Universitat
de Barcelona

Efectes de la suplementacio dietéetica amb
proteines plasmatiques sobre la resposta
immunitaria en un model d’inflamacié pulmonar
aguda en ratoli

Monica Maij6 Ferré

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual
Unicament per a usos privats emmarcats en activitats d’investigacié i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb
finalitats de lucre ni la seva difusi6 i posada a disposicié des d’'un lloc alié al servei TDX. No s’autoritza la presentaci6 del
seu contingut en una finestra o marc ali€ a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio
de la tesi com als seus continguts. En la utilitzaci6 o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de
propiedad intelectual Unicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se
autoriza su reproduccion con finalidades de lucro ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio
TDR. No se autoriza la presentacién de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de
derechos afecta tanto al resumen de presentacién de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de partes de
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private uses placed
in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading and
availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service is
not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using
or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




U

iﬂmw@rwﬂ UNIVERSITAT DE BARCELONA

B,

Grup de Fisiologia Digestiva i Adaptacions Nutricionals
Departament de Fisiologia
Facultat de Farmacia
Institut de Nutricio i Seguretat Alimentaria de la UB

EFECTES DE LA SUPLEMENTACIO DIETETICA AMB
PROTEINES PLASMATIQUES SOBRE LA RESPOSTA
IMMUNITARIA EN UN MODEL D’INFLAMACIO PULMONAR
AGUDA EN RATOLI

Programa de Doctorat: Biotecnologia Molecular

Directors:

Dra. Anna Pérez Bosque
Professora associada de Fisiologia

Dr. Miquel Moreté Pedragosa
Catedratic de Fisiologia

Dr. Javier Polo Pozo
Responsable 1+D, APC Europe SA

Monica Maijoé Ferré
Barcelona 2011



I. INTRODUCCIO



I, INTRODUCCIO
|

1. SISTEMA RESPIRATORI

Les funcions del sistema respiratori sén la distribucié de l'aire i I'intercanvi de gasos, per aportar
oxigen i eliminar dioxid de carboni de les cel-lules de I'organisme. Totes les arees del sistema
respiratori, excepte els alveols, funcionen

com a distribuidors d’aire. Només els alveols i _

els diminuts conductes alveolars que s’obren
. i i Cavitat nasal
en ells funcionen com intercanviadors de  T5cte

gasos. A més de la distribucié de l'aire i  superior )
Faringe
I'intercanvi de gasos, el sistema respiratori
filtra, escalfa i humidifica I'aire que respirem i - ;
’ q P \ J<——Traquea
7 . \ . Y
també ajuda a I'homeostasi del pH de W
I'organisme.

Tracte

. . . L Bronquis
El sistema respiratori pot dividir-se en tracte . ferior

primaris
superior i inferior. Els organs del tracte

respiratori superior estan localitzats per

damunt del torax, o cavitat toracica, mentre
que els del tracte inferior es localitzen quasi . . . .

Figura I-1. Estructura del sistema respiratori.
per complet dins d’ell (Figura I-1).

1.1. FISIOLOGIA | ANATOMIA PULMONAR

1.1.1. Estructura pulmonar

La via aeria sublaringia constitueix I'arbre traqueobronquial. La traquea esta localitzada en el
mediasti superior i constitueix el tronc de l'arbre, aquesta es bifurca a nivell del pla toracic
transvers en dos bronquis principals (primaris), els quals entren a cada pulmé a través del hiali.
Després que els bronquis principals penetrin als pulmons, es divideixen en bronquis secundaris o
lobulars, entrant cadascun en un |obul. Els I0buls pulmonars es divideixen a la vegada en unitats
funcionals denominades segments broncopulmonars. En linterior de cada segment
broncopulmonar existeixen multiples tubs, el diametre dels quals es redueix progressivament, de
manera que es forma I’arbre bronquial. Els tubs més petits acaben en les estructures més petites,
perd funcionalment les més importants del pulmé, els alvéols, on és produeix l'intercanvi de

gasos.
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1.1.2. Funcions dels pulmons, bronquis i alveols

La distribucié de l'aire la realitzen els conductes bronquials, mentre que els responsables de

I'intercanvi de gasos entre I'aire i la sang sén els alvéols i els capil-lars sanguinis que els envolten.

L'aire que entra pel nas sol estar contaminat per un o varis irritants, com pot ser el pol-len, la pols
0 microorganismes. El sistema respiratori consta d’'un mecanisme molt perfeccionat que elimina
gairebé totes les formes contaminants abans de que l'aire arribi als conductes bronquials i als
alvéols. El principal mecanisme de purificacié és la capa de moc protector que recobreix I'arbre
bronquial, aquesta capa forma una lamina continua, que cobreix la zona per on passa l'aire.
Aquesta capa de moc es desplaca des de les zones més baixes dels bronquis fins a la faringe,
mitjancant el moviment dels cilis, els quals cobreixen les cel-lules epitelials de la mucosa

respiratoria i es mouen en una sola direccid.

2. TEIXIT LIMFOIDE ASSOCIAT A LES MUCOSES

El sistema immunitari mucosal és responsable de mediar les relacions simbiotiques entre I’hoste i
els microorganismes endogens (bactéries comensals), i funciona com a primera barrera fisica i
immunologica de defensa contra els microorganismes patogens (Mestecky et al., 2003; Figura I-2).
El sistema immunitari mucosal manté I’homeostasi immunologica a través de I'extensa superficie

epitelial, que travessa les cavitats oral i nasal del tracte respiratori, intestinal i genito-urinari.

Figura I-2. Sistema immunitari mucosal
comu. Diverses zones mucosals, a
través de I'organisme actuen com una

-
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La major part d’antigens que entren en contacte amb el sistema immunitari ho fan a través de les
mucoses dels tractes respiratori, gastrointestinal i genito-urinari. La iniciacié de les respostes
immunitaries antigen-especifiques és en arees especials, que consten de cel-lules “MICROFOLD” o
cél-lules de membrana “M”, localitzades en els fol-licles de I'epiteli del teixit limfoide associat a les
mucoses (MALT; Mucosa- Associated Lymphoid Tissue). Aquests fol-licles contenen totes les
cel-lules immunocompetents que es requereix per generar una resposta immunitaria; limfocits T,
limfocits B i cel-lules presentadores d’antigen (APCs; Antigen Presenting Cells). La resposta
immunitaria generada per les estructures limfoides organitzades del MALT té dues conseqliencies
importants. Una és el desenvolupament de cel-lules B capaces de produir immunoglobulines
especifiques d’antigen que poden anar als ganglis limfatics mesenteérics i a altres teixits mucosals,
on es diferencien a cél-lules plasmatiques. La segona conseqiiéncia fruit de I'entrada de I'antigen i
de la seva presentacio és I'activacid i la diferenciacié de cel-lules T que posteriorment migraran

fora del MALT i van tant a teixits mucosals com a teixits periferics (Brandtzaeg i Pabst, 2004).

El sistema immunitari mucosal es pot dividir en arees inductives, on els antigens de les superficies
mucosals estimulen els limfocits T i limfocits B, i arees efectores, on les cel-lules efectores després
de la seva extravasacié i diferenciacid inicien la resposta. Les arees inductives de la immunitat sén
les plaques de Peyer (PPs) i els ganglis limfatics, col-lectivament anomenats teixit limfoide associat
a l'intesti organitzat (Organized GALT; Organized Gut-Associated Lymphoid Tissue), com a zones
inductives pel tracte gastrointestinal, mentre que les amigdales i els adenoides, formen part del
teixit limfoide nasal (NALT; Nasal-Associated Lymphoid Tissue), del tracte respiratori superior i la
cavitat oral. Les arees efectores consisteixen en diferents compartiments histologics, incloent la
lamina propria, I’estroma de les glandules exocrines i les superficies epitelials, i sGn on es generen
les immunoglobulines secretades i on per exemple es produeix la inflamacié al-lergica. El sistema
immunitari mucosal comu (CMIS; Common-Mucosal Immune System) connecta les arees
inductores amb els diferents llocs efectors per a la generacié d’una resposta en que es produeixen
limfocits T helper 2 (Th2) dependents de la immunoglobulina A (IgA), limfocits T helper 1 (Th1l) i
limfocits T supressors/citotoxics (Ts/c) dependents de la resposta immunitaria, els quals
funcionen com la primera linia de defensa de la superficie mucosal (Yuki i Kiyono, 2003; Kiyono i
Fukuyama, 2004; Figura I-3).

A les vies respiratories superiors també es troben grans agregats de fol-licles limfoides, com ara
aquells que estan a lintesti, les PPs. Aquests agregats estan descrits en una gran varietat
d’especies incloent rosegadors, pollastres, gats, conills, ovelles, porcs, hamsters, i també en

humans (Beinenstock i Clancy, 2005; Beinenstock i McDermott, 2005).
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Figura I-3. Esquema del sistema immunitari mucosal comu. Els antigens sén transportats al
NALT o a les PPs a través de les cél-lules M presents a I'epiteli. Les cél-lules dendritiques (DCs;
Dendritic Cells) processen i presenten l'antigen a les cél-lules T del corresponent teixit,
mitjangant el receptor de cél-lules T (TCR; T Cell Receptor). Els limfocits Th estimulats per les DCs
indueixen les cél-lules B per que secretin IgA en els centres germinals del fol-licle limfoide.
Aquestes cel-lules migren del NALT o les PPs als ganglis limfatics cervicals o els ganglis limfatics
mesenterics, respectivament. Finalment migren als llocs efectors a través del conducte toracic i

la circulacié sanguinia (Kiyono i Fukuyama, 2004).

2.1. SISTEMA IMMUNITARI PULMONAR

El teixit limfoide associat als bronquis (BALT; Bronchus-alveolar lymphoid tissue) i el NALT, sén

teixits encarregats de desenvolupar una resposta als microorganismes patogens inhalats.

El BALT va ser considerat pels primers investigadors com un teixit limfoide mucosal secundari,
localitzat en les parets de les vies respiratories (Sminia et al., 1989), similar a les PPs a l'intesti

prim. Tot i que el BALT no esta constitutivament present en tots els mamifers, els que el tenen
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més diferenciat sén els ratolins i els humans (Randall, 2010). El BALT s’indueix també per
I’exposicid a microorganismes o agents irritants (Tshering i Pabst, 2000). El NALT esta descrit
principalment en els rosegadors, com a dos agregats limfoides separats. El NALT es desenvolupa

després del naixement.

2.1.1. Teixit limfoide associat als bronquis

El terme BALT s’utilitza sovint per denominar un ampli ventall de teixits, distribuits en diversos
espais de tot el pulmd (Pabst, 2007). El BALT esta format per un dens grup de limfocits amb
estructura fol-licular, disposat en una xarxa de cél-lules de I'estroma i subjacent a I'epiteli
broncoalveolar (Randall, 2010). El BALT forma part del sistema immunitari mucosal comu, que
també inclou el GALT i el NALT, entre d’altres. El desenvolupament del BALT no esta programat,
comencga després del naixement, i apareix en zones anatdmicament no limfocitiques. La seva
formacid també es pot induir en diferents malalties, com malalties inflamatories croniques,
infeccions o malalties autoimmunes (Aloisi i Pujol-Borrell, 2006), i aleshores s’anomena BALT
induible (iBALT). Aquest iBALT no té sempre una estructura definida o un lloc rigords al pulmé. Per
exemple, el iBALT no sempre esta a I'epiteli, ni es troba sempre associat a les vies respiratories.
Siné que el iBALT pot estar localitzat al llarg de tot el pulmé, adjacent a les petites artéries
pulmonars (Moyron-Quiroz et al., 2006). Un zona important per la formacié del iBALT és I'espai
perivascular, que presenta un gran nombre de capil-lars periarterials (Pabst i Tscherning, 2002).

Sovint, en la inflamacidé pulmonar, aquest espai esta densament poblat de limfocits.

El BALT requereix canvis estructurals com el desenvolupament d’una xarxa de cel-lules de
I’estroma, arees de separacié de cél-lules B i cél-lules T, la formacié d’arees de cél-lules
dendritiques (FDCs; Follicular Dendritic Cells) dins dels fol-licles de cel-lules B i el desenvolupament
de venules endotelials altes (HEVs; High Endothelial Venules), aixi com els vasos limfatics per
facilitar I’entrada i sortida de leucocits del BALT. Les arees de cel-lules T es troben envoltant els
fol-licles de cél-lules B (Figura I-4; Woodland i Randall, 2004). Dins d’aquestes arees T també es
troben DCs, cél-lules plasmatiques (GeurstsvanKessel et al., 2009), macrofags (Hiramatsu et al.,

2003) i ocasionalment eosinofils i neutrofils (Lee et al., 1997).
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Figura I-4. Organitzacié del BALT muri. Pulmons d’un ratoli, on
les arees blaves corresponen als fol-licles de cel-lules B. Les
arees vermelles corresponen a les cél-lules T, algunes estan
rodejant els fol-licles i algunes dispersen en els fol-licles B. Les
DCs (verd) estan localitzades principalment en les arees de
ceél-lules T (Randall, 2010).

2.1.2. Teixit limfoide associat nasal

El NALT és un teixit limfoide present només en rosegadors. En la cavitat nasal dels rosegadors
existeixen unes estructures limfoides situades sobre del paladar tou i a I'entrada del conducte
faringeal, son I'analeg del Waldeyer’s ring en humans. El NALT esta format per cél-lules epitelials
associades al fol-licle (FAE; Follicle-Associated Ephitelium), cél-lules M, aillades o en grups, cel-lules
presentadores d’antigen, DCs i macrofags. EI NALT també esta format per agregats limfoides
secundaris, que estan caracteritzats per contenir arees fol-liculars de cél-lules B i arees
parafol-liculars de cel-lules T (Kiyono i Fukuyama, 2004). Els agregats de limfocits estan molt
vascularitzats, amb HEVs presents sobretot en els nodes limfatics. No hi ha vasos limfatics
aferents, i els vasos limfatics eferents drenen cap els ganglis limfatics cervicals a la part superior
del torax (Andoh et al., 2002). Per tant el NALT conté les cel-lules necessaries per la induccid i
regulacié d’'una resposta immunitaria mucosal causada per la inhalacié d’un antigen. Totes
aquestes caracteristiques fenotipiques indiquen que el NALT esta format per cel-lules
immunocompetents que poden transitar, des de i a llocs distants (Bienenestock i McDermott,
2005).

2.1.3. Resposta immunitaria del BALT i el NALT

El BALT esta involucrat en la resposta immunitaria als agents infecciosos i antigenics. El CMIS
comporta un flux de cel-lules del GALT a altres llocs mucosals (Bienenstock i McDermott, 2005). Ja
fa més de 35 anys que Rudzik et al. (1975) va demostrar que els limfocits del GALT poden poblar
la mucosa bronquial i aquest procés també es pot produir en el sentit invers. Pero no ha estat fins
epoques més recents, quan s’ha vist que la inflamacié pulmonar s’inicia amb un increment de

limfocits B i limfocits T a les vies respiratories i al parenquima pulmonar. Les cél-lules B comencen
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una expansio clonal en els centres germinals, on es diferencien a cél-lules plasmatiques o cél-lules
B memoria (Randall, 2010). Les cél-lules T sén reclutades pel BALT i segons I'antigen inhalat es
diferenciaran en el corresponent subtipus. L'epiteli expressa el complex major
d’histocompatibilitat de classe | (MHC; Major Histocompatibility Complex) de forma habitual o
constitutiva, i quan hi ha inflamacié també expressen el MHC de classe Il i les molecules B7,

proteines que coestimulen al limfocit T durant I’activacié immunitaria (Randall, 2010).

El NALT és la primera estructura del sistema immunitari que respon als antigens inhalats. S’ha
mostrat que esta involucrat en la generacid de senyal positius i negatius de regulacié per la
induccié de la immunitat especifica a I'antigen i tolerancia, respectivament. La resposta del NALT
depén de la identitat de I'antigen, i segons aquesta els limfocits Th es diferencien en el subtipus
corresponent. En alguns casos també es formen centres germinals, com per exemple per

I’administracid intranasal d’un reovirus (Zuercher et al., 2002).

En els organs limfoides mucosals, com les PPs, es generen respostes immunitaries a través de les
cél-lules T, que produeixen la interleucina-5 (IL-5), el factor de creixement transformant- (TGF-B;
Transforming Growth Factor-beta) o la IL-10 (Kiyono i Fukuyama, 2004). A més, les respostes
immunitaries mucosals als antigens alimentaris o de les bacteries comensals sovint provoquen
I’aparicié de cél-lules T reguladores (Treg; Fujishahi et al., 2001). Aquestes dades suggereixen que
el BALT podria produir una resposta mucosal mitjangant les cel-lules Treg, a través de la
diferenciacid de les cel-lules Th. De fet, s’"han observat efectes directes de les cel-lules Treg en la
supressio i desenvolupament del BALT (Kocks et al., 2007). En aquest estudi es mostra que els
ratolins deficients del receptor de quimiocines CCR7, tenen un nombre reduit de cél-lules Treg als
nodes limfatics bronquials i aquests animals sdn propensos a desenvolupar BALT sense estar
exposats a cap agent immunologic. A més, el desenvolupament del iBALT s’evita amb la
transferéncia adoptiva de céllules Treg als animals CCR7”, concretament suprimint activitat de

les cel-lules T autoreactives (Kocks et al., 2007).

3. SISTEMA IMMUNITARI PERIFERIC

Els talls, les abrasions i les ferides proporcionen vies d’entrada als patogens a través de la pell.
Amb poques excepcions les infeccions romanen summament localitzades i desapareixen en uns
dies sense causar malaltia. En cas contrari intervé el sistema immunitari, que implica la
intervencid de proteines solubles i receptors de la superficie cel-lular, que reconeixen al patogen i

els seus productes. Un cop el patogen ha estat reconegut, la segona part de la resposta implica
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I’activacid dels mecanismes efectors per a la seva eliminacié. La resposta immunitaria és I'accié
integrada d’un gran nombre de mecanismes de defensa contra aquests antigens i consta de dos

tipus, la immunitat innata i la immunitat especifica.

Immunitat innata (inespecifica): esta constituida per mecanismes existents amb
anterioritat al desenvolupament de la infeccid, capacos d’establir respostes rapides. Els
macrofags i neutrofils (principals elements del sistema immunitari innat) proporcionen
una primera linia de defensa contra molts microorganismes comuns, i sén essencials per
al control de les infeccions bacterianes habituals. No obstant aix0, la immunitat innata no
sempre pot eliminar I'organisme infeccids i hi ha alguns patogens que no pot reconeixer.
Les cél-lules dels sistema immunitari innat tenen un paper crucial en la iniciacié i posterior
direccié de les respostes immunitaries especifiques, aixi com en l'eliminacié d’aquells

patogens que han estat seleccionats per la resposta immunitaria adaptativa.

Immunitat adaptativa (especifica): es caracteritza per una especificitat extraordinaria per
a diferents molecules i per la capacitat de “recordar” i respondre amb major intensitat
després d’exposicions repetides a un mateix microorganisme. El sistema immunitari
adaptatiu ha evolucionat per proporcionar una defensa més versatil, que a més, té

tendéncia a evitar que I'agent infeccids provoqui malaltia en una segona infeccid.

3.1. IMMUNITAT INNATA

Si I'antigen aconsegueix travessar les barreres no immunologiques, s’inicia la immunitat innata, en
qgue participen diferents elements. Per una banda, hi ha les cel-lules fagocitiques i les cel-lules
assassines naturals (NK; Natural Killer). Per altra banda, intervenen unes proteines solubles
anomenades citocines i unes glicoproteines, les quimiocines, que desenvolupen un paper
important en la resposta inflamatoria. En relacid a les cél-lules fagocitiques trobem per una banda

els monocits i els macrofags, i per I'altra els neutrofils polimorfonuclears.

Els macrofags maduren continuament a partir dels monocits circulants i abandonen la circulacié
per migrar als teixits de tot I'organisme. Son activats per gran varietat d’estimuls i poden adquirir
formes diferents. Es troben en tots els organs i teixits connectius i reben noms especials per
designar localitzacions especifiques. Per exemple, en el tracte respiratori sén els “macrofags
alveolars”, i es troben en un nombre especialment elevat als pulmons (on es localitzen en
Iinterstici i als alveéols). Els fagocits mononuclears intervenen de forma important en les

interaccions bidireccionals entre la immunitat innata i I'adaptativa. Les funcions principals en la



I, INTRODUCCIO
]

resposta innata sén: fagocitar particules estranyes com microorganismes, macromolécules, entre
elles antigens i també teixits propis que estiguin danyats o morts. També fagociten particules
recobertes per proteines del complement. Les substancies fagocitades sén degradades dins dels
macrofags mitjangant enzims lisosomals. L'altra funcié important és produir citocines que
recluten a altres cél-lules inflamatories, especialment neutrofils, i que sén responsables de molts

efectes sistemics de la inflamacio, com per exemple la febre.

Els macrofags expressen I'0Oxid nitric sintasa induible (iNOS; inducible Nitric Oxide Synthase), un
enzim important en la defensa immunitaria front els patogens i les cel-lules tumorals (Cary et al.,

2006). La iNOS produeix oxid nitric (NO; Nitric Oxide), una molécula que intervé en molts

processos biologics. La presencia de iNOS als macrofags i a les cél-lules epitelials pulmonars és
significant i pot produir entre 100 i 1000 vegades més NO que els enzims constitutius i durant
periodes més llargs de temps. L'excessiva alliberacié de NO produeix toxicitat cel-lular i lesié del
teixit, que contribueixen a la patologia d’un gran nombre de desordres i malalties (Joubert i

Malan, 2011).

La segona major familia de fagocits son els neutrofils polimorfonuclears (PMN;
Polymorphonuclear Neutrophils), que es generen i es perden en grans quantitats cada dia. Sén els
elements principals de la resposta inflamatoria aguda i son els primers que actuen. La principal
funcié que desenvolupen els neutrofils és la fagocitosi, que s’inicia amb la unié a un receptor de
membrana. Els neutrofils fagociten la cel-lula diana mitjangant la formacié de pseudopodes que
envolten la cel-lula, formant un lisosoma, amb la posterior alliberacié dels granuls neutrofilics que
conté en el seu citoplasma i com a resultat provoquen la mort de la cél-lula. De granuls
neutrofilics n’hi ha de tres tipus, els primaris, secundaris i terciaris, que es diferencien pels enzims
que contenen. Alguns granuls sén bactericides, mentre que altres poden degradar la matriu
proteica extracel-lular. Molts neutrofils moren al lloc de la inflamacid, i alliberen els enzims que
contenen, que digereixen restes cel-lulars i tissulars i la fibrina extracel-lular de I'hoste. Poden ser
activats per citocines produides principalment pels macrofags i les cél-lules endotelials. A més, els
neutrofils produeixen un gran nombre de citocines, com la IL-1pB, el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a; Tumor Necrosis Factor-a), el factor estimulador de colonies de granulocits (G-CSF;
Granulocyte Colony-Stimulating Factor), el factor estimulador de colonies de granulocits i
macrofags (GM-CSF; Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor), la IL-6 o la IL-8 entre
d’altres, que poden modular la resposta immunitaria. Durant el reclutament de neutrofils, la
migracio transepitelial té un paper molt important. Els neutrofils, que circulen en el torrent

sanguini, travessen facilment les parets dels vasos sanguinis mitjangant un procés anomenat
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diapedesi. La sortida de neutrofils des del torrent sanguini esta condicionada per la secrecié de la

histamina (produida pels mastocits) i el TNF-a (produit pels macrofags).

Tant els macrofags com els neutrofils tenen un paper clau en totes les fases de defensa de I'hoste.
A més de ser fagocitics posseeixen granuls que contenen enzims, proteines i peptids capacos de

mediar una resposta intracel-lular antibacteriana.

Una funcié important de la resposta immunitaria innata és reclutar més céel-lules fagocitiques i
molécules efectores al focus de la infeccid, mitjancant I'alliberacid de citocines i altres mediadors.
A més els fagocits alliberen altres molécules en resposta a agents infecciosos, incloent espécies
reactives d’oxigen, peroxids i NO. La funcié d’aquestes molecules és oxidar les membranes i les

proteines dels microorganismes patogens pero també danyen els teixits sans de I'hoste.

Les cél-lules NK sén leucocits que s’activen com a resposta a virus i a altres agents que indueixen
un increment d’interferé-y (IFN-y; Interferon-y). Reconeixen i lisen cél-lules infectades per virus o
gue presenten malignitat (cancer). Les cél-lules NK formen sinapsis amb les cél-lules infectades,
pero també amb altres leucocits, inclosos els macrofags i les DCs, fet que els permet integrar les
senyals d’activacié i d’inhibicid (Culley, 2009). Una vegada activades, les cél-lules NK poden
alliberar granuls citolitics que maten la cél-lula diana. A més sén una font molt important de
citocines, principalment IFN-y, perd també produeixen citocines involucrades en la resposta Th2,
com laIL-5ilaIL-13, i la IL-10 (Culley, 2009).

Tal com ja hem anat veient fins ara, totes aquestes cel-lules es comuniquen a través de citocines i

quimiocines.

Les citocines son proteines solubles de baix pes molecular que s’expressen en diferents teixits.
Per exemple a pulmé sén expressades pels leucocits, les cel-lules endotelials, les cél-lules epitelials
i els fibroblasts. Les citocines que tenen un paper més important durant la inflamacié sén el TNF-
a, la IL-1, la IL-6, el G-CSF i el GM-CSF, entre d’altres. En un estat inflamatori es produeixen
elevades quantitats d’aquestes citocines, i es sintetitzen durant la fase d’activacio efectora de la
immunitat innata. L'expressid i secrecid de les citocines es regula abans i després de la

transcripcid, aixi la seva alliberacié és molt rapida.

La citocina IL-1 a més de ser un mediador de la resposta sistemica a les infeccions i a la inflamacid,
com ara la febre i la hipotensid, també té un paper important en la destruccié de la matriu
extracel-lular en diverses malalties, com I’artritis reumatoide i la fibrosis pulmonar (O’Neil i

Dinarello, 2000). Tot i que es produida per una gran varietat de cel-lules, les que més en
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produeixen sén els monocits i els macrofags (Chung, 2001). EI TNF-a també és produit
principalment per monocits i macrofags activats, aixi com per cel-lules com els limfocits, els
neutrofils, els fibroblasts i els mastocits. Es molt important pel desenvolupament de la resposta
immunitaria innata. Es un pirogen endogen que de les moltes funcions que realitza es destaca la

produccié de febre i la induccié de mort per apoptosi (a través de la produccio de IL-1 i IL-6).

Les quimiocines son una gran superfamilia de proteines que es distingeixen pel lloc on conserven
el residu N-terminal de cisteina (Baggiolini et al., 1997). Hi ha 4 grans families que han estat
identificades, i la majoria d’aquestes proteines sén solubles. Les 2 principals families comprenen
els lligands CC (CCLs) i CXCLs, respectivament, mentre que les altres 2 families més petites
inclouen lligands C i un CX5CL, respectivament (Zlotnik i Yoshie, 2000). De les quimiocines CCLs,
algunes de les més importants en la resposta innata sén la CCL2 (MCP-1; Monocyte Chemotactic
Protein), CCL3 (MIP-1a; Macrophage Inflammatory Protein-1a), CCL4 (MIP-1B; Macrophage
Inflammatory Protein-1f), CCL5 (RANTES; Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and
Secreted) i la CCL11 (Eotaxin). | de les CXCLs la CXCL11 (KC; Keratinocyte-derived Chemokine), la
CXCL8 (IL-8) i la CXCL2 (MIP-2; Macrophage Inflammatory Protein-2a). La funcié de les
quimiocines és a multiples nivells, durant el desenvolupament i manteniment dels canvis
immunitaris i inflamatoris. La principal funcié és com a quimioatraients i agonistes que regulen la
migracio i activacid dels leucocits durant la inflamacié i la resposta immunitaria (Allen et al.,
2007). Es a dir, medien el reclutament de leucocits efectors com ara monocits, neutrofils, cél-lules
T, DCs i eosinofils. També influeixen en el resultat de la resposta immunitaria alterant I'estat
d’activacio de les cel-lules efectores migrades. Finalment, les quimiocines sembla que regulen
I'activacié de les cél-lules residents a pulmé incloent les cél-lules alveolars epitelials, cel-lules del
muscul llis i fibroblasts. La CCL2, CCL3 i CCL5 sén quimioatraients pels monocits, limfocits, basofils

i eosinofils. La CXCL1 actua atraient principalment als neutrofils.

3.2. IMMUNITAT ADAPTATIVA

Les caracteristiques de la immunitat adaptativa sén I'especificitat per a molécules diferents, que
la capacita per respondre de forma singular a diferents tipus de microorganismes; i la capacitat
per “recordar” i respondre amb més forca després d’exposicions repetides al mateix
microorganisme. Els components de la immunitat especifica son els limfocits i els seus productes,
entre ells els anticossos. Els mecanismes de la resposta immunitaria especifica activen de forma
coordinada, diferents poblacions cel-lulars (limfocits B i T) i diferents molécules, amb la finalitat

d’eliminar I'agent o substancia estranya. En aquesta immunitat es produeixen dos tipus de
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respostes: la humoral i la cel-lular. Tots dos mecanismes estan intimament relacionats,

col-laborant els diferents components d’un i altre (Figura I-5).

HUMORAL IMMUNITY CELLULAR IMMUNITY
ﬁ/’
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Figura I-5. Esquema de les cél-lules implicades en la resposta adaptativa humoral i cel-lular. A 'esquerra la resposta
humoral mediada per la produccié d’anticossos a partir dels limfocits B. A la dreta, la immunitat cel-lular mediada per
les cél-lules T. Els anticossos participen en la immunitat neutralitzant directament els microorganismes extracel-lulars o
per I'activacié del complement i les cel-lules efectores (neutrofils i macrofags) per matar microorganismes. Les cél-lules
T poden lisar directament (limfocits Ts/c) o dirigir la resposta a altres cél-lules mitjangant la produccié de citocines

(limfocits T helper).

3.2.1. Immunitat humoral

La immunitat humoral és el principal mecanisme de defensa contra els microorganismes
extracel-lulars i les seves toxines, en el qual, els components del sistema immunitari que ataquen
als antigens no sén les cel-lules directament, sind els anticossos secretats per I’activacio

antigenica.
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La primera fase de la immunitat humoral és el reconeixement de I'antigen dins de I'organisme per

les cel-lules B a través del seu receptor de membrana.

Limfocits B. Els limfocits B (Figura 1-6) sén un tipus cel-lular que té multiples funcions en el
manteniment de la immunitat i en la reexposicié d’infeccions. Els limfocits B s’originen i maduren
en la medul-la 0ssia, un vegada han madurat, s'ubiquen als ganglis limfatics, la melsa, el timus i
altres estructures limfoides; on s’activen en la presencia d’un agent extern, amb I'ajuda d’un altre
tipus cel-lular, els limfocits T helper; tot i que en certes circumstancies poden fer-ho en I'abséncia
d’aquests. Cada limfocit B que es diferencia en la medul-la dssia esta programat genéticament per
sintetitzar un sol tipus d’anticos, a la espera de contactar amb I'antigen especific. En I’activacio de
les cel-lules B, d’'una unica cel-lula B es poden originar un gran nombre de clons o cél-lules
identiques. Algunes d’aquestes cel-lules es diferencien i passen
a ser cel-lules plasmatiques que sintetitzen i excreten gran
guantitat d’anticossos, a aquest fenomen se I'anomena
expansié i seleccié clonal. Altres contrariament no es
diferencien sind que romanen en el teixit limfatic, constituint
les anomenades cél-lules B de memoria. La missié d’aquestes
cél-lules no és sintetitzar anticossos sind romandre com

reserva per si en una altra ocasidé es veuen exposades a

I'antigen que va provocar la seva formacié, en aquest cas

Figura I-6. Imatge microscopica
produiran novament cél-lules plasmatiques. d’un limfocit B.

3.2.2. Immunitat cel-lular

La immunitat cel-lular és una forma de resposta immunitaria adaptativa mediada per limfocits T.
Aquests limfocits T actuen com un mecanisme d’atac en contra dels microorganismes
intracel-lulars, com virus i alguns bacteris, amb la capacitat de sobreviure i proliferar en l'interior
dels fagocits i altres cel-lules de I'hoste, lloc on no tenen accés els anticossos circulants. La
defensa front a aquest tipus d’infeccions depen de la immunitat cel-lular, que indueix la

destruccié del microorganisme resident en els fagocits o en les cél-lules infectades.

Limfocits T. La immunitat adaptativa cel-lular esta mediada pels limfocits T (Figura I-7), aquests
estructuralment s’assemblen als limfocits B, ja que parteixen d’un progenitor limfoide comu, perd
aquests evolucionen en el timus. Un cop s’inicia una infeccié en el sistema immunitari, els
limfocits T verges especifics del patogen entren rapidament en contacte amb els antigens del

patogen. Aquest procés succeeix en els teixits limfoides secundaris, en l'interior dels quals els
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patogens sén transportats per la limfa als teixits periférics. En aquest teixits es troben amb els
limfocits T verges transportats per la sang. En els teixits limfoides secundaris mitjangant les DCs i

els macrofags, el patogen es reconegut i comenca la resposta adaptativa.

Els limfocits T, per tal de poder reconéixer I'antigen com a tal, necessiten que estigui presentat en
superficie per unes molécules especifiques que pertanyen al MHC. D’aquestes molecules, n’hi ha
dos tipus: les MHC I, que presenten péeptids endogens o agents virics, i les MHC |, que presenten

péptids exogens (Janeway et al., 2000).

Les molecules MHC | estan presents en quasi totes les
cél-lules de I'organisme, mentre que les molecules MHC |l
tenen una distribucid6 més restringida. Basicament, les
expressen les APCs, com sén els limfocits B, les DCs, els
macrofags i les cél-lules de Langhergans de la pell. Les

APCs presenten l'antigen processat (mitjangant el seu

MHC) als limfocits T, que el reconeixen mitjangant el

Figura 1-7. Imatge microscopica d’un
receptor del limfocits T (TCR; T Cell Receptor). limfocit T.

Des del punt de vista funcional, existeixen diferents tipus de limfocits T:

- Limfocits T supressors/citotoxics (Ts/c), expressen una proteina de superficie o
cluster de diferenciacié anomenada CD8. Encarregats de les funcions efectores de la
immunitat cel-lular, mitjancant la interaccid amb un complex antigen-MHC | especific
situat en la superficie de la cél-lula diana; els Ts/c reconeixen les cél-lules infectades
per un patogen al qual sén especifics (principalment virus) o cél-lules tumorals. |
secreten una série de molecules (perforines i granzimes) que destrueixen les cel-lules

infectades i activen I'apoptosi de la cél-lula diana.

- Limfocits T helper (Th), expressen una proteina de superficie o cliuster de
diferenciacié anomenat CD4 i no presenten activitat litica, siné que ocupen un paper
central en el sistema immunitari. Son els encarregats d’iniciar la resposta
immunitaria coordinada mitjancant el complex antigen-MHC II. Els limfocits Th
s’uneixen al complex antigen-MHC Il present a la superficie de les APCs, les quals
tinguin en el seu interior algun parasit que hagi aconseguit sobreviure de forma
intracel-lular. En aquests casos, la cel-lula, malgrat que no hagi aconseguit véncer per

si sola al parasit, haura aconseguit almenys processar i enviar a la superficie antigens
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de I'invasor. En unir-se a I’'APC, s’indueix en el limfocit Th la produccié d’IFN-y i altres
citocines, que activen les funcions de I’APC i provoquen la mort intracel-lular del
parasit. En funcio del repertori de citocines que expressen, les cél-lules Th es poden

classificar en:

¢ Limfocits Thl: secreten IL-2, IL-3, IFN-y i TNF-a. Els limfocits Thl sén
mediadors de diferents funcions relacionades amb la citotoxicitat i amb les
reaccions inflamatories locals. Per tant, aquestes cél-lules sdn importants per
combatre als agents patogens intracel-lulars, inclosos els virus, els bacteris i
els parasits. Les cel-lules Thl produeixen citocines que activen els macrofags i
indueixen la inflamacid, i anticossos opsonitzants que reforcen la fagocitosis
del patogen. La principal citocina que es produeix és I'IFN-y, que fixa el
complement i estimula la fagocitosis per macrofags, també activa les funcions
microbicides dels macrofags. Una altra citocina important que media la
resposta Thl és la IL-12 (p35-p40) que esta involucrada en la proliferacié de
les cel-lules T i els limfocits NK activats. A més, la IL-12 controla la
diferenciacié dels limfocits Th en Thl i simultaniament inhibeix la generacié
dels limfocits Th2 (Glimcher i Murphy, 2000). La IL-12 actua mitjangant la unié
a receptors presents en les cel-lules Th estimulades per I'antigen, activa el
factor de transcripcié STAT4 i indueix la diferenciacié de les cel-lules T en
cél-lules Thl. L'IFN-y indueix el desenvolupament de les cél-lules Thl a
I’estimular la produccié de IL-12 pels macrofags i I'expressid de receptors de
IL-12 funcionals en els limfocits T. La IL-2 secretada per les cél-lules Th1l, actua
com el seu propi factor de creixement autocri, i junt amb I'IFN-y, estimula la
proliferacié i diferenciacié dels Ts/c, que destrueixen les cél-lules infectades
per virus i bacteries intracel-lulars, eradicant aixi les infeccions. Per tant, les
cel-lules Thl estimulen les reaccions de I’'hoste dependents dels fagocits i sén

importants en I’eliminacié de microorganismes intracel-lulars.

¢ Limfocits Th2: secreten IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 i IL-10. Aquests limfocits
resulten més efectius que els anteriors per estimular les cél-lules B per tal que
proliferin i sintetitzin immunoglobulines, i per tant la seva funcid principal és
conferir proteccié contra els microorganismes no intracel-lulars (immunitat
humoral). La subpoblacié Th2 és important per la defensa mediada per la IgE i

els eosinofils i els mastocits i és independent de la fagocitosis, com per
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exemple contra els helmints. La diferenciacié de les cel-lules T estimulades
per I'antigen en la subpoblacié Th2 depéen de la citocina IL-4, que actua
activant la molécula STAT6, un factor de transcripcié que estimula la
transcripcié dels gens de la IL-4 i altres citocines de les cél-lules Th2. La
infeccid per al-lergens o helmints indueix una resposta mitjancant les Th2,
incloent eosinofilia i la produccié de IL-4, IL-5, IL-13 i anticossos IgE. Els
anticossos estimulats per les citocines de cél-lules Th2 no indueixen la
fagocitosis ni activen el complement de manera eficag. A més, varies de les
citocines produides per les cel-lules Th2 (sobretot IL-4, IL-13 i IL-10)
antagonitzen les accions de I'lFN-y i inhibeixen I'activacié dels macrofags. Per
tant, les cel-lules Th2 poden actuar com “cel-lules supressores” controlant les
respostes immunitaries, especialment les respostes inflamatories mediades

per cél-lules Thl.

Altres estimuls, a part de les citocines, també influeixen en el patré de
diferenciacié de les cel-lules Th. Aquests sén, entre d’altres, la quantitat

d’antigen i de coestimuladors expressats en les APCs.

¢ Limfocits Th17: Els limfocits Th17 es caracteritzen per produir les citocines IL-
17A (IL-17) i IL-17F, i també IL-21 i IL-22 (Ouyang et al., 2008). Les cel-lules
Th17 tenen efectes patologics i protectors durant la inflamacié (Ouyang et al.,
2008), sobretot desenvolupen un paper fonamental en la resposta contra
bactéries de creixement extracel-lular i fongs. També s’ha descrit que
presenten un efecte proinflamatori que les permet fer de pont entre la
immunitat innata i la immunitat adaptativa (Serrano-Hernandez, 2009). Les
citocines implicades en el control de I'activitat Th17 sén la IL-23, el factor de
TGF-B i la IL-6. A més, el TGF-B i la IL-6 promouen la diferenciacié dels
limfocits quiescent en Th17 i, un cop diferenciats, la citocina IL-23 indueix la

seva proliferacio.

Limfocits T reguladors o Treg: expressen els clusters de diferenciacié CD4, CD25 i
FoxP3. SAn una subpoblacié especialitzada de limfocits T, que suprimeix I’activacio
del sistema immunitari. Aquestes cél-lules mantenen la homeostasis immunologica i
afavoreixen la tolerancia cap als autoantigens. Els limfocits Treg s’originen al timus

com cél-lules CD4+ que expressen CD25 juntament amb el factor de transcripcio
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FoxP3. Representen aproximadament entre un 5-10% dels limfocits Th en humans i
ratolins (Sakaguchi, 2005). La senyal per desenvolupar Treg prové de la interaccié del
receptor de cel-lules T i el complex MHC Il. El mecanisme molecular implicat en
I'accié dels limfocits T reguladors no ha estat ben caracteritzat i és subjecte d’una
intensa investigacid. Experiments in vitro han donat resultats contradictoris en quant
al requeriment de contacte cél-lula-a-cel-lula, per a que la cél-lula infectada sigui
suprimida. Citocines immunosupressores com el TGF-f i la IL-10 estarien també
implicades en la funcié del limfocit T regulador. La IL-10, és una citocina
antiinflamatoria multifuncional produida per fagocits mononuclears, cel-lules NK,
limfocits Thl i Th2 i cel-lules B, entre d’altres. | quan hi ha una infeccié els limfocits
Treg en sén la principal font (Redford et al., 2011). La IL-10 inhibeix la resposta
inflamatoria als patogens a través del bloqueig de les citocines proinflamatories com
el TNF-a i les citocines Th2, actuant directament sobre les cél-lules presentadores
d’antigen, com els macrofags i les DCs (Redford et al., 2011). A més, la IL-10 també
pot inhibir la fagocitosis i la mort microbiana, limitant la produccié de substancies
reactives d’oxigen i nitrogen, intermediaris en la resposta de I'IFN-y. Per tant és una
citocina que inhibeix la proliferacié i la resposta de les citocines en les cél-lules T
(Jutel et al., 2003). El TGF-B és una citocina pleiotropica que regula la homeostasi
limfocitica, inhibint la resposta Thl i Th2, promovent la diferenciacié de
determinades cél-lules T, inhibint les IgE, i promocionant la produccié d’IgA (Li et al.,
2006). La sintesi del TGF-B esta implicada en un gran nombre de processos
patologics, incloent tumors, aterosclerosi i fibrosi (Gordon i Blove, 2008). EI TGF-B
també indueix I'expressié del factor de transcripcié FoxP3, que incrementa la
produccié de limfocits Treg (Chen et al., 2003). La IL-10 i TGF-f cooperen amb les

cél-lules Treg en la supressié i resolucié de la resposta immunitaria.

INFLAMACIO PULMONAR.

4.1. MODELS ANIMALS D’INFLAMACIO PULMONAR

Els models animals de lesid6 pulmonar aguda (LPA) haurien de reproduir els mecanismes i

conseqiencies de I'LPA en humans, incloent els canvis fisiologics i patologics que es produeixen.

Molts dels models animals de LPA estan basats en els desordres clinics associats amb I'LPA i la

sindrome de dificultat respiratoria aguda (SDRA) en humans. Aquests inclouen sepsia, multiples
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transfusions, traumes, aspiracié del contingut gastric, i reperfusié de teixits isquémics (Hudson et

al., 1995; Pepe et al., 1982; Taula I-1).

Taula I-1. Models animals d’inflamacié pulmonar.

Model (Ref.)

Caracteristiques

Acid oleic (Chen et al., 2008)

LPS (Rittirsch et al., 2008)
Aspiracio acida (Safdar et al., 2005)

Hiperoxia (Dallas et al., 2004)

Bleomicina (Moore i Hogaboam, 2008)
Rentat sali (Fioretto et al., 2011)

Pulmonar isquémia/reperfusié (Shimoyama
et al., 2006)

No pulmonar isquémia/reperfusié (Gao et
al., 2008)

Bacteéries intravenoses (Cross et al., 1993)
Bactéries intrapulmonars (Fox-Dewhurst et
al., 1997)

Peritonitis (Matute-Bello et al., 2001)

Lligacio i puncié cecal (Singleton et al., 2005)

Bona  reproductivitat. = Requereix una injeccié
intravenosa d’acid oleic pot ser dificil en animals petits.
Molt reproduible

Molt reproduible. Poques diferéncies entre les dosis
lesives i no lesives.

Bona reproductivitat. Requereix un equipament especial
per administrar i monitoritzar les concentracions de gas.
Bona reproductivitat

Els animals tenen que ser anestesiats, intubats, i
ventilats durant tot el procediment i també després.

Requereix un procediment quirdrgic complex.

Requereix material quirdrgic complex.

Variacio biologica important.

Variacio biologica important.

Variabilitat biologica entre la dosi letal i la dosi lesiva.

Variabilitat biologica i requereix material quirurgic.

Les espécies animals més rellevants per modelitzar la lesié pulmonar sén: porc, gos, ovella, conill,

rata i ratoli. A nivell experimental, I'LPA pot reproduir-se per lesié pulmonar directa o indirecta.

Els models per lesié pulmonar directa més habituals sén els rentats pulmonars, I'administracié

endotraqueal d’acid clorhidric, de xantin oxidasa, I'oxigen 100%, la irradiacié i la isquemia-

reperfusid. D’exemples de lesid pulmonar indirecta tenim I’administraci6 endovenosa de

pseudomonas, d’enterococ, d’endotoxina d’Escherichia coli, d’acid oleic, de trombina, de moll

d’és, de metil ureta, de clorur d’etil, 'administracié subcutania d’endotoxina, i també la

pancreatitis aguda.

Hi ha diversos models en ratolins que utilitzen el lipopolisacarid (LPS). Aquests varien segons

I’espécie de bacteria, el seu subtipus i la via d’administracié. Les especies més utilitzades sén: E.
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coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica i Klebsiella pneumoniae. Dins E. coli trobem
diferents subtipus: 0111:B4, 026:B6, 0127:B8, 055:B5, 0111:B6, entre d’altres. L'administracio
de LPS produeix necrosis i apoptosi en diversos organs. Les vies d’administracié més utilitzades
per provocar una inflamacié aguda a nivell de pulmdé sén: I'administracié intranasal,
I"'administracié intratraqueal, I'administracié peritoneal i la nebulitzacié. L'LPS presenta molts
avantatges com I'administracié facil i els resultats acostumen a ser reproduibles amb els

experiments.

4.2. RESPOSTA IMMUNITARIA A UNA INFLAMACIO PULMONAR

L'LPA és un desordre agut que causa trastorns a I'endoteli pulmonar i a les barreres epitelials. La
membrana alveocapilar esta formada per I'endoteli microvascular, l'interstici i I'epiteli alveolar.
L'LPA és caracteritza per una pérdua de la integritat de la membrana alveocapilar, una excessiva
migracio de neutrofils transepitelials i una alliberacié de mediadors proinflamatoris. La fase aguda
de la inflamacié pulmonar esta caracteritzada per un increment de proteines en I'espai alveolar
com a conseqliencia de I'elevada permeabilitat en les barreres alveolars. Els neutrofils son les
primeres cel-lules reclutades al lloc de la inflamacid. Un cop activats, el neutrofils sén capacos de
sortir del sistema circulatori i migrar a través del interstici a I’espai alveolar. A diferencia d’altres
organs, la seqliencia de reclutament de neutrofils que es produeix a pulmé és la segient:
activacid, segrest des de la sang a l'interstici i migracid transepitelial (de l'interstici a I'espai
alveolar). Una excessiva i/o prolongada activacié de neutrofils contribueix a la destruccié de la
membrana basal i un increment de la permeabilitat de la barrera alveocapilar. La migracié d’un
gran nombre de neutrofils activats es tradueix en la formacié de grans ferides epitelials, degut a
que aquestes cel-lules es separen en els llocs d’unié interepitelial (Zemans et al., 2009). Els
neutrofils també produeixen mediadors proinflamatoris i proapoptotics que actuen a les cél-lules
adjacents i creen lesions ulceratives (Zemans et al., 2009; Downey et al., 1999). L'LPA pot produir-
se també en abséncia de neutrofils circulats, indicant que hi ha vies independents de neutrofils

que poden produir dany pulmonar (Johnson i Matthay, 2010).

Els macrofags alveolars sén la major font de quimiocines en I'espai alveolar. En rosegadors, les
quimiocines més rellevant sén la CXCL1 (KC) i la CXCL2 (MIP-2), principals quimioatraients pels
neutrofils. La CCL2 (MCP-1) que atreu els monaocits, els quals sén alliberats al torrent sanguini i
entren en els teixits per convertir-se en macrofags tissulars. La CCL5 (RANTES) atreu cél-lules T,
eosinofils i basofils en I’espai alveolar. El reclutament de neutrofils també comporta I'alliberament

d’un gran nombre de citocines com la IL-1, la IL-6 i el TNF-a. Els macrofags contribueixen a

19



|, INTRODUCCIO
|

I’entrada de neutrofils a I'espai alveolar mitjangant la produccié de TNF-a (Gaga et al., 1998).
Meduri et al. (1995) van observar que nivells elevats i persistents de IL-6, IL-8 i TNF-a a plasma
eren factors predictius de mortalitat. En la lesié pulmonar també es produeixen alteracions de la
coagulacié i de la fibrinolisis, concretament de la proteina C i I'inhibidor de I'activador del

plasminogen 1.

En la lesié pulmonar es produeix un augment dels limfocits pulmonars. Els limfocits Thl i Th2 es
desenvolupen en diferent magnitud segons el causant de la lesid, perd en la inflamacié aguda es
troben ambdues poblacions augmentades (Neurath et al., 2002). L’acumulacié de limfocits Ts/c
esta descrit en la bibliografia, i s’ha vist que aquesta poblacid és necessaria per una inflamacié

maxima en el pulmé (Bhagwat et al., 2006).

La resolucio de la inflamacié aguda pulmonar és un procés actiu que requereix una serie de passos
integrats. Incloent la transicié del balang de citocines pro i antiinflamatories, aixi com I’aclariment
de neutrofils dels llocs inflamats (Henson i Hume, 2006). Els limfocits Treg s’han vist implicats en
el control de les cel-lules T in vivo (Sakaguchi, 2005). Els limfocits Treg es troben augmentats en
I'LPA, aixi com I'expressié de IL-10 i el TGF-B (Venet et al., 2010). En estudis amb models de LPA
s’ha proposat que en el mecanisme de resolucié d’aquesta patologia intervenen les cel-lules Treg
juntament amb la IL-10 i el TGF-B1 (D’Alessio et al., 2009; Venet et al., 2009; Figura 1-8).

A Normal lung B ALl ps, C Resolution phase
bacteria

Alveolar space

Activated Activated
¢ macrophages neutrophils
Alveolar epithelial cell
Alveolar
macrophage

CD4'CD25* Apoptotic
Treg neutrophil

Cytokines,
chemokines, Oxidants,
lipid mediators proteases

s

N\ 7

Figura I-8. Possible mecanisme amb els qual les cél-lules Treg suprimeixen la inflamacié en la LPA. (A) Alveol en estat

Capillary endothelial cell

no patologic, només es troben macrofags. (B) Alvéol després de la induccié d’un estat inflamatori, hi ha un augment de
neutrofils i macrofags, aixi com un increment de mediadors inflamatoris que causen lesié i edema. (C) Alveol on els
limfocits Treg produeixen |'apoptosi i lisi dels neutrofils, i la produccié de TGF-B actuaria a nivell de macrofags

(Pietroparoli i Geodas, 2009).
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4.3. LIPOPOLISACARID

L'LPS o endotoxina és el major component

de la superficie de les bactéries

. N . O-antigen
gramnegatives. Esta localitzat a |Ia iapeatig i
membrana externa de la coberta cel-lular
bacteriana i juga un paper molt important Core polysaccharide
en la patogenesis de les infeccions ( ] Disaccharide
bacterianes, aixi com en la interaccié amb diphosphate

) _ Lipid A
I'hoste i el seu sistema de defensa. Fatty acids
Consisteix en un  heteropolisacarid
fosforilat unit a un lipid de la membrana
externa que conté glucosamina, el lipid A N

(Figura 1-9). La porcié del polisacarid que S oF Epopolysaceatiie
sobresurt de la membrana externa esty | o Cructurade s

dividida en dos regions principals: una regid interna o central (nucli o Core) i una porcié externa
anomenada cadena O (antigen O o polisacarid 0O). La cadena O constitueix la porcid
immunodominat de la molécula, i la classificacié seroldgica de la familia Enterobacteriaceae la
determina I'estructura d’aquesta regié (Davis, 1990). L'LPS endotoxic més actiu és de I'E. Coli-
tipus A, i s’"ha demostrat que constitueix el “principi endotoxic” de I'LPS (Rietschel et al., 1996).
Molts dels efectes biologics de I'LPS sén deguts al cap del lipid A (Schromm et al., 2000), tot i que
la magnitud de la resposta depén de la preséncia o abséncia dels oligosacarids O de I'antigen
(Komuro et al., 1989). El domini del lipid A de I'LPS és un potent activador dels macrofags i els
leucocits. També indueix a aquelles cél-lules, que produeixen i alliberen citocines i radicals
d’oxigen, a contribuir a la fisiopatologia del dany produit per I'LPS. S’ha demostrat que el CD14 és

el receptor pel complex LPS/LPS-binding protein i és responsable dels senyals transmembrana.

El receptor TLR-4 és el principal component de superficie dels mamifers, involucrat en la resposta
a I'LPS (Figura I-10). El TLR-4 no s’uneix directament a I'LPS. Quan I'LPS s’allibera de la superficie
bacteriana, com succeeix durant la fagocitosis, és captat pel receptor de LPS, el CD14 present en

la superficie dels macrofags.

Alternativament, I'LPS captat en el plasma per I'LPS-binding protein soluble és entregat al CD14. El
dimer de TLR-4 i una altra proteina anomenada MD-2 s’associa amb el complex de CD14 i a I'LPS

per generar les senyals intracel-lulars a través del domini de senyalitzacié citoplasmatic del TLR-4.
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Entre les citocines alliberades pel o
of t t I i :OO > 8 > Q
macrofag en resposta a aquestes senyals |ys|sD°f & LPS-binding  bound
. gram-negative protein LPS
es troba el TNF-a. Un alliberament pacteria
massiu de TNF-a indueix xoc septic. El
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y ’ q DIC ¥—__ | activation of
participa una  proteina  captadora / coagulation
pathway
anomenada MyD88 i el complex de la damage cytokines
. . to blood prostaglandins| (IL-1, IL-6,IL-8

quinasa associada amb el receptor de vessel leukotreins TNF- o, PAF)

interleucina-1. La seva accié condueix a la

endothelium

activation of

complement

translocacido del factor de transcripcio pattivEye

MOSF

conegut com factor nuclear kb (NFkb) del

Figura 1-10. Accions fisiologiques de I'LPS. LPS s’uneix a la

citoplasma al nucli, on dirigeix la

proteina d’unid LPS (LPS-binding protein), i interacciona amb

transcripcié de gens per la produccié de receptor TLR4, mitjancant el clister de diferenciacié CDy,.

citocines inflamatories. S’inicia la transcripcié de mediadors, com les citocines.

BALT en la resposta pulmonar a I'exposicié d’endotoxines

L’LPS a través del receptor TLR4 desencadena l'activacid, la proliferacié i la diferenciacié de les
cél-lules B en el BALT, per tal de secretar anticossos (Moore et al., 2001). També activa els
macrofags, les DCs, les cél-lules epitelials i també els fibroblast per produir citocines i quimiocines
(Kawai et al., 2001). L’'endotoxina esta en el medi ambient i una I'exposicié perllongada de LPS
esta associada amb el desenvolupament o empitjorament de I'lasma (Murakami et al., 2007), de la
2009).

Experimentalment, I'exposicié pulmonar a I'endotoxina en rates comporta I'expansié del BALT

bronquitis i la malaltia pulmonar obstructiva cronica (MPOC; Mizutani et al.,
preexistent i incrementa les cél-lules plasmatiques pulmonars i finalment la formacié de centres
germinals (Van der Brugge-Gamelkoorn et al., 1985). Donat que els centres germinals sdn
dependents de les cel-lules T, I'LPS en aquest cas probablement actua activant les DCs, les quals

migren de les vies aeries al BALT i prepara les cél-lules B i T als antigens ambientals.
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5. DIETA | SALUT ANIMAL
5.1. MALALTIES RESPIRATORIES ASSOCIADES AL DESLLETAMENT DE PORCS

La sindrome reproductiu i respiratori porci (PRRS; Porcine Respiratory Reproductive Syndrome),
una de les infeccions respiratories més importants, causa a la indUstria agroalimentaria unes
pérdues de 560 milions de $ anuals només en els EUA (Neumann et al., 2005). En tot Europa una
practica normal que es fa es deslleta els porcs més aviat, aquest fet incrementa la susceptibilitat a

les infeccions (Lalles et al., 2007).

El periode de deslletament és un periode de transicié durant el qual els porcs sén separats de la
mare, es mesclen amb altres porcs en un nou ambient, i passen d’una alimentacio liquida (molt
digerible) a una alimentacié solida més complexa. El deslletament en edats primerenques (21-35
d), com es fa en els sistemes de cria intensiva, ha augmentat el nivell general d’estrés en aquests
animals immadurs, i per tant en el periode post-deslletament poden apareixer malalties
respiratories, com sén el PRRS, el coronavirus respiratori porci (PRCV; Porcine Respiratory Corona
Virus), el virus de la grip porcina, el virus de la malaltia Aujeszky, I'Actinobacillus
pleuropneumoniae i el Mycoplasma hypopneumoniae juntament amb la Pasteurella multocida
gue envaeixen els pulmons lesionats. Els quadres clinics sovint no estan clars. Alguns dels
microorganismes utilitzen mecanismes eficacos que eludeixen les defenses de I'animal. En el cas
del virus PRRS, aquest redueix la capacitat dels macrofags alveolars per fagocitar i destruir
bactéries, i redueix la capacitat dels macrofags intravasculars a eliminar bacteries de la sang. M
hypopneumoniae i el propi A. pleuropneumoniae també redueixen la capacitat dels macrofags per
realitzar les seves funcions. En les Ultimes décades ha aparegut una nova patologia que afecta als
porcs entre 5 i 12 setmanes d’edat, i que es coneix com “Sindrome de Desmedro” o PMWS
(Postweaning Multisytemic Wasting Syndrome). Aquesta patologia esta causada pel circovirus
porci tipus 2 (PCV-2; Porcine Circovirus), que produeix una mortalitat del 15-20% de les cries i els

signes clinics son perdua de pes i inflamacié pulmonar, entre d’altres (Gauger et al., 2011).

L'origen i les causes de les malalties respiratories actuals en els porcs és possible que tinguin més
a veure amb els canvis en els sistemes de produccid, que han experimentat moltes de les
explotacions porcines en els ultims anys, que no l'aparicié de nous patogens. L’estat immunitari
dels porcs, a nivell de grup o individual, es veu afectat i I'epidemiologia i transmissié de les

infeccions dins de la poblacié sén més dificils de predir i controlar.
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En moltes granges de produccié ramadera s’havien utilitzat substituts de la llet per alimentar els
vedells i els porcells, la major part dels quals contenien antibiotics, habitualment neomicina i
oxitetraciclina (Heinrichs et al., 1995; Verstegen i Williams, 2002). Els efectes primaris associats a
la inclusié d’antibiotics en els pinsos sén la prevencié de molésties intestinals, la millora de
I'eficiencia dels nutrients i del rendiment de I'animal. S’aconseguia disminuir les infeccions
intestinals i pulmonars en els porcs deslletats en edats joves. D’altra banda, estudis recents
mostren que I'Us continuat d’antibidtics en la ramaderia genera metabolits d’aquests que es
dipositen a la carn i que contribueixen al desenvolupament i al manteniment de les resistencies
bacterianes als antibiotics (Fey et al., 2000; Tollefson et al., 1999; Heuer et al., 2006).

El 15 de febrer de 1998, la industria de I’aviram danesa va decidir, de forma voluntaria, deixar
d’utilitzar antibiotics com a promotors del creixement. Poc després, la Unid Europea (UE) va
prendre mesures per minimitzar I'ds de farmacs antimicrobians en ramaderia. Concretament, al
desembre de 1998, els ministres de sanitat de la UE van prohibir els quatre antibiotics més
ampliament utilitzats (bacitracina de zinc, espiramicina, tilosina i virginiamicina) com a promotors
del creixement dels animals. Aquesta prohibicid es va fer efectiva per als quinze estats membres
de la UE I'1 de juliol de 1999; i a partir de I'l de gener de 2006 es prohibia I'Gs de qualsevol
antibiotic com a estimulador del creixement en animals. Per tant, el consell europeu de ministres
de sanitat, juntament amb I'FDA (Food & Drug Administration) nord-americana, recomanen

emprar productes alternatius, sempre que sigui possible.

5.2. ALTERNATIVES A L’US D’ANTIBIOTICS

Fruit d’aquesta prohibicié s’han avaluat diferents productes com a possibles alternatives a I'Us
d’antibiotics en la formulacid dels substituts de la llet, que disminueixin les infeccions a nivell
pulmonar. Alguns d’ells sén els polifenols, els fructooligosacarids (prebiotics), els probiotics i les

proteines plasmatiques.

Els polifenols s’han estudiat ampliament en les malalties pulmonars inflamatories agudes amb
resultats beneficiosos, sobretot en la cultura asiatica, on gran varietat de plantes son utilitzades
per pal-liar les malalties més freqlients. Alguns dels polifenols estudiats son I'lcariin, principal
component actiu de les plantes del geénere Epimedium (Xu et al., 2010) o el licorice present en
I'arrel de Glycyrrhiza uralensis (Xie et al., 2009). En el mén occidental també s’ha estudiat I'efecte
del licope, un caroteinode amb propietats antioxidants (Hazlewood et al., 2010) o el taxol, un

extracte utilitzat per tractar el cancer (Mirzapoazova et al., 2007), entre d’altres.
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S’ha observat que els fructooligosacarids (prebiotics) estimulen el creixement de bactéries
beneficiosos per al tracte gastrointestinal (com per exemple els Bifidobacterium) i inhibeixen la
colonitzacié de microorganismes patogens (Menne et al., 2000; Firmansyah et al., 2011). En
estudis recents s’ha vist que la suplementacié dietética amb fructooligosacarids pot atenuar o
prevenir la inflamacié en infeccions i al-lergies pulmonars en ratoli (Yin et al., 2008; Yasuda et al.,
2010).

El consum de probiotics en el periode de deslletament té com a principal efecte I'exclusié de
bacteries patdogenes. Aquest efecte podria ser resultat de la influéncia positiva en el balanc de la
microbiota intestinal, la integritat de I'epiteli i una apropiada maduracié del teixit intestinal
(Krause et al., 2010). Certes bacteries productores d’acid lactic poden estimular les cél-lules T
reguladores del GALT que posteriorment arriben al teixit pulmonar en resposta a canvis
immunologics i inflamatoris (Forsythe, 2011). L'GUs de probiotics s’ha demostrat efectiu per
disminuir la inflamacié al-lergica pulmonar en ratolins (Forsythe et al., 2007), aixi com també
redueix la bronquitis i la severitat d’una inflamacié pulmonar produida per Streptococcus

pneumoniae (Tanaka et al., 2011).

Les proteines plasmatiques han estat ampliament reconegudes com a ingredients funcionals
d’alta qualitat per als animals de granja, incloent-hi el bestiar porci i bovi. Un exemple d’aquestes
proteines és el suplement amb plasma assecat, I'SDP (Spray-Dried Plasma). Quan es comparen els
animals suplementats amb SDP amb els que reben antibiotics com a promotors del creixement, es
pot observar que les taxes de creixement i I'eficiéncia del pinso consumit sén similars en ambdds
casos (Torrallardona et al., 2003; Bhandari et al., 2008). Torrallardona et al. (2003) observa que
els efectes de la suplementacié amb proteines plasmatiques es produeixen, sobretot, durant els
14 primers dies després del deslletament. Aix0 pot estar motivat pel fet que els porcells sdn més
sensibles a desordres patologics durant les dues primeres setmanes després del deslletament, ja
sigui per I'estrés que comporta la propia separacio de la mare (Pluske et al., 1997) o bé perque ja
no tenen la immunitat passiva materna (Deprez et al., 1986). A nivell pulmonar els suplements
amb proteines plasmatiques s’han estudiat en galls d’indi (Campbell et al., 2004), on s’observa
que les aus que han consumit SDP presenten una mortalitat menor degut a la infeccié per

Pasteurella multocida.
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5.3. SUPLEMENTACIO DIETETICA AMB CONCENTRAT DE PROTEINES PLASMATIQUES

L'SDP s’obté de la sang procedent dels escorxadors i prové d’animals sans destinats al consum
huma. En aquesta sang, un cop obtinguda se li afegeix anticoagulant, normalment citrat sodic, i es
centrifuga per eliminar els eritrocits. Aixi s’obté el plasma que posteriorment és assecat per
polvoritzacié i aquesta pols s’utilitza per a la suplementacié del pinso (Russell i Weaver, 1996;
Coffey i Cromwell, 2001). L'SDP esta constituit per un 78% de proteina, de la qual,
aproximadament un 50% és albimina, un 25% és globulina —(incloent a-, B- i y-globulina), un 5%
fibrina i un 20% altres proteines, incloent-hi haptoglobulina, transferrina, factors de creixement i
altres proteines i peptids (Howell i Lawrie, 1983). S’ha especulat que la fraccio 1gG es responsable
de I'efecte de I'SDP (Van Dijk et al., 2001), pero s’han identificat més de 250 péptids en el plasma
(Anderson i Anderson, 2002). Moltes proteines de I’'SDP han mostrat funcions biologiques (Borg et
al., 2002). Malgrat que sembla evident que la fraccid IgG contribueix als efectes de I’'SDP, també
poden haver altres components del plasma que contribueixin a la resposta que se li ha atribuit al
consum oral de I’'SDP. El concentrat d'immunoglobulines (IC; Immunoglobulin concentrate), esta
format per la fraccié d’'immunoglobulines, conté aproximadament un 50% d’IgG i I'SDP conté un
15% d’lgG. Les immunoglobulines sén bastant resistents a la digestio, i per tant funcionals al ser

consumides.

S’ha observat que aquestes proteines plasmatiques retenen la seva activitat biologica en I'animal i
gue per tant conserven la seva capacitat d’induir-hi una resposta fisiologica. De fet, Gatnau et al.
(1989) van veure que les immunoglobulines de I’'SDP sén absorbides des de la llum intestinal al
torrent sanguini en porcs acabats de néixer i privats del calostre. Nollet et al. (1999) van observar
gue les immunoglobulines administrades per via oral a animals estabulats tenien un efecte
protector davant la inoculacié de bactéries per la mateixa via. Sdnchez et al. (1993) exposen que
les glicoproteines també poden estar implicades en la capacitat d’inhibir 'adheréncia bacteriana
de I’'SDP, ja que la desnaturalitzacié per calor, la digestiu proteolitica i I'eliminacié dels anticossos
del plasma no afecten aquesta capacitat inhibidora. En un altre estudi (Mouricot et al, 1990) es
van tractar vedells que presentaven una diarrea induida per una infecci6 amb E. coli
enterotoxigenica amb glicoproteines derivades de plasma bovi i I'adhesié bacteriana a l'intesti es
va reduir dos ordres de magnitud. Per tant, en aquesta inhibicié de I'adheréencia de patogens, a

més d’estar implicades les immunoglobulines també intervenen les glicoproteines.

S’ha vist que els vedells que s’alimenten amb pinso suplementat amb SDP presenten una

mortalitat molt inferior als que no reben dietes suplementades (Morrill et al., 1995; Bhandari et
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al., 2008). En alguns estudis aquesta mortalitat esta reduida gairebé un 30% (Quigley i Wolfe,
2003). Markowska-Daniel et al. (2003), a més de la reduccié en la mortalitat i la morbiditat i la
millora del creixement, també han observat un increment en el nombre de limfocits T,
concretament en la subpoblacié CD8'. Altres canvis que s’han vist han estat que els porcs
alimentats amb SDP presenten una davallada de I'expressié de citocines proinflamatories (TNF-q,
IL-1B) a I'hipotalem, a la hipofisi i a les glandules suprarenals, aixi com a la melsa, el timus i el
fetge (Touchette et al.,, 2002). Aquests resultats demostren que porcs alimentats amb SDP
presenten un menor grau d’activacid de I'eix hipotalem-hipofisi-adrenal. Aquest eix esta molt

vinculat a I'activacié del sistema immunitari (Carroll et al., 2002).

La suplementacié amb proteines plasmatiques incrementa la ingesta de pinso i el pes dels animals
(Coffey i Cromwell, 1995; De Rodas et al., 1995; Kojima et al., 2007) i també el desenvolupament

intestinal (Touchette et al., 1997) en porcs alimentats amb SDP.

Un punt on diferents treballs entren en conflicte és si I’'SDP promou o no el creixement intestinal i
la seva robustesa. Aquest seria un possible mecanisme que proporcionaria una millor barrera i per
tant, es podria prevenir I'entrada de possibles patogens des de la llum intestinal. D’altra banda,
s’ha demostrat que porcs alimentats amb SDP milloren la morfologia intestinal i I’activitat
enzimatica, que s’evidencia amb un increment de I'area de la superficie de les vellositats (Gatnau
et al., 1995), I'alcada de les vellositats i una major pilositat per cripta (Touchette et al., 1997,
Spencer et al., 1997) i un increment de I'activitat mucosal de la maltasa i la lactasa (Gatnau et al.,
1995). Altres autors no han pogut demostrar que I'alimentacié amb SDP millori la proliferacié de
les cél-lules de la cripta, la profunditat de la cripta o I'algada de la vellositat (Jiang et al., 2000; Van
Dijk et al., 2001, 2002). De fet, Bosi et al. (2004) suggereixen que I'SDP afecta I'estructura de la
vellositat i la cripta només quan la integritat de la barrera intestinal es troba compromesa. En un
recent estudi es demostren efectes beneficiosos de I'SDP sobre la integritat de la barrera
intestinal, la inflamacié mucosal i la diarrea en el periode post-deslletament en porcs (Peace et al.,
2011).

Aixi doncs, la millora del creixement es creu que és resultat d’una menor estimulacid del sistema
immunitari. Aquesta hipotesi esta recolzada per estudis que demostren que una activacié
immunitaria produeix una reduccid en la ingesta d’aliments, aixi com un increment del consum de
nutrients per part del sistema immunitari (Williams et al., 1997). Els efectes de I'SDP sobre el
creixement es produeixen principalment en el deslletament, és a dir, en la transicié entre

I'alimentacié amb llet i la ingesta de pinso solid (Jiang et al., 2000). En aquest mateix article es veu
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qgue la suplementacié amb plasma animal dels pinsos per a porcells acabats de deslletar
incrementa I'eficiéncia de I'Us de les proteines i hi ha un increment del creixement net dels teixits.
Aqguesta resposta és mediada parcialment per una reduccié del catabolisme dels aminoacids. Esta
descrit que I'SDP té efectes positius en el creixement i I'estat de salut en vedelles, gossos,
pollastres i pollets (Quigley i Wolfe, 2003; Quigley et al., 2004; Campbell et al., 2010).

S’han fet nombrosos estudis de I'eficacia dels suplements en porcs (Quigley i Drew, 2000;
Torrallardona et al., 2003; Bhandari et al., 2008) on disminueixen la gravetat de les infeccions
intestinals. En estudis en rates s’ha demostrat que les dietes suplementades amb proteines de
plasma afecten la resposta immunitaria, prevenint I'activacié del GALT i dels mediadors
inflamatoris de l'intesti en un model d’inflamacié per I'enterotoxina B d’Staphyloccocus aureus
(Pérez-Bosque et al., 2004; 2008; 2010).

L'efecte de I’'SDP és clarament superior en porcs criats en un entorn amb una carrega patogénica
important, com pot ser una granja convencional, que en porcs que han estat en condicions

experimentals i, per tant, amb un grau d’higiene relativament elevat (Coffey i Cromwell, 1995).

A nivell d’infeccions pulmonars els suplements amb proteines de plasma estan poc estudiats.
L’SDP s’ha estudiat en processos pulmonars en galls d’indi, on aquest en millora la supervivencia i

la recuperacié durant una infeccié pulmonar per Pasteurella multocida (Campbell et al., 2004).
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Les proteines plasmatiques d’origen bovi i porci han estat ampliament utilitzades com a
ingredients alimentaris d’alta qualitat per als animals de granja. El suplement de plasma obtingut
per polvoritzacié (SDP) i el concentrat d’immunoglobulines (IC) han estat proposats com
alternativa a I’Us dels antibiotics com a promotors del creixement (Coffey i Cromwell, 1995). Quan
es comparen els efectes sobre la salut dels suplements de plasma amb |'efecte dels antibiotics,
s’observa que les taxes de creixement i I'eficiencia de conversié del pinso consumit sén similars
(Torrallardona et al., 2002). Durant el periode posterior al deslletament hi ha un increment dels
desordres intestinals i de les infeccions respiratories, com la sindrome reproductiva i respiratoria

porcina (PRRS), que sén causa de grans perdues economiques (Neumann et al., 2005).

L'eficacia dels suplements plasmatics en els desordres intestinals ha estat molt estudiada. S’ha
vist que disminueixen la gravetat de les infeccions intestinals en porcs (Quigley i Drew, 2000;
Torrallardona et al., 2003; Bhandari et al., 2008) i en un model d’inflamacio intestinal en rata, s’ha
demostrat que la suplementaci6 amb SDP i IC protegeix la mucosa intestinal d’una
sobreestimulacié immunitaria (Pérez-Bosque et al., 2004, 2006). També s’ha observat que I'SDP
millora la supervivencia de galls d’indi que pateixen una infeccid pulmonar per Pasteurella
multocida (Campbell et al., 2004).

En vista dels efectes observats pels suplements dietétics tant a nivell intestinal com pulmonar, i
coneixent que el sistema immunitari mucosal comu connecta totes les mucoses de I'organisme,
ens vam plantejar estudiar I'efecte de la suplementacié dietetica amb proteines plasmatiques
sobre la resposta immunitaria en un model d’inflamacié pulmonar. Per tant, el primer objectiu va

ser:
v Establir la pauta adequada per obtenir un model d’inflamacié pulmonar aguda en ratoli.

La lesié pulmonar aguda és una sindrome associada a la disfuncid respiratoria sovint causada per
microorganismes patogens. Aquests agents provoquen una inflamacié pulmonar, caracteritzada
pel reclutament de leucocits i lesions a I’endoteli vascular i I'epiteli alveolar que incrementen la
permeabilitat dels capil-lars alveolars (Strieter et al., 1999). El sistema immunitari innat
representa la primera linia de defensa front els patogens. Els macrofags alveolars i els neutrofils
son les primeres cel-lules que interactuen amb els patogens invasors i les seves toxines. Aquestes
cél-lules produeixen com a resposta, mediadors proinflamatoris, incloent citocines i quimiocines,
especies reactives d’oxigen i peptids antimicrobians, que participen en la defensa de I’hoste

(Abraham et al., 2000; Koay et al.,, 2002). Un vegada es va obtenir un model d’inflamacié
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representatiu i reproduible de la inflamacié pulmonar aguda, el segon objectiu que ens vam

plantejar va ser:

v’ Estudiar I'efecte del SDP i de la fraccié IC sobre la modulacié de la resposta immunitaria
innata en el model d’inflamacié pulmonar aguda induida mitjancant la inhalacié d’un

lipopolisacarid.

La resposta adaptativa humoral i cel-lular, confereix a I’'hoste una resposta immunitaria especifica
mitjangant els limfocits i les citocines. Segons el patogen es desenvolupa un tipus o altre de
resposta (limfocits Thl o limfocits Th2). La implicacié dels mediadors reguladors, limfocits i
citocines antiinflamatories, és molt important per entendre el desenvolupament i la resolucié de
la resposta inflamatoria. Aquests mediadors suprimeixen |’activacié del sistema immunitari, i per
tant sén importants en la finalitzacid i el control de la resposta immunitaria. Per tal d’aprofundir
més en la resposta pulmonar aguda i en els mecanismes reguladors que poden intervenir en la

fase de reparacid, el tercer objectiu de la tesi va ser:

v’ Estudiar 'efecte de I'SDP i de la fraccié IC en la modulacié de la resposta immunitaria
adquirida en el model d’inflamacié pulmonar aguda induit pel lipopolisacarid, aixi com

determinar quins mediadors reguladors i antiinflamatoris hi estan implicats.
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