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INTRODUCCION

El mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal es fundamental no
s6lo para el perfecto desarrollo de las distintas funciones intestinales, sino también
como barrera de proteccién frente a la colonizacion por agentes patégenos. La dieta
puede afectar a las caracteristicas de la mucosa intestinal. En este sentido, trabajos
previos en conejos alimentados con distintos tipos de fibra han puesto de manifiesto
como la inclusién de fibras mas solubles, producen un alargamiento en la longitud de
los villi y una mejora en la actividad de los enterocitos; mientras que la inclusion de
fibras mas lignificadas da lugar a una atrofia estructural y a una menor actividad de
las células intestinales (Chiou et al., 1994; Gbmez-Conde M.S. et al., 2004; Garcia et
al., 1997). Un dafio en la mucosa intestinal puede afectar a la respuesta inmune,
pudiendo resultar este efecto aun mayor en el caso de animales jévenes, en los que
ya se ha observado (Lanning et al., 2000 y Campin et al., 2003) como el sistema
inmune asociado a mucosa no se encuentra totalmente desarrollado. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar el efecto del tipo de fibra sobre la poblacién linfocitaria
de la lamina propia intestinal.

MATERIAL Y METODOS

Piensos. Para estudiar el efecto de dieta sobre la regulacion de la respuesta
inmune, se formularon tres dietas isoenergéticas, isoproteicas, con el mismo
contenido en almidén vy fibra total, pero en las que se fue modificando la relacion
entre el porcentaje de fibra soluble respecto a la insoluble, utilizando como
principales fuentes de fibra: cascarilla de avena, heno de alfalfa y una mezcla de
pulpa de remolacha y pulpa de manzana. Los ingredientes y la composiciéon quimica
se recogen en la tabla 1. El acceso de los animales al pienso fue a voluntad y se les
suministré 200 ppm de sulfato de apramicina y 120 ppm de tilosina tartrato en el
agua de bebida.

Tabla1. Ingredientes y composicion quimica de los piensos experimentales

Dietas Cascarilla de avena Alfalfa Pulpas
Ingrediente, %
Heno de alfalfa 13.9 28.3 13.9
Cascarilla de avena 14.7 0 0
Pulpa de remolacha 0 2.3 15.0
Pulpa de manzana 0 0 5.0
Composicion quimica, %MS (Valor determinado)
Almidén? 20.8 21.1 20.5
FND? 35.8 335 33.1
Fibra soluble’ 7.9 10.3 13.1
ED kcal/lkg MS 2965 3008 3121

Ingredientes comunes: Trigo cocido: 32.3%, Salvado:8.4%, Girasol 36: 7.1%, Soja 44: 11.1%
"Valor calculado a través del analisis de las materias primas mediante el métodos de Hall (1998)
%Valor determinado de acuerdo con los procedimientos de la AOAC (1995) y Van Soest (1991)
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Animales. Se empledé un total de 36 animales (12 por tratamiento) de la raza
Blanco NeozelandésxCaliforniano, destetados con 25 dias de edad y un peso medio
de 524+110 (desv. std.) gramos. Los animales fueron asignados a las tres dietas sin
realizar distincidon entre sexos y utilizando la camada como bloque. A los 35 dias de
edad y un peso medio de 964+155, se procedié al sacrificio de los animales
mediante la administraciéon endovenosa de barbitdricos (pentobarbital sdédico,
Dolethal).

Técnicas analiticas. El aislamiento de linfocitos en lamina propia se realizé
conforme al procedimiento descrito por Eiras et al. (1998). Para lo cual, se tomé una
muestra de duodeno de 1 mm de longitud, situada inmediatamente después de la
primera flexura duodenal. Dicha muestra se abri6é longitudinalmente y se incubd
durante 45 minutos en un medio de cultivo que contenia 5 ml de una solucion de
RPMI/Suero de ternera fetal al 10% y 50 pl de colagenasa (1.5mg/ml). La cantidad
de linfocitos en Lamina propia (LPL), su caracterizacién fenotipica (CD45: marcador
general de linfocitos, CD5: marcador de linfocitos T, CD4: marcador de Linfocitos T
cooperadores, CD8: marcador de linfocitos T citotoxicos), asi como el estado de
activacion de los mismos (CD25: receptor de la interleukina2) se realizé incubando
las muestras con los correspondientes anticuerpos monoclonales (Cymbus
Biotechnology). El analisis de datos se realiz6 mediante citometria de flujo tricolor en
FACScan estandar (Becton Dickinson).

Andlisis estadistico. Los datos fueron analizados mediante analisis de
varianza utilizando el procedimiento GLM del SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). El
efecto principal estudiado fue la fuente de fibra, introduciendo la camada como
bloque y el peso al destete como covariable. La comparacion entre medias se realizé
mediante un test LSD protegido.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se muestran los resultados del efecto del tipo de fibra sobre la
cantidad de linfocitos de la lamina propia y la distribucion fenotipica en gazapos de
35 dias de edad. No se observo ningun efecto significativo del tratamiento sobre el
porcentaje total de linfocitos, resultando ademas este valor marcadamente superior a
los medidos en trabajos previos (Campin et al., 2003).

Tabla 2. Efecto del tipo de fibra sobre la cantidad de linfocitos de la lamina propia (LPL) y la
distribucion fenotipica (% sobre total linfocitos) presentes en duodeno

Casc. Avena _ Heno de alfalfa Pulpas EEM' P

%Linfocitos 8.69 5.14 4.83 1.95 0.3547
CD5+ (linfocitos T) 76.76 74.17 75.88 3.80 0.8952
CD5- (linfocitos B) 23.24 25.83 2412 3.80 0.8952
CD25+ 11.17° 19.05° 14.84° 1.85 0.0290
CD5+CD25+ 8.36 15.29 11.57 1.84 0.0572
CD4+ 26.25 33.95 35.06 3.87 0.2546
CD8+ 30.32 26.88 21.34 2.61 0.0743
CD4+CD8+ 25.05 22.49 23.68 3.39 0.8718
"n=12
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El porcentaje total de linfocitos que expresd el marcador de superficie CD5+,
asi como el que no lo expres6 CD5-, no se vio afectado por el tipo de pienso,
resultando como media del 75.6% y 24.4%, respectivamente. De estos resultados se
comprueba, al igual que ya se observd en trabajos previos (Campin et al., 2003)
como los animales a 35 dias no presentan un sistema inmune desarrollado,
predominando el porcentaje de linfocitos T sobre el de linfocitos B y natural killer.

Al estudiar el grado de activacion de estos linfocitos mediante la expresion del
marcador de superficie CD25, los animales que ingirieron los piensos con un menor
contenido en fibra soluble presentaron una menor activacion linfocitaria. Tanto la
proporcion de linfocitos totales y de los linfocitos T CD25+ fue significativamente
inferior en la dieta de cascarilla de avena respecto a las de pulpa y de alfalfa (11.17
vs 16.94, P=0.03 y 8.36 vs 13.43, P=0.057, respectivamente).

En este experimento, el hecho de que en los animales que consumieron el
pienso con cascarilla de avena, se redujese el porcentaje de linfocitos CD25+
(receptores de la IL-2), al mismo tiempo que el porcentaje de linfocitos CD8+
tendiese a aumentar, podria estar poniendo de manifiesto una respuesta inmune de
tipo celular producida por un antigeno de tipo endégeno o por la translocacion de
una toxina capaz de atravesar la mucosa intestinal. En este sentido, en trabajos
previos (Gémez-Conde, 2004), ya se ha observado como dietas con cascarilla de
avena ejercen un efecto negativo sobre la mucosa intestinal, reflejado por un
acortamiento en la longitud de los villi y probablemente por un incremento en la
permeabilidad de la membrana que podria estar favoreciendo la translocacion
directa de toxinas.
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