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RESUM

El concentrat de plasma assecat per polvoritzacié (SDP) i el d'immunoglobulines (IC) sén
suplements dietéetics que han estat ampliament utilitzats en I'alimentacié dels animals de granja i
gue han estat proposats com alternativa a I'Gs dels antibiotics com a promotors del creixement,
especialment durant el periode posterior al deslletament. Aquests suplements incrementen la
taxa de creixement degut, en part, a que atenuen la resposta del sistema immunitari. Per
exemple, s’"ha pogut observar que la suplementacid dietética amb proteines plasmatiques redueix
la sobreestimulacié immunitaria en un model de malaltia inflamatoria intestinal. El sistema
immunitari mucosal comu connecta els llocs inductors (en aquest cas la mucosa intestinal) amb
els llocs efectors (com les mucoses naso- i broncoalveolar o la genito-urinaria), que facilita el
moviment de cél-lules immunitaries entre teixits allunyats anatomicament i permet que la dieta
moduli la resposta associada a infeccions extraintestinals. Aixi doncs, ens hem plantejat si la
suplementacio dietética amb proteines plasmatiques podia modular la resposta immunitaria en
una inflamacié pulmonar aguda. Primerament es va establir una pauta adequada per obtenir un
model d’inflamacié pulmonar robust i reproduible. Seguidament s’han estudiat els efectes dels
suplements SDP i IC sobre la resposta immunitaria en aquest model d’inflamacid, en ratolins
acabats de deslletar. S’han analitzat cél-lules i mediadors inflamatoris involucrats tant en la
resposta innata, com en la resposta adaptativa. Finalment, també s’han estudiat els efectes dels
pinsos experimentals sobre diferents elements que intervenen en la resolucié de la resposta
inflamatoria, com les cél-lules reguladores i les citocines antiinflamatories. L'administracié de LPS
produeix una migracidé de leucocits i un alliberament massiu de citocines i quimiocines
proinflamatories, que recluten i activen monaocits i neutrofils a I’espai alveolar i al teixit pulmonar.
A més estimula la immunitat adaptativa, en la que hi ha un increment considerable de limfocits Th
activats, aixi com una gran produccié de citocines. Ambdues dietes disminueixen el reclutament
de leucocits, sobretot els neutrofils i els monocits. Tot i que la resposta innata és més extensa, les
dietes sén més efectives sobre la resposta adaptativa, on redueixen les poblacions limfocitaries
estimulades per I'LPS tant a pulmdé com a sang. Els suplements també atenuen de forma notable
I’efecte de I'LPS sobre I'expressio de citocines i quimiocines proinflamatories a I’espai alveolar. Els
efectes de I'SDP i I'IC estan mediats per canvis en I'expressié de citocines antiinflamatories, ja que
augmenten la concentracié de IL-10 a pulmd i a jeju, i la del TGF-B a pulmd. Ambdues dietes
redueixen el balang entre els limfocits Th activats i els limfocits T reguladors, d’aquesta manera
atenuen la magnitud de la resposta inflamatoria i augmenten la concentracié de mediadors
essencials per la reparacid del teixit. Els resultats d’aquest estudi indiquen que els suplements
amb proteines plasmatiques poden limitar la resposta immunitaria pulmonar i podrien ser atils en

la prevencid i atenuacio de les malalties inflamatories extraintestinals.



RESUMEN
]

El concentrado de plasma secado por pulverizacion (SDP) y el de inmunoglobulinas (IC) son
suplementos dietéticos que han estado ampliamente utilizados en la alimentacién de los animales
de granja y que han estado propuestos como alternativa al uso de los antibidticos como
promotores del crecimiento, especialmente en el periodo posterior al destete. Estos suplementos
incrementan la tasa de crecimiento debido, en parte, a que atenlan la respuesta del sistema
inmunitario. Por ejemplo, se ha podido observar que la suplementacién dietética con proteinas
plasmaticas reduce la sobreestimulacién inmunitaria en un modelo de enfermedad intestinal. El
sistema inmunitario mucosal comun conecta las areas inductoras (en este caso la mucosa
intestinal) con las areas efectoras (las mucosas naso- y broncoalveolares o la genito-urinaria), que
facilita el movimiento de células inmunitarias entre tejidos alejados anatémicamente y permite
gue la dieta module la respuesta asociada a infecciones extraintestinales. Asi pues, nos hemos
planteado si la suplementacion dietética con proteinas plasmaticas podia modular la respuesta
inmunitaria en una inflamacién pulmonar aguda. Primeramente se establecidé una pauta adecuada
para obtener un modelo de inflamacidn pulmonar robusto y reproducible. Seguidamente se han
estudiado los efectos de los suplementos SDP y IC sobre la respuesta inmunitaria en este modelo
de inflamacién, en ratones recién destetados. Se han analizado células y mediadores
inflamatorios involucrados tanto en la respuesta innata, como en la respuesta adaptativa.
Finalmente, también se han estudiado los efectos de los piensos experimentales sobre diferentes
elementos que intervienen en la resolucion de la respuesta inflamatoria, como las células
reguladoras y las citocinas antiinflamatorias. La administracién de LPS produce una migracion de
leucocitos y una liberacidn masiva de citocinas y quimiocines proinflamatorias, que reclutan y
activan monocitos y neutrdéfilos al espacio alveolar y al tejido pulmonar. Ademas estimula la
inmunidad adaptativa, en la cual hay un incremento considerable de linfocitos Th activados, asi
como una gran produccion de citocinas. Ambas dietas disminuyen el reclutamiento de leucocitos,
sobre todo los neutréfilos y los monocitos. Aunque la respuesta innata es mds extensa, las dietas
son mas efectivas sobre la respuesta adaptativa, donde reducen las poblaciones linfocitarias
estimuladas por el LPS tanto a pulmdén como a sangre. Los suplementos también atentan de
forma notable el efecto del LPS sobre la expresidn de citocinas y quimiocinas proinflamatorias en
el espacio alveolar. Los efectos del SDP y el IC estan mediados por cambios en la expresion de
citocinas antiinflamatorias, ya que aumentan la concentracion de IL-10 a pulmén y a yeyuno, y la
del TGF-B a pulmén. Ambas dietes reducen el balance entre los linfocitos Th activados y los
linfocitos T reguladores, de esta manera atentan la magnitud de la respuesta inflamatoria y
aumentan la concentracion de mediadores esenciales para la reparacién del tejido. Los resultados
de este estudio indican que los suplementos con proteinas plasmaticas pueden limitar la
respuesta inmunitaria pulmonar y podrian ser utiles en la prevencidon y atenuacién de las

enfermedades inflamatorias extraintestinales.



SUMMARY
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The concentrated spray-dried plasma (SDP) and immunoglobulin (IC) are dietary supplements that
have been widely used in the diet of farm animals and proposed as an alternative to the use of
antibiotics as growth promoters, especially in the subsequent weaning period. These supplements
increase the growth rate, in part because they attenuate the response of the immune system. For
example, it has been observed that the dietary supplementation with plasma proteins reduces the
immune overstimulation in a model of inflammatory intestinal disease. The common mucosal
immune system connects the inductive sites (in this case the intestinal mucosa) with the effector
sites (as nasopharyngeal and bronchoalveolar mucosa or genito-urinary), which facilitates the
movement of immune cells between anatomically distant tissues and allows the diet to modulate
the associated response to intestinal infections. Consequently, the aim of the present thesis was
to evaluate whether the dietary supplementation with plasma proteins could modulate the
immune response in an acute lung inflammation. First, a suitable pattern was established in order
to obtain a robust and reproducible inflammatory lung model. Next, the effects of SDP and IC
supplementation on the immune response in this inflammation model were studied in newly
weaned mice. Cells and inflammatory mediators involved either in innate response as in adaptive
response have been analyzed. Finally, the effects of experimental feed on different elements
involved in the resolution of the inflammatory response, such as regulatory cells and
inflammatory cytokines, have also been assessed. The administration of LPS produces a migration
of leukocytes and a massive release of pro-inflammatory cytokines and chemokines, which recruit
and activates monocytes and neutrophils in the alveolar space and lung tissue. Furthermore, it
also stimulates the adaptive immunity, in which there is a considerable increase of the activated
Th cells, as well as a large production of cytokines. Both diets decreased the recruitment of
leukocytes, particularly neutrophils and monocytes. Although the innate response is more
extensive, the diets are more effective on the adaptive response, where the lymphocyte
populations stimulated by LPS in both lung and blood is reduced. The supplements also
significantly attenuated the effect of LPS on the expression of pro-inflammatory cytokines and
chemokines in the alveolar space. The effects of SDP and IC are mediated by changes in the
expression of anti-inflammatory cytokines, since they increased the concentration of IL-10 in lung
and jejunum, and TGF-B in lung. Both diets reduced the balance between activated Th cells and
regulatory T cells, in such a way that, the magnitude of the inflammatory response is attenuated
and the concentration of essential mediators for tissue reparation is increased. In conclusion, the
results of this study indicate that plasma protein supplementation is able to limit the pulmonary
immune response and could be useful in the prevention and attenuation of the extraintestinal
inflammatory diseases.
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