no millora amb l'administraci6 del
Lactobacillus casei (Kritas i Morrison, 2007). Probablement, no totes les bacteries acid
lactiques poden ser utlitzades com adjuvants orals i l'efecte beneficiés no es pot
generalitzar a tot el génere o especies (Vitini et al., 2000). Tampoc tots els estudis per
humans que han usat la rata com a model sén extrapolables als porcs (Simon et al.,

2003).

Diversos estudis també¢ indiquen un efecte trofic i/o un augment de la longitud de les
vellositats en porcs suplementats amb Bacillus cereus, Lactobacillus brevis o
Saccharomyces boulardii, o en rates utilitzant Lactobacillus casei (Thoreux et al., 1998;
Baum et al., 2002; Davis et al., 2003). Endemés, Bacillus sp. i Lactobacillus brevis
tamb¢é disminueixen el nombre de cél-lules amb mucines sulfatades al jeju i al duode

dels porcs (Davis et al., 2006).

Diferents components de la paret cel-lular de llevat Saccharomyces cerevisiae també
mostren propietats immunomoduladores i poden interferir amb la microbiota intestinal.
Per una banda, els mananoligosacarids de la paret dels llevats poden unir-se a fimbries
de bactéries gram negatiu tipus 1 o micotoxines evitant la seva adhesido a I’epiteli
(Spring 1 Privulescu, 1998; Pettigrew, 2000; Spring et al., 2000). Pero també actuen
com antigens estimulant diferents components del SI. Aixi, per exemple, en aus poden
incrementar la produccio de anticossos o el pes relatiu de la bursa de Fabrici respecte la

melsa (Spring i Privulescu, 1998; Morales et al., 2005). D’altra banda, els B-1,3/1,6-
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glucans, també presents a la paret de Saccharomyces cerevisiae, son importants
potenciadors del SI, principalment sobre la immunitat innata, capagos d'activar
macrofags, cél-lules T i NK, la via alternativa del complement, aixi com d'incrementar
les cel-lules CD8+ (Miura et al., 1999; Chae et al., 2006). Tanmateix, estudis recents
realitzats amb tot el llevat com a suplement dietétic han aportat resultats contradictoris.
En alguns s’ha observat que milloren els indexs productius i que modulen la resposta
immunitaria de porcells acabats de deslletar (Li et al., 2006), mentre que en altres
estudis no es veuen efectes remarcables (Hiss i Sauerwein, 2003), o bé s’obtenen
resultats variables entre diferents experiments (van Heugten et al., 2003a). Aquesta
variabilitat pot estar associada a diferéncies en les soques de llevats emprades, les dosis,
les condicions d’emmagatzematge, la composicido de la dieta, a les interaccions amb

farmacs 1/0 a les diferéncies en les estratégies d’alimentacio.

1.3.2.3. Acidificants

Els acidificants han esdevingut una alternativa a I'hora de reemplacar els antibiotics en
els pinsos o I’aigua dels garrins, a causa dels seus efectes positius sobre els rendiments
productius (Partanen i Mroz, 1999). A part de tenir un cert component prebiotic, ja que
seleccionen la microbiota saprofita, aquests productes poden tenir potencial
microbiocida o microbioestatic i milloren la digestid. El descens del pH de I'estémac del
garri (molt compromes després del deslletament) 1 I'augment del temps de retencid
gastrica, que s’ha observat amb I’'us d’alguns acids afavoreixen la inhibici6 del
creixement de bactéries patogenes i la digestibilitat de la proteina de la dieta (Partanen i

Mroz, 1999).

S'ha proposat que els antibiotics promotors del creixement i els acidificants podrien
reduir els efectes nocius que exerceix la microbiota intestinal sobre la mucosa (Partanen
1 Mroz, 1999; Anderson, 2003). En aquest sentit, recentment, Castillo (2006) ha descrit
els canvis produits per diferents additius en les poblacions microbianes. En particular, el
butirat sodic incrementa la biodiversitat microbiana. En aquest mateix estudi, el butirat
sodic va incrementar la profunditat de les criptes al jeju i el nombre de cel-lules
caliciformes al colon (Manzanilla et al., 2006), pero sense produir cap variacid en el
nombre de cél-lules immunitaries a la LP ni a l'epiteli. Altres autors proposen que els

acids grassos de cadena curta inclosos en el pinso, com ara el butirat, tenen la capacitat
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d'estimular la proliferacio cel-lular, provocant vellositats més altes a 1'ili i criptes més
profundes a colon, efecte simultani a un increment en el guany de pes (Galfi 1 Bokori,

1990).

1.3.2.4. Extractes de plantes

Els extractes de plantes o els olis essencials son un dels additius més antics utilitzats per
I'home. Recentment, s’han comengat a utilitzar com a alternativa als antibiotics. Se’ls hi
atribueix gran quantitat d’efectes: sobre la palatabilitat i les secrecions gastriques (Platel
1 Srinivasan, 1996), propietats antimicrobianes (Didry ef al., 1994; Dorman i1 Deans,
2000) i antioxidants (Aruoma, 1996), antitoxigenics (Sakagami et al., 2001) i efectes
immunomoduladors (Middleton i Kandaswami, 1992; Kong et al., 2006), entre d’altres
(Taula 1.8.). Pero la concreci6 dels seus efectes és dificultosa ja que hi ha una amplia
varietat de productes, amb diversitat de compostos 1 molécules com a principis actius i
una gran variabilitat en la quantitat de cada component present en un extracte de
plantes. Per tant, un dels aspectes més importants és la seva caracteritzacid i

estandarditzacié (Cowan, 1999).

El timol, carvacrol, eugenol i cinamaldehid sén les substancies amb més activitat
antimicrobiana (Manzanilla, 2006). Perd malgrat que 1’efecte antimicrobia sigui el més
evident i estudiat en animals, 1’analisi d’altres potencials efectes sobre la fisiologia, la
immunitat i especialment sobre la funcié digestiva poden ajudar a obtenir i entendre els
beneficis productius observats (Manzanilla, 2006). Els mecanismes d’acci6 son

escassament coneguts en porcs, 1 molts d’ells només han estat demostrats in vitro.

Diferents estudis indiquen que la saponina de la Quillaja saponaria (quil-laia) realca la
immunitat amb diferents patrons de citocines 1 anticossos en funci6 de les dosis (Boyaka
et al., 2001), pot induir una resposta citotoxica CD8+ (Newman et al, 1992) i una
proteccio enfront rotavirus (McNeal et al., 1998). En porcs infectats amb Salmonella
typhimurium, s’observen millors rendiments productius quan els pinsos son
suplementats amb extractes de Quillaja saponaria o Ascophyllum nodosum (alga
bruna), malgrat que els efectes sobre la immunitat son marginals, afectant només la

funcionalitat macrofagica (Turner et al., 2002a; Turner et al., 2002b).

71



Capitol 1

Taula 1.8. Sumari d’alguns dels extractes de plantes més comuns, les principals
substancies actives 1 les propietats descrites fins el moment (adaptat de Kamel, 2001)

Forma vegetal Compost principal Propietats descrites

Espécies aromatiques

Antioxidant. Estimulant de la gana i

Canyella Cinamaldehid la digestio. Antimicrobia. Possible
antiinflamatori.

Clau Eugenol Estgnqlant de la gana i la digestio.
Antimicrobia.

Cardamomo Cineol Estimulant de la gana i la digestio.

Anis Anetol Estimulant la digestio.

Api Ptalides Estimulant de la gana i la digestio.

Tulivert Apiol Estgnqlant de la gana i la digestio.
Antimicrobia.

.. Estimulant de la digestio.
All Allicin Antimicrobia. Immunoestimulant.
, . Antioxidant. Estimulant de la

Romani Cineol L - .
digestio. Antimicrobia.

Faricola Timol Antioxidant. Estimulant de la

£ digestio. Antimicrobia.

Salvia Cineol Estgnqlant de la digestio.
Antimicrobia.

Llorer Cineol Es‘qmqlant de la gana i de la digestio.
Antimicrobia.

Orenga Timol, carvarcol =~ Immunoestimulant. Antimicrobia.

Menta Mentol Estl.mglant de la gana i de la digestio.
Antimicrobia.

Espécies picants
. . s Estimulant dels enzims pancreatics.
Pebrot picant (bitxo) Capsaicina Antidiarreic. Antiinflamatori. Tonic.
Pebre vermell/negre Piperina Estimulant de la digestio.

Mostassa Alil-isotiocianat ~ Estimulant de la digestio.

Gingebre (curri) Zingerona Estimulant gastric.
Altres

Quil-laia Saponina Immunoestimulant.

Alga bruna

Probable immunoestimulant.
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L’addicié d’un extracte d’Origanum vulgare, que conté carvacrol i1 timol, t€¢ un efecte
immunoestimulant no especific i millora el resultats productius en porcs d’engreix amb
retras en el creixement (Walter i Bilkei, 2004). Cumarines i fenols també podrien
augmentar la resisténcia a la infeccio per Leishmania donovani gracies a un increment
de la funcié macrofagica (Kayser et al., 2001). L’all (4llium sativa), a part de moltes
altres propietats, manté la immunocompeténcia de l’individu en aquelles situacions
compromeses (Milner, 2001). En particular, gracies a la seva capacitat
immunoestimulant, principalment de la immunitat cel-lular, és capa¢ de reduir la

incidéncia de cancer (Lamm i Riggs, 2001).

Altres compostos, com la capsaicina de les diferents espécies de pebrots vermells del
genere Capsicum (Sancho et al., 2002; Kim et al., 2003) i el cinamaldehid del
Cinnamomun cassia (Koh et al., 1998) han demostrat propietats antinflamatories,

encara que en el cas del cinamaldehid hi ha resultats contradictoris (Shan ef al., 1999).

No ¢és infreqlient s conjunt de diferents components. Aixi, per exemple, la
combinaci6 d’extractes d’orenga, canyella i bitxo en garrins recent deslletats pot
prevenir parcialment 1’atrofia de vellositats i I’hiperplasia de criptes, cosa que provoca
una millora dels resultats productius (Velazquez et al., 2005b; Velazquez et al., 2005a).
Estudis posteriors utilitzant aquests tres mateixos productes a dosis similars (2%) no
han demostrat l'efecte beneficios sobre la rad vellositat:cripta (Manzanilla, 2006), perd
si una disminuci6 del nombre d'IEL i de mitosis, encara que variable en funci6 del
nivell de proteina. Aquests canvis probablement sén provocats per modificacions en la

funci6 digestiva i/o en la microbiota intestinal.

1.3.2.5. Plasma animal

Pel que fa a les proteines plasmatiques, aquestes han estat ampliament reconegudes com
a ingredients alimentaris d’alta qualitat per als animals de granja, incloent-hi el bestiar
porci 1 bovi. Un exemple d’aquestes proteines €s el suplement amb plasma assecat, el
SDAP (spray dried animal plasma) o el SDPP en el cas del porci (spray dried porcine
plasma). Aquests productes comporten destacables increments en les taxes de
creixement dels garrins (Coffey i Cromwell, 1995), comparables a les dels pinsos

suplementats amb antibiotics com a promotors del creixement (Torrallardona et al.,
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2003). Aixo0 sobretot t€¢ lloc durant els 14 primers dies després del deslletament
probablement perque els garrins son més sensibles a desordres patologics durant les
dues primeres setmanes després del deslletament, ja sigui per 1’estrés que comporta la
propia separaci6 de la mare (Pluske ef al., 1997), o bé per la immaduresa de ’aparell
digestiu i1 del propi SI, i el declivi de la immunitat passiva materna (Deprez ef al., 1986;

Bailey et al., 2001).

El SDAP esta constituit per un 78% de proteina, de la qual, aproximadament un 50% és
albumina, un 25% és globulina (incloent a-, B- i y-globulina), un 5% fibrina 1 un 20%
altres proteines, incloent-hi haptoglobulina, transferrina, factors de creixement 1 altres
proteines i peptids (Howell 1 Lawrie, 1983). L’SDAP conté més d’un 15% d’Ig G, que
podrien ser funcionals quan sén consumides per 1’animal ja que les Ig son relativament
resistents a la digestio. De fet, Gatnau et al. (1989) van veure que les Ig del SDAP sén
absorbides des de la Ilum intestinal al torrent sanguini en porcs acabats de néixer 1
privats del calostre. Aquests anticossos podrien actuar, en animals d’aquesta edat, contra
els patogens de la llum intestinal estalviant esfor¢os en els mecanismes defensius dels
garrins. Les glicoproteines del SDAP podrien tenir un comportament similar (Sanchez

etal., 1993).

En bovins, la morbilitat esta reduida en aquells animals alimentats amb el pinso
suplementat amb proteines plasmatiques (Quigley i Wolfe, 2003). En un estudi
preliminar en porcs, Markowska-Daniel et al. (2003), a més de la reduccid en la
mortalitat 1 la morbilitat i la millora en el creixement, han observat un increment en el
nombre de limfocits T, concretament en la subpoblacié CD8+ on a nivell sanguini. En
canvi, Touchette ef al. (2002) observen que els porcs alimentats amb SDAP presenten
nivells d’expressio de citocines proinflamatories (TNF-a 1 IL-1B) més baixes a
I’hipotalam, a la hipofisi i a les glandules adrenals, aixi com en melsa, timus i fetge.
També observen nivells d’expressio reduits d’IL-6 a les glandules adrenals, a la hipofisi
i a la melsa. Aquesta reduccid en ’activaci6 del sistema immunitari, es veu corroborada
pel fet que porcs alimentats amb SDAP també presenten un menor grau d’activacié de
I’eix hipotalam-hipofisi-adrenal (Touchette et al., 2002). Aquest eix esta molt vinculat a
I’activacio del sistema immunitari (Carroll ef al., 2002). Recentment, Pérez-Bosque et
al. (2004) han observat que rates alimentades amb SDAP tenen una menor activacio

limfocitaria a les PP amb menys limfocits CD4+ activats quan son desafiades amb
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I’enterotoxina B de Staphylococcus aureus. Malgrat que els animals alimentats amb
pinso amb SDAP poden desenvolupar una resposta immunitaria, aquesta és de menor
intensitat. De forma similar Bosi et al. (2004) han observat que els animals
suplementats amb plasma animal i infectats amb E. coli K88+ presenten una notable
reduccid de I’expressié d’IL-8 1 TNF-a a l’intesti, respecte aquells animals que han
consumit el pinso no suplementat. En resum, la majoria de treballs conclouen que el
SDAP millora I’aprofitament energetic dels nutrients i1 protegeix contra la penetracid
d’agents quimics 1 infecciosos a la circulaci6 sanguinia, reduint el grau d’inflamaci6 o

d’activacid del SI.

Un punt on diferents treballs entren en conflicte és si el SDAP promou o no el
alteracions en la morfologia intestinal. Per una banda, Spencer ef al. (1997) 1 Touchette
et al. (1997) observen que hi ha una millora de 1’alcada de la vellositat i de la relacio
vellositat-cripta. D’altra banda, diferents autors no han pogut demostrar que
I’alimentaci6 amb SDAP millori la proliferacié de les cellules de la cripta, la
profunditat de la cripta o 1’algada de la vellositat (Jiang et al., 2000; Van Dijk et al.,
2001; Van Dijk et al., 2002). De fet, Bosi et al. (2004) suggereixen que el SDAP afecta
l'estructura de la vellositat i la cripta només quan la integritat de la barrera intestinal es

troba compromesa.

Malgrat que els efectes sobre els rendiments productius puguin ser causats per un
increment del consum de pinso (Coffey i Cromwell, 1995; Van Dijk et al., 2001), el fet
que els efectes només s’observin amb la fraccio pesada del SDPP (que conté basicament
Ig) 1 no amb les altres fraccions (Owen ef al., 1995; Pierce et al., 1995) déna suport a la
hipotesi d’una accid immunitaria. Els resultats de Jiang ef al. (2000) coincideixen amb
aixo ja que troben una disminuci6 de la densitat cel-lular de la LP en animals alimentats
amb SDPP independentment del nivell d’ingestid. Aixi doncs, la millora del creixement
es creu que ¢€s resultat d’una menor estimulacié del SI. Aquesta hipotesi esta recolzada
per estudis que demostren que una activacié immunitaria produeix una reducci6 en el
consum d’aliments, aixi com un increment del consum de nutrients per part del SI

(Demas et al., 1997; Williams et al., 1997).

Els efectes del SDPP sobre el creixement es produeixen principalment en el

deslletament (Jiang et al., 2000) i en aquells animals criats en un entorn amb una
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carrega patogena important, com pot ser una granja convencional, en comparacid als
estabulats en condicions experimentals i, per tant, amb un grau d’higiene relativament
elevat (Coffey i Cromwell, 1995). En aquest sentit, s’han desenvolupat estudis on s’ha
comparat I’efecte del SDAP amb el dels antibiotics en porcs infectats amb E. coli.
(Torrallardona et al., 2003), amb una millora en 1’estat general dels animals, tant si el
pinso ha estat suplementat amb antibiotics com si ho ha estat amb SDAP. Els anticossos
presents en el plasma porci especifics contra E. coli son en part responsables d’aquests

efectes positius (Owusu-Asiedu et al., 2002).

1.3.2.6. Altres additius

Els nucleotids i els acids ribonuleics de la dieta tenen un rol destacat en el creixement i
divisio de les cel-lules, en la modulacid del SI i1 acceleren la maduracio dels limfocits
intestinals durant el deslletament (Rueda et al., 2002; Manzano et al., 2003; Martinez-
Puig et al., 2005). Aixi, la suplementacio de la dieta amb nucleotids pot incrementar la
produccid d’anticossos especifics (Pickering et al., 1998) i D’activitat fagocitica contra
infeccions bacterianes (Kulkarni et al., 1986). A nivell intestinal, en garrins, I’addicio
de nucleotids incrementa el nombre d’IEL i1 de macrofags a la mucosa i pot disminuir
I’atrofia de les vellositats subseqiient al deslletament (Domeneghini et al., 2004;
Martinez-Puig et al., 2005; Andrés, 2006). Aquests efectes s’expliquen per una millora
en la proliferacié cellular juntament amb una disminucié de la susceptibilitat a

I’apoptosi (Domeneghini et al., 2004).

La incorporacié d’enzims a la raci6 s’ha utilitzat durant les primeres setmanes de vida
per suplir les deficiéncies enzimatiques dels garrins i millorar les digestibilitat de les
dietes (sobretot dels PNA), disminuir la viscositat de la digesta o modular la microbiota
intestinal. No obstant, les millores en la digestio 1 en ’ambient intestinal obtingudes en

garrins no sébn comparables als exits obtinguts en avicultura (Patridge, 2001).

Recentment, s’han comencat a utilitzar aromes i potenciadors del gust que estimulen
el consum de pinso i poden ajudar a paliar 1’anorexia que té lloc després del
deslletament (Langendijk ef al., 2006). Malgrat no es disposin encara de dades, pel seu
mecanisme d’accid, aquests productes podrien ajudar al desenvolupament del sistema

digestiu 1 immuntari dels garrins. També¢ s’esta comencgant a discutir 1’as de compostos
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adsorbents, com silicats aluminics o altres argiles, que exerceixen el seu efecte per
adsorci6 de microorganismes i toxines intestinals i per la seva interacci6 amb la mucosa

intestinal.
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Objectius

2. OBJECTIUS I HIPOTESI

Després dels importants avengos implementats en la produccié porcina en els ultims
anys, encara s'observen de forma freqilient problemes digestius durant el creixement dels
animals. Aquests sobretot tenen lloc durant el periode critic posterior al deslletament
dels garrins, perd també durant ’adaptacié a la dieta d’engreix. A més, cal considerar
que aquesta situacid podria empitjorar amb les recents i les previsiblement futures
prohibicions dels antibiotics com a promotors del creixement. D’altra banda, també cal
tenir en compte que els estudis de nutricié en porcs poden ser un model experimental
per a nutricié humana, ja que en termes d'anatomia, fisiologia i microbiota GI el porc és
molt més similar a 'home que qualsevol altre model animal (Graham i Aman, 1986;
Miller i Ullrey, 1987; Liebler-Tenorio i Pabst, 2006). Aixi doncs, la situacié actual aixi
com les perspectives de futur estimulen el coneixement de la fisiologia digestiva
porcina, alhora que impulsen la investigacido de noves estratégies alimentaries per tal

d’optimitzar-la.

D’acord amb I’anterior, aquest treball partia de la hipotesi que diferents components de
la dieta modifiquen la funcionalitat intestinal, en termes de morfologia i parametres
immunitaris intestinals en el porc. Aixi doncs, el present treball es va dissenyar amb
I’objectiu general d’estudiar I’efecte de diferents components de la racid sobre el tracte
intestinal del bestiar porci, a fi i efecte de millorar el coneixement sobre la funcionalitat
intestinal porcina i determinar alguns parametres per avaluar-la i optimitzar-la. En
particular, el treball pretenia aprofundir en I’estudi de 1’estructura i sistema immunitari
intestinals i especificament en dos moment concrets, el deslletament i la fase de

creixement-engreix.

Per aconseguir-ho es van considerar quatre objectius parcials:

1. Adaptaci¢ i estandarditzacié de técniques histologiques i immunologiques per a
I’estudi de I’estructura intestinal i les poblacions leucocitaries en sang periférica
1enel GALT.

2. Caracteritzar els canvis en I’estructura i en el sistema immunitari intestinals que
tenen lloc durant el deslletament dels garrins, i també durant la fase d’adaptacid

a la dieta d’engreix.
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3. Estudiar els canvis que tenen lloc en I’estructura i sistema immunitari intestinals
quan s’inclouen determinats additius a les dieta dels porcs recent deslletats.

4. Estudiar els canvis que tenen lloc en I’estructura i sistema immunitari intestinals
quan s’incorporen majors nivells de fibra alimentaria de la dieta, en forma de

polisacarids no amilacis o mido resistent, en porcs d’engreix.

Per assolir aquests objectius es va plantejar un treball en etapes, amb el disseny i
realitzaci6 de 4 estudis experimentals, dos durant la fase de deslletament (experiments I
i II) i dos durant la de creixement-engreix (experiments III i IV). Els estudis es van
realitzar en el Centre de Recerca en Sanitat Animal i en el Departament de Sanitat i
d’Anatomia Animals de la Universitat Autonoma de Barcelona, en col-laboracié amb el
Grup de Nutrici6 Animal del Departament de Ciéncia Animal i dels Aliments de la
mateixa universitat. El plantejament 1 disseny experimental d’aquests quatre
experiments, aixi com els materials i metodes emprats, els resultats obtinguts i la seva

discussio s’exposen a continuacid per separat per a cada experiment.
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EXPERIMENT I

“Efectes del deslletament en I‘estructura i

immunitat intestinals en porcs”






Estructura i sistema immunitari intestinals durant el deslletament

3.1. Introduccio

El deslletament ¢€s un dels periodes més critics del creixement del garri, ja que aquest es
veu sotmes a importants canvis de diferent naturalesa que seran decisius pel seu
desenvolupament posterior. En primer lloc, patira canvis socials, jerarquics i ambientals
importants ja que sera separat de la mare, traslladat a un nou allotjament i1 barrejat amb
garrins que provenen de diferents camades. D’altra banda, estara sotmeés a un canvi de
gran magnitud en la dieta, que passara de ser liquida i altament digestible, a base de llet,
els primers dies de vida, a ser una dieta solida, grollera i amb ingredients vegetals. Tot
aix0 converteix el deslletament en un esdeveniment estressant per al garri, que
incrementa la seva susceptibilitat a les malalties i redueix el seu creixement (Worsaae i
Schmidt, 1980; Pluske et al., 1997; Jensen, 1998). Freqiientment, durant aquest periode,
i com a conseqiiéncia de tots els canvis abans mencionats, els garrins presenten diarrea,
un dels problemes més destacats en la produccio porcina actual que ocasiona perdues
economiques importants (McCracken et al., 1995; McCracken et al., 1999). Fins a
I’actualitat, els antibiotics havien estat tils per fer front a aquesta situacio, pero les
resisténcies que s’han anat trobant en algunes bactéries han comportat que es prohibis el
seu us amb fins profilactics. S’han proposat una seérie d’estratégies alternatives als
antibiotics (s de pre- i1 probiotics, d’acidificants, SDPP, extractes de plantes, zinc, etc.),
perd que no son tant efectives 1 necessiten ser millorades (Jensen et al., 2003). Aixi
doncs, una millor comprensié dels canvis que tenen lloc durant els primers estadis del

deslletament ha de permetre optimitzar 1’adaptacio del garri a aquest periode critic.

Durant el deslletament succeeixen canvis en la morfologia intestinal que comprometen
la integritat de la mucosa, principalment per una reduccio de l'algcada de les vellositats,
un increment de l'amplada de les vellositats 1 de la profunditat de les criptes 1 una
reducci6 de la capacitat enzimatica i d'absorci6 a I'IP (Miller et al., 1984; Hampson,
1986; Kelly et al, 1991a). A més, el deslletament també suposa alteracions
significatives en la immunitat i en les respostes immunitaries intestinals (McCracken et
al., 1995; Vega-Lopez et al., 1995). En particular, s'associa a respostes inflamatories
dirigides contra antigens bacterians i/o de la dieta (Li et al., 1990a; McCracken et al.,
1995; McCracken et al., 1999; Jiang et al., 2000; Spreeuwenberg, 2002; King et al.,

2003). Aixo té lloc en un periode on I’animal encara té un SI immadur i depén dels
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productes de la llet materna, com la Ig A, la lisozima o la lactoferrina, per prevenir del

creixement de bacteries oportunistes intestinals (Edwards i1 Parret, 2002).

La interaccié entre els elements fisioldgics i estructurals de la mucosa intestinal, les
poblacions microbianes i la resposta immunitaria durant el deslletament han estat
ampliament estudiades en I’IP. Tanmateix, és escassa la informaci6 referent als canvis
que es produeixen en la mucosa de I’IG, tot 1 que se sap que té un rol en la patogenia de
la diarrea en porcs deslletats (van Beers-Schreurs ef al., 1998b). Fins al deslletament,
I’IG no ¢s funcionalment actiu a causa de la baixa quantitat de substrat fermentable que
hi arriba. Per tant, després del deslletament, I’IG ha d’iniciar la seva activitat

fermentativa en un periode de temps curt.

L’objectiu d’aquest estudi va ser caracteritzar els canvis en I’estructura i en el sistema
immunitari intestinals, tant a ’intesti prim com a I’intesti gros, en garrins deslletats en

condicions convencionals.

3.2. Materials i métodes

L’experiment va rebre I’aprovacié prévia de la Comissié d’Etica en Experimentacio
Animal i Humana de la Universitat Autonoma de Barcelona. L’allotjament, maneig,
tractaments 1 eutanasia es van fer d’acord amb la normativa europea sobre el maneig
dels animals emprats per a I’experimentacié 1 altres finalitats cientifiques (Directiva

86/609/CEE).

3.2.1. Animals, allotjament i dietes

Es van seleccionar 12 garrins de 20 + 2 dies d’edat (4.4 = 0.36 kg; mascles i femelles)
procedents de 6 truges d’una granja comercial (a rad de 2 garrins per truja), tenint en
compte el seu pes. Un garri de cada garrinada es va deslletar i alimentar amb pinso
comercial formulat per a aquesta fase (Taula 3.1.) durant una setmana (grup deslletat;
DESLL), mentre que I’altre garri es va mantenir, també durant una setmana, amb la
mare i la resta de germans/es a la granja d’origen i va seguir alimentant-se amb llet

materna (grup lactants; LACT). Els animals deslletats es van allotjar a les instal-lacions
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de la Unitat Experimental del Servei de Granges i1 Camps experimentals de la
Universitat Autonoma de Barcelona equipades amb calefaccié automatica 1 ventilacid

forcada, on els animals tenien accés lliure al pinso i a I’aigua.

Taula 3.1. Composicio de la dieta del grup d’animals deslletats (en matéria fresca).

Ingredient g/kg
Blat de moro 46.7
Gra de soja extrusionat 17.0
Lactosa 15.0
Torto6 de soja 10.0
Proteina de patata 3.77
Sérum de llet en pols 1.52
L-Lisina HC1 0.17
DL-Metionina 0.098
L-Treonina 0.009
Fosfat bicalcic 3.04
Sepiolita 1.26
Sal 0.79
Carbonat calcic 0.44
Premescla de vitamines 1 minerals 0.25

3.2.2. Mostreig

El dia 28 de vida els animals van ser pesats i eutanasiats amb una sobredosi intravenosa
de pentobarbital sodic (Dolethal, Vetoquinol, S.A., Madrid, Espanya; 200 mg/kg). Els
animals van ser dessagnats i, immediatament, es va obrir I’abdomen de I’estérnum al
pubis 1 es va extreure, pesar i mostrejar el tracte gastrointestinal (Figura 3.1.). El pH es
va mesurar a 1’estomac, ili (a 15 cm de la valvula ileocecal), cec i colon proximal (20
cm distal del cec) per insercidé d’un eléctrode unipolar a través d’una petita incisio a la
paret intestinal (pHmeter CRISON 507, eléctrode Crison 52-32, Net Interlab S.A.L.,
Madrid). L’estomac, I’IP 1 I’IG es van pesar. Per a I’estudi histologic, immediatament
després del sacrifici, es va obtenir una seccidé de jeji proximal i una de cec de cada
animal, que es van obrir longitudinalment i fixar per immersiéo amb formol tamponat al

10% (volum/volum).
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Figura 3.1. Imatges del tracte gastrointestinal d’un porc en creixement. A la imatge de
I’esquerra, just extret de la cavitat abdominal de I’animal 1 a la de la dreta, un cop
separades les diferents parts.

Jeju Colon
proximal-mig-distal proximal mig-distal

—

Estomac

3.2.3. Analisi morfométrica

Les mostres de teixit per a 1’estudi histologic es van deshidratar i incloure en parafina,
es van tallar a 4 pym 1 es van tenyir amb hematoxilina-eosina (HE). A ’examen
microscopic, es van determinar 1’al¢ada i amplada de les vellositats, la profunditat de les
criptes, el nombre de limfocits intraepitelials i de cel-lules caliciformes a les vellositats
1 criptes, el nombre de mitosis a les criptes, la densitat cel-lular de la lamina propia 1 el
gruix de la mucosa i1 de la capa muscular. Les mesures es van fer en 10 vellositats i/o
criptes ben orientades, per a cada seccid intestinal i per animal, utilitzant un microscopi

optic (BHS, Olympus, Barcelona), i posteriorment es va fer la mitja de les 10 mesures.

L’al¢ada i amplada de les vellositats, la profunditat de les criptes, el gruix de la mucosa
i de la capa muscular es van mesurar amb un ocular amb micrometre lineal (Olympus,
ref. 209-35040, Microplanet, Barcelona). L’index vellositat:cripta es va obtenir dividint
I’alcada de cada vellositat per la seva respectiva cripta. El mateix complex vellositat-
cripta es va utilitzar per determinar el nombre d’IEL, cél-lules caliciformes 1 mitosis.
Aquestes variables es van expressar per 100 enterocits. La densitat cel-lular de la LP es
va determinar comptant el nombre total de nuclis visibles tenyits i el nombre total de
limfocits en 10 camps (area total de 4000 um?) per a cada secci6, utilitzant un ocular
amb reticula (Olympus, ref. 209-35046, Microplanet, Barcelona). La densitat cel-lular es

va expressar com el nombre de cél-lules totals o el nombre total de limfocits per 1000
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um?®. Es va calcular el nombre total de limfocits respecte el nombre total de cél-lules en
aquest compartiment. Al cec, tamb¢ es va determinar la densitat de criptes (Brunsgaard,
1997) i la preséncia de noduls limfatics solitaris i/0 complexes limfoglandulars (Drut i
Drut, 1992). Totes les determinacions es van dur a terme de forma cega i per la mateixa

persona.

3.2.4. Analisi estadistica

L’efecte del deslletament sobre els pesos, el pH i la morfologia intestinal es va analitzar
mitjangcant una analisi de la variancia, utilitzant el procediment GLM del programa
estadistic SAS (SAS Institut, Inc. 8.1, Cary, NC), aixi com regressions entre els
diferents parametres. El garri es va utilitzar com a unitat experimental. La significacio
estadistica es va determinar amb valors de P < 0.05. Els resultats es presenten com a

mitja + desviacid estandard.

3.3. Resultats

3.3.1. Resultats productius, pes i pH del tracte gastrointestinal

No es van detectar simptomes clinics generals en els animals, pero si diarrea liquida en
un dels animals del grup LACT. El pes viu a I’inici de 1’estudi era similar entre ambdods
grups (4.4 +£0.16 kg 14.4 £ 0.15 kg per LACT 1 DESLL respectivament; P > 0.05). Al
final del periode experimental, el pes corporal va ser major en els garrins que es van
quedar amb la truja (6.1 = 0.25 kg 1 5.05 £ 0.27 kg per LACT i DESLL respectivament;
P < 0.001). El guany mig diari també va ser major en els garrins lactants respecte els

deslletats (206 + 351 99 + 59 g/dia per LACT 1 DESLL respectivament; P = 0.006).

Els resultats del pes i del pH dels diferents compartiments del tracte GI es mostren a la
taula 3.2. A I’estomac i a I’IP no hi va haver diferéncies entre grups, pero el pes de I'lG
buit va ser significativament superior en els animals deslletats (P < 0.05). Aixo0 es va
acompanyar d’una disminuci6 significativa del pH del contingut de I’'IG, tant en el cec

com en el colon, i d’un increment del pH gastric en els animals deslletats (P < 0.05).
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Taula 3.2. Pesos i pH de D’estomac, intesti prim i intesti gros dels dos grups
experimentals (LACT, lactants; DESLL, deslletats). Els valors son mitjanes + desviacid
estandard (n = 6).

LACT DESLL Valor P

Pes buit, g

Estomac 37.4+7.54 38.7 +4.88 0.737

Intesti prim 330+ 56.4 370 +98.1 0.393

Intesti gros 120 +31.2 195 +98.1 0.027
pH

Estomac 3.2+0.84 4.4 +£0.67 0.019

Ili 7.0 +0.44 6.7+0.37 0.371

Cec 6.3 +0.13 5.8+0.12 <0.001

Colon 6.9 £0.29 6.03 £ 0.18 <0.001

3.3.2. Morfometria intestinal

A TI'IP dels garrins deslletats, s’observa una reducci6 de I’algada 1 I’amplada de les
vellositats i un increment de la profunditat de les criptes, amb la conseqiient reducci6 de
la ra6 vellositat:cripta (Taula 3.3.). Els animals deslletats tenien un nombre d’IEL a les
criptes de I’'IP inferior que els lactants (P < 0.05). El nombre de cél-lules caliciformes,
nombre de mitosis, densitat cel-lular de la LP 1 el gruix de la capa muscular no van ser

diferents entre els dos grups.

Pel que fa a la morfometria del cec (Taula 3.3.), no es van trobar diferéncies en la
profunditat de les criptes, pero si s’observa que les criptes estaven més separades i
tenien un index mitotic més alt en el animals deslletats (P < 0.05). El nombre de
cel-lules caliciformes era menor en els animals deslletats (P < 0.05). En canvi, el
nombre de limfocits presents al compartiment epitelial i a la [amina propia era major en
els grup dels animals deslletats (Figura 3.2.). No es va observar preseéncia evident de

noduls limfatics a la mucosa o submucosa del cec.
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Taula 3.3. Morfologia intestinal del jeju proximal i del cec dels dos grups
experimentals (LACT, lactants; DESLL, deslletats). Els valors son mitjanes & desviacid

estandard (n = 6).

LACT DESLL Valor P
Jeju proximal
Vellositat
Algada, pm 447 + 62 342 + 85 0.034
Amplada, pm 108 £ 11 89+8 0.007
Cel-lules caliciformes/100 enterocits 35+£2.61 23+£1.02 0.296
Limfocits intraepitelials/100 enterocits 7.6 £2.26 7.7 £2.66 0.939
Densitat cel-lular’ 8.8+1.08 85+1.16 0.671
Densitat limfocitaria® 23+042 224059 0.762
Rao limfocits:cél-lules totals® 0.27+£0.04 0.26+0.05 0.724
Cripta
Profunditat, pm 182+ 14 209 +£24 0.036
Céllules caliciformes/100 enterocits 12.2+3.97 10£1.5 0.173
Limfocits intraepitelials/100 enterocits 24+0.9 1.3+£0.5 0.027
Mitosis/100 enterocits 1.5+0.8 1.5+£0.6 0.940
Ra6 vellositat:cripta* 22+£0.26 1.64+0.38 0.01
Gruix de la capa muscular, pum 220+£42.8 186+2.9 0.117
Cec
Profunditat de cripta, pm 373+48.6 359+30.6 0.566
Densitat de criptes’ 12.4+0.36 10.5+0.25 <0.001
Mitosis/100 enterocits 1.0+ 047 1.8+047 0.021
Céllules caliciformes/100 enterdcits 25.5+3.48 19.4+3.30 0.011
Limfocits intraepitelials/100 enterocits 1.4+£0.67 2.6+0.91 0.024
Densitat cel-lular’ 1.7£045 2.3+0.40 0.045
Densitat limfocitaria® 87+0.90 8.9+0.47 0.665
Rao limfocits:cél-lules totals’ 0.2+0.04 0.3£0.07 0.109
Gruix de la mucosa, um 470+ 74.8 528 +70.8 0.243
Gruix de la capa muscular, pm 370 +49.5 328+37.0 0.111
Gruix de la paret intestinal, um 848 £98.1 856+95.1 0.899

' Nombre total de cél-lules per 1000 um® a la lamina propia.
? Nombre de cél-lules similars a limfocits per 1000 pm® a la lamina propia.

? Proporcié de limfocits respecte el nombre de cél-lules totals a la lamina propia.

* Quocient entre ’algada de la vellositat i la profunditat de la cripta.
>Nombre de criptes comptabilitzades per 1 mm, a la part basal de la mucosa.
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Figura 3.2. Seccions de cec, HE, x400. Es pot observar que les criptes dels animals
deslletats (DESLL) estan més separades, amb menor nombre de c¢l-lules caliciformes a
les criptes i major preséncia de limfocits a I’epiteli i a la lamina propia, respecte els
lactants (LACT).

LACT DESLL | -

o T T

|
|

g, A
T p———.

3.4. Discussio

En la producci6 porcina actual, els garrins son separats de la mare de forma sobtada
entre els 21 i els 28 dies de vida. Els animals responen a aquest episodi critic amb un
baix consum del nou aliment sec que provoca un menor creixement i alteracions en la
funcionalitat intestinal (Le Dividich i Herpin, 1994; McCracken et al., 1995; Pluske et
al., 1997; Spreeuwenberg, 2002) . Malgrat no es disposi de dades d’ingesta diaria, les
dades de pes corporal al final del periode experimental i de guany mig diari obtingudes

en aquest estudi confirmen una reduccid del creixement en els garrins deslletats.

De forma similar als nostres resultats, molts altres autors també han descrit una atrofia
de les vellositats i una hiperplasia de les criptes després del deslletament (Hampson,
1986; Makkink et al., 1994; Pluske et al., 1997; van Beers-Schreurs et al., 1998a;
McCracken et al., 1999). Segons Pluske et al. (1997) I’atrofia de les vellositats esta
causada per dos fenomens: un augment de la pérdua de cél-lules a les vellositats (per un
desafiament microbiologic, components antigenics dels ingredients del pinso, etc.) o per

una reduccio de la renovaci6é cel-lular a la cripta (generalment per anorexia). Malgrat
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pugui ser causada per aquests dos mecanismes, en el nostre estudi, I’atrofia de les
vellositats es deuria basicament a una pérdua de cel-lules a les vellositats ja que no
s’observa una disminucié de ’activitat mitotica a les c¢l-lules de la cripta. A més,
existeix una correlacio positiva entre 1’algada de les vellositats i el guany mig diari en
els dos grups (R*= 0.57, dades no mostrades), cosa que indica que una disminucio6 de la
capacitat digestiva i absortiva de les vellositats compromet el desenvolupament
productiu de I’animal. Hi ha distints components de la dieta que modulen I’estructura
intestinal 1 que podrien explicar les diferéncies observades entre els grups
experimentals; per exemple, el suposable consum superior de L-glutamina en el grup
dels lactants, aminoacid principal en la llet dels dies 22 al 29 (Wu i1 Knabe, 1994), que
afavoreix el metabolisme dels enterdcits i millora I’estructura i funcid intestinals

(Domeneghini et al., 2004).

El nombre de limfocits a I’epiteli i a la LP de I’IP incrementa durant el deslletament en
porcs convencionals (Rothkotter et al., 1991; Rothkotter et al., 1999a; Jiang et al.,
2000). Segons aquests autors, aix0 podria ser conseqiliencia d’una major exposicid a
antigens bacterians i/o de la dieta. Probablement, la baixa exposici6 antigénica del grup
de deslletats a la unitat experimental (comparat amb els de la granja d’origen) podrien
explicar perque no s’observen diferéncies en el nostre estudi. Aixi, per exemple, en
porcs lliures de patdogens especifics, el nombre d‘IEL i de limfocits CD4+ o CD8+ a la
LP resta practicament invariable en els dos primers mesos de vida (Rothkotter et al.,

1991; Rothkotter ef al., 1999a).

En canvi, a I’'IG, on s’observa I’activitat fermentativa bacteriana, 1’impacte sobre els
parametres morfomeétrics relacionats amb el SI és més evident. A diferéncia del que
passa a I’IP, tant els limfocits de la LP com els de ’epiteli del cec son superiors en els
garrins deslletats, indicatiu d’un increment de I’activitat del SI a la mucosa de I’IG. Per
una banda, els IEL son la primera linia cel-lular del sistema de defensa immunitari en
diferents espécies i juguen un paper essencial en els desordres autoimmunes, les
reaccions al-lérgiques 1 les respostes contra les infeccions causades per certs
microorganismes 1 parasits (Hayday et al., 2001; Cheroutre, 2004). D’altra banda, en
nounats, les caracteristiques fenotipiques dels IEL de I’IP i1 de I’IG soén similars, mentre
que a partir del deslletament divergeixen i adquireixen les caracteristiques dels IEL dels

animals adults per a cada localitzacié (Kuo ef al., 2001). Aixi, en adults, els IEL de I'lG
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podrien ser més sensibles als canvis de la microbiota intestinal en comparacié amb els
de 1'IP ja que son predominantment af (Beagley ef al., 1995), els quals depenen més de
la colonitzacié bacteriana que els yd (Bandeira ef al., 1990). En efecte, en el cec
d’aquests mateixos animals, el deslletament promou [I’increment de la rad
enterobacteries:lactobacils 1 la perdua de riquesa en bactéries acid lactiques, com per
exemple Lactobacillus delbruekii, Clostridium coccoides o C. butyricum (Castillo,
2006). Per tant, els canvis en la microbiota intestinal del cec podrien ser els
responsables de les variacions observades; tot i que I’efecte dels nous nutrients,

majoritariament fibra, i dels seus productes derivats no es poden excloure.

L’increment en el pes de I’IG en els garrins deslletats podria estar relacionat amb I’inici
d’una activitat fermentativa més intensa, a causa de I’increment en la quantitat de
material fermentable procedent de la dieta que assoleix el cec. En aquest sentit, els
valors de pH confirmarien aquest increment de la fermentacid. En rates, la relacio entre
I’inici de Dl’activitat fermentativa i el desenvolupament de I’IG ja ha estat descrita, 1
podria estar regulada per un efecte trofic dels productes de la fermentacio, com els AGV

sobre I’epiteli intestinal (Sakata, 1987; Frankel et al., 1994; Yu i Chiou, 1997).

A Tintesti, la produccié de moc i la seva alliberaci6 aixi com el nombre de cél-lules
caliciformes estan regulats alhora per factors microbians i de I’hoste (Deplancke i
Gaskins, 2001). En el deslletament, i a causa de la falta de llet materna, s’observa una
disminucié de la preséncia de cel'lules caliciformes a les criptes de [I'IP,
independentment de la dieta administrada (Dunsford et al., 1991; Gu et al., 2002). En el
present estudi no s’ha observat una disminuci6 estadisticament significativa en el
nombre de cél-lules caliciformes a I’IP. En canvi, pero, si que es demostra que el
deslletament pot afectar la seva preséncia a I’lG. Una major secrecié de mucines pot
incrementar la proteccio de I’epiteli intestinal dels atacs de les proteases i les bacteries
(Fontaine et al., 1996). Per tant, la disminucié de la produccid6 de moc a I'IG dels
animals deslletats podria suposar una major susceptibilitat a certes infeccions, perd
també una perdua de la integritat intestinal que afavoria la translocaci6 bacteriana 1 la
resposta inflamatoria observada a I’IG dels animals deslletats (Brunsgaard, 1997,

Vedonk et al., 2001).
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Brunsgaard (1997) va demostrar un increment de 1’activitat proliferativa i de la
profunditat de les criptes de I’IG dels porcs recent deslletats. La profunditat de la cripta
¢s un reflex del balang entre ’activitat mitotica de les cel-lules de la cripta i la
descamacio que es produeix principalment per agressions externes en la part apical
(Clarke, 1973). En aquest estudi hem observat un increment de 1’activitat mitotica al cec
sense variacions de la profunditat de les criptes, suggerint alhora un increment de la

renovacio i de la pérdua epitelial a la part apical de les criptes en el animals deslletats.

A I’IG dels humans, I’increment d’IEL s’ha relacionat amb 1’aparicié de diarrea liquida
que normalment s’acompanya de la preseéncia de cel-lules inflamatories a la lamina
propia (Treanor 1 Sheahan, 2002; Robert, 2004). Tot i que en aquest experiment la
majoria d’animals no van mostrar signes de diarrea, en major o0 menor mesura tots els
animals deslletats van patir certa resposta inflamatoria al cec amb un increment dels IEL
1 de la densitat cel-lular de la LP. A més d’aix0, els animals deslletats van presentar una
menor densitat de criptes a causa de ’increment de cel-lularitat de la LP. En efecte, el
garri que va tenir diarrea liquida de forma puntual era ’animal que tenia una densitat de
criptes més baixa (10.08 mentre la resta del grup DESLL tenen valors de 10.38 a 10.75).
D’altra banda, durant la resposta inflamatoria, els IEL s’han relacionat amb increments
de la proliferaci6 d’enterocits a la cripta a través de la secrecid de citocines pro-
inflamatories (IFN-y, IL-4 i TNF-a) (Ebert, 1998; Sollid, 2000). Aixo podria també ser
una de les raons de I’increment de les mitosis observades en les criptes dels animals

deslletats en el nostre estudi.

En resum, els resultats obtinguts indiquen que el deslletament provoca una reduccié del
creixement dels garrins deslletats en condicions comercials, alhora que altera
I’estructura i el SI intestinals d’aquests animals, tant a I’'IP com a I’IG. A I'IP, s’observa
una atrofia de les vellositats i una hiperplasia de les criptes que podria limitar la
capacitat digestiva i absortiva dels animals. Aixi mateix, el deslletament tamb¢ té un
impacte marcat sobre els parametres morfomeétrics de I'IG, coincidint amb I’increment
de I’activitat fermentativa en aquest compartiment. En el cec dels porcs recent deslletats
s’observa una disminuci6 de les cel-lules caliciformes, que s’acompanya d’una resposta
inflamatoria intestinal i una major renovacio epitelial. Per tant, el deslletament pot
comprometre la funcionalitat de la mucosa intestinal, amb probables conseqiiéncies en

els rendiments productius dels garrins o el desenvolupament de diarrea.
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EXPERIMENT II

“Efecte del plasma porci assecat i d’un extracte de plantes
sobre ’estructura intestinal i les poblacions leucocitaries

en porcs deslletats”






Plasma porci i extracte de plantes en les dietes de deslletament

4.1. Introduccio

El deslletament és un periode critic pels garrins, que involucra diferents factors
estressants, quan encara els sistemes immunitari i digestiu séon encara immadurs.
Aquesta situacié generalment resulta en un baix consum voluntari de pinso 1 ritmes de
creixement suboptims, amb efectes sobre la integritat de la mucosa intestinal i I’aparicio
de desordres patologics (Pluske et al., 1997; Spreeuwenberg, 2002). Durant anys, la
medicacid preventiva amb antibiotics ha estat una eina efectiva per millorar els
rendiments dels garrins en aquesta etapa. Actualment, pero, les noves preocupacions en
matéria de seguretat alimentaria pel que fa a I’aparicio de resisténcies bacterianes front
als antibiotics ha comportat una restriccid legislativa del seu Us. Aquesta situacié ha
induit a un increment en la investigacié de 1’as de nous additius en el pinso (Kamel,

2001).

El plasma porci assecat per polvoritzaciéo (SDPP) sembla ser una bona alternativa als
antibiotics utilitzats com a promotors del creixement (Coffey i Cromwell, 2001). Els
beneficis del SDPP durant el deslletament s’han atribuit majoritariament al
manteniment de la integritat de la mucosa 1 a la reduccié de la resposta inflamatoria de
I’intesti, ajudant al garri a resistir les agressions bacterianes que es donen durant aquest

periode (Bosi et al., 2004).

Recentment, una altra alternativa interessant als antibiotics que s’ha comengat a estudiar
ha estat la dels extractes de plantes. Entre altres, s’han descrit efectes antimicrobians
(Didry et al, 1994; Dorman i Deans, 2000), antioxidants (Aruoma, 1996),
antitoxigeénics (Sakagami et al., 2001) i immunomoduladors (Middleton i Kandaswami,
1992) durant el seu s en medicina humana i en la indastria alimentaria. Tanmateix, els

seus mecanismes d’accid encara no sén plenament coneguts.

L’objectiu d’aquest estudi va ser avaluar 1’efecte del SDPP i d’un preparat a base
d’extracte de plantes (XT), que contenia carvacrol (Origanum sp.), cinamaldehid
(Cinnamonum sp.) 1 oleoresina de capsicum (Capsicum annum), sobre la morfologia
intestinal 1 sobre les poblacions cel-lulars leucocitaries en sang periferica i en el GALT,

en porcs convencionals durant la fase adaptativa posterior al deslletament. Aquest
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experiment completa 1’avaluacio dels extractes de plantes efectuada amb anterioritat per

Manzanilla (2006) i Castillo (2006) en els mateixos animals.

4.2. Materials i métodes

L’experiment va rebre I’aprovacié prévia de la Comissié d’Etica en Experimentacio
Animal 1 Humana de la Universitat Autonoma de Barcelona. L’allotjament, maneig,
tractaments 1 eutanasia es van fer d’acord amb la normativa europea sobre el maneig
dels animals emprats per a 1’experimentacio i altres finalitats cientifiques (Directiva

86/609/CEE).

4.2.1. Animals, allotjament i dietes

Es van utilitzar 24 garrins ([Landrace x Large White] x Pietrain; mascles 1 femelles)
procedents d’una granja comercial. No es va administrar pinso als garrins durant el
periode de lactacid. Els animals es van deslletar entre els 18 i els 22 dies de vida (6.0 £
0.14 kg) i es van allotjar a les instal-lacions de la Unitat Experimental del Servei de
Granges i Camps experimentals de la Universitat Autonoma de Barcelona equipades
amb calefacci6é automatica i ventilacié for¢ada. La temperatura de la nau es va reduir
paulatinament dels 29 als 25°C al llarg del periode experimental de 3 setmanes. Els

animals tenien lliure accés al pinso i a I’aigua.

Els 24 animals (8 animals per dieta experimental) es van allotjar en 6 corrals (4 animals
per corral; 2 corrals per tractament) durant 3 setmanes, seguint un disseny aleatori
complet tenint en compte 1’origen matern. El detall de la composicié d’ingredients i del
contingut calculat de nutrients de les dietes esta a les taules 4.1. 1 4.2. Les dietes es van
formular d’acord amb el valor nutritiu dels ingredients i els requeriments descrits pel
National Research Council (1998). La dieta control (dieta CT) estava formulada a base
de cereals (blat de moro i ordi), gluten de blat i fonts proteiques derivades de la soja. A
part, es van formular dues dietes més. La primera dieta (dieta SDPP) avaluava la
incorporacid de 6% de SDPP (APPETEIN, APC-Europe, Barcelona) com a font
alternativa de proteina en el lloc del concentrat de proteina de soja, 1 tamb¢ reemplagant
una porcié de gluten de blat i amb ajustaments en alguns aminoacids. La segona dieta

avaluava ’addici6 d’un 0.03% d’una combinaci6 d’extractes de plantes a la dieta
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control (dieta XT). XT ¢és una combinacido d’extractes de plantes comercial
(XTRACT™, Pancosma, S.A., Geneva, Switzerland) estandarditzada al 5% (pes/pes) de
carvacrol (Origanum sp.), 3% de cinamaldehid (Cinnamonum sp.) 1 2% d’oleoresina de
capsicum (Capsicum annum), tot inclos en un portador gras inert (que representa el 90%

restant) abans d’afegir-ho en el pinso.

Taula 4.1. Composicio (g/kg) de les dietes experimentals (en materia fresca).

Ingredients CT'iXT? SDPP’
Blat de moro 277.8 288.7
Ordi 300.0 300.0
Tort6 de soja 44 40.0 40.0
Gra de soja extrusionat 40.0 40.0
Concentrat de proteina de soja* 60.0 -
SDPP’ - 60.0
Farina de peix LT 50.0 50.0
Sérum dessecat 40.0 40.0
Sérum acid 150.0 150.0
Gluten de blat 6.8 3.8
Sepiolita (en arena) 10.0 10.0
Fosfat bicalcic 11.0 7.2
L-Lysine HCI 4.4 2.5
DL-Metionina 2.7 2.1
L-Treonina 1.9 0.6
L-Triptofan 0.4 0.1
Clorur de colina, 50% 2.0 2.0
Premescla de vitamines i minerals’ 3.0 3.0

'CT, dieta control.

2 XT, dieta amb un 0.03% d’un extracte de plantes comercial (XTRACT™,
Pancosma, S.A., Geneva, Switzerland).

> SDPP, dieta amb un 6% de plasma porci assecat per polvoritzacié (APPETEIN,
APC-Europe, Barcelona).

*Soycomil (Indukern S.A., Barcelona).

> Aporta per kg de pinso: 13500 UI de vitamina A, 2000 UI de vitamina D5, 80 mg de
vitamina E, 3 mg de vitamina B;, 8 mg de vitamina B,, 5 mg de vitamina B, 0.04
mg de vitamina Bi,, 40 mg d’acid nicotinic, 15 mg de pantotenat calcic, 1.3 mg
d’acid folic, 0.15 mg de biotina, 4 mg de vitamina K3, 120 mg de Fe com carbonat
ferrés, 175 mg de Cu com sulfat de coure, 110 mg de Zn com oxid de zinc, 65 mg
de Mn com sulfat de manganes, 1 mg de I com iodat potassic, 0.10 mg de Se com
selenit sodic. No es van afegir antimicrobians en el pinso.
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Taula 4.2. Contingut calculat de nutrients de les dietes (en g/kg de materia fresca).

Nutrients CT'i XT? SDPP’
Materia seca 894.0 893.3
Proteina bruta 184.1 183.6
Fibra bruta 28.0 25.8
Extracte eteri 51.1 50.5
Ca 6.4 54
P 6.9 6.7
Na 2.8 6.0
Metionina 6.2 5.4
Lisina 13.6 13.6
Triptofan 2.5 2.5
Treonina 9.1 8.8
Energia metabolitzable, Mcal/kg 3.26 3.29

'CT, dieta control.

2 XT, dieta amb un 0.03% d’un extracte de plantes comercial (XTRACTTM,
Pancosma, S.A., Geneva, Switzerland).

3 SDPP, dieta amb un 6% de plasma porci assecat per polvoritzacié (APPETEIN,
APC-Europe, Barcelona).

4.2.2. Régim alimentari i mostreig

El pes viu individual i el consum d’aliment per corral es va registrar setmanalment. Dels
dies 17 al 21 post-deslletament es va aplicar un patr6 controlat de consum de pinso de
les 08:00 a les 20:00 que consistia en periodes d’alimentacidé d’almenys 30 minuts
alternats amb periodes de deju, a fi i efecte d’estandarditzar les condicions del tracte
digestiu (Manzanilla et al., 2004). La resta del dia (de les 20:00 a les 08:00), els porcs es
van alimentar ad libitum. Als dies 19 1 21 post-deslletament, 24 porcs (4 porcs per
tractament cada dia) es van eutanasiar amb una sobredosi de pentobarbital sodic
(200mg/kg BW; Dolethal, Vetoquinol S.A., Espanya). Els animals van ser dessagnats 1i,
immediatament, es va obrir I’abdomen de I’estérnum al pubis i es va extreure el tracte

gastrointestinal, es va pesar ple i mesurar la longitud total i dels seus compartiments.
Per a I’estudi histologic, immediatament després del sacrifici, es va obtenir una secciod

de jeju proximal, ili i colon proximal de cada animal, que es van obrir longitudinalment

i fixar per immersid6 amb formol tamponat al 10% (volum/volum). Per a I’estudi
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hematologic i de les poblacions leucocitaries per citometria de flux, es van obtenir
mostres de sang de la vena cava cranial en tubs que contenien EDTA 1 heparina de liti,
respectivament, el dia del deslletament (dia 0) 1 els dies 7, 14 i 21 post-deslletament.
També¢, immediatament després del sacrifici, es va extreure el gangli limfatic ileocolic
(Milner) 1 ~20 cm de la placa de Peyer ileal (il-PP) de cada animal, que es van netejar
amb PBS i se’n van eliminar el teixits circumdants. El LN i la il-PP es van mantenir en
medi de transport (2000 UI penicil-lina i 2 mg estreptomicina en 100 ml de PBS;

Sigma) fins a I’inici del processament.

4.2.3. Analisi morfométrica

L’estudi morfometric es va portar a terme de forma similar al descrit préviament a
I’apartat 3.2.3. d’aquesta tesi. Breument, les mostres de teixit per a I’estudi histologic es
van deshidratar 1 incloure en parafina, tallar a 4 um 1 tenyir amb hematoxilina-eosina.
Es va determinar 1’alcada 1 amplada de les vellositats, la profunditat de les criptes, el
nombre d’IEL a les vellositats i criptes, el nombre de cé¢l-lules caliciformes a les
vellositats i criptes, el nombre de mitosis a les criptes i la densitat cel-lular de la LP. Les
mesures es van fer en 10 vellositats i/o criptes ben orientades, per a cada seccid
intestinal 1 per animal, utilitzant un microscopi optic (BHS, Olympus, Barcelona) i es va

fer la mitja de les 10 mesures.

L’alcada 1 amplada de les vellositats 1 la profunditat de les criptes es van mesurar amb
un ocular amb micrometre lineal (Olympus, ref. 209-35040, Microplanet, Barcelona).
L’index vellositat:cripta es va obtenir dividint I’algada de cada vellositat per la seva
respectiva cripta. El mateix complex vellositat-cripta es va utilitzar per determinar el
nombre de IEL, cel-lules caliciformes 1 mitosis. Aquestes variables es van expressar per
100 enterocits. La densitat cel-lular de la LP es va determinar comptant el nombre total
de nuclis visibles tenyits i el nombre total de limfocits en 10 camps (area total de 4000
um?) per a cada seccid, utilitzant un ocular amb reticula (Olympus, ref. 209-35046,
Microplanet, Barcelona). La densitat cel-lular es va expressar com el nombre de
céllules totals o el nombre total de limfocits per 1000 pm®. Es va calcular el nombre
total de limfocits respecte el nombre total de cél-lules en aquest compartiment. Totes les

determinacions es van portar a terme de forma cega i per la mateixa persona.
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4.2.4. Analisi de les poblacions leucocitaries de sang i dels teixits limfoides intestinals

Es va realitzar un hemograma complet, un comptatge diferencial dels leucocits i una
formula leucocitica per a cada mostra sanguinia recol-lectada en EDTA mitjangant un
comptador semiautomatic de cél-lules sanguinies d’impedancia electrica (Sysmex F-
800; Toa Medial Electronic Europa). El comptatge diferencial dels leucocits es va
realitzar mitjancant la identificacié de 100 c¢l-lules en una citologia sanguinia utilitzant

un microscopi optic.

Per a I’analisi amb citometria de flux, les c¢l-lules mononuclears (CM) es van aillar de
la sang, el LN i la il-PP, i van ser processades en base al protocol descrit préviament per
Solano-Aguilar et al. (2000). En resum, la sang que contenia heparina de liti es va
barrejar amb Ficoll-histopaque (densitat especifica 1.077 g/ml, Sigma) i1 es va
centrifugar (800 g, 30’). Les CM es van centrifugar dues vegades (600 g, 10°),
ressuspendre 1 mantenir en medi RPMI-1640 (Sigma) fins a I’analisi amb citometria de
flux. Les cel-lules del LN es van aillar després de trossejar suaument el teixit en RPMI-
1640 (Sigma). La suspensio cel-lular es va filtrar a través d’una malla de nylon de
100um (Sigma). Després de dues centrifugacions consecutives (600 g, 10°), les
cel-lules també es van ressuspendre i mantenir en medi RPMI-1640 (Sigma). La il-PP es
va seccionar (~2 cm) i incubar al bany Maria (37°C, 20’) en un medi que contenia 2 mM
HBSS-DTT (Sigma) i 5 mM HBSS-EDTA (Sigma). Els teixit obtingut es va esmicolar
suaument amb medi de transport (2000 UI penicil-lina, 2 mg estreptomicina i 50 mg
gentamicina en 100 ml de PBS, Sigma) i es va filtrar a través d’un colador de metall.
Després de centrifugar-ho (600 g, 10°) i eliminar-ne els sobrenedants, el romanent es va
purificar (1000 g, 30’) a través d’un gradient continu 40-70% de Percoll (Sigma). Les
CM es van centrifugar (600 g, 10°), ressuspendre i mantenir en medi RPMI-1640
(Sigma). Per tultim, els eritrocits contaminants de totes les suspensions cel-lulars es van
eliminar mitjancant una lisi amb clorur d’amoni. La viabilitat de les CM es va testar

amb la tinci6 de blau tripa.

Les poblacions cel-lulars leucocitaries de totes aquestes mostres, es van determinar
mitjangant la tinciéo amb un panell d’anticossos monoclonals contra antigens leucocitaris
porcins 1 1’analisi posterior en el citometre de flux. Concretament, les CM es van tenyir

amb anti-CD45, anti-SWC3, anti-CD21, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 1 anti-ydTCR
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(Taula 4.3.). Com a controls negatius es van utilitzar anticossos monoclonals
irrellevants diferents per a cada isotip. Cada mostra es va ajustar a 6x10° cél-lules per ml
de medi de citometre (FCM; PBS amb 0.1% de albimina sérica bovina, Sigma).
Cinquanta microlitres de cada suspensio cel-lular es van introduir en cada pouet d’una
placa de 96 pouets (Costar) i es van incubar durant 30 minuts amb 50 ul d’anticos
monoclonal. Després de dos rentats amb FCM, les cel-lules es van incubar durant 30
minuts amb un anticos de conill F(ab’), contra ratoli (conjugat amb FITC; Dako) diluit a
1:40 en FCM (excepte quan I’anticos monoclonal era CD3, CD21 o CDS, perque ja
estaven conjugats). Finalment, les cél-lules es van rentar dues vegades més i es van fixar
amb FCM amb 0.3% paraformaldehid préviament a ser analitzades en un citometre de
flux EPICS XL MCL (Beckman-Coulter). Per comprovar el grau de purificaci6 de la
suspensiod cel-lular, la immunotinci6 es va fer contra 1’antigen comu leucocitari (CD45).
Només es van utilitzar les mostres sanguinies amb un percentatge de cel-lules CD45+
superior al 96%, 1 les mostres de LN 1 il-PP amb percentatges de CD45+ superiors al

90%.

Taula 4.3. Anticossos monoclonals primaris utilitzats en aquest estudi.

Poblacio cel-lular

Anticos Clon Dilucié Isotipus leucocitiria Procedéncia’
CD45 2A5 1:10 IgG3  Leucocits INIA

SWC3 BLI1H7 1:20 IgG1 Macrofags, granulocits INIA

CD21? BB6-11C9.6  1:200 IgGl  Limfocits B SBA

CD3’ B23-8E6 1:120 IgGl  Limfocits T SBA

CDh4 74-2-11 1:10 IgG2b  Limfocits T cooperadors  INIA

CD§’ 76-2-11 1:120 IgG2a  Limfocits T citotoxics SBA
v6-TCR  PGBL22A 1:240 IgGl  Limfocits T yd VMRD

"INIA: Anticossos cedits pel Dr. Javier Dominguez de 1’Instituto Nacional de Investigacién y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (Madrid, Espanya); SBA, Southern Biotechnology
Association (Birmingham, Anglaterra); VMRD, Veterinary Medical Research and
Development (Pullman, Estats Units).

? Anticos conjugat amb isotiocinat de fluoresceina (FITC).

3 Anticos conjugat amb ficoeritrina (PE).
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4.2.5. Analisi estadistica

Les dades obtingudes foren analitzades mitjangant una analisi de la variancia, utilitzant
la dieta com a factor classificador, amb el procediment GLM del programa estadistic
SAS (SAS Institut, Inc. 8.1, Cary, NC). De forma addicional, el procediment MIXED
del SAS es va utilitzar per les mesures repetides sanguinies. En 1’analisi dels resultats
productius, es va considerar el corral com a unitat experimental. En I’analisi de la
morfologia intestinal 1 de les poblacions cel-lulars leucocitaries es va considerar el porc
com a unitat experimental. Quan 1’animal es va utilitzar com a unitat experimental, els
efectes del genere, garrinada d’origen, corral (com efecte aleatori) i dia de sacrifici es
van incloure inicialment en el model, perd finalment es van excloure ja que cap d’ells va
resultar significatiu (en tots els casos excedien de P = 0.30). El pes viu inicial de
I’animal es va utilitzar com a covariable en 1’analisi dels resultats productius. Per a tots
els analisis es va determinar la significaci6 estadistica amb valors de P < 0.05 i les
tendéncies amb P < 0.10. En cas d’existir un efecte significatiu, les mitjanes es van
comparar mitjangant un test de comparacié multiple de mitjanes (test de Tukey), del
mateix programa estadistic. Els resultats es presenten com a mitja i error estandard de la

mitja (EEM).

4.3. Resultats

4.3.1. Resultats productius i clinics

Els resultats dels rendiments productius es mostren a la taula 4.4. El guany mig diari va
incrementar-se 34.6 g/dia (86%) 1 33.1 g/dia (82%) en els grups SDPP i1 XT respecte el
grup CT durant la primera setmana post-deslletament, respectivament. A més, el
consum mig diari de pinso també va incrementar-se 53.6 g/dia (39%) i 71.2 g/dia (21%)
en el grup XT comparat amb el CT, durant la primera i segona setmana post-
deslletament, respectivament. Els animals alimentats amb SDPP van presentar un major

index de conversio (10 g/g; 18%) respecte el grup CT (P = 0.024).

No es van observar signes clinics durant 1’estudi, ni tampoc lesions a la necropsia en
cap dels animals. Durant el periode d’estudi, els animals no van seroconvertir enfront

els agents infecciosos més importants en el porc: circovirus porci tipus 2, parvovirus
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porci, virus de la sindrome reproductiva 1 respiratoria porcina, virus de la influenca
porcina, virus de la malaltia d’Aujeszky, Mycoplasma hyopneumoniae 1 Lawsonia

intracellularis.

Taula 4.4. Rendiments productius dels porcs alimentats amb les dietes experimentals
(CT, control; SDPP, 6% de plasma porci assecat per polvoritzacid; XT, 0.03% d’una
combinaci6 d’extractes de plantes).

CT  SDPP XT EEM' P valor
0 a 7 dies post-deslletament
Guany mig diari, g 40.4 75.0 73.5 19.67 0.615
Consum mig diari, g 138.8 141.1 192.4 17.93 0.270
Guany:Consum, g/g 0.30 0.51 0.36 0.076 0.247
7 a 14 dies post-deslletament
Guany mig diari, g 208.0 230.0 258.3 16.48 0.353
Consum mig diari, g 338.4 340.0 409.6 31.64 0.461
Guany:Consum, g/g 0.62 0.67 0.63 0.020 0.316
0 a 14 dies post-deslletament
Guany mig diari, g 124.7 150.0 165.9 16.43 0.487
Consum mig diari, g 238.6 240.9 300.9 21.42 0.319
Guany:Consum, g/g 0.53 0.63 0.55 0.015 0.056

" EEM, error estandard de la mitja. Tots els valors son mitjanes dels 2 corrals (n = 2) amb 4
porcs per corral.
* Mitjanes diferents respecte el grup control (P < 0.05).

4.3.2. Morfometria intestinal

El pes 1 la longitud de tot el tracte gastrointestinal, aixi com les longituds del duode, jeja
11li no es van veure afectats per la dieta. Les mesures morfométriques estan resumides a
la taula 4.5. No hi va haver diferéncies en 1’algada de les vellositats, la profunditat de les
criptes en el jeju proximal i a I’ili, encara que 1’amplada de les vellositats ileals va tendir
a disminuir en els porcs del grup SDPP (P = 0.092). En el colon proximal, la profunditat
de les criptes va tendir a ser menor en els garrins alimentats amb XT (P = 0.064). El
nombre d’IEL es va veure afectat per la dieta. Es va observar una reduccio en el jeju

proximal dels animals alimentats amb la dieta XT comparat amb aquells alimentats amb
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la dieta CT (P = 0.034). A part, es va observar una reducci6 en els IEL en el colon dels
animals que van rebre la dieta SDPP (P = 0.026). També¢ hi va haver diferéncies en la
densitat cel-lular de la LP associades amb la dieta. Encara que no es va quantificar el
fenotip especific de les cel-lules de la LP, en base a la morfologia cel-lular, es va
observar que entre el 22 i el 41% de les cellules presents a la LP eren cél-lules
compatibles amb limfocits. La densitat cellular total es va reduir a I’ili 1 al colon
proximal dels porcs alimentats amb SDPP comparat amb els animals control (P < 0.05).
En contrast, la densitat cel-lular limfocitaria va incrementar en el colon proximal dels
garrins alimentats amb la dieta XT (P = 0.003). El nombre de cél-lules caliciformes i el

nombre de mitosis van ser similars entre els diferents tractaments experimentals.

4.3.3. Poblacions cel-lulars immunitaries

Les variables sanguinies van demostrar diferéncies associades amb 1’edat i la dieta
(Taula 4.6.). El recompte total de leucocits i limfocits al dia 14 i al dia 21 va ser major
comparat amb el dia del deslletament (P < 0.05). Els percentatges de cél-lules T també
van incrementar els dies 7 1 21 post-deslletament, degut a I’augment de les
subpoblacions CD8+ i CD4-CD8+, mentre que el percentatge de limfocits B (CD21+) 1
T vo (YOTCR+) es va reduir els dies 71 21,1 7 1 14 post-deslletament, respectivament (P
<0.05).

Els garrins alimentats amb SDPP van tenir majors percentatges de monocits al dia 7
post-deslletament comparat amb els porcs alimentats amb la dieta CT (P = 0.004).
Tanmateix, aquests mateixos animals van presentar una disminucio del percentatge de
mondcits el dia del sacrifici (P = 0.006). En contrast amb aixo, el dia del sacrifici, els
animals alimentats amb XT van mostrar percentatges majors de cel-lules SWC3+ (P =
0.038) i menors percentatges de cél-lules CD21+ (P < 0.001) i CD8" &+ (P = 0.07)
comparat amb els animals del grup CT. Les altres poblacions cel-lulars immunitaries

estudiades en sang no van diferir entre els porcs alimentats amb les diferents dietes.
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Taula 4.5. Morfologia intestinal del jeju proximal, ili 1 colon proximal dels porcs
alimentats amb les dietes experimentals (CT, control; SDPP, 6% de plasma porci
assecat; XT, 0.03% d’una combinaci6 d’extractes de plantes) durant 3 setmanes.

CT SDPP XT EEM! P valor

Jeju
Vellositat
Algada, pm 397 417 412 24.1  0.886
Amplada, pm 102 120 125 4.5 0.12
Céel-lules caliciformes/100 enterocits 3.1 2.2 3.5 0.86  0.497
Limfocits intraepitelials/100 enterocits 14.7 120 103 0.79  0.007
Densitat cel-lular® 10.1 9.4 10.7 0.37 0.071
Densitat limfocitaria® 2.7 2.3 3.0 0.25 0.264
Cripta
Profunditat, um 205 195 216 16.0 0.374
C¢l-lules caliciformes/100 enterocits 10.1 10.7 11.2 1.07  0.863
Mitosis/100 enterocits 1.6 2.6 1.8 0.35 0.402
Ra6 vellositat:cripta’ 2.00 2.18 2.03 0.148  0.790
Ili
Vellositat
Algada, pm 274 262 308 16.0  0.248
Amplada, pm 145 1297 141 40  0.092
C¢l-lules caliciformes/100 enterocits 5.9 4.5 6.1 0.85 0.601
Limfocits intraepitelials/100 enterocits 15.1 14.4 9.8 1.43  0.107
Densitat cel-lular® 105 84~ 107 034 <0.001
Densitat limfocitaria® 28 19 34 018 <0.001
Cripta
Profunditat, um 192 197 185 143  0.766
Cél-lules caliciformes/100 enterocits 16.0 17.0 18.6 1.39  0.555
Mitosis/100 enterocits 1.7 1.9 1.7 0.29 0.897
Rab vellositat:cripta’ 1.50 1.32 1.76 ~ 0.099 0.17
Colon
Cripta
Profunditat, um 388 374 343" 13.2  0.064
C¢l-lules caliciformes/100 enterocits 9.1 10.5 10.1 0.96 0.508
Limfocits intraepitelials/100 enterocits 4.9 2.2 3.7 0.59 0.026
Mitosis/100 enterocits 0.9 0.9 1.0 0.18 0.845
Densitat cel-lular® 98 787 104 039 <0.001
Densitat limfocitaria® 25 1.8 35 0.8 <0.001

"EEM, error estandard de la mitja. Tots els valors son mitjanes (n = 8).
> Nombre total de céllules o de cél-lules similars a limfocits per 1000 pm®.
3 Quocient entre I’algada de la vellositat i la profunditat de la cripta.
, ¥, ¥* Mitjanes diferents respecte el grup control (P < 0.10, 0.05 1 0.01, respectivament).
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Taula 4.6. Poblacions leucocitaries (analisi hematologica 1 per citometria de flux) dels porcs alimentats amb les dietes experimentals (CT,
control; SDPP, 6% de plasma porci assecat per polvoritzacid; XT, 0.03% d’una combinacid d’extractes de plantes).

Dia 0! Dia 7 Dia 14 Dies 19 21°

CT SDPP XT EEM? CT SDPP XT EEM? CT SDPP XT EEM?

Leucocits, 10%/ul ~ 14.9 12.3 134 159 1 19.2 19.9 16.4 1 20.1 19.4 17.3 1.3
Limfocits, % 31.2 48.4 45.4 43 2.1 458 406  43.8 1.7 50.8 50.8  43.8 2.4
Monocits, % 3.8 4 58" 4.7 0.2 4.8 3.4 3.7 0.3 7.3 3.8" 5.2 0.4
Neutrofils, % 65.6 46.2 476  51.1 2.1 48.8 54.8 51.2 1.9 40.3 443 496 2.5
Eosinofils, % - 1.4 1.1 1.2 0.1 0.7 1.2 1.3 0.2 1.7 1.2 1.4 0.1
SWC3™, % 20.9 19.8 247 222 1.6 28.3 21.5 25 1.6 8.8 153 219 1.8
CD21%, % 31.7 19.2 18.1 16.8 1.2 242 267 234 1.2 21,5 222 144" 13
ySTCR", % 26 21.2 18.6 225 2.1 17.6 17.2 18.7 1.5 236 217 235 1.6
CD4", % 9.4 9.6 10 11.4 0.7 7.9 8.2 7.8 0.7 10.4 9.7 10.4 1

CDS8", % 21.2 29.5 263 25.1 2.1 20.8 19.9 19.2 2.1 34.1 24.5 24.6 3

CD8"™, % 15 24.4 19.9 20 1.8 14.2 12.9 14 1.8 21.3 14.8 17.8 2.1
CD8"eM o 6.2 5.2 6.4 5.1 1 6.6 7 5.2 1 12.8 9.7 6.8" 1.3
CD4°CDS’, % 0.4 4.9 43 5.4 2.1 3.5 4 3.4 1.7 4.7 4.3 4.6 2.4
CD4°CDS8"; % 6.4 4.4 4.4 4 0.2 4.1 3.5 3.4 0.3 6 5.8 5.8 0.4
CD4°CDS8", % 13.8 28.8 249 222 2.1 18.5 18.4 16.6 1.9 28.3 21 19.4 2.5

' Dia 0 = dia del deslletament (18-22 dies d’edat); Dies 19 i 21 = dies del sacrifici.
>EEM, error estandard de la mitja. Tots els valors son mitjanes (n = 8).
T, *, % F** Mitjanes diferents respecte el grup control dins de cada dia de mostreig (P < 0.10, 0.05, 0.01, 1 0.001, respectivament).
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L’analisi de les poblacions leucocitaries mitjancant citometria de flux també es va
realitzar en les mostres del GALT els dies del sacrifici (Figura 4.1.). A la il-PP, els
porcs alimentats amb SDPP van tenir menor percentatge de macrofags (SWC3+) en
comparacié amb el control (P = 0.04). A més, al LN, els porcs del grup SDPP van tenir
menors percentatges de macrofags, limfocits B (CD21+) 1 cel-lules y0TCR+ (P < 0.05).
L’addicié de XT a la dieta va reduir el percentatge de limfocits B presents al LN en
comparacié amb el control (P = 0.03). Les altres poblacions cel-lulars del LN i la il-PP

no van diferir entre les dietes experimentals.

Figura 4.1. Percentatge de les poblacions leucocitaries analitzades per citometria de
flux en el gangli limfatic ileocdlic 1 en la placa de Peyer ileal dels porcs alimentats amb
les dietes experimentals (CT, control; SDPP, 6% de plasma porci assecat per
polvoritzacié; XT, 0.03% d’una combinacié d’extractes de plantes). * Diferéncies
respecte la dieta control per a cada poblaci6 leucocitaria (P < 0.05).
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4.4. Discussio

El deslletament implica importants canvis socials, ambientals i nutricionals per als
garrins, convertint-lo en un esdeveniment estressant per aquests animals (Pluske et al.,
1997). A part, el deslletament s’associa amb una inflamaci6 intestinal 1 una resposta
proinflamatoria sistémica (McCracken et al., 1999; Jiang et al., 2000). En aquest estudi,

hem observat un increment dels leucocits, limfocits i varies poblacions de cél-lules T
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sanguinies en diferents moments durant el periode de 21 dies posterior al deslletament,

suggerint una activacio del SI durant aquest periode.

Els resultats aqui descrits també indiquen que el SDPP pot afectar les poblacions de
cel-lules leucocitaries sanguinies 1 del GALT en els porcs deslletats, i que pot modificar
la morfologia de I’intesti prim i1 gros. Hem demostrat que el SDPP provoca una menor
presencia de diverses poblacions cel-lulars leucocitaries en sang i en el GALT. Els porcs
alimentats amb SDPP també mostren menor nombre de limfocits a 1’epiteli i a la LP de
I’IG, comparat amb els altres grups. Tots aquests resultats suggereixen que el SDPP en
I’espécie porcina podria regular a la baixa la possible activacio del GALT en el
deslletament, de forma similar a com ja ha estat demostrat en animals de laboratori
(Perez-Bosque et al., 2004). A més, el nostre estudi posa en evidéncia que ’efecte
immunitari del SDPP ¢és observable, no només en porcs inoculats amb bactéries o
productes bacterians com ja ha estat demostrat (Touchette et al., 2002; Bosi et al.,

2004), sind també en porcs deslletats 1 no desafiats.

La millora de I’eficiéncia alimentaria observada en els porcs del SDPP coincideix amb
estudis previs on la substitucid de concentrats de proteina de soja per productes proteics
de plasma resulta en respostes positives (Jiang et al., 2000; Coffey i Cromwell, 2001).
Encara que I’efecte del SDPP sobre el guany mig diari no va ser significatiu en aquest
estudi degut al baix nombre de répliques, els 35 g/dia incrementats és consistent amb el
que s’ha observat en estudis més grans amb més nombre de garrins dissenyats per
avaluar les respostes productives (Jiang et al., 2000; Coffey i Cromwell, 2001; Bosi et
al., 2004), 1 que permeten establir que els garrins del present estudi han respost al SDPP
de forma usual. Els beneficis apareixen fins i tot en situacions on el SDPP ¢és deficient
en metionina (Kats et al., 1994) o amb una digestibilitat ileal aparent dels aminoacids
més baixa que la llet en pols descremada, les proteines de la soja o el gluten de blat
(Chae et al., 1999). Aquest fet indica que, tal i com ja ha estat suggerit per altres autors
(Torrallardona et al., 2003), els efectes positius del SDPP no s’expliquen tan sols per la
seva composicid nutritiva. Recentment, s’ha proposat que el mecanisme d’accié del
SDPP sobre els rendiments productius involucra el SI, perque el grau d’activacié de les
cel-lules immunitaries podria limitar la disponibilitat de 1’energia pel creixement
(Demas et al., 1997, Perez-Bosque et al., 2004). De fet, el SDPP pot prevenir

I’estimulacié del SI disminuint el creixement 1 la colonitzacié microbiana a I’IP o per un
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efecte indirecte sobre la integritat de la mucosa intestinal (Touchette et al., 2002). Els
nostres resultats pel que fa a les cel-lules leucocitaries sanguinies 1 del GALT 1 les dades
de la morfologia intestinal també recolzen la hipotesi d’una menor activacio6 del SI dels

porcs alimentats amb SDPP.

Les cél-lules T yd+ poden jugar un rol en modular la resposta inflamatoria en promoure
I’influx de limfocits i monocits a les superficies mucoses (Soltys 1 Quinn, 1999). En
aquest sentit, els porcs alimentats amb SDPP van mostrar un reduit nombre de c¢l-lules
T yo+ en el LN i una disminucié de la infiltracié leucocitaria a la mucosa intestinal (IEL
1 densitat cel-lular a la LP), donant suport a la teoria que hi ha una relacié entre el LN 1
la poblacié leucocitaria intestinal. A part, la disminuci6 de la infiltracio leucocitaria a la
mucosa podria estar relacionada amb la disminuci6é del nombre de macrofags (cel-lules
presentadores d’antigen) a la il-PP i al LN, degut a una baixa presentacié antigénica a
nivell del GALT en els animals alimentats amb SDPP. D’altra banda, una altra possible
explicacio per la reduccié del nombre d’IEL és que aquesta font de proteines presenta
probablement propietats antimicrobianes, ja que la proliferaciéo d’IEL s’ha associat amb

I’exposici6 a antigens bacterians (Rothkotter ez al., 1999a).

Jiang et al. (2000) consideraven que la resposta proinflamatoria local a D’intesti
associada amb el deslletament es podia impedir amb 1’addici6 de plasma a la dieta i, en
conseqiiéncia, es podia reduir la infiltracio leucocitaria a la mucosa intestinal de garrins
convencionals recent deslletats. D’acord amb aquests resultats, hem observat una
disminuci6 de la densitat cel-lular a les vellositat no només a de I’ili, sind també en les
criptes del colon proximal. En contrast, el SDPP de la dieta no va tenir cap efecte en
I’alcada de les vellositats, ni la profunditat de les criptes, ni en el nombre de mitosis,
indicant que no té cap efecte trofic especific a I'I[P o a I’'IG als 21 dies post-
deslletament. Aixo coincideix amb altres estudis publicats sobre I’efecte del SDPP en

porcs no desafiats (Jiang ef al., 2000; Van Dijk et al., 2002).

Walter 1 Bilkei (2004) van observar un efecte immunoestimulant no especific sobre
varies poblacions leucocitaries (cel-lules CD4+, CD8+, CD4+CD8+, MHCII+ i no-
T/no-B) en la sang de porcs d’engreix alimentats amb dietes que incloien un 0.3%
d’orenga (que contenia un 6% de carvacrol). Les diferéncies amb els nostres resultats,

on no s’ha observat aquest efecte immunoestimulant en sang, podria ser degut a la
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quantitat real de carvacrol que s’ha afegit a les dietes (180 mg/kg en la dieta de Walter 1
Bilkei vs. 15 mg/kg en la nostra dieta). Tanmateix, aquest efecte podria estar causat no
pel carvacrol sind per altres components presents en 1’orenga, com el timol. D’altra
banda, la capsiacina de la oleoresina de capsicum i el cinamaldehid han demostrat
propietats antiinflamatories. Aquests compostos inhibeixen 1’activacio o la proliferacio
de cel'lules T, i poden modular la seva diferenciacié (Koh et al., 1998; Sancho et al.,
2002). Per tant, aquests dos compostos poden explicar el reduit nombre d’IEL observats
en el jeju, que son majoritariament cel-lules T, i el reduit percentatge de limfocits T

citotoxics sanguinis.

La infiltracio de limfocits a la LP de I’ili 1 del colon estava incrementada en els animals
alimentats amb XT. Aix0 podria estar relacionat amb el major nombre de lactobacils
presents a I’lG d’aquests mateixos animals (Castillo, 2006) ja que les bactéries de 1’acid
lactic, en general poden estimular el SI (Schley 1 Field, 2002) i en particular incrementar

el nombre d’IEL i limfocits a la LP (Babinska ez al., 2005).

En resum, els resultats obtinguts indiquen que la inclusié de SDPP a la dieta dels porcs
recent deslletats incrementa [’eficiéncia alimentaria, 1 redueix els percentatges de
poblacions cel-lulars immunitaries en la sang i el GALT, els nombres d’IEL i la densitat
de la LP, suggerint una menor activacio del SI. D’altra banda, ’addicié de XT a la dieta
va ser capa¢ de modificar els leucocits intestinals i sistémics encara que de forma poc
consistent, causant una reduccid dels nombres d’IEL i algunes poblacions limfocitaries
a sang 1 LN, pero incrementant els mondcits sanguinis i la densitat limfocitaria a la LP.
Malgrat que els resultats observats es puguin relacionar amb propietats antiinflamatories
o moduladores de la microbiota intestinal, sobn necessaris estudis més especifics per
confirmar aquests mecanismes. Altrament, aquest estudi tamb¢ indicaria la potencialitat
d’aquests productes com a alternativa valida als antibiotics promotors del creixement

que han estat prohibits per a us profilactic a la Uni6 Europea.
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EXPERIMENT III

“Efecte del blat de moro groller, la polpa de remolatxa i el
seg0 de blat sobre I’estructura del colon i el sistema

immunitari intestinal en porcs d’engreix”






Adaptaci6 a la fibra alimentaria en porcs d’engreix

5.1. Introduccio

Les colitis no especifiques son una causa freqiient de diarrea en porcs d’entre 12 140 kg,
que provoquen una reduccio de 1’aprofitament de nutrients i, per tant, tamb¢ perdues
economiques en la fase d’engreix (Duncan i Lysons, 1987; Smith i Nelson, 1987;
Taylor et al., 1987; Thomson et al., 1998). Malgrat que 1’etiologia i la patogénia
d’aquesta condicio han estat poc estudiades, sembla que més que una causa infecciosa,
el més probable ¢és que diferents factors de la dieta /o del maneig puguin induir aquest
procés. En concret, les colitis no especifiques s’han associat amb alguns components de
la dieta o amb les caracteristiques del pinso (Smith i Nelson, 1987; Thomson et al.,
1998). Recentment, Chase-Topping et al. (2007) han observat que les dietes de les
granges diagnosticades amb colitis no especifica contenien una major presencia de sego

de blat i cereals cuits, aportant nivells més alts de polisacarids no amilacis (PNA).

En aquest sentit, Anguita et al. (2007) han demostrat recentment que la incorporacié de
determinats ingredients fibrosos o processos tecnologics canvien les caracteristiques
fisicoquimiques del contingut intestinal dels porcs d’engreix, amb potencials efectes
sobre la integritat i la salut del tracte digestiu, ja que 1’ambient al qual s’exposa la
mucosa colonica pot condicionar-ne la integritat i modular la resposta immunitaria
intestinal (Brunsgaard, 1998; Schley i Field, 2002; Mikkelsen et al., 2004). Per
exemple, la incorporaciéo de segd de blat a la racidé pot incrementar la fermentacio
proteica a I’IG i el nivell de citotoxicitat del contingut colonic (Anguita, 2006), a part de
disminuir la biodiversitat microbiana al colon (Castillo, 2006). Probablement, aixo
indicaria un contingut més nociu per la mucosa i una microbiota més inestable al colon
(Anguita, 2006; Castillo, 2006). D’altra banda, altres factors com la mida de particula
del pinso també mereixerien ser estudiats ja que poden afectar les caracteristiques
morfologiques, la proliferacid epitelial 1 els patrons d’unié a les lectines a I'lG

(Brunsgaard, 1998).

En general, s’assumeix que les dietes amb alts nivells de fibra mostren efectes
beneficiosos sobre la mucosa de I'lG (Newmark i Lupton, 1990; McCullogh et al.,
1998). Tanmateix, altres autors suggereixen que la fermentacid dels carbohidrats pot

alterar la funcid entérica normal i1 incrementar la incidéncia de colitis i diarrea (Siba et
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al., 1996; Durmic et al., 1998). Aixi doncs, probablement, una presumpci6é general
sobre els efectes de la DF en els animals no seria valida ja que la fracci6 carbohidratada

dels ingredients fibrosos presenta una composicié altament complexa.

Aquest estudi pretén avaluar ’efecte de la incorporacioé de blat de moro molt de forma
grollera com a font de mid¢ resistent i de polpa de remolatxa o segd de blat com a font
de PNA solubles i insolubles, respectivament, sobre I’estructura del colon i les respostes
immunitaries a nivell intestinal i sistémic en porcs durant la primera fase del periode
d’engreix. Aquest experiment completa els treballs sobre I’avaluacié de la fibra
alimentaria (DF) efectuada amb anterioritat per Anguita (2006) 1 Castillo (2006) en els

mateixos animals.

5.2. Materials i métodes

L’experiment va rebre I’aprovacio previa de la Comissié d’Etica en Experimentacio
Animal i Humana de la Universitat Autonoma de Barcelona. L’allotjament, maneig,
tractaments i eutanasia es van fer d’acord amb la normativa europea (Directiva

86/609/CEE).

5.2.1. Animals, allotjament i dietes

Un total de 104 porcs mascles 1 femelles ([Large White x Landrace] x Pietrain)
d’aproximadament 8 setmanes d’edat (15 + 0.2 kg de pes viu) es van allotjar a les
instal-lacions de la Unitat Experimental del Servei de Granges i Camps experimentals
de la Universitat Autonoma de Barcelona, equipada amb 4 sales, amb 8 corrals
cadascuna (1.0 m x 1.8 m). Cada corral tenia una menjadora 1 una font d’aigua en xumet
per tal d’assegurar una alimentaci6 ad libitum 1 un lliure accés a ’aigua. Els porcs es
van vacunar enfront la malaltia d’Aujeszky el dia 7 de I’estudi (via intranasal) i el dia 17
(via intramuscular) amb una vacuna comercial atenuada (Ingelvac Aujeszky MLV;
Boheringer Ingelheim) que contenia 10° TCIDso/dosi de la soca Bartha K61 gE-.

Els tractaments experimentals van consistir en 4 dietes experimentals que diferien en
I’origen 1 el contingut de la fibra (Taula 5.1.). Les dietes es van formular d’acord amb el
valor nutritiu dels ingredients i els requeriments per a porcs d’engreix descrits pel

National Research Council (1998). Les dietes es van administrar en forma de farina
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seca 1 tots els ingredients es van moldre per tal que passessin a través d’un sedas de 2.5
mm de diametre. La racié contenia una base de cereal (ordi 150 g/kg i blat de moro en
quantitats variables de 424 a 541 g/kg en funci6 del tractament) i torté de soja 44 (280
g/kg). A partir d’aquesta dieta base (dieta control, CT) es van obtenir 3 dietes
isoenergetiques (energia digestible 14.2 MJ/kg) que presentaven un major aport de fibra
dietetica 1 de grassa (oli vegetal) en compensacié pel seu menor valor energetic. En
primer lloc, es va incrementar el nivell de mid6 resistent Tipus I (dieta GRO)
substituint el blat de moro molt a 2.5 mm per un blat de moro molt a 4.0 mm.
Mitjancant la substitucié de blat de moro per un 8% de polpa de remolatxa (dieta
POLPA) es va incrementar el nivell de PNA solubles. A la quarta dieta, es va
incrementar el nivell de PNA insolubles mitjancant la substitucié de blat de moro per un
10% seg6 de blat (dieta SEGO). Els animals van rebre les dietes experimentals des del

primer dia d’arribada a la unitat experimental.

5.2.2. Procediments experimentals

Els 32 corrals, cadascun d’ells amb 3 porcs, es van assignar aleatoriament a un dels 4
grups experimentals, resultant en 8 corrals (2 en cada sala) i 24 animals per dieta.
L’experiment va durar 42 dies dividits en tres periodes experimentals: primer periode
fins als 7 dies després d’arribar a la unitat experimental, segon periode dels 7 als 21 dies
i tercer periode dels 21 als 42 dies. Al final de cada periode experimental es va
determinar el pes corporal, el consum voluntari de pinso i I’index de conversio, i es va
sacrificar I’animal més pesat de cada corral, resultant aixi en 8 animals sacrificats per
dieta i1 periode experimental. A més, com a control, es van sacrificar 8 animals al dia 0.
Dins de cada periode, els animals es van sacrificar en dos dies diferents: dies 7 1 9 pel
primer periode, dies 21 i 23 pel segon periode, i dies 42 i 44 pel tercer periode.
Préviament, aquests animals havien estat sotmesos a un protocol controlat d’ingesta de
pinso que va permetre estandarditzar les condicions del tracte digestiu. El protocol
d’ingesta consistia en almenys 3 cicles complets abans del sacrifici de 30 minuts

d’alimentacid alternats amb una hora de deju (Manzanilla ef al., 2004).
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Taula 5.1. Ingredients i composicié quimica analitzada de les dietes experimentals (CT,
dieta control amb molta fina (2.5 mm); GRO, dieta amb molta grollera del blat de moro
(4.0 mm); POLPA, dieta amb polpa de remolatxa 8%; SEGO, dieta segd de blat 10%).

Dietes
CT GRO POLPA SEGO
Ingredients (g/kg materia fresca )
Ordi 150 150 150 150
Tort6 de soja 44 277 277 277 277
Blat de moro 541 541 453 424
Polpa de remolatxa - - 80 -
Seg6 de blat - - - 100
Oli vegetal 7 7 16 27
L-lisina HCI 1.7 1.7 1.5 1.2
Treonina 0.4 04 0.3 0.2
Carbonat calcic 8.1 8.1 6.1 10.8
Fosfat bicalcic 7.6 7.6 8.5 2.7
Clorur sodic 2.5 2.5 2.2 2.5
Premescla vitaminica-mineral’ 4.0 4.0 4.0 4.0
Crom (Cr,;03) 1.5 1.5 1.5 1.5
Composici6 quimica analitzada (g/kg matéria seca)
Matgéria seca 894.2 897.7 897.7 893.1
Cendres 42.7 45.0 43.6 47.6
Energia Bruta (MJ/kg MS) 18.5 18.5 18.6 18.9
Extracte eteri 343 37.7 39.9 50.0
Proteina bruta 185.3 198.8 187.4 193.4
Mido 456.7 440.1 3573 367.4
Fibra Neutra Detergent 141.0 168.0 172.0 186.0
PNA totals® 148.0 (29) 150.2(28) 198.8(34) 168.1(206)
Arabinosa 20.2 19.0 30.7 243
Xilosa 24.6 22.0 233 35.9
Galactosa 22.5 22.6 28.3 18.3
Glucosa 45.1 454 63.3 50.2
Acids uronics 19.1 18.1 36.5 20.7
Tamany de particula (;Lm)3 472.36 (2.3) 557.47 (2.2) 528.28 (2.2) 578.77 (2.2)

" Aportament per kg de pinso: 5000 UI de vitamina A, 1000 UI de vitamina Ds, 15 mg de
vitamina E, 1.3 mg de vitamina B,, 3.5 mg de vitamina B,, 1.5 mg de vitamina Bg, 0.025 mg de
vitamina B,, 10 mg de pantotenat calcic, 15 mg d’acid nicotinic, 15 mg de niacina, 15 mg de
biotina, 0,1 mg d’acid folic, 2 mg de vitamina K3, 80 mg de Fe, 6 mg de Cu, 0.75 mg de Co, 60
mg de Zn, 30 mg de Mn, 0,75 mg de I, 0,10 mg de Se, 0,15 mg d’Etoxiquin com a fungicida.
2PNA, polisacarids no amiloides: inclou ramnosa, fructosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa
1 glucosa. Entre paréntesis es mostra el percentatge de PNA solubles.

* Tamany de particula determinat segons Pfost i Headley, 1976. Entre paréntesis, la desviacio.
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Els animals es van eutanasiar amb una sobredosi intravenosa de pentobarbital sodic
(200 mg/kg pes corporal; Dolethal, Vetoquinol, S.A., Madrid, Espanya), es van
dessagnar i es va obrir immediatament la cavitat abdominal de 1’esternum al pubis. Es
va extreure el tracte GI, es va lligar el cardies i el recte, i es va pesar. Posteriorment, es
van separar els diferents compartiments mitjancant lligadures dobles: estomac, intesti
prim, cec, colon i recte. L estdmac, cec i colon es van pesar plens i buits. Es va mesurar
el pH al colon proximal 1 colon distal per insercié6 d’un eléctrode unipolar a través
d’una petita incisio a la paret intestinal (pHmeter CRISON 507, eleéctrode Crison 52-32,
Net Interlab S.A.L., Madrid, Spain). El contingut del colon proximal i del distal es van
col-lectar 1 congelar a -20°C per a la determinacié del contingut d’aigua, acids grassos

volatils (AGV) 1 amoniac.

Per a I’estudi histologic, immediatament després del sacrifici, es va obtenir el gangli
limfatic ileocolic 1 una seccid de colon proximal i una de colon distal de cada animal,
que es van obrir longitudinalment 1 es van fixar per immersié en formol tamponat al
10% (volum/volum). Per a I’estudi hematologic i de les subpoblacions leucocitaries
mitjangant citometria de flux, es van obtenir mostres de sang de la vena cava cranial en
tubs que contenien EDTA 1 heparina de liti, respectivament. També, immediatament
després del sacrifici, es va extreure el gangli limfatic ileocolic (Milner) 1 ~20 cm de la
placa de Peyer ileal (il-PP) de cada animal, que es van netejar amb PBS i se’n van
eliminar el teixits circumdants. El LN i la il-PP es van mantenir en medi de transport

(2000 UI penicil-lina i 2 mg estreptomicina en 100 ml de PBS, Sigma).

5.2.3. Procediments analitics

L’analisi quimica de les dietes (Taula 5.1.) es va realitzar d’acord amb els procediments
estandards de I’4ssociation of Official Analytical Chemists (1995). El contingut total de
mido i de PNA de la dieta es va determinar seguint el métode de Theander (1990). El
midé es va determinar mitjangant un assaig colorimétric després d’una hidrolisi
enzimatica de les mostres gelatinitzades. Els PNA es van determinar mitjangant una
hidrolisi acida de la mostra excedent de I’analisi del mid6. La fraccié de PNA neutres es
va analitzar per cromatografia de gasos i els acids uronics mitjangant colorimetria. El
contingut d’aigua es va determinar en les mostres d’IG a partir del valor de pérdua

d’aigua durant la liofilitzacié a 103°C 1 la determinaci6 de la mateéria seca en les mostres
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liofilitzades. Els AGV es van determinar per cromatografia de gasos, després de
sotmetre les mostres a un tractament acid-base seguit per una extraccid en eter i una
derivatitzaci6 (Jouany, 1982). L’amoniac es va determinar amb 1’ajuda d’un eléctrode
sensible al gas (Crison ISE-9665) combinat amb un voltimetre digital (Crison GLP 22).

L’amoniac alliberat es va mesurar en el sobrenedant a diferents voltatges.

5.2.4. Analisi morfométrica

L’estudi morfomeétric es va realitzar de forma similar al descrit préviament a 1’apartat
3.2.3. d’aquesta tesi. Breument, les mostres de teixit per a 1’estudi histologic dels dies 0,
7, 21 1 42 es van deshidratar 1 incloure en parafina, tallar a 4 um 1 tenyir amb
hematoxilina-eosina. Les mesures morfomeétriques es van realitzar amb un microscopi
optic (BHS, Olympus, Barcelona) utilitzant un micrometre lineal (Olympus, ref. 209-
35040, Microplanet, Barcelona). El gruix de la paret intestinal 1 de la capa muscular, la
profunditat de les criptes i el nombre de cél-lules caliciformes, d’IEL i de figures
mitotiques presents a les criptes es van determinar en 10 criptes ben orientades, per a
cada secci0 intestinal, i es va fer una mitja de les 10 mesures. La preséncia de cél-lules
mononuclears a la LP es va determinar mitjangant el recompte del nombre d’aquestes
cel-lules entre les criptes en 15 camps per a cada seccid intestinal. També es van
determinar la densitat de criptes per mm (Brunsgaard, 1997) i la preséncia de noduls
limfatics (fol‘licles limfoides solitaris i complexes limfoglandulars) a la mucosa (Drut i
Drut, 1992). Totes les determinacions es van dur a terme de forma cega i per la mateixa

persona.

5.2.5. Analisi de les poblacions leucocitaries de sang i dels teixits limfoides intestinals

Es va realitzar un hemograma complet, un comptatge diferencial dels leucocits i una
formula leucocitica per a cada mostra sanguinia mitjangant un comptador semiautomatic
de cel-lules sanguinies d’impedancia eléctrica (Sysmex F-800; Toa Medial Electronic
Europa) els dies 0, 7, 21 1 42. Per a I’analisi amb citometria de flux, els dies 7, 21 1 42,
les cel-lules mononuclears es van aillar de la sang, el LN 1 la il-PP mitjancant diferents
gradients de densitat amb Ficoll-histopaque (Sigma), es van tenyir amb un panell

d’anticossos monoclonals contra porci, i es van analitzar mitjangant citometria de flux
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(EPICS XL-MCL; Beckman-Coulter) tal i com s’ha descrit anteriorment en ’apartat
4.2.4. d’aquesta tesi. Concretament, les poblacions cel-lulars leucocitaries es van
determinar utilitzant els segiients anticossos: anti-CD45, anti-SWC3, anti-CD21, anti-
CD4, anti-CD8, anti-ydTCR, anti-CD25 i anti-SLADR (Taula 5.2). Per tal d’estudiar el
grau d’activacio d’algunes cél-lules immunitaries es va avaluar I’expressio del receptor
d’IL-2 1 del MHC II, mitjangcant I’as dels anticossos anti-CD25 i anti-SLADR,
respectivament (Denham et al., 1994; Sinkora ef al., 2001). Com a controls negatius es

van utilitzar anticossos monoclonals irrellevants diferents per a cada isotip .

Taula 5.2. Anticossos monoclonals primaris utilitzats en aquest estudi.

Poblacio cel-lular

Anticos Clon Diluci6 Isotipus leucocitaria Procedéncia’

CD45 2A5 1:10 IgG3  Leucocits INIA

SWC3 BL1H7 1:20 IgG1 Macrofags, granulocits ~ INIA

CD21? BB6-11C9.6  1:200  IgGl  Limfocits B SBA

CDh4 74-2-11 1:10 IgG2b  Limfocits T cooperadors INIA

CD§’ 76-2-11 1:120  IgG2a Limfocits T citotoxics SBA
v3-TCR PGBL22A 1:240  IgGl  Limfocits T yd VMRD
CD25 K231-3B2 1:20 IgG1 Expressio receptor IL-2  INIA
SLA-DR 2E9/13 1:10 IgG2a  Expressio MHC 11 INIA

"INIA: Anticossos cedits pel Dr. Javier Dominguez de 1 Instituto Nacional de Investigacion y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (Madrid, Espanya); SBA, Southern Biotechnology
Association (Birmingham, Anglaterra); VMRD, Veterinary Medical Research i
Development (Pullman, Estats Units).

* Anticds conjugat amb isotiocinat de fluoresceina (FITC).

? Anticos conjugat amb ficoeritrina (PE).

La funcionalitat de les poblacions cel-lulars enfront diferents mitogens, en diferents
teixits, es va avaluar en un assaig in vitro adaptat de Pappaterra (2002). En sintesi, les
c¢l-lules mononuclears aillades de sang i LN (8 per tractament) i il-PP (4 per
tractament) als dies 7, 21 i 42 es van ajustar a 1x10° cél-lules/ml i es van incubar en

plaques de cultiu de 96 pouets de fons pla (Costar 3799) a 37°C i en una atmosfera amb
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un 5% CO, durant 24 hores. Les cél-lules es van mantenir sense estimular amb medi
RPMI-1640 complet (Sigma) o es van estimular amb 10 pg/ml fitohemaglutinina (PHA,
Sigma), 5 ug/ml lipopolisacarid (LPS, Escherichia coli 0111:B4, L-4391, Sigma) o 10
TCIDsp/ml del virus de la malaltia d’Aujeszky (ADV, soca Bartha K61 gE-, lot 195-
851, Boheringer Ingelheim). Posteriorment, els cultius es van tenyir amb anti-CD25 i
anti-SLADR 1 es va analitzar cada mostra per citometria de flux de forma similar a
I’explicat anteriorment. L’estimulacié produida es va determinar com la proporcié de
cel-lules incubades amb PHA, LPS o ADV que expressaven el receptor d’IL-2 (CD25+)
o el MHC II (SLADR+) dividit per la proporcié de cél-lules CD25+ o SLADR+ dels
cultius no estimulats i mantinguts amb medi RPMI-1640 complet, per a cada mostra,

animal 1 dia.

5.2.6. Analisi estadistica

Les dades obtingues foren analitzades mitjangant una analisi de la variancia, utilitzant el
procediment GLM del programa estadistic SAS (SAS Institut, Inc. 8.1, Cary, NC),
avaluant ’efecte de la dieta, del periode experimental i de la interaccio entre els dos. El
pes viu inicial de 1’animal es va utilitzar com a covariable en I’analisi dels resultats
productius. En tots els casos es va considerar I’animal com a unitat experimental,
excepte per a la ingestio voluntaria i I’index de conversid on la unitat experimental va
ser el corral. La preseéncia de ndduls limfatics al colon es va analitzar mitjangant el
procediment GENMOD del SAS. Per a totes les analisis es va determinar la significacid
estadistica amb valors de P < 0.05, 1 les tendéncies amb P < 0.10. La interaccid es va
estudiar quan el seu P valor era menor a 0.15, encara que els efectes principals no fossin
significatius (Lowry, 1992). Posteriorment, les mitjanes es van comparar mitjangant un
test de comparaci6 multiple de mitjanes (test de Tukey), del mateix programa estadistic.

Els resultats es presenten com a mitja i error estandard de la mitja (EEM).
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5.3. Resultats

No es van detectar simptomes clinics, excepte en dos animals del grup SEGO: un amb
diarrea en el primer periode i un altre amb epidermitis exsudativa en el segon periode. A
part, a la necropsia, tres animals van presentar peritonitis o poliserositis fibrinosa: un del
grup CT (dia 23), un del grup GRO (dia 23) i un del grup SEGO (dia 41), que es van

excloure dels estudis posteriors.
5.3.1. Resultats productius

La incorporacié de fibra dietética (GRO, POLPA, SEGO) va disminuir el consum
voluntari de pinso (Taula 5.3.). La disminuci6é de 1’ingesta voluntaria estava associada
amb un menor pes viu en el grup de la POLPA, i amb un major index de conversio en

els grups GRO, POLPA i SEGO (P < 0.05).

Taula 5.3. Pes viu (kg), consum (g/animal-dia) i relacié guany:consum (G:C) dels porcs
alimentats amb les dietes CT (control), GRO (blat de moro groller), POLPA (10% polpa
de remolatxa) i SEGO (10% segdé de blat) durant els tres periodes experimentals.

Dieta Valor P

Periode CT GRO POLPA SEGO EEM' Dieta Periode Int?

Pes viu 1< 19.57*° 19.56*  18.88" 19.72*  0.534 <0.001 <0.001  0.006
20n 28.53* 2839  26.69"°  28.26™
3 43.45°  43.92*  40.13"  41.64™

Consum 1 714 619 596 672 60.2 <0.001 <0.001 0.083
2% 1266 1137 1086 1118
3¢ 2186 2056 1745 1903

Total®  1388*  1271° 1142¢ 1231

G:C 1 0.80 0.92 0.81 0.87  0.023 0.007 <0.001 0.183
2% 0.48 0.51 0.51 0.52
3¢ 0.47 0.52 0.51 0.49

Total>  0.54° 0.59* 0.57* 0.58*

"EEM, error estandard de la mitja. Tots els valors son mitjanes (n=38).

? Int., P valor de la interacci6 (Dieta per periode).

3 Total fa referéncia a la mitjana del consum per als 3 periodes i el valor de G:C calculat per a
tot ’experiment.

*® Dins d’una fila, les mitjanes amb lletres diferents son diferents (P < 0.05).
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5.3.2. Caracteristiques del tracte gastrointestinal i del seu contingut

El pes del tracte GI va variar en funcio6 de la dieta (P = 0.009). La molta grollera del blat
de moro (4.23 kg) i els increments en els nivells de PNA de la dieta (4.23 1 4.24 kg per
POLPA i SEGO) van determinar increments en el pes mig del tracte GI en comparaci6
amb la dieta CT (3.88 kg). Les diferéncies ja eren evidents en el primer periode, encara
que a partir del segon i tercer periode els valors van ser significativament diferents.
L’administracié de les diferents racions no va provocar diferéncies significatives en el
pes mig buit de I’'lG (0.44, 0.47, 0.43 1 0.43 kg de pes del colon buit per CT, GRO,
POLPA i SEGO; 0.022 EEM; P > 0.05) pero si va incrementar el pes del contingut del
cec i del colon en les dietes GRO i POLPA respecte la dieta CT (0.71, 0.91, 1.02 1 0.71
kg de pes del contingut del colon per CT, GRO, POLPA i SEGO; 0.057 EEM; P <
0.001). L’increment del pes del contingut de I’IG es va correspondre amb increments en
els percentatges de materia seca en el grup GRO i en majors contingut d’aigua en el

grup POLPA (dades no mostrades).

La fermentaci6 a I'lG es va avaluar amb el pH, els AGV 1 I’amoniac. Les
concentracions d’AGV van ser menors en el primer periode comparat amb el segon i
tercer periode, tant en el colon proximal (122.8, 150.0 i 143.9 umol/g per primer, segon
1 tercer periode; EEM 4.34; P < 0.001) com en el distal (96, 128.9 1 110.5 umol/g per
primer, segon i tercer periode; EEM 4.05; P < 0.001). En el colon proximal, els animals
alimentats amb GRO i POLPA mostraven una tendencia a tenir majors concentracions
d’AGV comparat amb els animals dels grups CT i SEGO (133.6, 143.1, 145.8 i 133.3
umol/g per CT, GRO, POLPA i SEGO; EEM 4.34; P = 0.093). En el colon distal, les
concentracions d’AGV també van ser superiors pels animals del grup POLPA respecte
el CT i el WB (107.1, 113.8, 119.3 i 104.4 umol/g per CT, GRO, POLPA i SEGO;
EEM 4.05; P = 0.039). El perfil ’AGV també es va veure afectat pel tractament
experimental. Els animals alimentats amb POLPA tenien majors proporcions d'acid
acetic 1 menors proporcions de butiric 1 d’AGV ramificats en comparacié amb les altres
dietes, especialment en el colon distal (56 vs. 60.4, 14.2 vs. 12.2, 2.5 vs. 1.6 % d'acid
acetic, butiric i AGV ramificats per a la dieta CT vs. POLPA; P < 0.05). En el colon

proximal, la incorporacié de polpa de remolatxa va disminuir la concentracié d’amoniac
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en el contingut colonic (11.8 pmol/g) comparat amb les altres dietes (18.9 umol/g; P <
0.001). En el colon distal, les concentracions d’amoniac de les dietes amb alt nivell de
fibra dietetica (18.9 umol/g) eren menors que les de la dieta CT (24.5 pmol/g; P =
0.002). La dieta va tenir un efecte significatiu sobre el pH del colon. Les majors
diferéncies es van observar entre les dietes POLPA i SEGO (5.74 vs. 5.91 en el colon
proximal, 1 5.86 vs. 6.06 en el colon distal; P < 0.05), que representaven concentracions
de H de 1.82 vs. 1.23 i 1.38 vs. 0.87 umol/L en el colon proximal i distal,

respectivament.

5.3.3 Morfometria del colon

L’estudi morfometric va mostrar diferéncies significatives en I’estructura microscopica
entre els compartiments proximal 1 el distal del colon (Taules 5.4.1.15.4.2.). El gruix de
la capa muscular, el nombre d’IEL i de mitosis 1 la preséncia de noduls limfatics van ser
superiors en el colon proximal, mentre que el gruix de la paret intestinal, la profunditat
de les criptes, el nombre de ce¢l-lules caliciformes i la densitat de les criptes van ser
majors en el colon distal (P < 0.01). També es va observar un efecte relacionat amb el
periode experimental. En el colon proximal, el nombre de c¢l-lules caliciformes, d’IEL i
de cel-lules mononuclears a la LP va incrementar en els periodes finals, mentre que el
gruix de la capa muscular i el nombre de mitosis va disminuir (P < 0.05). En canvi, en
el colon distal, la profunditat de les criptes, el nombre d’IEL 1 el de c¢l-lules

mononuclears a la LP va disminuir amb el temps (P < 0.05).
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Taula 5.4.1. Morfometria del colon proximal dels porcs alimentats amb les dietes CT (control), GRO (blat de moro groller), POLPA (10% polpa
de remolatxa) i SEGO (10% segd de blat) durant els tres periodes experimentals (7, 21 1 42 dies).

Dieta Valor P
Colon proximal Periode CT GRO POLPA SEGO EEM' Dieta Periode  Interaccid

Gruix total, um 1¢ 1018 1006 977 1039 37,92 NS? NS NS
2" 938 1048 970 954
3 1030 1012 1055 991

Tuanica muscular, zm 1 491° 481° 444™ 425" 2335 001 0.002 NS
2" 498* 449 426" 428"
3 427 416* 393" 371°

Profunditat de cripta, um e 442 424 417 435 15,80 NS NS NS
2" 400 452 419 410
3 420 416 410 403

Céllules caliciformes/100 enterocits 1% 17,8 20,0 16,9 20,7 1,24 NS 0.024 NS
2% 20,2 19,6 19,7 19,5
3 21,4 21,1 20,6 22,6

Mitosis/100 enterocits 1 0,78 0,81 0,85 0,56 0,09 NS <0.001 NS
2" 0,94 0,88 0,95 1,08
3 0,79 0,63 0,67 0,72

Densitat de criptes® 1« 9.8 10,3 10,1 9.8 2,90 NS <0.001 0.03
2o 9,2 9,3 8,6 8,6
3 9,1" 9,5" 9,6 10,3

"Els valors s6n mitjanes. L’error estandard de la mitja (EEM) fa referéncia a n = 8.
*Nombre de criptes comptabilitzades per 1 mm de distancia, a la part basal de la mucosa.

* NS: no significatiu, P> 0.10.

*® Dins d’una fila, les mitjanes amb lletres diferents soén diferents (P < 0.05).



Taula 5.4.2. Morfometria del colon distal dels porcs alimentats amb les dietes CT (control), GRO (blat de moro groller), POLPA (10% polpa de
remolatxa) i SEGO (10% segd de blat) durant els tres periodes experimentals (7, 21 1 42 dies).

Dieta Valor P
Colon distal Periode CT GRO POLPA SEGO EEM' Dieta Periode Interaccid

Gruix total, um ¢ 731 791 699 815 49,85 NS’ NS NS
2o 775 725 752 694
3 711 687 708 656

Tanica muscular, gm ¢ 376 367 338 353 23,72 NS NS NS
2% 365 360 354 368
34 327 342 344 302

Profunditat de cripta, zm 1 505 480 505 505 21,64 NS 0.001 NS
2% 489 489 475 490
3 448 478 462 442

Cél‘lules caliciformes/100 enterocits  1¢ 15 19,2 16,9 18,1 1,38  <0.001 NS NS
2% 19,7 21,7 22 22
3¢ 29,1° 28,5" 25,7 24,3

Mitosis/100 enterocits 1< 0,33 0,27 0,39 0,27 0,07 NS NS NS
2% 0,31 0,37 0,37 0,32
3 0,21 0,39 0,36 0,38

Densitat de criptes® ¢ 9,1 9,7 9,1 9,4 2,65 NS <0.001 NS
2% 10,7 10,2 10 10,1
3¢ 10 10,2 10 9,9

"Els valors son mitjanes. L’error estindard de la mitja (EEM) fa referéncia a n = 8.
*Nombre de criptes comptabilitzades per 1 mm de distancia, a la part basal de la mucosa.
3 NS: no significatiu, P> 0.10.

*® Dins d’una fila, les mitjanes amb lletres diferents son diferents (P < 0.05).
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En el colon proximal, el gruix de la capa mucosa va ser menor en els porcs del grups
POLPA i SEGO, tant per una disminucié de la capa circular interna com de la
longitudinal externa (Taula 5.4.1.). La profunditat de les criptes i el nombre de mitosis
no van ser diferents entre tractaments, pero si es va observar una disminucio al final del
tercer periode en el nombre de cél-lules caliciformes en el colon distal dels porcs
alimentats amb POLPA i SEGO (P < 0.05). Aquestes mateixes dietes, amb majors
nivells de PNA, també van modificar la preseéncia de limfocits a la mucosa de I'lG
(Figura 5.1.). La inclusi6 de polpa de remolatxa a la dieta va provocar una disminucid
del nombre de limfocits a 1’epiteli en el colon proximal i a la LP en colon proximal i
distal (P < 0.04); mentre que el segd de blat va disminuir el nombre d’IEL perd només
al colon distal i de forma transitoria (dia 21). No obstant aixo, la incorporacid de fibra
dietética (GRO, POLPA i SEGO) va incrementar la preséncia de cél-lules inflamatories
a la LP del colon proximal, als 7 dies d’introduir les dietes respecte els valors de la dieta

CT (Figura 5.1. B).

AFigura 5.1. Nombre de limfocits intraepitelials (A) i a la lamina propia (B) en el colon

10 - Colon proximal 10 - Colon distal
9 81 8
8
5 6k 6| —e— Control
s °T - * —=—GRO
s
%
. — POLPA
8 4- e B )
- o SEGO
o . ‘
= 2 2
0 T T 0
0 7 14 21 28 35 42 0 7 14 21 28 35 42
Dies Dies
37 * % % 3
8
g
3 —_—— % —_— —
= 27 —/ 2 1. \/7!
8 /—‘ *
E —e— Control
3 * * —=—GRO
g 1A 1
° POLPA
€ SEGO
o
P4
0 i 0
0 7 14 21 28 35 42 0 7 14 21 28 35 42
Dies Dies

130



Adaptaci6 a la fibra alimentaria en porcs d’engreix

D’altra banda, la proporcié d’animals que tenien una preséncia evident de noduls
limfatics a la mucosa era menor en el grup POLPA comparat amb altres dietes (P =
0.038), especialment en el colon proximal (Figura 5.2.). En canvi, la seva preséncia era

major en el grup GRO en el colon distal (P = 0.084).

Figura 5.2. Preséncia de noduls limfatics a la mucosa del colon proximal 1 del colon distal
dels porcs alimentats amb les dietes control, GRO (blat de moro groller), POLPA (8% polpa
de remolatxa) i SEGO (10% seg6 de blat). Els valors son el percentatge de mostres de tots
els periodes (n = 24) que tenien una presencia evident de noduls limfatics a la mucosa (>
0.1 per mm). f,* La proporcié del grup és significativament diferent respecte la de la resta
de dietes (P < 0.10 i P < 0.05, respectivament).
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5.3.4. Poblacions de cel-lules del sistema immunitari

La majoria dels parametres hematologics 1 immunologics de sang periférica van variar
amb el periode experimental (Taules 5.5.15.6.). A I’inici de I’estudi, entre dia 0 1 el dia
7, 1 en tots els grups experimentals, hi va haver un increment transitori en la
concentracio (/ 03/,uL) de leucocits (12.6 vs. 17.8), limfocits (6.4 vs. 9.6) i monocits (0.3
vs. 0.71) (P < 0.05). Posteriorment, del dia 7 al 42, les concentracions d’eritrocits i
d’hemoglobina i el valor d’hematocrit van incrementar, mentre que les concentracions
de leucocits, neutrofils, limfocits 1 monocits van disminuir (P < 0.05). Pel que fa a les
subpoblacions leucocitaries determinades en sang per citometria de flux, les cel-lules
CD4+, CD25+ i ydTCR+ van incrementar de forma significativa amb el temps, 1 les
cel-lules B (CD21+), CD8+ i SLADR+ van disminuir (P < 0.05).
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Taula 5.5. Parametres hematologics dels porcs alimentats amb les dietes CT (control), GRO (blat de moro groller), POLPA (10% polpa de
remolatxa) i SEGO (10% segd de blat) durant els tres periodes experimentals (7, 21 1 42 dies).

Dieta Valor P

Periode CT GRO POLPA SEGO EEM! Dieta Periode Interaccio

Comptatge d’eritrocits, 106/uL 1 6.8 7.1 6.9 6.6 0.24 NS? 0.008 NS
20" 7.4 7.1 6.9 7
3¢ 7.3 7.3 7.5 7.4

Concentracié d’hemoglobina, g/dL 1 11.4 11.2 11.2 11 0.21 NS <0.001 0.02
20m 12.4* 12 11.3° 117"
3¢ 12.8 12.9 12.8 12.4

Valor hematocrit, % 1 365 36.6° 354" 34.9" 1.25 NS <0.001 0.018
20" 41.1 39.6 38.1 38.2
3¢ 393 40.5 39.8 394

Comptatge de leucdcits, 10°/uL 1 17.8 18.7 15.3 19.4 1.56 NS 0.001 NS
20" 14.6 13.9 14.6 14.6
3% 11.8 14.4 12.7 13.1

Neutrofils

Comptatge absolut, 10*/uL 1 6.2 5.8 4.4 5.3 0.57 NS <0.001 NS

20" 3.7 43 4 35

3¢ 2.8 3.4 2.7 3.3



Neutrofils
Comptatge relatiu, %

Limfocits
Comptatge absolut, 10*/uL

Comptatge relatiu, %

Monocits
Comptatge absolut, 10*/uL

Comptatge relatiu, %

161‘
2011

ler
20n

ler
201’1
381"

38
20.6"
24.7

9
9.1
7.3

55.2
70.6"
67.9

0.55"
0.33
0.43

3.3"
2.7
3.5

33.9
33.2°
24.2

10.2
7.5
9.1

59.7
59.5"
68.8

0.63%"
0.41
0.55

3.6°
2.9
3.9

31.5
31"
21.6

8.7
8.4
8.4

62
62.9"
72.4

0.53%"
0.34
0.37

3.9°
2.5
3.1

32.3
26.2%°
24

10.7
9.1

59.3
66.3%"
69.7

0.73"
0.48
0.47

5.9*
3.4
3.2

2.62

1.03

291

0.10

0.53

NS

NS

NS

0.07

0.08

<0.001

0.04

<0.001

0.006

0.004

0.09

NS

0.096

NS

NS

"Els valors s6n mitjanes. L’error estandard de la mitjana (EEM) fa referéncia a n = 8.

*NS: no significatiu, P> 0.10.

“*¢ Dins d’una fila, les mitjanes amb lletres diferents son diferents (P < 0.05).



Taula 5.6. Analisi de les poblacions cel-lulars leucocitaries en sang per citometria de flux dels porcs alimentats amb les dietes CT (control), GRO
(blat de moro groller), POLPA (10% polpa de remolatxa) i SEGO (10% seg6 de blat) durant els tres periodes experimentals (7, 21 i 42 dies).

Dieta Valor P
Periode CT GRO POLPA SEGO EEM' Dicta Periode Interaccid
CD21+, % 1 12.5 8.1 10.6 10.5 0.68 N§? 0.01 0.033
20" 2.2 6.9° 10.9° 7.7
3 9.1 9.1 9.2 8.8
vOTCR+, % 1 7.8 8.9 11.1 8.6 1.79 NS <0.001 NS
2°" 9.5 13.7 10.7 9.9
3 26.3 25.5 17.0 23.9
CD4+, % 1< 14.6 15.6 14.5 13.5 1.93 NS 0.02 NS
2" 22.5 24.7 24.8 15.5
3 17.1 22.3 21.1 20.2
CD8+, % 1 - - - - 2.3 NS 0.03 NS
2% 41.5 36.4 41.7 34.2
3 23.5 26.8 25.5 24.1
CD25, % 1 3.8 3.5 43 34 0.75 NS <0.001 NS
2" 1.6 3.8 5.2 2.6
3 9.3 10.3 9.5 8.6
SLADR, % 1 51.5 51.8 40.4 49.5 2.45 NS 0.03 0.076
20" 43.3" 55.4" 57.0°  56.9°
3 45.9 46.5 50.3 443

"Els valors s6n mitjanes. L’error estandard de la mitjana (EEM) fa referéncia a n = 8.
*NS: no significatiu, P> 0.10.
**¢ Dins d’una fila, les mitjanes amb lletres diferents son diferents (P < 0.05).
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Els porcs alimentats amb majors nivells de PNA van tenir valors d’hematocrit 1
concentracions d’hemoglobina inferiors que el grup control en el primer i segon periode
respectivament (Taula 5.5). El recompte total i el percentatge de mondcits van tendir a
ser majors en el grup SEGO (P < 0.08), especialment en el primer periode. Els
recomptes totals de leucocits, neutrofils, limfocits, eosinofils 1 basofils no van variar
entre tractaments. Malgrat aixo, els percentatges de neutrofils van tendir a incrementar i
els de limfocits a disminuir en els grups GRO i POLPA en el segon periode. La
citometria de flux de sang periférica va mostrar que tots els tres grups alimentats amb
nivells superiors de fibra dietética tenien percentatges majors de ceél-lules CD21+ i

SLADR+ en el segon periode (Taula 5.6).

L’estudi del GALT per citometria de flux també va mostrar diferéncies significatives
associades al periode i als grups experimentals (Taules 5.7. 1 5.8.). Amb el temps, la
proporci6 de cel-lules T CD4+, CD8+ 1 yo+ a la il-PP, i la de cel-lules B (CD21+) 1 T
CD8+ a LN van incrementar (P < 0.01). En els porcs alimentats amb majors nivells de
fibra (GRO, POLPA i SEGO) es va observar una reduccié en el percentatge de cél-lules
SLADR+ en el LN en els primers periodes, mentre que, en aquests mateixos grups
aquestes cel-lules van incrementar a la il-PP en el periode final respecte la dieta CT (P <
0.05). D’altra banda, en diferents moments al llarg de I’estudi, els porcs del grup SEGO
van tenir proporcions incrementades de cél-lules B, CD4+ i cél-lules CD25+ a la il-PP, i
de macrofags (SWC3+) i cél-lules B al LN, mentre que els percentatges de cél-lules
CD4+ 1 CD8+ al LN tendien a ser menors respecte la dieta CT (P < 0.05). En el periode
final, la proporcio de cel-lules CD4+, CD8+ 1 CD25+ a la il-PP era superior en els porcs
alimentats amb la dieta GRO (P < 0.05).

Per ultim, també¢ es va analitzar la funcionalitat de les c¢l-lules aillades de sang, il-PP i
LN, incubant-les primer amb diferents mitogens i determinant 1’expressi6 induida del
receptor d’IL-2 (CD25+) o del MHC II (SLADR+) per citometria de flux. El cultiu de
les cél-lules amb mitogen inespecific (PHA) o d’origen bacteria (LPS) o viral (ADV) va
incrementar la proporcido de cel-lules mononuclears CD25+ i SLADR+ respecte els
cultius no estimulats. En general, el periode experimental no va tenir un efecte
consistent; excepte per els cultius de sang periférica estimulats amb ADV on la

proporcié de SLADR+ va incrementar amb el temps (P < 0.01).
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Taula 5.7. Analisi de les poblacions cel-lulars leucocitaries per citometria de flux en la placa de Peyer ileal i en gangli limfatic ileocolic dels
porcs alimentats amb les dietes CT (control), GRO (blat de moro groller), POLPA (10% polpa de remolatxa) i SEGO (10% sego6 de blat) durant
els tres periodes experimentals (7, 21 i 42 dies)

Dieta Valor P

Placa de Peyer ileal Periode CT GRO POLPA SEGO EEM' Dieta Periode Interaccio

SWC3, % 1 3.1 3.8 6.4 6.7 0.71 0.038 NS? NS
20n 3.1° 7.4% 9.4° -
3 6.8 7.0 2.7 6.4

CD21+, % 1 43.6" 54.2%° 52.8%" 58.3*  2.32 0.094 NS NS
pen 57.1 43.6 56.0 -
3¢ 53.4%° 50.8" 46.0° 65.5%

ySTCR+, % 1 1.1 5.9 1.1 1.5 0.45 NS 0.007 NS
2on 3.9 4.4 3.7 -
3 - 9.5 43 5.7

CD4+, % 1 3.3 2.8 1.6 1.9 1.13 0.001 0.01 NS
pen 6.1° 4.3° 3.3° 9.6
3¢ 5.1° 11.9° 7.5 11.7

CD8+, % 1o 4.9 6.1 7.6 6.4 2.05 0.03 0.009 NS
pen 14.3 14.0 11.6 14.6
3 13° 24.2° 20.8%° 15.3"

CD25, % 1o 1.4 2.3 1.7 0.8 0.65 0.04 0.001 0.001
pen 4.2 8.7 7.2 -
3¢ 3.9° 7.1° 4.1%° 6.9"

SLADR, % 1 78.5 76.3 76.3 77.1 2.76 0.006 0.001 0.001
pen 69.2 66.4 70.5 -
3¢ 70.1° 76.7 74.5%° 78.2%

"Els valors s6n mitjanes. L’error estandard de la mitja (EEM) fa referéncia a n=8.
* NS: no significatiu, P> 0.10.
*® Dins d’una fila, les mitjanes amb lletres diferents soén diferents (P < 0.05).



Taula 5.8. Analisi de les poblacions cel-lulars leucocitaries per citometria de flux en la placa de Peyer ileal i en gangli limfatic ileocolic dels
porcs alimentats amb les dietes CT (control), GRO (blat de moro groller), POLPA (10% polpa de remolatxa) i SEGO (10% sego6 de blat) durant

els tres periodes experimentals (7, 21 i 42 dies)

Dieta Valor P

Gangli limfatic ileocolic Periode CT GRO POLPA SEGO EEM! Dieta Periode Interaccio

SWC3, % 1% 4.6 3.1 2.2 2.8 1.04 NS?2 NS 0.09
20n 2.1 4.4 5.2 3.1
3¢ 1.9° 4 4.5 5.4°

CD21+, % 1 24.0 18.1 18.5 18.1 2.1 0.003 0.001 NS
20n 18.4 20.9 23.1 19.2
3¢ 27.9% 26.0" 29.8%P 34°

ySTCR+, % 1 16.6 15.8 16.4 14.7 1.65 NS NS NS
2on 17.1 17.2 20.5 19.7
361’ _ _ _ _

CD4+, % 1o 33.0 35.9 34.3 31.5 2.1 NS NS 0.082
pon 26.4"° 28.5" 27.5% 19.9°
3¢ 32.2 32.5 32.6 35.2

CD8+, % 1 17.3 17 14.6 16 1.67 0.08 <0.001 NS
p0n 20.8? 21.4%° 21.2% 15.2°
3¢ 24.5 28.9 23.8 253

CD25, % 1 12.4 12.3 12.1 10.4 1.89 NS 0.006 NS
20n 8.6 9.7 8 8.5
3¢ 10.9 12 12.1 12.2

SLADR, % 1 53.2% 42.3" 40.9" 49.8%° 2.1 0.02 <0.001 NS
20on 39° 31.7°%° 30.8° 30.2°
3¢ 42.2 40.5 37.9 42.1

"Els valors s6n mitjanes. L’error estandard de la mitjana (EEM) fa referéncia a n=8.
*NS: no significatiu, P> 0.10.
*® Dins d’una fila, les mitjanes amb lletres diferents son diferents (P < 0.05).
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En el gangli limfatic dels porcs alimentats amb majors nivells de fibra (GRO, POLPA 1
SEGO) la resposta a LPS (cél-lules CD25+) va incrementar de forma transitoria en el
primer periode, encara que en el segon periode la resposta front PHA o LPS (c¢l-lules
SLADR+) va disminuir comparat amb el grup CT (P < 0.05). En sang i durant el primer
periode, els grups POLPA i SEGO van tenir menor nombre de cél-lules CD25+ quan es
van estimular els cultius amb ADV (P < 0.05). A més, en els porcs del grup SEGO la
resposta al LPS (cel-lules SLADR+) també va disminuir en el segon periode (P < 0.05).
Malauradament, a la il-PP no es van poder obtenir un nombre suficient de cultius
cel-lulars viables (menys de tres per grup/mitogen/dia) per establir una comparativa

entre els grups experimentals.

5.4. Discussio

La molta grollera del blat de moro i I’administraci6é de polpa de remolatxa o de segd de
blat van reduir I’ingesta voluntaria de pinso, i també el pes viu dels animals del grup
POLPA d’acord amb el potencial efecte limitant de la DF sobre el creixement (Kass et
al., 1980). Tot i que amb una magnitud variable en funci6 del tractament, la inclusio de
fibra a la dieta tamb¢ va incrementar el pes del tracte GI, essencialment per un augment
del seu contingut, fet que podria implicar una reduccié del rendiment en canal d’aquests
animals (Rijnen et al., 2000). Dietes amb alts nivells de fibra indueixen un increment
del pes del tracte GI posterior i del seu contingut (Stanogias i Pearce, 1985; Jin ef al.,
1994; Jorgensen et al., 1996) i també poden tenir efectes trofics sobre la paret intestinal,
tot i que aquest fet no s’ha observat en el present estudi. La inclusié de DF en el nostre
estudi implica un increment de contingut intestinal que podria provocar una distensio de

I'IG, pero sense efectes trofics sobre la capa muscular.

L’increment dels leucodcits, limfocits i mondcits sanguinis a la primera setmana,
respondria a una activacié del SI motivada pel canvi a un nou ambient o per la simple
introducci6 d’una nova dieta. Malgrat aixo tingués lloc en tots els grups experimentals,
inclos el control, va ser relativament més intens en els grups GRO i SEGO. D’altra
banda, en aquest mateix periode, els porcs alimentats amb dietes riques en fibra (GRO,
POLPA i SEGO) van tenir un increment de la preséncia de cél-lules inflamatories

mononuclears a la [amina propia de I’IG, suggestiu d’una resposta inflamatoria a nivell
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intestinal (Jiang et al., 2000; Treanor i Sheahan, 2002; Robert, 2004). Es més, en
aquests mateixos animals, les c¢l-lules obtingudes del LN que drena directament
d’aquesta regio responien de forma més activa en ser estimulades amb un mitogen
bacteria. Per tant, els animals alimentats amb majors nivells de DF probablement van
sofrir cert grau de colitis en els trams anteriors de I’IG, coincidint amb el lloc d’arribada
del substrat no digerit, encara que no suficientment acusada perque fos simptomatica en
forma de diarrea (excepte un animal del grup SEGO). Aixd podria succeir per un
desafiament de la barrera mucosa a causa de la pertorbacio de I'ambient intestinal o per
canvis en les poblacions microbianes el dia 7 respecte el dia 0 al llarg de tot 1’intesti
(Roca-Canudas, comunicaci6 personal). Després d’aquesta fase inicial de resposta
similar en tots els grups, s’observen respostes diferenciades en funci6 de la font de fibra

de la dieta.

Les cel-lules immunitaries deixen o entren a I’intesti a través del LN i1 poden recircular
des de la sang, fins a la paret intestinal, a la LP i potencialment als espais intraepitelials
(Rothkotter et al., 1999b). Les alteracions a nivell colonic amb la incorporacié de fibra a
la dieta (GRO, POLPA i SEGO) també podrien provocar una redistribucié de les
cel-lules que expressen MHC II involucrades en la presentacidé antigénica, que es
caracteritzaria per una disminuci6 de les APC en el LN durant les 3 primeres setmanes
que podrien migrar a sang o altres teixits. D’altra banda, amb el temps, aquests tres
grups experimentals tendeixen a reduir la resposta a mitogens en el LN i a sang
periférica, d’acord amb les possibles propietats antiinflamatories de les dietes riques en
fibra a través d’efectes sobre la funcionalitat i el metabolisme dels leucocits (Cavaglieri
et al., 2000). Per contraposicid, estudis amb rates alimentades amb un 5% de fibra
soluble (pectina) troben major nombre de limfocits T CD4+ i IFN-y en el limfonode
mesenteric (Lim ef al., 1997). De forma semblant, gossos alimentats amb alts nivells de
fibra tenien una alta proporcié de limfocits CD4+ i major resposta a mitogens al
limfonode (Field et al., 1999). Per tant, I’efecte de la DF sobre el SI intestinal podria

variar en funci6 tant del tipus de DF com de I’espécie animal estudiada.

Amb el temps, la inclusio d’una font de PNA solubles a la dieta (8% de polpa de
remolatxa) va disminuir la preséncia de limfocits a l'epiteli 1 a la lamina propia del
colon, principals llocs efectors de la resposta immunitaria intestinal, i també de noduls

limfatics a la mucosa colonica, com a emplagaments responsables del processament
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antigénic (O'Leary 1 Sweeney, 1986; Bailey et al., 2001; McCracken i Lorenz, 2001;
Liebler-Tenorio i Pabst, 2006). Es remarcable que les diferéncies eren observables tant
respecte la dieta control com a l'altra font de PNA menys solubles (seg6 de blat). El
mecanisme pel qual la POLPA promou aquests canvis €s desconegut. En primer lloc, la
major quantitat de contingut en el colon i amb més proporcidé d’aigua podria suposar un
contingut colonic menys abrasiu i amb un potencial efecte diluent de substancies amb
efecte nociu. En segon lloc, els efectes s’observen coincidint amb els periodes i amb els
llocs de major fermentacio d'aquest substrat, i per tant, també podria ser degut als AGV
produits i/o a l'exposicié d'antigens bacterians amb propietats immunomoduladores
(Cavaglieri et al., 2000; McCracken 1 Lorenz, 2001; Schley i1 Field, 2002). De fet, el
grup POLPA és el que presenta una concentracidé d’AGV més elevada, tant a colon
proximal com distal.. Per tant, els nostres resultats concorden amb estudis previs
realitzats in vitro que mostren que concentracions fisiologiques d’AGV poden promoure
un ambient antiinflamatori (Cavaglieri et al., 2003). Tanmateix, altres estudis en rates
suggereixen que els AGV incrementen el nombre de cél-lules T al tracte GI (Tappenden
et al., 1997). Ishizuka et al. (2004) administrant a les rates una dieta semblant, que
també contenia polpa de remolatxa, obtenen un perfil d’AGV similar al dels nostres
animals (Anguita, 2006), perd amb efectes oposats pel que fa a la presencia d’IEL. Per
les seves condicions experimentals, i la seva anatomia 1 fisiologia digestiva
diferenciades (Stevens i Hume, 1998), és possible que els resultats obtinguts amb
animals de laboratori no siguin del tot extrapolables als efectes observats en animals de
granja. D’altra banda, pel que fa a la modulacié per part de la microbiota intestinal,
Roca-Canudas et al. (2006), utilitzant técniques moleculars, han observat que els
animals del grup POLPA tenien major diversitat microbiana i més estable, i una
adaptacio més rapida a la nova dieta. Aquest fet podria ajudar a disminuir la intensitat
de resposta immunitaria intestinal, retornant-la als nivells observats a I’inici de I’estudi.
De forma addicional, la fermentaci6 dels PNA solubles de la polpa de remolatxa podria
tenir altres connotacions positives per la mucosa intestinal ja que redueix el pH del
contingut colonic amb potencials efectes protectors sobre la mucosa i la fermentacio
proteica productora de substancies toxiques o irritants, alhora que converteix 1’amoni
luminal toxic per I’epiteli en proteines bacterianes de nova sintesi (Lin 1 Visek, 1991;

Piva et al., 1996; Govers et al., 1999; Anguita, 2006).
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En contraposicid, els porcs alimentats amb la dieta SEGO presenten una major
fermentacié proteica a I’IG, un contingut colonic més citotoxic i potencialment més
nociu per la mucosa, i una microbiota menys diversa, més inestable i canviant (Anguita,
20006; Castillo, 2006). Per aquests o d’altres mecanismes, el segd de blat podria estar
implicat en la patogeénesi de les colitis no especifiques en porcs d’engreix (Chase-
Topping et al., 2007). En el nostre estudi hem observat que el SEGO indueix increments
en els mondcits a nivell sistémic, suggerint una activaci6 inicial del sistema immunitari;
sobretot tenint en compte que els monocits estan implicats en la iniciacid, amplificaci6 i
regulaci6 tant de la inflamaci6, com de la resposta immunitaria més especifica
(Guilford et al., 1996). En efecte, la inflamaci6 inicial té continuacidé en una resposta
més especifica amb major proporcié de limfocits B productors d’immunoglobulines
juntament amb canvis en les subpoblacions T al LN i a la il-PP. Per tant, el SEGO, és
capag de provocar una considerable immunomodulaci6é del SI tant a nivell local com
sistémic. Malgrat se’n desconegui la significacié biologica, el fet que el grup SEGO
sigui el grup amb menor resposta sistémica a mitogens i també on s’ha observat algun
animal simptomatologia clinica podria indicar que el segd de blat pot comprometre, en
algun cas, cert tipus de respostes immunes. En aquest sentit, Cavaglieri et al. (2000,
2003) van trobar una clara reduccié de la funcionalitat dels macrofags intraperitoneals

en rates alimentades amb segd de blat i una major susceptibilitat a les infeccions.

La molta grollera del blat de moro incrementa el contingut de I’'IG i dels productes
derivats de la seva fermentacio al colon proximal. Tot i que aixo podria tenir efectes
positius sobre la mucosa intestinal (Newmark i Lupton, 1990; Govers et al., 1999),
aquests no s’han observat en aquest estudi. Aixi, I’increment de mid6 en el colon
proximal d’aquests animals (Anguita, 2006) tampoc s’acompanya de criptes més
profundes per una fermentaci6 butirica, ni de major produccié de mucines amb efecte
protector sobre la mucosa. Al contrari, en el colon distal, la dieta GRO podria provocar
un deteriorament de la barrera mucosa ja que incrementen els noduls limfatics a I'IG,
relacionats amb la presentacid antigénica. A més a més, aquesta dieta també provoca
una activacid de la resposta immunitaria a la il-PP (majors proporcions de macrofags,
cel-lules activades 1 limfocits T citotoxics) de forma tardana (6 setmanes), quan

I’ambient digestiu ja hauria d’estar, tedricament, estabilitzat.
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En resum, els resultats obtinguts indiquen que la incorporacié de fibra a la dieta dels
porcs d’engreix, ja sigui per la molta grollera del blat de moro o per la incorporacid
d’ingredients fibrosos com la polpa de remolatxa o el segd de blat, provoca una
disminucié del consum voluntari de pinso i en algun cas pot disminuir els rendiments
productius. A part, ’addici6 de fibra a la dieta incrementa del pes del tracte GI, i
especialment del seu contingut, alhora que modula I’estructura de 1’1G 1 la composici6 i
la funcio de les cél-lules del sistema immunitari dels animals. En primer lloc, a la
primera setmana, totes les dietes amb majors nivell de fibra (GRO, POLPA i SEGO)
provoquen cert grau d’inflamacié al colon proximal 1 un increment de la funcionalitat de
les cel-lules immunitaries del LN. En segon lloc, amb el temps, tot i que disminueix la
funcionalitat de les cél-lules immunitaries al LN en aquestes tres dietes, s’observen
efectes diferenciats sobre 1’estructura i el sistema immunitari intestinals en funcié del
tipus de DF que contenen. Aquestes diferéncies probablement s’expliquen per les
caracteristiques fisicoquimiques de la digesta i de la microbiota intestinals particulars de
cada dieta. Per una banda, la dieta POLPA redueix la preseéncia de cel-lules
immunitaries als diferents compartiments de la mucosa intestinal, facilitant 1’adaptacio
dels porcs d’engreix a la nova dieta. En canvi, la dieta SEGO provoca una resposta
inflamatoria més prolongada, amb increments dels macrofags al LN i a nivell sistémic, i

canvis en les subpoblacions limfocitaries al GALT.
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EXPERIMENT IV

“Efecte del consum prolongat de mido resistent de patata
sobre ’estructura i teixits limfoides intestinals, i les

poblacions leucocitaries sanguinies en porcs d’engreix”






Consum prolongat de mido resistent en porcs d’engreix

6.1. Introduccio

Els efectes beneficiosos de la fibra alimentaria en algunes malalties metaboliques i
digestives, tant dels animals com dels humans, han estat ben establerts. La preséncia
d’alguns carbohidrats a la dieta, i en particular el mido6 resistent, han evitat la diarrea o
infeccions per patogens (Williams ef al, 2001) i han estat beneficiosos enfront
processos patologics com la malaltia inflamatoria de I’intesti gros (Jacobasch et al.,
1999), el cancer de colon (Govers et al., 1999), la diabetis (Higgins, 2004) o malalties

renals o hepatiques diverses (Younes ef al., 1997).

Els components majoritaris de la fibra dietética, en general polisacarids no amiloides i
mido resistent (MR), soén fermentats per les bacteries del tracte GI a AGV 1 poden
causar importants canvis en les propietats fisicoquimiques del contingut intestinal. La
modificacidé dels diferents substrats de la dieta permet aconseguir els nivells 1 les
proporcions desitjades d’AGV, en particular pel que fa al butirat, per tal de poder influir
en la incidéncia de malalties coloniques (Velazquez et al., 1997). En humans i1 animals,
la fermentaci6 del MR a I'lG sembla que incrementa la produccidé de butirat (van
Munster et al., 1994; Noakes et al., 1996; Martinez-Puig, 2006). El butirat, com a
substrat predilecte dels colonocits, modula varies funcions com ara la proliferacio, la
diferenciacid 1 I’apoptosi d’aquestes cel-lules. En conseqiiéncia, el butirat promou un
fenotip normal en els colonocits 1 s’ha suggerit que impedeix el desenvolupament de
poblacions cel-lulars anormals en el colon (Roediger i Millard, 1995; Wachtershauser 1

Stein, 2000; Topping i Clifton, 2001).

Alguns estudis han indicat que la quantitat i naturalesa de la fibra de la dieta també pot
afectar la composicid, el metabolisme i1 les funcions de les cél-lules del sistema
immunitari (Lim et al., 1997; Cavaglieri et al., 2000), tant en els teixits limfoides de
I’intesti com en la circulacio periferica (Schley i Field, 2002). Entre d’altres, els efectes
de la fibra podrien ser deguts als canvis en la produccié d’AGV. En aquest sentit, s’ha
observat que el butirat regula a la baixa la funcid estimuladora de les cél-lules
presentadores d’antigen derivades de sang (Bohmig et al, 1997), incrementa la
produccio6 de prostagladina E, per part de les cel-lules de Kuppfer (Perez et al., 1998), i
inhibeix la funcionalitat dels limfocits B (Eftimiadi et al., 1995) aixi com la proliferacio

in vitro dels limfocits T (Cavaglieri et al., 2003). Especificament, el butirat inhibeix in
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vitro les respostes Thl, la qual cosa explicaria I’efecte terapeutic que té sobre la malaltia
inflamatoria de I’IG que es caracteritza per una inflamacié cronica de la mucosa
intestinal (Cavaglieri et al., 2003). No obstant, falta esbrinar si majors nivells de butirat
a I’IG poden modular in vivo les cel-lules leucocitaries de la mucosa i potencialment de

sang periferica.

Aquest estudi té com a objectiu estudiar els efectes a llarg termini de 1’administracio
prolongada i copiosa de mido resistent, ofert en forma de midé cru de patata, sobre les
propietats fisicoquimiques del contingut del colon i la seva fermentacid, aixi com sobre
la morfologia intestinal, incloent-hi la infiltracié limfocitaria, I’activitat proliferativa i
I’apoptosi de les cél-lules epitelials en porcs d’engreix. Els parametres hematologics i
immunologics també s’han avaluat al llarg de 1’experiment. Aquest estudi completa els
treballs sobre I’avaluacido del midé resistent de la dieta efectuada per Martinez-Puig

(2006).

6.2. Materials i métodes

L’experiment va rebre I’aprovacio previa de la Comissié d’Etica en Experimentacio
Animal i Humana de la Universitat Autonoma de Barcelona. L’allotjament, maneig,
tractaments i eutanasia es van fer d’acord amb la normativa europea (Directiva

86/609/CEE).

6.2.1. Animals, allotjament i dietes

Setze porcs d’engreix Landrace x Large White de 9 setmanes d’edat (20.69 + 2.1 Kg) es
van allotjar individualment i es van distribuir aleatoriament en dos grups als quals se’ls
va administrar dues dietes experimentals diferenciades. Les dietes (Taula 6.1.) es van
formular d’acord amb els requeriments nutricionals del National Research Council

(1998), assumint com a contingut d’energia del mido 16720 kJ/kg.
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Taula 6.1. Composici6 i contingut de nutrients analitzat de les dietes experimentals
administrades als porcs entre els 21 1 61 Kg (dieta d’engreix) 1 entre els 61 1 93 kg (dieta
finalitzadora) de pes viu.

Dieta d’engreix Dieta finalitzadora
BM' MCP? BM' MCP?
Ingredients (g/kg materia fresca)
Blat de moro 250 - 350 -
Midé cru de patata - 250 - 350
Ordi 451 451 389 389
Torto6 de soja 199 199 215 215
Gra de soja extrusionat 66 66 14 14
Fosfat bicalcic 15 15 10 10
Carbonat calcic 6.7 6.7 9.8 9.8
Sal 5 5 5 5
L-Lisina 2 2 1.8 1.8
DL-Metionina 1.2 1.2 1.2 1.2
L-Treonina 0.9 0.9 1 1
Premescla de vitamines i minerals’ 2 2 2 2

Composicio quimica analitzada (g/kg materia seca)

Proteina bruta 167.8 165.1 148.9 144.1
Mido 447.0 453.8 572.4 589.7
Fibra neutra detergent 2223 219.0 194.0 191.2
Cendres 78.2 70.4 62.1 63.8

" Dieta control amb blat de moro (BM).

? Dieta amb alts nivells de mido resistent en forma de mido cru de patata (MCP).

* Aport per kg de pinso: 2.100 mg retinol, 0.045 mg vitamina Ds;, 10 mg vitamina E, 1 mg
menadione, 1 mg vitamina B;, 4 mg vitamina B, 2 mg vitamina Bs, 0.02 mg vitamina B>,
0.01 mg biotina, 18 mg niacin, 10 mg pantotenat calcic, 175 mg colina, 12.3 g carbonat calcic,
9 g fosfat calcic, 2 g clorur de sodi, 80 mg Fe, 110 mg Zn, 90 mg Cu, 50 mg Mn, 0.1 mg Co, 1
mg I, i 0.2 mg Se. A ambdues dietes, es van addicionar 150 mg de Etoxiquin® com a
antioxidant i 500 mg de Luctamold® com a fungicida per kg de pinso. No es van afegir
antimicrobians en el pinso.

La primera dieta (dieta d’engreix) contenia 250 g/kg de blat de moro (dieta control,
BM) o 250 g/kg de mid6 cru de patata (dieta MCP), 1 aportava 13972 kJ energia
metabolitzable/kg, 165.4 g proteina bruta/kg 1 10.8 g lisina/kg. Quan els animals
van aconseguir un pes mig de 61.2 £ 4.5 kg, les dietes es van adaptar als
requeriments nutricionals d’aquests (dieta finalitzadora: 13972 kJ energia

metabolitzable/kg, 146.7 g proteina bruta/kg i 9.5 g lisina/kg) i la quantitat de midé
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purificat va incrementar als 350 g de BM o MCP/Kg de pinso. Tal i com es va
determinar per analisis enzimatic (Champ, 1992), els midons purificats (BM: 260
g/kg amilosa, 740 g/kg amilopectina; i MCP: 200 g/kg amilosa, 800 g/kg
amilopectina; Cerestar Iberica, Barcelona) contenien 187 g/kg i 637 g/kg de mido
resistent en el BM 1 el MCP, respectivament. Les dietes es van oferir ad libitum
durant tot el periode experimental, que va consistir en 8 setmanes (dia 0 al 55)
consumint la dieta d’engreix, 1 6 setmanes (dia 55 al 69) consumint la dieta
finalitzadora. El disseny experimental va tenir en compte que calen varies setmanes
perqué la microbiota intestinal s’adapti a una carrega de substrat fermentable

(Govers et al., 1999; Martinez-Puig et al., 2003).

6.2.2. Procediments experimentals

El pes viu individual es va registrar els dies 0, 55 1 97. Per a I’estudi hematologic i de
les poblacions leucocitaries, es van extreure mostres de sang de la vena cava cranial en
tubs que contenien EDTA o heparina de liti, respectivament, els dies 0, 7, 55, 62 1 97.
Les mostres dels dies 7 i 62 es van obtenir per avaluar 1’adaptacié a les dietes a curt

termini.

El dia 97, els porcs (90 + 3.6 kg) es van eutanasiar amb una sobredosi intravenosa de
pentobarbital sodic (200mg/kg BW; Dolethal, Vetoquinol S.A., Espanya). Els animals
van ser dessagnats i, immediatament, es va obrir I’abdomen de 1’estérnum al pubis i es
va extreure el tracte GI, es va mesurar, pesar ple 1 buit i mostrejar. Es va mesurar el pH
al colon proximal per insercié d’un eleéctrode unipolar a través d’una petita incisio a la
paret intestinal (pHmeter CRISON 507, eléctrode Crison 52-32, Net Interlab S.A.L.,
Madrid, Spain). El contingut del colon proximal es va recollir i congelar per a la
determinacié del contingut de mido, fibra neutra detergent i minerals (Ca 1 Mg).
Aproximadament, 1 g de contingut es va acidificar amb 1 ml de soluci6 que contenia 50
g/L H3POs, 10 g/L de clorur mercuric i 50 mmol/L de 3-metil valerat com a estandard
intern, 1 es va congelar a —20°C fins 1’analisi de la concentracio dels AGV. Per a I’estudi
histologic, immediatament després del sacrifici, es va obtenir una seccid de jeju
proximal, ili i colon proximal de cada animal, que es van obrir longitudinalment i fixar

per immersi6é amb formol tamponat al 10% (volum/volum).
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6.2.3. Procediments analitics

L’analisi quimica de les dietes i del contingut del colon proximal es va realitzar d’acord
amb els procediments estandards de 1’Association of Official Analytical Chemists
(1995) per a la matéria seca, les cendres, la proteina bruta i el greix. La fibra neutra
detergent es va determinar amb els procediments de Goering i Van Soest (1970) 1 el
contingut total de mido6 seguint el métode de Theander (1990). El midé es va determinar
mitjancant un assaig colorimétric després d’una hidrolisi enzimatica amb la o-amilasa
termoestable (Sigma ref. A-4551) durant 1 hora a 100°C, i amb I’amiloglucosidasa
(Sigma ref. A-3514) durant 4 hores a 60°C. El Ca i el Mg es van extreure del contingut
intestinal amb HNOj 1 es van analitzar amb espectrofotometria d’emissio atomica (ICP-
OES, Perkin-Elmer, Optima 4300DV). Els AGV es van determinar per cromatografia
de gasos, després de sotmetre les mostres a un tractament acid-base seguit per una

extraccid en ¢eter i una derivatitzacio (Jouany, 1982).

6.2.4. Analisi morfometrica

L’estudi morfomeétric es va portar a terme de forma similar al descrit préviament a
I’apartat 3.2.3. d’aquesta tesi. Breument, les mostres de teixit per a I’estudi histologic es
van deshidratar i incloure en parafina, tallar a 4 um i tenyir amb hematoxilina-eosina.
En cada secci¢ intestinal, es va determinar I’alcada i amplada de les vellositats, la
profunditat de les criptes, el nombre d’IEL i de cél-lules caliciformes a les vellositats i a
les criptes, el nombre de mitosis a les criptes, la densitat cel-lular de la LP, el gruix de la
capa muscular i de la paret intestinal. Al colon, també es va determinar la densitat de
criptes (Brunsgaard, 1997) i la preseéncia de noduls limfatics solitaris o agregats (Drut i
Drut, 1992). Les mesures es van fer en 10 vellositat i/o criptes ben orientades, per a
cada secci6 intestinal, utilitzant un microscopi optic (BHS, Olympus, Barcelona) amb
un ocular amb micrometre lineal (Olympus, ref. 209-35040, Microplanet, Barcelona) o
un ocular amb reticula (Olympus, ref. 209-35046, Microplanet, Barcelona) 1 es va fer la
mitjana de les 10 mesures. Totes les determinacions es van portar a terme de forma cega

1 per la mateixa persona.

En el colon, es va realitzar una immunohistoquimica per a CD3 per tal de determinar la

preséncia de cel-lules T a ’epiteli 1 a lamina propia (Chianini et al., 2001). L’activitat
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proliferativa dels colonocits es va determinar immunohistoquimicament utilitzant un
anticos contra I’antigen nuclear de proliferacio cel-lular (PCNA, proliferate cell nuclear
antigen) (Ordeix et al., 2001). A les seccions d’ili i de colon també es va portar a terme
una immunohistoquimica per a la caspasa-3 activada (Casp3) per tal d’identificar les
cel-lules en apoptosi (Resendes et al., 2004). El nombre de cel-lules apoptotiques es va
determinar tant a ’epiteli com a la LP de I’ili 1 del colon proximal, a la placa de Peyer
ileal 1 als noduls limfatics de la mucosa del colon. La distribucié de les cel-lules
marcades (CD3+, PCNA+ o Casp3+) en els compartiments basal, mig i apical de les
criptes, que equivalen a un ter¢ de la longitud total de la vellositat, també es va
determinar (Luciano et al., 1996; Hass et al., 1997; Claus et al., 2003; Mentschel 1
Claus, 2003).

Les seccions del colon proximal també es van processar amb tincions histoquimiques
d’acid periodic de Schiff o blau alcia a pH 2.5 o a pH 0.5, d’acord amb els metodes
histologics de rutina, per tal de tenyir les mucines neutres, acidiques (sialomucines) o
acidiques-sulfatades (sulfomucines), respectivament (Fontaine et al., 1996). El nombre
de cellules caliciformes amb granuls neutres, acidics o acidics-sulfatats es van

comptabilitzar per cripta.

6.2.5. Analisi de les poblacions leucocitaries de sang periferica

Es va realitzar un hemograma complet, un comptatge diferencial dels leucocits i una
formula leucocitica per a cada mostra sanguinia mitjangant un comptador semiautomatic
de cellules sanguinies d’impedancia eléctrica (Sysmex F-800; Toa Medial Electronic
Europa). Per a I’analisi amb citometria de flux, les cél-lules mononuclears es van aillar
de la sang mitjancant gradients de densitat amb Ficoll-histopaque (Sigma), es van tenyir
amb un conjunt d’anticossos monoclonals contra porci i es van analitzar mitjangant
citometria de flux (EPICS XL-MCL; Beckman-Coulter) tal i com s’ha descrit
anteriorment en 1’apartat 4.2.4. d’aquesta tesi. Concretament, les poblacions cel-lulars
leucocitaries es van determinar utilitzant els segiients anticossos: anti-CD45, anti-CD21,
anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 i anti-ydTCR. Com a controls negatius es van emprar

anticossos monoclonals irrellevants diferents per a cada isotip.
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6.2.6. Analisi estadistica

Les dades obtingues foren analitzades mitjangant una analisi de la variancia, utilitzant la
dieta com a factor classificador, amb el procediment GLM del programa estadistic SAS
(SAS Institut, Inc. 8.1, Cary, NC). De forma addicional, es va utilitzar el procediment
MIXED del SAS per les mesures repetides sanguinies. En cas d’existir un efecte
significatiu, les mitjanes es van comparar mitjangant un test de comparacié multiple de
mitjanes (test de Tukey), del mateix programa estadistic. Per a totes les analisis es va
determinar la significaci6 estadistica amb valors de P < 0.05, 1 les tendéncies amb P <

0.10. Els resultats es presenten com a mitjanes i error estandard de la mitjana (EEM).

6.3. Resultats

El consum de MR no va afectar el rendiment productiu (0.759 vs. 0.749 kg/dia de guany
mig diari del dia 0 al 97 per BM 1 MCP, respectivament; EEM 1.3; P > 0.05). Durant
I’estudi, no es van observar signes clinics en cap animal, ni lesions a la necropsia en cap
d’ells, excepte de I’ocurréncia de dos incidents: un porc alimentat amb la dieta BM va
patir un prolapse rectal 1 es va eutanasiar i un porc de la dieta MCP va disminuir
drasticament el consum de pinso durant els dies previs al sacrifici. Cap dels animals va
seroconvertir enfront els agents infecciosos més importants en el porc: circovirus porci
tipus 2, parvovirus porci, virus de la sindrome reproductiva 1 respiratoria porcina, virus
de la influenca porcina, virus de la malaltia d’Aujeszky, Mycoplasma hyopneumoniae i

Lawsonia intracellularis.

6.3.1. Caracteristiques del tracte gastrointestinal i del seu contingut

El tracte GI dels porcs de la dieta MCP va ser més pesat que els de la dieta de BM
(8.37 vs. 10.20 kg; EEM 0.56; P < 0.05). Les diferéncies es van observar principalment
al colon que pesava més en els porcs alimentats amb MCP que en els del BM, tant ple
(2.65 vs. 4.57 kg; EEM 0.24; P < 0.001) com buit (1.13 vs. 1.52 kg; EEM 0.14; P <
0.05).
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La fermentacido a I’IG es va avaluar amb la composicié del contingut, el pH i la
determinacid dels AGV en el colon proximal (Taula 6.2.). El contingut colonic dels
porcs del MCP va ser dues vegades més pesat que en el dels porcs del BM (1.52 vs.
3.04 kg; EEM 0.19; P < 0.0001). La concentraci6 de mid6 que va assolir el colon
proximal va ser major en els porcs del MCP, perd no es van observar diferéncies en la
fibra neutra detergent. La concentracié de Mg es va reduir en els porcs del MCP (P <
0.01), mentre que no es van observar diferéncies en la concentraci6 de Ca. El pH del
colon proximal va ser més baix en els porcs alimentats amb MCP (P < 0.01), amb 3.3
vegades més de concentracié de H' (1.12 vs. 3.7 pM). La concentraci6 total d’AGV al
colon no va diferir entre les dietes experimentals. No obstant aixo, la proporcié d’acetat
(mol/mol) del contingut del colon va ser major en els porcs alimentats amb BM respecte
els del MCP, mentre que 1’efecte invers es va observar per la proporcid de butirat (P <
0.05). En conseqii¢ncia, la concentracié de butirat en el colon proximal va ser tres
vegades superior en els porcs alimentats amb MCP respecte dels de la dieta BM (16.30

vs. 5.86; EEM 2.55; P=0.02).

Taula 6.2. Composicid 1 caracteristiques fisicoquimiques del contingut del colon
proximal dels porcs alimentats amb la dieta de blat de moro (BM) o amb la dieta que
contenia alts nivells de mido resistent (MCP) durant 97 dies.

BM MCP EEM'  Pvalor

Contingut (g/100g material seca)

Mido 8.54 16.57 2.199 <0.05

Fibra neutra detergent 36.99 36.96 2.041 NS?

Calci 1.23 0.95 0.132 NS

Magnesi 0.52 0.34 0.038 <0.01
pH 5.95 5.43 0.078 <0.01
Acids grassos volatils

Total (umol/g materia seca) 88.57 99.82 26.068 NS

Acetat (mol/mol) 0.62 0.55 0.010 <0.05

Propionat (mol/mol) 0.23 0.19 0.010 NS

Butirat (mol/mol) 0.11 0.20 0.011 <0.05

Ramificats (mol/mol) 0.02 0.01 0.003 NS

"Els valors son mitjanes (n = 7). L’error estandard de la mitjana (EEM) fa referéncia an = 7.
*NS: no significatiu, P> 0.05.
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6.3.2. Morfometria intestinal i immunohistoquimica

A Tintesti prim, els porcs alimentats amb MCP van tendir a tenir més cél-lules
caliciformes al jeji proximal (21.9 vs. 26.1 cel-lules/100 enterocits; EEM 1.6, P = 0.09)
1 vellositats més curtes (415.8 vs. 377.8 um; EEM 10.9; P = 0.030) i major densitat
cel-lular ala LP (7.8 vs. 8.9 cél-lules/1000 umz; EEM 0.3; P=0.014) a Iil1.

Les caracteristiques morfologiques del colon proximal es mostren a la taula 6.3. El
gruix de la capa muscular va ser major en els porcs de la dieta MCP, a causa de
I’increment d’ambdues capes, la muscular interna i la muscular externa (P < 0.05). La
dieta BM es va associar amb criptes més profundes (P < 0.05). En canvi, el MCP va
incrementar el nombre de cél-lules amb granuls de sulfomucines (Blau alcia+ a pH 0.5).
D’altra banda, encara que el nombre d’IEL no va variar entre les dietes, el nombre
d’IEL CD3+ (limfocits T) es va reduir a les criptes dels animals alimentats amb MCP,
especialment en el compartiment apical (P < 0.05). A la lamina propia del colon, no es
van observar diferéncies en la densitat cel-lular ni en el nombre de cel-lules T. No
obstant, es va observar una reduccidé del nombre i1 diametre dels noduls limfatics de la
mucosa en els porcs de la dieta MCP (P < 0.10). El nombre de cél-lules PCNA+ (amb
tinci6 intensa corresponent a la fase S de divisié cel-lular) va ser un 10% major en els

porcs de la dieta BM, especialment al compartiment basal (25% d’increment).
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Taula 6.3. Morfologia intestinal i immunohistoquimica del colon proximal dels porcs
alimentats amb la dieta de blat de moro (BM) o amb la dieta que contenia alts nivells de

mido resistent (MCP) durant 97 dies.

BM MCP  EEM' P valor
Morfologia
Gruix de la paret, pm 1339 1423 134 NS?
Gruix de la capa muscular, um 428 529 15.95 0.035
Muscular interna 296 407 10.07 0.014
Muscular externa 132 187 9.19 0.04
Profunditat de cripta, um 429 416 491 0.045
Cél-lules caliciformes’
PAS+ 32.0 314 0.606 NS
AB2.5+ 31.9 30.8 0.646 NS
ABO.5+ 28.9 33.8 0.543 0.033
Limfocits intraepitelials/100 enterocits 5.1 4.2 0.181 NS
Densitat cel-lular a la LP? 7.74 7.78 0.123 NS
Densitat limfocitaria a LP* 2.82 2.83 0064 NS
Noduls limfatics
Nombre, per mm 0.094 0.037 0.015 0.04
Diametre, pm 1556 886 190.2 0.096
Immunohistoquimica del PCNA
Cripta’
Compartiment apical 9.6 9.5 0.313 NS
Compartiment mig 12.8 12.7 0.382 NS
Compartiment basal 12.5 10.0 0.243 0.009
Total 35.7 32.5 0.833 0.09
Immunohistoquimica del CD3
Cripta5
Compartiment apical 4.1 3.5 0.148 0.044
Compartiment mig 1.2 1.4 0.065 NS
Compartiment basal 0.9 0.7 0.127 NS
Total 6.1 5.6 0.233 0.027
Lamina propia® 1.57 152 0.057 NS

"Els valors s6n mitjanes (n = 7). L’error estandard de la mitjana (EEM) fa referéncia a n=7.

*NS: no significatiu, P> 0.10.

* Nombre de cél-lules caliciformes tenyides amb acid periddic de Schiff (PAS+), blau alcia a

pH 2.5 (AB2.5+) i blau alcia a pH 0.5 (AB0.5+), per 100 enterdcits.

*Nombre total de cél-lules o de cél-lules similars a limfocits per 1000 um®.

> Nombre de cél-lules PCNA+ o CD3+ per compartiment o en el global de la cripta.
Nombre de cél-lules CD3+ a la lamina propia (1000 pm?).
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L’activitat apoptotica es mostra a la Figura 6.1. A I’ili, el nivell d’apoptosi va ser
similar a ’epiteli i a la lamina propia. A DI’epiteli de I’ili, I’apoptosi es localitzava
majoritariament a la part mitja 1 apical de les vellositats (69 % 1 23 % del total de
cel-lules apoptotiques, respectivament). Tanmateix, es va observar una reduccio de
I’activitat apoptotica en les zones fol-liculars de la placa de Peyer ileal en els porcs

alimentats amb MCP (P = 0.004).

Figura 6.1. Presencia de cel-lules apoptotiques (Casp3+) a I’ili i al colon proximal dels
porcs alimentats amb dietes que contenien blat de moro (BM) o midd cru de patata
(MCP). L’apoptosi de I’epiteli es va expressar com el nombre de cel-lules Casp3+ per
vellositat ileal o cripta colonica, i a la lamina propia, placa de Peyer ileal o noduls
limfatics com cél-lules Casp3+ per 10000 um®. Els valors son mitjanes + EEM (n = 7).
Les mitjanes amb diferents lletres son diferents (P < 0.05).

0 BM
B MCP

Cél-lules Casp3+

Epiteli Lamina Placa de Peyer Epiteli Lamina Noduls
propia propia limfatics
i Colon proximal
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Al colon, els porcs alimentats amb MCP van tenir un 38% menys d’apoptosis a I’epiteli
que els del grup BM (P < 0.05). La reduccid es va localitzar, majoritariament, en els
compartiments mig 1 apical amb disminucions del 31% 1 78%, respectivament. En
ambdos grups, el compartiment apical va ser el principal compartiment apoptotic
contenint el 69% 1 el 65% de totes les cel-lules apoptotiques de la cripta dels grups BM i
MCP, respectivament. A la lamina propia, es va observar una disminucio (P = 0.030)
del nombre de cel-lules apoptotiques en els porcs alimentats amb MCP (Figura 6.2.). En
aquest compartiment, el percentatge de cél-lules Casp3+ variava del 2.5 al 12.4 % 1 era
menor en els porcs del MCP (P < 0.05). A més, les cel-lules que pertanyien als noduls

limfatics del colon també van tenir menor activitat apoptotica (P = 0.052).

Figura 6.2. Immunohistoquimica per caspasa-3 activada. Contrast hematoxilina de
Mayer, x400. L’apoptosi (fletxes) de [I’epiteli, majoritariament observada al
compartiment apical, i de la lamina propia era menor en els animals alimentats amb
mido cru de patata (MCP) en comparacié amb els de la dieta del blat de moro (BM).
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6.3.3. Poblacions leucocitaries

Els resultats hematologics estan resumits a la taula 6.4. L’efecte de I’edat es va observar
en practicament tots els parametres sanguinis estudiats. Amb el temps, la concentracio
d’eritrocits 1 d’hemoglobina, el valor hematocrit, 1 el recompte de leucocits, monocits,
neutrofils 1 eosinofils va incrementar, mentre que el nombre de plaquetes va disminuir
(P < 0.05). Els porcs alimentats amb MCP tendien a tenir major concentracid
d’hemoglobina que els del grup BM (P = 0.06), especialment a llarg plag. El recompte
total de leucocits, limfocits 1 neutrofils estava reduit en els porcs del grup MCP (P <
0.05). Malgrat que el recompte absolut de monocits no va variar entre tractaments, el
seu percentatge va ser major en el grup MCP (P = 0.012). No es van observar

diferéncies estadistiques en els recomptes 1 percentatges d’eosinofils 1 basofils.

La citometria de flux també va demostrar diferéncies significatives associades amb
I’edat dels animals 1 el tractament experimental (Taula 6.5.). Els percentatges de
cel-lules T CD4+ en sang va disminuir en els porcs alimentats amb MCP comparat amb
els del BM (P = 0.03), degut a la disminuci6 de cél-lules CD4+CD8- (cooperadores) i
CD4+CD8+ (de memoria) als dies 55, 62 i/o 97 (P < 0.05). En canvi, els porcs
alimentats amb BM tendien a tenir majors percentatges de cel-lules T citotoxiques
(CD8""+) al dia 62 (7 dies després d’introduir la segona dieta; P = 0.051), mentre que
no es van observar diferéncies en els altres dies. Els percentatges de limfocits B 1 T yo
no van diferir entre tractaments. No es disposa de resultats per a la poblacio CD3+ en

sang.
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Taula 6.4. Parametres hematologics (hemograma complet, comptatge diferencial dels leucocits 1 féormula leucocitica) dels porcs alimentats amb
la dieta de blat de moro (BM) o amb la dieta que contenia alts nivells de midé resistent (MCP) durant 97 dies.

dia 0 dia 7 dia 55 dia 62 dia 97
BM MCP BM MCP BM MCP BM MCP  EEM!'

Comptatge d’eritrocits, 10°/uL 6.1 6.6 6.7 7.3 7.2 7.0 6.9 8.2 8.0 0.2
Concentraci6 d’hemoglobina, g/dL ~ 11.2 12.0 12.5 13.0 13.5 125° 13.0°  12.6° 13.7° 0.2
Valor hematocrit, % 36.3 37.5 38.0 39.8 40.2 39.7 39.7 40.0 42.6 1.0
MCV?, fL 59.1 56.6 5691  54.71 55.9 56.7 57.0 48.7 53.6 1.0
MCH?, pg 30.9 31.9 32.9 325 33.5 31.6° 327" 31.2 31.0 3.9
Comptatge plaquetes, 10°/puL 613 579 542 436 375 402 373 153 127 92
Comptatge de leucocits, 10°/uL 16.0 16.6 14.3 17.6 15.2 19.6 14.7° 20.2" 17.0° 1.0
Limfocits

Comptatge absolut, 10°/uL 8.8 9.7 8.5 10.4° 8.0 11.4° 9.0 10.5 8.8 0.7

Comptatge relatiu, % 56.3 59.2 59.9 58.9 53.0 57.9 60.6 52.6 52.0 2.8
Monocits

Comptatge absolut, 10°/puL 1.0 0.6 0.6 0.6 0.7 0.7 0.7 1.0 1.0 0.1

Comptatge relatiu, % 6.3 3.9 4.7 3.5° 45" 3.7° 4.6" 52 6.2 0.5
Neutrofils

Comptatge absolut, 10°/uL 8.8 9.7 8.5 10.4 8.0 11.4° 9.0 10.5 8.8" 0.7

Comptatge relatiu, % 35.9 33.3 32.0 33.6 38.0 34.6 30.4 37.8 35.6 2.8

"Els valors son mitjanes (n = 7). L error estandard de la mitjana (EEM) fa referénciaan = 7.
> MCV, Volum corpuscular mig.

> MCH, hemoglobina corpuscular mitja.

*® Dins de cada dia de mostreig, les mitjanes amb lletres diferents sén diferents (P < 0.05).



Taula 6.5. Poblacions leucocitaries analitzades per citometria de flux (en percentatge) dels porcs alimentats amb la dieta de blat de moro (BM) o
amb la dieta que contenia alts nivells de mido resistent (MCP) durant 97 dies.

dia 0 dia 7 dia 55 dia 62 dia 97

BM MCP BM MCP BM MCP BM MCP EEM'
CD21" 15.0 16.0 16.7 14.2 17.4 17.6 19.8 16.5 18.2 1.8
YSTCR+ 13.3 18.5 17.1 20.1 18.9 20.8 20.3 14.6 11.3 1.6
CD4+ 11.8 12.9 11.9 17.5* 12.0° 17.2 15.0 16.0° 12.1° 1.6
CD8+ 38.5 43.1 42.6 35.0 29.8 32.5 25.9 35.8 38.0 3.3
CD8" 17.0 26.6 25.7 19.4 15.6 14.0 13.4 13.6 16.0 2.1
CD8"eM+ 21.5 16.6 16.8 15.6 14.2 17.74 12.5° 22.2 22.0 1.9
CD4+CD8- 3.1 3.5 2.6 5.7 4.1 6.7 8.2 9.6 6.0 0.9
CD4+CD8+ 12.6 9.6 9.0 10.0° 7.1° 9.8* 6.7" 10.2 10.0 1.3
CD4-CD8+ 23.9 29.8 30.3 26.5 21.5 26.2 23.2 26.5 31.9 2.9
CD4+:CD8+ ratio 0.3 0.3 0.3 0.5 0.4 0.5 0.6 0.4* 0.3° 0.05

: Els valors son mitjanes (n = 7). L error estandard de la mitjana (EEM) fa referénciaan = 7.
+iAB Nyins de cada dia de mostreig, les mitjanes amb lletres diferents son diferents (P < 0.05 i P < 0.10, respectivament).
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6.4. Discussio

El mido representa el major component i font d’energia de les dietes porcines (>50% de
I’energia diaria ingerida) i és un component substancial de les dietes d’humans (25-50%
en cultures agraries i dietes occidentalitzades, respectivament) (Baghurst et al., 1996;
Bjorck, 1996). En humans i en animals, la major part del mid6 ingerit es digereix a
I’intesti prim, perd una fraccidé del midd i1 dels productes de la seva degradacio
resisteixen la digestié de I’intesti prim (mido resistent, MR) i entren a I’IG on poden ser
fermentats (Asp et al., 1992). En aquest estudi hem escollit el MCP per tal de generar
un suplement extra de MR a I’IG dels porcs d’engreix (Martinez-Puig et al., 2003). Els
resultats presentats en aquest treball mostren que el MCP de la dieta modifica la
morfologia del colon i redueix les cél-lules T sanguinies 1 I’apoptosi en els teixits
limfoides intestinals i en la mucosa coldnica, probablement per canvis en 1’ambient

intestinal 1 especialment per I’increment de la concentraci6 de butirat en el colon.

En general, un dels canvis més remarcables s’ha observat en el pes del tracte GI, que ha
incrementat després del consum prolongat de grans quantitats de mido resistent. El
MCP de la dieta també va incrementar el pes de la paret de I’IG a causa de la hipertrofia
de la capa muscular. Aquest efecte trofic adaptatiu podria ser degut a un increment net
del contingut de I’'IG o a les seves caracteristiques fisicoquimiques com per exemple la
major presencia de butirat (Goodlad et al., 1989; Roediger i Millard, 1995; Topping i
Clifton, 2001; Claus et al., 2003; Mentschel 1 Claus, 2003).

Els nostres resultats també suggereixen que I’administracié de MCP podria millorar la
integritat de I’epiteli del colon tal i com ho indiquen I’increment de la sulfataci6 de les
mucines, la menor concentraci6 de magnesi a la llum intestinal i la menor activitat
proliferativa de I’epiteli. La sulfatacio de les mucines es considera un indicador del grau
de maduraci6 de les cel-lules caliciformes i s’associa amb un augment de la proteccié de
I’epiteli intestinal contra bactéries 1 proteases (Fontaine et al., 1996; Deplancke i
Gaskins, 2001; Piel et al., 2005). En canvi, una reduida sulfatacié de les mucines esta
estretament correlacionada amb colitis en humans (Van Klinken et al., 1999). Aixi
doncs, la modificacié de la composicid de les mucines, observada en el grup MCP,

podria disminuir I’adhesié i/o translocaci6é bacteriana a 1’IG. D'altra banda, la menor
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concentracio de magnesi a la llum de I’IG observada en els porcs del MCP podria ser un
indicador d’un menor dany cel-lular de 1’epiteli, ja que les cel-lules epitelials contenen
grans quantitats de magnesi. Estudis previs han demostrat la relaci6 entre dany cel-lular
1 una major proliferacio dels colondcits, i excrecid de magnesi endogen (Govers ef al.,
1993). La dieta MCP no va induir proliferacié, que es pot considerar com una resposta
inespecifica al dany cel-lular epitelial (Govers et al., 1993; Lapre et al., 1993). En
aquest sentit, els animals alimentats amb la dieta MCP podrien tenir una reduccio de la
citotoxicitat del contingut de I'lG com a resultat de la fermentacié del mido i
I’increment de volum del contingut, i probablement per una disminucié de la
fermentacidé proteica productora de substancies toxiques (Lin 1 Visek, 1991).
L’increment del pes del contingut té¢ un efecte diluent sobre components potencialment

carcinogens o irritants.

D’altra banda, els porcs alimentats amb la dieta MCP van mostrar altes concentracions
de butirat en el contingut colonic, d’acord amb resultats previs sobre la fermentacid del
mido6 resistent (Scheppach ef al., 1988; Mentschel i Claus, 2003). El butirat t¢ un efecte
paradoxal sobre els colonocits neoplasics o normals (Topping i Clifton, 2001). La
presencia de butirat estimula la proliferaci6 i inhibeix I’apoptosi dels colonocits normals
in vivo, mentre que té un efecte contrari en els neoplasics (Luciano et al., 1996; Hass et
al., 1997; Wachtershauser i Stein, 2000; Claus et al., 2003; Mentschel i Claus, 2003).
En el nostre experiment, es va observar una reduccié del nombre de cel-lules
apoptotiques a I’epiteli en el porcs del MCP, que es podria explicar per 1’alta
concentracio de butirat en el contingut del colon. Tanmateix, no es van observar els

efectes proliferatius descrits pel butirat sobre I’epiteli en el grup MCP.

Els canvis de la dieta també van promoure canvis en la poblacions cel-lulars
immunitaries tant a nivell local com periféric. La fermentacié del MR va reduir la
infiltracio epitelial de cel-lules T a colon. Aquests efectes podrien ser deguts als AGV
produits. En particular, el butirat, perd no ’acetat ni el propionat, poden inhibir la
proliferacié dels limfocits 1 la produccio d°IL-2 1 IFN-y in vitro (Cavaglieri et al., 2003)
1 aix0 podria explicar els nostres resultats. Perod la proliferacié dels IEL també s’ha
associat amb l’exposicid a antigens bacterians (Rothkotter er al, 1999a). Aixi, els

canvis en algunes soques majoritaries de la microbiota colonica i una major
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biodiversitat en porcs alimentats amb mido resistent (Le Leu ef al., 2005; Martinez-Puig
et al., 2007) podrien reduir I’estimulacié que s’exerceix sobre els limfocits del colon. A
més, I’increment del nombre de noduls limfoides a la mucosa dels porcs del BM
comparat amb els del MCP podria indicar una major reactivitat immunitaria contra
bactéries o altres substancies de la dieta, probablement causada per un detriment de la
funcié de barrera mucosa. En canvi, els limfocits T de la LP no van variar, indicant que
no tots els teixits limfoides de I’intesti responen de manera igual. Estudis en humans i
en porcs in vivo han suggerit que, després de I’activacid, els limfocits T de la lamina
propia entren en fase S menys eficientment que els limfocits T sistémics (Rothkotter et
al., 1999b), proporcionant una possible explicaci6 de perque els limfocits T sistémics

estaven disminuits, pero no els de la LP.

Aquest estudi descriu, per primera vegada, la reduccié de 1’apoptosi en els teixits
limfoides de 1’ili 1 del colon després de la ingestié d’alts nivells de MR. L’ apoptosi en
els teixits limfoides esta directament relacionada amb la proliferaci6 i diferenciacid
cel-lular a conseqiiencia de 1’estimulacid antigénica (Janeway, 2001). Per tant, el menor
nombre de ce¢l-lules apoptotiques indicaria un menor nombre de cel-lules activades per
antigens en els punts principals d’induccié de la resposta immunitaria 1 de captaciod
antigénica. En conseqiiéncia, el MCP podria modular la patogenia de les malalties
infamatories de I’IG ja que la fermentacié del MR ajudaria a no induir respostes T

exacerbades, que poguessin estar implicades en la seva patogenesi (Fiocchi, 1998).

En sang periferica, el MR també va disminuir algunes poblacions leucocitaries,
basicament limfocits i neutrofils. Valors elevats de leucocits sanguinis també s’han
observat en rates amb enteritis, quan sofrien una invasid bacteriana de la paret intestinal
(Porras et al., 2004). A part, una setmana després d’introduir la segona dieta, les
cel-lules T citotoxiques van incrementar en el grup BM, suggerint una resposta
proinflamatoria que podria ser deguda a canvis bacterians o a una pertorbacido de
I’ambient intestinal. Per tant, aquests resultats també indiquen una millora de la
integritat 1 la funcidé de la mucosa intestinal en els porcs alimentats amb MCP. D’altra
banda, la citometria de flux indicava que els canvis en els limfocits eren deguts a la
reduccié de poblacions limfocits T cooperadors. Bohmig et al. (1997) va demostrar que

el butirat disminueix in vitro la funcié estimuladora de les cél-lules presentadores
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d’antigen sanguinies, modulant aixi les respostes T. La reduccié dels limfocits T en
sang periférica podria ser conseqiiencia de I’efecte dels AGV sobre la proliferacio i la
produccid de citocines antiinflamatories en els porcs de la dieta MCP. D'altra part, el
butirat podria induir un increment de la concentracié d’hemoglobina en la circulacio
periferica per efectes sobre 1’expressio geénica (Weinberg et al., 2005), tot i que se’n
desconeix encara la seva rellevancia clinica. Podria ser que I’increment en la
concentracio de butirat de I'lG, s’assolis també a nivell sanguini i, per tant, amb
potencials efectes sobre cel-lules no proximes a ’intesti (Bach Knudsen et al., 2005). En
contraposicio, altres estudis han observat que porcs alimentats amb mid6 ric en amilosa
(mido resistent) tenien concentracions menors de butirat a la vena porta que aquells
alimentats amb blat de moro (Topping et al., 1997). Malauradament, no es va poder
quantificar el butirat present en la sang periférica. Sigui com sigui, els canvis en els
parametres sanguinis observats al dia 7, no es van fer significatius fins el dia 55 en
endavant. Per tant, és necessari considerar el temps requerit (al menys varies setmanes)
per adaptar la microbiota intestinal a un aportament elevat de substrat fermentable

(Govers et al., 1999; Martinez-Puig et al., 2003).

En resum, els resultats obtinguts indiquen que el consum prolongat de midd cru de
patata de la dieta, com a font de mido6 resistent, modifica la morfologia de I’intesti prim,
perd principalment la del colon, i promou canvis en la poblacions cel-lulars
immunitaries tant a nivell local com periféric. En el colon, la fermentacié del MCP va
induir canvis en I’ambient intestinal, especialment per I’increment de la concentracié de
butirat. A més, probablement també¢ va millorar la integritat de ’epiteli colonic tal i com
ho indiquen ’increment de la sulfatacié de les mucines, que té efectes protectors sobre
I’epiteli, i la menor concentracié de magnesi a la llum intestinal i la menor activitat
proliferativa de I’epiteli, que son indicadors del dany epitelial cel-lular. Per aquests i/o
altres raons, el MCP de la dieta redueix les cel-lules T a sang i a I’epiteli del colon, aixi
com la preséncia de noduls limfatics a la mucosa del colon i I’apoptosi en els teixits
limfoides intestinals i a la mucosa colonica. En conjunt, els resultats suggereixen una
major proteccid de la mucosa del colon 1 menor activacié limfocitaria en els animals

alimentats amb MCP, amb probables efectes positius sobre malalties de I'IG.
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7. DISCUSSIO GENERAL

Els efectes particulars del canvi a una dieta solida durant el deslletament, de la
incorporacié del plasma porci assecat o d’un extracte de plantes en dietes de
deslletament 1 de diferents tipus de fibra alimentaria en porcs de transicié-engreix han
estat discutits en els capitols anteriors (3, 4, 5 1 6). Tanmateix, manca una valoracio
conjunta dels resultats, de la seva significacio, aixi com de la metodologia emprada, que

es discutira a continuacio.

7.1. L'etapa critica del deslletament

Diferents parametres fisiologics s'han proposat com indicadors de la salut dels garrins
quan s'utilitzen antibiotics promotors del creixement (Frangois, 1962). No obstant, cap
d'aquests parametres dona, per ell mateix, una idea clara de I'habilitat que té I'animal per
fer front a una eventual situacié estressant. Jensen et al. (2003) va enumerar les
variables més importants que es poden estudiar en el tracte GI en relacio a la funcio
intestinal: morfologia, motilitat, produccid 1 caracteristiques del mucus, permeabilitat
transepitelial, immunitat, enzims, secrecions pancreatiques i microbiota. Algunes
d'aquestes variables s'han utilitzat en aquesta tesi per avaluar algunes estratégies

nutricionals durant el deslletament.

El deslletament implica complexos canvis socials, ambientals i nutricionals per als
garrins (Pluske et al., 1997). L’experiment I confirma que aixd comporta una situacio
estressant que s'acompanya de canvis adversos en la morfologia intestinal que inclouen
una reduccio6 de l'algada de les vellositats, un increment de 1'amplada de les vellositats 1
de la profunditat de les criptes a I’IP, 1 la conseglient reducci6 de la capacitat enzimatica
i d'absorcid, que causen una reducci6 en el creixement (Miller ef al., 1984; Hampson,
1986; Kelly et al, 1991b; Kelly et al., 1991a). Les mesures morfologiques dels
experiments I 1 II (longituds de vellositats 1 criptes, nombre de mitosis, de cel-lules
caliciformes o d’IEL 1 densitat de LP) estan en un rang comparable amb les dades
obtingudes per altres autors a I’'IP (Kelly et al., 1990; McCracken et al., 1995; Zijlstra et
al., 1996; Pluske et al., 1997; Cera et al., 1998; Rothkotter et al., 1999a; Jiang et al.,

2000; Gu et al., 2002). La comparativa en el cas de I’'lG només es factible en alguns
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parametres concrets, que han estat préviament estudiats, com la profunditat 1 densitat de
criptes, nombre de mitosis 1 de cel-lules caliciformes (Brunsgaard, 1997; Hedemann et
al., 2006). Per tant, els resultats dels experiments I i II representen una de les primeres

descripcions morfométriques completes de I’IG en porcs de les primeres edats.

A més, el deslletament també suposa alteracions significatives en la immunitat i en les
respostes immunitaries intestinals (Vega-Lopez et al., 1995; McCracken et al., 1999;
Jiang et al., 2000; Solano-Aguilar et al., 2001; Spreeuwenberg, 2002). En particular,
s'associa a respostes inflamatories dirigides contra antigens bacterians i/o de la dieta a
nivell intestinal (Li et al., 1990a; King et al., 2003), que tenen traduccid en respostes
proinflamatories a nivell sist¢tmic (McCracken et al., 1995; McCracken et al., 1999;
Jiang et al., 2000). Els resultats obtinguts en els experiments I (increment de I’infiltrat
limfocitari al cec) 1 II (increment dels leucocits, limfocits i varies poblacions de cél-lules
T en sang periferica en les setmanes posteriors al deslletament) confirmen la hipotesi de
l'activacié immunitaria tant a nivell intestinal, i especialment a I’'l[G on s’inicia

I’activitat fermentativa, com a nivell sistémic.

No ¢és sorprenent que els factors associats al deslletament, canvi sobtat de dieta, 1’estrés
per les noves instal-lacions i per I’establiment de la jerarquia entre els garrins o
I’exposici6 a noves fonts infeccioses puguin afectar la composicid fenotipica de les
cel-lules limfocitaries d’un SI que esta en desenvolupament. Els valors de les poblacions
leucocitaries (macrofags, limfocits B 1 poblacions de limfocits T) de sang, placa de
Peyer ileal 1 gangli limfatic ileocecal de I’experiment II son similars als descrits per
altres autors amb animals de la mateixa edat (Yang i Parkhouse, 1996; Zuckermann i
Gaskins, 1996; Solano-Aguilar et al., 2001). Tanmateix, hi ha alguns valors de CD4+ i
CD8+ sanguinis, CD8+ a il-PP, 1 y0TCR+ 1 CD8+ a LN que sén menors als reportats
préviament (Joling et al., 1994; Solano-Aguilar et al., 2001). Aquestes diferéncies es
podrien explicar pels diferents estats sanitaris, 1’edat del deslletament o per les
condicions experimentals utilitzades en els distints estudis. Per exemple, en el nostre
cas, els animals no van seroconvertir enfront la majoria de patdgens porcins i estaven

ubicats en unitats experimentals, amb un grau relativament elevat d’higiene.
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En general, els estudis que han afrontat la problematica del deslletament des d’un punt
de vista nutricional s’han centrat majoritariament en 1’intesti prim. Si bé els canvis
estructurals a I’IP poden comprometre el futur del garri, I'experiment I també posa en
evidéncia que el pas de la llet materna al pinso solid implica alteracions macroscopiques
1 microscopiques marcades en la morfologia de I'IG, coincidint amb canvis
microbiologics importants a causa del desenvolupament de [’activitat fermentativa
(Castillo, 2006). Per tant, aquests resultats suggereixen que els estudis de les diferents
estratégies nutricionals durant el deslletament probablement haurien d’incloure també
I’analisi del cec i/o del colon. L’experiment II n’és un exemple clar ja que en ambdos
additius I’efecte modulador més evident té lloc més enlla de 1’ili, en la morfologia del
colon i en les subpoblacions del gangli limfatic ileocolic comparat amb I’IP o la il-PP,
respectivament (Taula 4.5. i Figura 4.1.). Es més, aquests additius s’han administrat i
han tingut efecte durant les 3 setmanes posteriors al deslletament, coincidint amb el
temps que necessita la microbiota per adquirir una capacitat fermentativa plena (Jensen,

1998).

Durant el periode transitori posterior al deslletament, es poden distingir dues fases
successives (McCracken et al., 1995; Spreeuwenberg, 2002; Burrin i Stoll, 2003;
Montagne et al., 2007). Una primera fase aguda o degenerativa causada pels successos
estressants del deslletament 1 on els canvis metabolics i morfologics sén
majoritariament independents de la dieta o en tot cas depenen del nivell d'ingesti6é (no
de la dieta per se), 1 una segona fase adaptativa o regenerativa (de la segona setmana en
endavant) on el recondicionament de la mucosa intestinal depén de la dieta.
L’experiment I ha permes determinar les conseqiiéncies de la fase degenerativa, mentre
que I’experiment II, on es valoren els efectes dels additius sobre la morfologia i
parametres immunologics intestinals, s’ha centrat en aquesta segona fase adaptativa

dieta depenent.
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7.1.2. Els additius en el pinso de post-deslletament: el plasma porci assecat per

polvoritzacio i extracte de plantes XTRACT™,

Quan els antibiotics promotors del creixement no s'utilitzen, s'obtenen menors
rendiments productius i, en general, cal utilitzar més antibiotics amb finalitat
terapeutica. Per aixo, l'estat sanitari dels animals i les taxes de creixement son els dos
indicadors més importants a 1’hora d'afrontar qualsevol estudi sobre les alternatives als
antibiotics promotors del creixement. A 1'experiment II, la substitucio del concentrat de
proteina de soja per SDPP va millorar I'eficiéncia alimentaria en el deslletament. A més,
el guany mig diari va ser un 86% superior respecte la dieta control i similar a estudis
previs (Coffey i Cromwell, 1995; Jiang et al., 2000; Bosi et al., 2004). Tanmateix, les
diferéncies no van ser estadisticament significatives a causa de la grandaria de la mostra
i el baix nombre de reépliques. De fet, els experiments que analitzen els efectes
productius dels additius utilitzen un nombre molt més elevat de répliques, 1 les
conclusions normalment s'obtenen per I'acumulaci6é de dades de diferents experiments a
través de técniques com ara el metanalisi. Pero la manca de diferéncies estadisticament
significatives també es podria explicar pel fet que I’efecte dels concentrats de proteines
plasmatiques, o d'altres alternatives als antibiotics, es posen de manifest més clarament
quan els animals estan en condicions menys higiéniques i en conseqiiéncia amb més
carrega patogena (Coffey 1 Cromwell, 1995; Page, 2003). Quelcom similar pot passar
amb els garrins del grup XT que tenen un guany mig diari i un consum mig diari un
82% 1 39% superior respecte el grup control, respectivament, durant la primera setmana
(Manzanilla, 2006). La millora del consum seria especialment beneficios, ja que un
consum baix de pinso durant els dies immediatament posteriors al deslletament, en
plena fase degenerativa, contribueix a la inflamacio intestinal i pot comprometre

l'estructura i la funcionalitat del complex vellositat-cripta (McCracken et al., 1999).

La longitud de les vellositats i de les criptes son parametres importants a 1’hora de
valorar la majoria dels additius de la dieta ja que estan directament relacionats amb la
disfuncionalitat intestinal que té lloc durant el deslletament i amb la gravetat de la
diarrea que pot ocorrer durant aquest periode (Hampson, 1986; Nabuurs et al., 1993).
Tanmateix, malgrat les dietes SDPP o XT puguin comportar determinats beneficis
durant el procés del deslletament, aquests additius no semblen tenir influéncia sobre

aquests dos parametres. També ¢€s possible que el disseny experimental de I'estudi, on
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els animals es van sacrificar a les 3 setmanes post-deslletament, no permeti detectar
aquestes diferéncies. Aix0 podria ser aixi ja que l'atrofia de les vellositats no dura més
de 11-14 dies, tot i que la hiperplasia de criptes es pugui perllongar més (Hampson,
1986; Nabuurs et al., 1993). A part, I'escurcament de les vellositats i I’increment de la
profunditat de les criptes €s normal en el deslletament perd dins alguns limits (Vente-
Spreeuwenberg et al., 2003). Aixd també suggereix que a part d’aquests parametres
morfomeétrics “classics”, ’estudi d’altres parametres morfometrics, de parametres
immunes o la relacié entre la microbiota intestinal i I'animal també poden ser eines molt

utils per entendre com els garrins reaccionen enfront les agressions.

Els resultats de l'experiment II indiquen que el SDPP és capa¢ de modificar la
morfologia intestinal i les cel-lules immunitaries associades a l'intesti en porcs recent
deslletats. Les dades presentades també donen suport a la hipotesi que el SI podria estar
menys activat en aquells animals alimentats amb SDPP, bé sigui perque el SDPP
neutralitza els antigens i els microorganismes presents a la llum intestinal, bé perque
millora la integritat de la mucosa intestinal, o perque redueix ’estat d’activacid basal
del SI (Touchette et al., 2002; Bosi et al., 2004; Pérez-Bosque, 2005). Per una banda,
Pérez-Bosque (2005) afirma que la reducci6 del grau d’estimulacié limfocitaria només
afectaria la defensa innata, ja que ni les cel-lules que pertanyen a la defensa adquirida ni
els nivells d’Ig A ni els d’Ig G estan modificats. No obstant, en el nostre cas on s’avalua
la resposta intestinal al cap dels 21 dies, en comptes dels 14 dies, la proporcid de
cel-lules B madures (CD21+) al gangli limfatic és menor en el SDPP, suggerint també
una disminucio de la resposta adaptativa humoral. D’altra banda, el menor infiltrat
inflamatori de la mucosa podria estar relacionat amb la disminucié del nombre de
macrofags (cél-lules presentadores d’antigen) a la il-PP i el LN. Per tant, una menor
presentacid antigénica que es tradueix en una menor funcio6 efectora a nivell del GALT.
En canvi, la disminucid dels limfocits T yd no tindria les mateixes connotacions ja que
son cel-lules importants per controlar les infeccions primaries en animals joves pero
alhora presenten propietats antipatogeéniques que limiten la inflamacié (Hayday et al.,
2000), explicant perque hi ha una sobreresposta del SI després de 1’administracio de
LPS en garrins alimentats amb SDAP (Touchette ef al., 2002). En definitiva, els canvis
en la resposta immunitaria de 1'animal son d'un interés remarcable ja que representen
clarament l'esfor¢ que fa I'animal en respondre, i que es pot traduir en major consum de

nutrients (despesa energetica) i menor index de conversio (Demas et al., 1997).
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No obstant aix0, els canvis en els parametres immunitaris no es podrien considerar
positius o negatius per ells mateixos, sind que dependrien de variacions en la funcio
immunitaria o de la magnitud del canvi en si. Tal com s'argumenta a la introduccio
(Apartat 1.2.2.2., Figura 1.5.), amb I’edat, el sistema immunitari es desenvolupa en
equilibri entre les funcions efectores i reguladores, i la pertorbacié d’aquest balang
acaba en un desviaci6 transitoria fora dels limits segurs (Bailey ef al., 2001; Bailey et
al., 2005). Per una banda, durant el deslletament (o en el curs d'alguna infeccid) es pot
desenvolupar una excessiva expressio de la funci6 efectora; en aquestes circumstancies,
una disminuci6é de la resposta immunitaria, similar a la que produeix el SDPP, podria
ser adequada. D'altra banda, alguns animals també poden presentar una excessiva funcio
reguladora que podria permetre el sobrecreixement bacteria després del deslletament.
En aquest cas, productes amb propietats immunoestimulants (Apartat 1.3.2.), com
algunes vitamines i minerals, pre- i probiotics, la glutamina, els nucledtids o algun

extracte de plantes podrien ser d'utilitat.

El suplement dietétic amb XT també és capa¢ de modificar els leucocits a nivell
intestinal i sistémic, encara que de forma menys consistent. Malgrat que algunes de les
observacions es puguin relacionar amb les propietats antiinflamatories (capsaicina,
cinamaldehid) o antimicrobianes (carvacrol, cinamaldehid) d'algun dels seus
components (Didry et al., 1994; Koh et al., 1998; Sancho et al., 2002; Kim et al., 2003;
Reddy et al., 2004), manquen estudis més especifics que en clarifiquin els mecanismes.
Sobretot considerant que la majoria d'aquestes estudis han estat realitzats in vitro. Es
més, recentment Manzanilla (2006) ha demostrat que a les concentracions d’XT
utilitzades (300 ppm) no hi ha un efecte antimicrobia directe, sind que es necessiten
dosis properes a 10.000 ppm per obtenir efectes antimicrobians en el contingut jejunal.
Malgrat I'anterior, sembla evident que la suplementacid6 amb XT incrementa el nombre
de lactobacils a la part distal de l'intesti prim o a I’IG (Castillo, 2006; Manzanilla,
2006), amb propietats immunoestimulants i potencialment beneficioses pels animals
(Vitini et al., 2000; Schley i1 Field, 2002; Babinska et al., 2005). Recentment, també
s’ha demostrat que el cinamaldehid o la capsaicina, i altres extractes de vegetals,
modifiquen els patrons fermentatius en el rumen dels vedells (Cardozo et al., 2006).
Sigui com sigui, sembla clar 1'efecte marcat que tenen els diferents additius sobre el
perfil bacteria dels animals. Castillo et al. (2006), en un estudi paral-lel, a part de I'XT

(0.03%) van avaluar dos additius més: un antibiotic (0.04% avilamicina) i un acidificant
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(0.3% butirat sodic). Es va poder observar com el perfil de poblacions bacterianes
intestinals estudiades per técniques moleculars depenien més de 1'additiu present a la
dieta (antibiotic, acidificant i extracte de plantes), que no pas de parametres tant
importants com la mare o el corral. Malauradament, no es disposen de dades del grup

SDPP per aquest parametre.

L'experiment amb la dieta XT ha permes estudiar només algun dels possibles efectes
d'algun dels seus components. Per una banda, 1’administracié de I’extracte de plantes en
forma comercial (mescla de components) no permet desxifrar el mecanisme d'accio de
cada component. Aixi que caldria estudiar primer cadascuna de les substancies per
separat, sobretot si es té en compte que a la bibliografia encara no hi ha dades sobre
aquest tipus d'assaigs. D'altra banda, la dosi també és un factor determinant. Malgrat
que els efectes antimicrobians s'obtinguin a dosis altes, per obtenir altres tipus d’efectes
les dosis requerides son menors, que €s el que passa per exemple amb el temps de
buidat gastric a causa de la capsciacina (Chang et al., 1999). Aixi que, en algun dels
casos, 1 en funcid de la dosi, la mescla de diferents components també podria tenir un

efecte additiu o complementari (Manzanilla, 2006).
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7.2.

El consum de fibra alimentaria en els porcs d’engreix

Previ a I’analisi global dels resultats, hi ha alguns elements del disseny experimental

dels experiments III i IV que mereixen ser destacats. Entre els més rellevants:
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L’as del porc en aquests estudis permet que alguns dels resultats puguin ser
extrapolables als humans ja que en termes d’anatomia, fisiologia, nutricid i
microbiota GI el porc és molt més similar a I’espécie humana que no pas els altres
animals domestics o de laboratori (Graham i Aman, 1986; Miller i Ullrey, 1987;
Rowan et al., 1994; Topping i Clifton, 2001; Liebler-Tenorio 1 Pabst, 2006), malgrat
que un dels elements limitant del model sigui el baix nivell de grassa de les dietes.
D’altra banda, aix0 també implica que altres estudis amb animals de laboratori
herbivors (hamster, conill porqui, etc.), carnivors (gos) o omnivors com el porc perd
fermentadors cecals (rata), amb tractes GI molt diferenciats, siguin de dificil
comparacio amb els del porc (Stevens i Hume, 1998).

L’edat dels animals utilitzats en els diferents experiments pot ser un factor
determinant ja que, a part de condicionar la formulaci6 del pinso, esta estretament
lligada amb la capacitat fermentativa de I’IG 1 a I’aprofitament de I’energia que se’n
fa, que incrementa amb el pes viu dels animals (Le Goff ef al., 2003; Anguita, 2006;
Martinez-Puig, 2006).

El temps necessari perque tingui lloc una adaptaci6 digestiva a la nova dieta és un
altre factor a considerar. Govers et al. (1999) determinen un minim de 2 setmanes
tot i que podria ser més. En efecte, les conseqiiéncies d’aquesta adaptacio digestiva
no tenen una traduccidé evident sobre la morfologia intestinal o les poblacions
leucocitaries fins al dia 22 o 42 en I’experiment III o el dia 55 en I’experiment IV.
Aix0 concorda, per exemple, amb les 5-6 setmanes necessaries per adequar la
capacitat fermentativa de la microbiota intestinal a una inclusi6 elevada de MR a la
dieta (Martinez-Puig, 2006) o altres fonts de DF com el blat de moro molt de forma
grollera, la polpa de remolatxa o el segd de blat (Castillo et al., 2007). En contrast
amb el procés adaptatiu, hi ha un efecte a curt termini inherent al propi canvi de
dieta, que en el nostre cas és aparentment limitat, independent del tipus de dieta i no
va més enlla dels 7 dies.

Obviament, els métodes i procediments analitics condicionen 1’assoliment dels
objectius plantejats. Malgrat que alguns parametres es puguin utilitzar de forma

genérica en molts estudis nutricionals (pesos, digestibilitats, composicid i
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caracteristiques basiques de la digesta, caracteristiques de la microbiota, parametres
morfomeétrics microscopics, hemograma 1 férmula leucocitaria, etc.), altres serien
indicats en funci6 del mecanisme d’accid6 o de I’efecte esperat (citolisi in vitro,
capacitat de retencié d’aigua; subpoblacions leucocitaries i la seva funcionalitat,
immunohistoquimica per proliferacié cel-lular, apoptosi, etc.). Tot aixd, sense
oblidar els trams intestinals sobre els que cal incidir en funcié de 1’estrategia
nutricional a analitzar. En efecte, ’experiment IV canvia o incorpora noves
técniques laboratorials adequades a la hipotesi experimental del mid6 resistent.
D’altra banda, aquest mateix experiment posa en evidéncia que 1'ts de
parametres/metodes analitics més especifics poden permetre observar efectes que
amb determinacions més generals no s’observen (per exemple, cel-lules caliciformes
vs. cél-lules PAS+ o AB+; nombre de mitosis vs. cél-lules PCNA+; IEL vs. cél-lules
CD3+).

La DF pot tenir un impacte positiu sobre la salut intestinal a través de 1’increment de la
massa digestiva que redueix la constipacio i dilueix les toxines i carcinogens, o a través
dels productes derivats de la fermentacié dels CH amb efectes beneficiosos sobre la
mucosa intestinal (Cummings et al., 1992). Si bé aix0 podria ser aixi en algunes
malalties digestives d’humans, com la malaltia inflamatoria de I’IG o el risc de cancer
de colon (Govers et al., 1999; Jacobasch et al., 1999), els resultats en els porcs no son
concloents (Pluske et al., 1996a; Kirkwood et al., 2000; Lindecrona et al., 2003;
Hopwood et al., 2004). Les modificacions en I’ambient intestinal relacionades amb les
caracteristiques del contingut digestiu i la microbiota podrien jugar un rol important en
la funcionalitat intestinal i, per tant, en la salut de 1’animal. Els experiments III i IV
demostren que els efectes de la DF son variables en funcio del tipus de fibra de la dieta.
Per tant, una aproximacidé simplista als efectes i possibles mecanismes d’acci,

avantatges i/o inconvenients que ocasiona la DF no seria valida.

La inclusié de fibra a la dieta (grups GRO, POLPA, SEGO i MCP) va incrementar el
pes del tracte GI, basicament per un augment del pes del colon i especialment del seu
contingut, encara que amb magnitud variable en funci6 del tractament. De tots ells,
només la inclusié de mid6 cru de patata va provocar un increment del pes del teixit

colonic per una hipertrofia muscular. Probablement, perqué el contingut que arriba al
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colon en el MCP ¢és molt superior (1.7 kg més que el seu control) si ho comparem amb
els grups GRO, POLPA o SEGO (0.2, 0.3 i 0.0 kg més que el seu control,
respectivament). D’altra banda, 1’edat dels animals tamb¢ podria ser influent. En aquest
sentit, tal com era esperable (Brunsgaard, 1997), els animals de I’experiment IV, amb 8-
12 setmanes més d’edat que els de I’experiment III, tenien un teixit ceco-colonic molt
més pesat i, per tant, més voluminds i amb més capacitat per adaptar-se a majors
incorporacions de material no digerit. El gruix de la paret colonica també era
numericament superior en aquests animals més adults (1.003 vs. 1.380 um), amb un
increment de la capa muscular (443 vs. 479 um), perd no de la profunditat de les criptes

(421 vs. 423 pm).

El major pes del tracte digestiu dels animals alimentats amb més fibra pot provocar una
disminuci6 del rendiment en canal (Rijnen et al., 2000), tot i que variable en funci6 de
la racio i, en conjunt, menor en els animals de més edat (2, 1, 6 1 10 % per les dietes
MCP, GROLLER, POLPA, SEGO, respectivament). Per tant, I’eleccié dels ingredients
fibrosos podria ser important a [’hora de minimitzar les pérdues per baix rendiment en
canal, tot i que I’increment del pes i la major capacitat fermentativa podrien ajudar

també a minorar-les.

En contraposicid a les potencials pérdues per baix rendiment productiu o en canal, les
dietes amb alts nivells de DF que incrementen el pes del contingut intestinal poden
ocasionar efectes beneficiosos sobre la mucosa intestinal ja que permeten diluir els
possibles agents irritants, toxines o carcinogens i incrementar el transit de la digesta que
també redueix el temps de contacte dels components nocius amb la mucosa colonica
(Payler et al., 1975; Newmark i Lupton, 1990; Cummings et al., 1992). Aquest
fenomen, descrit majoritariament en humans o rates, era esperable que succeis en la
dieta SEGO, com a font rica amb fibra poc fermentable (Govers et al., 1999). El pes del
contingut de I’IG no va incrementar en la dieta SEGO, pero si la preséncia de PNA al
llarg de tot el colon encara que de forma moderada. Probablement, la poca diferéncia en
nivells de PNA de la raci6 entre les dietes CT i SEGO, o el fet que en els porcs la
digestio de PNA abans del cec és major que en humans (Mathers, 1991), va dificultar

I’observacio6 de diferéncies més marcades.
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L’experiment III posa en evidencia 1’activacié del sistema immunitari sistémic que té
lloc una setmana després d’introduir els animals a un nou ambient i a una nova dieta, i
especialment a les dietes GRO i SEGO. En canvi, a I’experiment IV, on els animals ja
estaven adaptats a les instal-lacions experimentals, aixo succeeix de forma més limitada
1 només esdevé significatiu en introduir la segona dieta BM en comparaciéo amb la de
MCP. Aixi doncs, aquests resultats suggeririen que 1’activacio del SI sistémic podria
dependre més del canvi a un nou ambient que de la introduccié d’una nova dieta, tot i
que algunes dietes dificulten més que unes altres 1’adaptacio a curt termini en porcs de
creixement-engreix. En aquest sentit, a nivell local, el canvi a una dieta rica en fibra si
que pot provocar transitoriament cert grau d’activacié immunitaria en forma de colitis
(experiment III), de caracteristiques similars perd de menor intensitat que 1’observada

durant el pas de la llet materna a 1’aliment solid en garrins (experiment I).

D’altra banda, els resultats dels experiments III 1 IV també demostren que després
d’aquesta primera fase, existeix un procés d’adaptacido digestiva que té lloc a llarg
termini. L’administracid de substrats poc digestibles provoca un major pes i longitud de
I’IG o la hipertrofia de la capa muscular amb la finalitat de retenir el contingut digestiu i
la microbiota el temps suficient perque tingui lloc la fermentacio de la matéria organica
que arriba a I’IG. Probablement, aix0 sigui més evident en 1’experiment IV que en el 111,
ja que la capacitat d’adaptacio digestiva incrementa amb 1’edat, per increment de la
grandaria i la capacitat intestinal de 1’animal (Whittemore et al., 2003). Paral-lelament,
existeix també una adaptacid i1 diferenciacio de la microbiota, en funcid del substrat. En
aquests mateixos animals, [’adaptacio bacteriana és més rapida en substrats solubles i
més fermentables com la POLPA (Roca-Canudas ef al., 2006), i ’administracio a llarg
termini de MCP diferencia la poblaci6 bacteriana cap a una microbiota més amilolitica i
butirogeénica (Martinez-Puig, 2006). Aixi, la quantitat i les caracteristiques del substrat,
aixi com 1’accid que exerceix la microbiota sobre ell, determinen la quantitat 1 el perfil
d’AGV produits a les diferents parts de I’IG, que van ser clarament diferents en funci6

de les diferents fonts de DF en els experiments 11 i I'V.
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Els resultats d’aquests experiments també indiquen que la mucosa intestinal 1 les
poblacions leucocitaries del GALT 1 sistemiques respondrien en concordanga amb
aquesta adaptacid digestiva i especialitzacid de la capacitat fermentativa, en base als
mecanismes discutits en els apartats 5.4. i 6.4. L’estudi al llarg del temps de les
poblacions leucocitaries en sang periférica permet caracteritzar aquesta evolucid. Aixi, a
I’experiment IV, no és fins els dies 55, 62 1 en endavant (a manca de dades entre els dies
7 1 55) quan la reduccio del nombre de limfocits, neutrofils 1 poblacions CD4+ en sang
es fa estadisticament significativa en els porcs alimentats amb MCP, tot i que el dia 7
aquestes diferéncies ja s’intuien. A 1’experiment III, malgrat que els efectes sistémics
van ser més puntuals, el seguiment de I’evolucié de I’intesti també demostra una
reducci6 rapida i marcada dels limfocits de 1’epiteli 1 de la LP (dia 22 i en endavant) en
els porcs de la dieta POLPA, d’acord amb I’adaptacio relativament favorable i rapida
que tenen aquests animals al nou substrat fermentable (Anguita, 2006; Roca-Canudas et
al., 2006). Altres parametres, com el nombre de cel-lules caliciformes, amb
independéncia que el seu nombre incrementi amb 1’edat (Brunsgaard, 1997), no varien a
causa de la dieta fins més tard, a les 6 setmanes (Experiment III) i l'efecte dieta es
continua observant a les 13 setmanes (Experiment IV). Contrariament, els efectes de la
DF sobre la capa muscular ja s’observen el dia 7 (experiment III), i també es mantenen
a llarg termini (6 1 13 setmanes, pels experiments III 1 IV). En conjunt, aquests resultats
indiquen que a llarg termini s’observen canvis immunitaris i en I’estructura intestinal,
probablement a conseqiiéncia de 1’adaptacié digestiva i de la microbiota intestinal a un
aportament elevat de substrat fermentable. En general, son necessaries varies setmanes
perque tinguin lloc aquest tipus de respostes ja que calen 2 (Cummings i Englyst, 1995),
3 (Phillips et al., 1995), 4 (van Munster et al., 1994; Noakes et al., 1996) o 5 setmanes
(Govers et al., 1999; Martinez-Puig et al., 2003), en funci6 de I’espécie, tipus i1 quantitat

de substrat fermentable per estabilitzar la fermentacié de I’'1G.

De les quatre dietes amb major nivell de fibra, les dietes POLPA i MCP son les que
probablement provoquen major fermentacié dels CH a I'IG, que s’evidencia per un
increment de I’emplenat de 1’intesti, amb majors concentracions d’AGV i/o diferéncies
en el seu perfil, i una reduccié de I’amoni i del pH a I’IG. En ambdues dietes, aixo
coincideix amb menor nombre de limfocits a ’epiteli /o0 a la lamina propia i de noduls
limfatics a la mucosa en els punts de major degradacié de la polpa de remolatxa o el

mido6 cru de patata. Els mecanismes pels quals la DF afecta la funcié immune de 1'intesti
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encara no han estat del tot establerts. Schley i1 Field (2000) proposen diferents vies no
excloents: 1) contacte directe de bactéries (en especial bacteries acid lactiques) o parts
de bacteries amb cel-lules immunitaries de l'intesti, ii) produccio6 d’AGV per

fermentacid de la DF o bé, iii) modulacié de la produccié de mucines.

En aquest sentit, la microbiota pot jugar un paper determinant, i sobretot les bacteries
acid lactiques que incrementen el nombre d’IEL i limfocits a la LP, conforme 1’observat
tamb¢ en I’experiment II durant la fase posterior al deslletament (McCracken i1 Lorenz,
2001; Schley i Field, 2002; Babinska et al., 2005). De fet, Rothkotter et al. (1999)
comparant I’IP de porcs de diferents edats 1 estats sanitaris va arribar a la conclusio que
els antigens microbians, i no els alimentaris, son els que provoquen un augment dels
limfocits a D’epiteli. Tanmateix, potser a part de la carrega bacteriana hi ha altres
caracteristiques de la microbiota que son rellevants, ja que ni el nombre total de
bactéries, ni d'enterobactéries, ni de lactobacils va variar. De fet, ambdues dietes tenien
major biodiversitat microbiana a I’IG, indicatiu d’una microbiota més estable (Castillo,
2006; Martinez-Puig, 2006; Roca-Canudas et al., 2000) i, per tant, hi podria haver una
menor reactivitat immunitaria. A més, els IEL de I'lG podrien ser més sensibles als
canvis de la microbiota intestinal en comparacié amb els de I'P, ja que son
predominantment of3 (Beagley et al., 1995), que depenen més de la colonitzacid

bacteriana que els v (Bandeira et al., 1990).

Pel que fa als AGV derivats de 1’acci6 fermentativa de la microbiota, es coneix que
I’acetat, el butirat i el propionat inhibeixen in vitro la proliferacido dels limfocits
(Franklin et al., 1991; Curi et al., 1993; Wajner et al., 1999), encara que 1’acetat i el
propionat de forma menys marcada i en alguns casos amb efectes oposats als observats
amb el butirat (Cavaglieri et al., 2003). Endemés, el butirat pot inhibir in vitro la
produccio de IL-2 1 IFN-y, 1 la funcié estimuladora de les cél-lules presentadores
d’antigen (Bohmig et al., 1997). Els experiments III i IV corraboren in vivo que els
AGV poden tenir certes propietats antiinflamatories, encara que no de forma
generalitzada. Aixi, per exemple, un increment de la concentracié d’AGV no implica
per se una reducci6 del nombre de leucocits intestinals, que €s el que s’observa en el cas
de la dieta GRO. Probablement, el perfil d’AGV produits tingui un paper preponderant.
En aquest sentit, la fermentaci6 del mido cru de patata és capag de modular les

poblacions leucocitaries per accid de la major preséncia de butirat, sense necessitat de
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variar la concentracio total d’AGV. Tanmateix, potser aixo només es compleix quan els
perfils d’AGV es decanten cap a un tipus concret d’AGV (dieta MCP), ja que amb
diferéncies menys acusades (dieta POLPA) I’efecte particular de cada AGV podria ser

irrellevant.

Per ultim, la produccié de mucines, i les caracteristiques de l’ambient intestinal
(citotoxicitat del contingut intestinal, pH, preseéncia d’aigua, d’amoniac, etc.) també
poden determinar respostes diferenciades respecte la integritat de la mucosa colonica i
modular directa o indirectament les respostes immunitaries (Brunsgaard, 1998; Schley i
Field, 2002). No obstant aix0, les alteracions son sovint menors, i els efectes poc
consistents o puntuals per un determinat tipus de DF. Per exemple, malgrat totes les
fibres alimentaries poden incrementar la secrecid6 de mucines al llarg de D’intesti
(Schmidt-Wittig et al., 1996; Barcelo et al., 2000; Guarner, 2006), la dieta MCP,
probablement per la major produccié d’AGV, va incrementar el nombre les cel-lules
caliciformes al colon perd només d’aquelles riques amb sulfomucines, mentre que les
dietes amb majors nivells de PNA les van reduir a llarg termini i al colon distal per

causes desconegudes.

En canvi, els efectes de la molta grollera del blat de moro o de la inclusié de seg6 de
blat sobre les caracteristiques del contingut de I’IG s6n menys evidents, en comparacid
amb la dieta POLPA. Malgrat aixo, la dieta GRO incrementa el contingut de I’'IG i dels
productes derivats de la seva fermentacid. Aquests canvis, aparentment, no milloren
I’ambient intestinal ans el contrari; podrien provocar un detriment en la funci6 de
barrera mucosa ja que s’incrementen els noduls limfatics a I’IG, relacionats amb la
presentacid antigenica, alhora que provoca una activaci6 de la resposta immunitaria a la
il-PP (majors proporcions de macrofags, cel-lules activades i limfocits T citotoxics) de
forma tardana (6 setmanes), quan [’ambient digestiu ja hauria d’estar teoricament
estabilitzat. A part, I’increment de mid6 en el colon d’aquests animals (Anguita, 2006)
tampoc s’acompanya de criptes més profundes per una fermentaci6 butirica, ni de major
produccio de mucines amb efecte protector sobre la mucosa. En canvi, altres estudis on
el cereal principal era I’ordi o el blat, la seva molta incrementava la proliferaci6 epitelial
i la produccié de les mucines i n’afectava la seva composicid, suggerint una major

protecci6 enfront infeccions intestinals (Brunsgaard, 1998).
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La molta grollera del blat de moro (54% de la racio) o la inclusié de 25-35% de mido
cru de patata soén fonts de mido resistent tipus 1 o II, respectivament. En efecte, en
ambdods casos, la quantitat de midd6 (MR) que assoleix I'lG és el doble que en el
respectiu grup control (Anguita, 2006 i apartat 6.3.2.). Tanmateix, els animals del MCP
tenen el doble de MR als trams proximals de I’IlG que els de la dieta GRO (165.7 vs.
86.4 g/kg). Es més, els animals del MCP no eliminen practicament mido pel recte,
mentre que els del grup GRO si. En conjunt, aquests resultats indicarien que el midé cru
de patata és aparentment més fermentable i, per tant, explicarien perqueé només en el cas
de la fermentacio del MCP es produeixen altes concentracions de butirat, seguint la
desaparicio del mido que en gran mesura té lloc al cec i1 colon proximal (Scheppach et
al., 1988; Phillips et al., 1995; Martinez-Puig et al., 2007). Encara que no sempre
(Hedemann et al., 2005), els estudis que han obtingut increments de la produccio de
butirat al cec i colon modificant la grandaria de la particula ho han aconseguit molent
tota la dieta (Mikkelsen et al., 2004; Anguita, 2006). A part, els estudis que han avaluat
la molta grollera de la dieta, han observat que els efectes positius es deuen
principalment als canvis que s’observen en les caracteristiques fisicoquimiques i
propietats microbianes del contingut estomacal, que actua de barrera protectora

prevenint I’entrada d’agents patogens a trams posteriors (Mikkelsen et al., 2004).

El seg6 de blat és el substrat que va afectar menys les propietats fisicoquimiques del
contingut colonic amb una baixa fermentacié dels CH. Chase-Topping et al. (2007)
proposen la implicacié d’aquest ingredient, pels seus alts nivells en PNA, en la
patogeénia de les colitis no especifiques en porcs d’engreix. En canvi, altres estudis
associen una major incidéncia de disenteria porcina en animals alimentats amb PNA
solubles i mid6 resistent que els alimentats amb més PNA insolubles menys
fermentables (Durmic et al., 1998; Pluske et al, 1998). L’habilitat del patogen per
sobreviure a I’ambient digestiu seria determinant (Hopwood et al., 2004), perd també
els efectes que pugui exercir la fibra sobre la funcionalitat i la integritat de la barrera
protectora, que ha de permetre alhora la captacid de substancies cap a la circulacid
sistémica 1 I’exclusido de components patogens (Baumgart 1 Dignass, 2002). En aquest
sentit, els animals alimentats amb majors nivells de segd de blat presenten una major
fermentacié proteica a I’IG, una microbiota més inestable i canviant i un contingut
colonic potencialment més nociu per la mucosa (Anguita, 2006; Castillo, 2006). Amb la

probable contribuci6 d’aquests factors, el SI sofreix importants canvis els quals
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comencen amb una activacio inicial que es prolonga en el temps 1 que també afecta la
funcionalitat de les cel-lules leucocitaries. Malgrat no s’ha realitzat cap infeccio
experimental, no es pot descartar que aix0 suposi un factor de risc per desordres
entérics. Estudis recents on també varien les proporcions de diferents ingredients
fibrosos, entre ells la polpa de remolatxa, el blat o el mid6 de patata, demostren que
racions amb substrats més fermentables poden millorar la salut intestinal dels garrins
recent deslletats, per increment de la produccié d’AGV (acetic 1 butiric) 1 canvis en la

composicid microbiana (Bikker et al., 2006).

En definitiva, I’eficacia funcional intestinal (salut intestinal), entesa com la capacitat de
I’organisme de respondre eficientment a un desafiament i de restaurar i mantenir el
balang intern, podria ser estudiada en termes de funcionalitat del tracte gastrointestinal,
microbiota comensal i estructura de la mucosa, que inclouria la paret intestinal i el teixit
limfoide associat a I’intesti. Per una banda, I’experiment IV demostra que la ingestio a
llarg termini de MCP indueix canvis pronunciats en I’ambient colonic i en millora la
integritat de la mucosa intestinal, modificant la morfologia colonica i parametres
immunologics que probablement podrien estar associats amb beneficis sobre la salut.
D’altra banda, de les dietes analitzades a I’experiment IV, la POLPA segurament ¢s la
que pot afavorir més 1’adaptacio dels animals a la dieta d’engreix, en base a la menor
presentacid de noduls limfatics i la reduccio de I’infiltrat inflamatori a la mucosa del
colon proximal. Mentre que les altres dietes no aportarien beneficis apreciables (dieta
GRO) o, en tultim cas, comprometrien la integritat de la paret intestinal del colon 1

podrien modular substancialment la resposta immunitaria (dieta SEGO).

Les mesures morfologiques dels experiments III i IV (longituds de vellositats 1 criptes,
densitat de criptes, gruix de la capa muscular, nombre de mitosis, de cel-lules
caliciformes o d’IEL, i activitat apoptotica o proliferativa dels colonocits) estan en un
rang comparable amb les dades obtingudes per a porcs en creixement (Hall i Byrne,
1989; Brunsgaard, 1997; McCullogh et al., 1998; Rothkotter et al., 1999a; Mentschel i
Claus, 2003; Wong i1 Gibson, 2003). En canvi, no existeix una quantificacio detallada de
la infiltracié de limfocits T a la mucosa del colon ni de la presencia de cel-lules
apoptotiques en regions limfoides de I’intesti (il-PP, LP o noduls limfatics del colon) en
porcs en creixement, essent, probablement, la que es fa en aquesta tesi una de les

primeres.
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Per ultim, cal destacar que la compilacié dels resultats hematologics i de les poblacions
leucocitaries en sang periférica, dels experiments II, III i IV, permet establir els nivells
fisiologics des de les 3 fins a les 22 setmanes de vida, que equival a la practica totalitat
de la vida productiva del porc en condicions comercials. Aquesta evolucid pot utilitzar-
se com a referéncia per a altres estudis que valorin la resposta a canvis d’allotjament,
dieta, estres i/0 1’exposicid a agents infecciosos. Per exemple, algunes de les poblacions
immunitaries sanguinies analitzades en aquesta tesis (CD8+, MHC II+), i tamb¢ altres
(CD16+), ja s’han utilitzat per predir els rendiments productius durant la fase d’engreix
en porcs (Galina-Pantoja et al., 2006). De forma similar, també s’ha establert una
evoluci6 en les poblacions immmunitaries del GALT, il-PP 1 LN, que s’han determinat
en diferents moments entre les 3 i les 14 setmanes de vida. Obviament, altres treballs ja
havien determinat el nivell de poblacions immunitaries en sang periférica o el GALT,
perd majoritariament només durant les primeres setmanes de vida dels garrins (Yang i
Parkhouse, 1996; Pabst i Rothkotter, 1999; Solano-Aguilar et al., 2000; Solano-Aguilar
et al., 2001; Brown et al., 2006b; Galina-Pantoja et al., 2006) o al llarg de la vida de
I’animal pero sols analitzant les poblacions cel-lulars T (Joling et al., 1994; Zuckermann

1 Gaskins, 1996).
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CONCLUSIONS






Conclusions

Dels resultats exposats en aquesta tesi doctoral, es poden extreure les segiients

conclusions:

1. L’estudi de I’estructura intestinal, mitjancant la valoraci6 de parametres
morfometrics per metodes histologics, 1 la determinacié de poblacions
leucocitaries en el GALT i en sang periférica permeten avaluar 1’adaptacié dels

porcs a la introduccié d’una nova dieta.

2. Les alteracions en el complex vellositat-cripta observades a 1‘IP durant el
deslletament dels garrins, juntament amb els canvis inflamatoris i degeneratius
observats a I’'IG, limiten la capacitat digestiva i absortiva dels animals i podrien

justificar el menor ritme de creixement observat durant aquest periode.

3. La incorporacié de 6% de plasma porci assecat en la dieta de garrins deslletats
redueix el grau d’activacio del sistema immunitari, facilitant 1’adaptacio

digestiva post-deslletament, i incrementa I’eficiéncia alimentaria.

4. L’addicié d’un 0.03% de preparat d’extracte de plantes, que contenia carvacrol
(Origanum sp.), cinamaldehid (Cinnamonum sp.) i oleoresina de capsicum
(Capsicum annum), a la dieta de garrins deslletats no té efectes clars ni

consistents sobre la morfologia i el sistema immunitari intestinal.

5. La incorporaci6 de fibra a la dieta dels porcs d’engreix, per la molta grollera del
blat de moro (4 mm) o per la incorporacié d’ingredients fibrosos com la polpa
de remolatxa (8%) o el segd de blat (10%) provoca una lleu resposta

inflamatoria inicial i transitoria al colon proximal i al gangli limfatic associat.

6. La incorporacié de polpa de remolatxa (8%) a la dieta dels porcs d’engreix
podria facilitar 1’adaptacid, ja que redueix la preseéncia de c¢l-lules immunitaries
al colon proximal, a llarg plag. En canvi, la inclusi6 de seg6 de blat (10%) a la
dieta dels porcs d’engreix provoca una activacié inespecifica del sistema

immunitari intestinal.
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7. El consum prolongat de midé cru de patata (25-35%), com a font de mido
resistent, millora la integritat de la mucosa colonica, alhora que provoca una

menor activacié limfocitaria intestinal i sistémica en porcs d’engreix.
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