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INTRODUCCION

Para comprender la influencia de la nutricién sobre el sistema inmune y sus
respuestas es de particular importancia el estudio del tejido linfoide asociado a la mucosa
intestinal. En los escasos trabajos realizados en conejos se ha observado una influencia de
la edad en el desarrollo de este tejido (Lanning et al., 2000). En otras especies se ha puesto
de manifiesto la importancia de la dieta en la modulacién de la respuesta inmune (Goddeeris
et al., 2002). E! objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la edad, el destete y del tipo
de proteina en la dieta sobre la poblacién linfocitaria de la lamina propia intestinal.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Para estudiar la evolucién del tejido linfoide con la edad, con el destete y el
tipo de pienso se utilizaron un total de 72 gazapos. Se sacrificaron 12 animales lactantes por
tratamiento a los 12, 19, 26 y 32 dias de vida. Para estudiar el efecto del destete y del tipo
de pienso se sacrificaron a los 32 dias de vida dos grupos de 12 animales destetados a los
25 dias que consumieron ad libitum los piensos experimentales.

Piensos. Para estudiar el efecto de la fuente de proteina se formularon dos piensos
experimentales cuya principal fuente de proteina fuese torta de girasol o torta de soja48 y
que cubriese las actuales recomendaciones en proteina total, nivel y tipo de fibra. La
composicion quimica y las materias primas de los piensos se muestran en las tablas 1y 2
respectivamente.

Tabla 1. Composicion quimica de los piensos Tabla 2. Ingredientes de los piensos
experimentales experimentales, g/kg de pienso
Analisis quimico SOJA 48 GIR 36 ingrediente SOJA 48 GIR 36
PB g/kg MS 193 197 Trigo 290 276
FND, g/lkg MS 332 324 Manteca 10 12
LAD, g/kg MS 49 50 Harina girasol 36 0 172
ED? MJ/kg MS 11,2 11,1 Harina soja 48 129 — 0
PD/ED?, g/MJ 11,8 1.7 Salvado y tercerillas 172 197
*Valores calculados segin FEDNA (1999). Alfaifa henificada 270 291
Cascarilia girasol 70 23
Cascarilla soja 31 o]
C. Vitaminico-mineral 11,2 17.8
Antibioticos® 50 50
4100 ppm de bacitracina de Zn y 60 ppm de apramicina
sulfato.

Técnicas analiticas. Para la determinacibn de MS y PB se siguieron los
procedimientos descritos por la AOAC (1990). Los analisis de fibra neutro detergente (FND),
fibra acido detergente (FAD) y lignina acido detergente (LAD), se realizaron segun el método
descrito por Van Soest et al. (1991). Para aislar los linfocitos de la mucosa duodenal, se
cortd un tramo de 0.5 cm abriéndose longitudinalmente. Cada muestra se tratdé segin el
procedimiento descrito por Eiras et al. (1998). Para la extraccion de los linfocitos de la
tamina propia (LPL) de la muestra se incubé en 3 ml de RPMI STF10 % con 1ml/ml de
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colagenasa. La cantidad de LPL (CD45) y su caracterizacion fenotipica (CD4, CD8, CD5 y
CD25) se determinaron incubando la muestra con los correspondientes anticuerpos
monoclonales (Cymbus Biotechnology LTD). El recuento se realizé mediante citometria de
flujo (Becton Dickinson).

Analisis estadistico. Para estudiar la evolucién de las poblaciones linfocitarias se
realizd un analisis de varianza utilizando el proc GLM (SAS 1990) donde el efecto principal
fue la edad. Para el estudio del destete y del tipo de pienso se compararon animales
lactantes de 26 y 32 dias con animales de 32 dias destetados a los 25 dias que
consumieron los dos piensos experimentales mediante el mismo procedimiento. Las medias
fueron comparadas mediante un test LSD protegido.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 3 se muestra el efecto de la edad sobre la cantidad de linfocitos de la
lamina propia (LPL) y la distribucion fenotipica en gazapos lactantes. Se observd un efecto
significativo de la edad sobre la cantidad de linfocitos presentes en lamina propia. Los
animales de 26 dias presentaron el mayor nimero de LPL (p<0.015). Este mayor nimero de
linfocitos puede deberse a una respuesta rapida del tejido linfoide asociado a la mucosa a la
entrada, a partir de los 18 dias de edad, de antigenos procedentes del consumo de pienso y
de la colonizacién microbiana (De Blas et al.,, 1999). Segin Okuyama et al. (1998), se
observa una mayor translocacion bacteriana a los nddulos linfoides mesentéricos, higado y
bazo en los gazapos alimentados con una dieta basada en productos lacteos que la
observada en animales alimentados por la madre. Ademas, la presencia de contenido
microbiano en el intestino es un factor primario de induccion en el desarrollo y diferenciacion
del tejido linfoide tanto en gazapos como en lechones (Lanning et al., 2000; Pabst vy
Rothkotter, 1999). El nimero de LPL a 32 dias de edad vuelve a niveles similares a los de
12 y 19 dias. Este retroceso podria corresponder al establecimiento de una cierta tolerancia
a los antigenos del pienso que ha estado ingiriendo en cantidades crecientes. Strobel y
Mowat (1998), observan que este mecanismo de tolerancia se manifiesta en menos de 5a 7
dias después de su administracion oral.

Tabla 3. Efecto de la edad sobre la cantidad de linfocitos de la lamina propia (LPL) y la distribucién
fenotipica (% sobre total linfocitos) presentes en duodeno de gazapos lactantes.

12 dias 19 dias 26 dias 32 dias EEM P

LPL 0.66"° 0.64° 0.957 0.44° 0.12 0.015
CD5+ 66.8" 64.0°8 53.6° 51.6° 4.34 0.05
CD5- 332* 35.9%8 46.3° 48.3° 4.34 0.05
CD25+ 27.8 28.5 34.1 24.8 487 0.651
CD5+ CD25+ 17.0 19.2 15.5 9.7 345 0.381
CD4+ 23.8 13.14 25.24 215 4.16 0.268
CD8+ 16.3 14.27 10.43 19.9 2.94 0.130
CD4+ CD8+ 8.9 3.16 3.31 46 1.66 0.052

Se observa un descenso con la edad en el nimero total de linfocitos T que expresan
el marcador de superficie CD5 (p<0.05), asi como un ascenso en el nimero de los que no lo
expresan y que corresponderia con el nimero de células plasmaticas productoras de
anticuerpos y natural killer (p<0.05). Al determinar la expresion del marcador de superficie
CD25, no se han observado cambios en el grado de activacién de los linfocitos totales ni de
los linfocitos T.

En cuanto a los linfocitos que expresan los fenotipos CD4+ o CD8+ tampoco se
detectan cambios significativos en las edades estudiadas. En el caso de los linfocitos CD8+
de los animales lactantes de 32 dias de edad la mitad de ellos presentaron porcentajes
medios similares a los CD8+ que tiene un animal destetado (tabla 4) y la otra mitad a los que
tiene un animal lactante de menor edad. Esto sugiere que la existencia de una mayor o
menor cantidad de linfocitos CD8+ dependera de la proporcion de pienso/leche que haya

— 661 —



ingerido, la produccién de leche de la madre, etc. En cuanto a la relacion CD4:CD8 en
gazapos lactantes es mayor que 1 independientemente de la edad. Aunque en los primeros
dias de vida se han descrito relaciones menores que 1 tanto en lechones como en cabras
(Goddeeris et al., 2002; Navarro et al., 1996) esta relacién en los gazapos estudiados tiende
a ser mayor que 1 con la edad. Los linfocitos T con fenotipo inmaduro CD4+ y CD8+
muestran una ligera tendencia a disminuir con la edad (p<0.052).

Los animales destetados a los 25 dias de edad, e independientemente del tipo de
dieta, presentaron un porcentaje de linfocitos totales, de linfocitos CD4+ CD8+ o
indiferenciados y de linfocitos T activados superior a animales de la misma edad sin
destetar. Esto podria indicar que el tejido linfoide asociado a la mucosa presenta un mayor
desarrollo y activaciéon en animales destetados que ha sido descrito en otras especies
(Solano—Aguilar et al., 2001). Al contraric de lo que se ha descrito en lechones con dietas
basadas con torta de soja (Dréau et al.,, 1995), la fuente de proteina vegetal utilizada en la
dieta de los gazapos destetados no afectdé a la respuesta inmunitaria. De acuerdo con
Pathirana et al. (1981), la coneja es capaz de transmitir anticuerpos anti-soja a la
descendencia que suprimirian una respuesta inmunitaria ante la presencia de este tipo de
proteina en la dieta del gazapo.

Tabla 4. Efecto del destete y de la fuente de proteina vegetal sobre la cantidad de linfocitos de la
lamina propia (LPL) y la distribucion fenctipica ( % sobre total de linfocitos) presentes en duodeno.

Lactantes Destetados 32 d EEM P
26 dias 32 dias Soja Girasol

LPL 0.95 0.44° 0.94" 1.18% 0.13 0.0006
CD5+ 53.6 51.6 62.8 61.0 4.28 0.144
CD5- 46.3 48.3 37.1 339 4.23 0.064
CD25+ 34.1 248 26.8 24.5 3.61 0.213
CD5+ CD25+ 165 9.7 17.4 17.4 277 0.078
CD4+ 25.24 21.5 247 28.5 4.25 0.757
CcD8+ 1043 19.9 13.0 18.9 2.85 0.074
CD4+ CD8+ 331" 46" 122 13.1° 1.28  0.0001

Estos resultados constituyen un punto de partida para el estudio de la respuesta
inmune de la mucosa en gazapos y para identificar los factores que influyen la capacidad de
respuesta ante el estrés y la exposicion a antigenos que suceden con el destete. Sin
embargo, seria necesario un mayor repertorio de marcadores para la mejor caracterizacion
de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en el conejo.
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