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INTRODUCERE

Cresterea cererii pentru carnea de porc este din ce in ce mai mare (Henchion si col.,
2021), iar pentru a satisface aceastd cerere, este esential sa se Tmbunatiteasca eficienta
productiei de porcine (Cheng si col., 2021; Matarneh si col., 2021). Furajele reprezinta cea
mai mare parte din costul total al productiei de animale (Erinle si Adewole, 2022). Prin urmare,
identificarea de alternative viabile din punct de vedere economic si durabil la furajele
conventionale este de o importantd capitald. Subprodusele agroindustriale reprezintd o
optiune notabild, deoarece acestea sunt generate anual in cantitdti mari, majoritatea fiind
aruncate sau depozitate ca deseuri (Erinle si Adewole, 2022),

Numeroase studii au aratat ca reutilizarea subproduselor agricole poate nu numai sa
reducd costurile, dar si sa imbunatateasca conditiile de mediu (Altmann si col., 2018;
Reckmann si col., 2016). Aceste subproduse sunt abundente si necostisitoare si reprezinta
surse abundente de constituenti nutritionali precum fibre, proteine, minerale, antioxidanti si
vitamine. Datorita continutului lor de componenti bioactivi, acestea sunt bine adaptate pentru
a fi utilizate ca ingrediente suplimentare in dietele pentru porci (Spigno si col., 2017).

La animalele de ferma, efectele includerii in dietd a sub-produselor de struguri si
capacitatea acestora de a modula raspunsuri fiziologice importante (de exemplu, inflamatia,
stresul oxidativ) prin compusii lor bioactivi au fost putin investigate pana in prezent (Gessner
si col., 2013, Pascariu si col, 2017). Cu toate acestea, studiile efectuate pana in prezent au
evidentiat capacitatea polifenolilor din struguri de a actiona ca antioxidanti puternici
impotriva peroxidarii lipidelor, cu imbundtatirea calitatii carnii si a s@ndtitii intestinale
(Gessner si col., 2017, Proca si col, 2024).

Adaugarea unui extract de struguri sau a tescovinei de struguri fermentata in dieta
porcilor pentru finisare a Tmbunatatit performanta animalelor si a determinat o crestere a
acizilor grasi polinesaturati totali din grasimea subcutanata, o oxidare scazuta a lipidelor si o
stabilitate ridicata a culorii carnii (Garrido si col., 2011; Yan si Kim, 2011). Cu toate acestea,
efectele acestor compusi in ceea ce priveste raspunsul lor antiinflamator si de aparare

antioxidativa au fost mai putin investigate la aceastd categorie de animale de ferma.



Scopul pe termen lung al acestui studiu este de a dezvolta strategii dietetice prin
intermediul subproduselor din struguri bogate n polifenoli cu rol antioxindat pentru hrana
animalelor, care vor contribui asupra sanatatii animalelor. Ipoteza centrala este ca tescovina
de struguri va imbunititi morfostructura intestinald si va modula raspunsul imun, astfel
promovand starea de homeostazie a tubului digestiv (Mbimba si col., 2012; Pistol si col.,
2014).



INTRODUCTION

Demand for pork is on the rise (Henchion et al., 2021) and improvements in pig
production efficiency are essential to meet this demand (Cheng et al., 2021; Matarneh et al.,
2021). Feed represents the major portion of total livestock production costs (Erinle and
Adewole, 2022). Identifying economically viable and sustainable alternatives to traditional
diets is therefore crucial. Agricultural by-products are a noteworthy option as they are
accumulated annually in large quantities, mostly disposed of or land-filled (Erinle and
Adewole, 2022).

Many studies have demonstrated that re-using agricultural by-products not only
reduces costs but can also contribute to improving the environment (Altmann et al., 2018;
Reckmann et al., 2016). Such by-products are available in abundance and at low cost, and are
rich sources of nutritional components such as fibre, protein, minerals, antioxidants and
vitamins. They are well suited for use as feed additives in pig diets due to their content of
bioactive principles (Spigno et al., 2017).

In farm animals, there has been little research into the effects of including grape waste
in the diet and its ability to modulate key physiological responses (e.g. inflammation,
oxidative stress) through its bioactive compounds (Gessner et al., 2013; Pascariu si col, 2017).
However, studies conducted so far revealed the ability of grape polyphenols to act as potent
antioxidants against lipoperoxidation, improving meat quality and gut health (Gessner et al.,
2017; Proca si col, 2024).

Adding grape extract or fermented grape pomace to the feed of finishing pigs
enhanced animal performance and caused an elevation of total polyunsaturated fatty acids in
subcutaneous fat, low lipoxidation and high meat colour stability (Garrido et al., 2011; Yan
and Kim, 2011). However, the impact of grape compounds on anti-inflammatory and
antioxidant defences has been less studied in this category of livestock.

The long term goal of this study is to develop dietary strategies using antioxidant
polyphenol-rich grape by-products for animal feed that will contribute to animal health. The
central hypothesis is that grape tescovin will improve gut intestinal morphostructure and
modulate the immune response, thus promoting the homeostatic state of the gastrointestinal
tract (Mbimba et al., 2012; Pistol et al., 2014).



REZUMAT

Teza de doctorat, avand titlul "CERCETARI PRIVIND EFECTUL UNOR
ANTIOXIDANTI NATURALI ASUPRA TUBULUI DIGESTIV LA PORCII CRESCUTI
IN SISTEM INTENSIV" a fost elaborati conform metodologiei de redactare a unei teze de
doctorat, cuprinzand 2 parti: prima insuma stadiile actuale ale literaturii de specialitate din
domeniul tezei, urmata de partea a doua, unde sunt relatate rezultatele obtinute in urma
cercetarilor proprii asupra temei abordate.

Prima parte a tezei este alcatuita din 3 capitole ce totalizeaza informatii din
morfofiziologia cavitatii bucale, a glandelor salivare, a stomacului si a tubul intestinal (subtire
si gros) a porcului Pietrain; sistemul imunitar intestinal cu accent pus pe tesutul limfoid
asociat mucoasei intestinale si utilizarea polifenolilor din struguri ca si antioxidanti in
nivel intetsinal.

A doua parte a tezei cuprinde 6 capitole care: expun scopul si obiectivele tezei; si
rezultatele cercetarilor referitoare la: particularititile histologice si fiziologice ale intestinului
subtire, strict la porcii din rasa Pietrain si a raspunsului indus de tescovina de struguri negri

Toate cele descrise mai sus, sunt prezentate prin 51 de figuri originale si 10 tabele,
fiind consultate 496 de referinte bibliografice.

Capitolul 4 se intituleazd "Scopul si obiectivele tezei", evidentiind principalele
obiective pentru realizarea tezei de doctorat:

» Evaluare histologica a intestinului subtire la porcii Pietrain, punandu-se accentul pe
analiza inaltimii vilozitatilor intestinale, a adancimii criptelor Lieberkiihn, a morfologiei
epiteliului columnar cu platou striat, a numarului ce celule caliciforme, a populatiilor
celulare infiltrate in lamina propria, a grosimii musculaturii mucoasei si a tesutului
limfoid prezent in jejun si ileon;

» Urmarirea raspunsului mucoasei intestinale dupa provocarea cu polifenolii din tescovina
de struguri introdusa in hrana porcilor, de-a lungul unei perioade experimentale de 3 luni.

In acest studiu au fost calculate variatiile inaltimii vilozitatilor intestinale, a lungimii



glandelor Lieberkiihn, a raportului indltime vilozitate/ addncime cripta si a dimensiunilor
limfonodulilor ce alcatuiesc placile Peyer;

» Evidentierea prin tehnica imunohistochimica a reducerii unor markeri pro-inflamatori si
promovarea celor responsabili de inducerea efectului antioxidant la nivel intestinal, ca
urmare a intorducerii tescovinei de struguri negri in dieta de baza a porcilor, timp de 3
luni;

» Calcularea unor indici care reflectd eficienta productiei in cazul porcilor crescuti in
sistem intensiv si hraniti cu tescovina de struguri negri.

Capitolul 5 este intitulat "Cadrul organizatoric in care s-au desfasurat cercetarile".
Tn cadrul acestui capitol este descris efectivul de porci urtilizat Tn experimentele tezei,
oferindu-se detalii despre rasa, varsta si conditiile de crestere aplicate in ferma. De asemenea,
este descrisa dieta cu tescovina de struguri negri din punct de vedere al continutului total de
fenoli si flavonoide, dar si a activitatii antioxidante.

Capitolul 6 este intitulat "Cercetari privind particularititi morfostructurale si
functionale ale intestinului subtire la porcii din rasa Pietrain” avand scop principal
scoaterea 1n evidenta a deosebirilor fiziologice si histologice intlnite la instestinul subtire,
specifice porcilor Pietrain.

Porcii (n-=10) au fost inclusi in experimnt la varsta de 180 de zile si cu o greutate
medie de 85,09 5,11 kg. Hrana primita a fost un furaj complet pentru ingrasare, de tip granule,
administrat ad libitum, pe o perioada de 90 de zile. Dupa incheierea perioadei experimentale,
porcii au fost sacrificati intr-un abator si prelevat intestinul subtire. Cercetarea a continuat
apoi in laborator, unde au fost obtinute preparatele histologice.

Mucoasa duodenului a avut o grosime medie de 960um, fiind alcatuita din vilozitati
intestinale (250um), strat glandular in lamina propria (420um) si muscularis mucosae (25um).
Epiteliul de la suprafatd este unul columnar cu platou striat, fiind format din numeroase
enterocite si celule caliciforme. Enterocitele variaza din punct de vedere a dimensiunii, in
fuctie de pozitia lor: In glandele Lieberkiihn (locul de unde iau nastere) au forma cubica,
crescand treptat spre o forma prismaticd la baza vilozitatilor (cu Indltimea de 17um) si in
varful vilozitatilor ( inaltimea de 30pum). indltimea microvililor este mai mica la enterocitele
de la baza vilozitatilor (0,5 um) si mai mare (1,5um) pentru cele aflate in varful vilozitatilor.
Muschiul Bruke se gaseste la axul central al fiecarei vilozitati si provine din fibrele musculare
ale lui muscularis mucosae. Grosimea acestui muschi poate ajunge pana la 50pm. Grosimea
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submucoasei poate ajunge pana la 500um, aici gasindu-se glandele Briinner mixte, care sunt
alcatuite atat din unitati secretoare seroase, cat si mucoase. Musculoasa este alcatuita din
stratul intern cu fibrele musculare dispuse circular (200um) si stratul extern cu fibrele
orientate longitudinal (125um). Intre aceste straturi de muschi se localizeaza plexul mienteric
nervos vegetativ Auebach. Ultima tunicd a duodenului este seroasa cu o grosime de pana la
80um.

In jejun au fost raportate cele mai mari valori pentru iniltimea totali a mucoasei
(1006pm), pentru inaltimea vilozitatilor (246pum) si cea mai mare lungime a glandelor
Lieberkiithn (604pum). Vilozitati inalte inseamna o suprafatd de absorbtie mai mare, implicit si
o digestie si o absorbtie mai bund in jenun. Tot in jejun au fost observate mai multe celule
caliciforme decat in duoden.

Cele mai importante structuri observate in submucoasa distala a jejunului, dar si in
ileon sunt placile Peyer. Aceste formatiuni limfoide sunt mari atat in jejun (985um), cat si in
ileon (760um) si imprimd submucoasei o grosime dubla fatd de cea Intalnita la duoden.

In cadrul ileonului au fost inregistrate cele mai mci valori pentru grosimea totald a
mucoasei (454um), pentru indltimea vilozitatilor (125um) si lungimea glandelor intestinale
(347um) si cea mai mare valore pentru grosimea muscularis mucose (80um). Acest lucru
explica faptul cd principala functie a ileonului nu este in digestie si absorbtie, ci in apararea
imunitara prin tesutul limfoid asociat mucoasei, care este foarte dezvoltat.

Musculoasa ce apartine jejunului dar si a ileonului devine mai groasd pe masura ce se
aproprie de intestinul gros. Desi grosimea creste pentru ambele straturi de muschi din
musculoasa (circular si longitudinal), ele raman proportional egale.

Sistemul nervos enteric ia parte atit la modularea raspunsul imun intestinal cat si la
digestie. Fibrele nervoase in urma impulsurilor venite de la neuronii adrenergici si colinergici,
elibereaza neuropeptide cu functii modulatoare.

Porcii din rasa Pietrain au o performanta productiva mare datorita corelatiilor formate
intre morfoarhitectura tubul intestinal, mesajele neuro-endocrine dar si a tesutul limfoid
rezident in intestinul subtire.

Capitolul 7 este intitulat "Analiza histologici privind reactivitatea mucoasei
intestinale in urma introducerii in hrania a tescovinei de struguri la porcii din rasa
Pietrain". In acest capitol, scopul principal a fost de a observa ce efecte provoaca includerea

n hrana porcilor, a tescovinei de struguri negri asupra aspectului histologic al tubul digestiv.
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Experimentul s-a desasurat in sistem intensiv, porcii (n=50) avand aceeasi varsta (180
zile) si aceeasi greutate initiala (85,09 + 5,11 kg). Pentru a gasi doza optima de tescovina
pentru dieta porcilor care poate modifica morfologia mucoasei si a submucoasei intestinale,
aceasta a fost administratd in doze diferite, timp de 3 luni. Totodata, a fost divizat si lotul total
de animale Tn loturi experimentale mai mici in functie de doza de tescovina, astfel obtinandu-
se urmatorul protocol experimental: LM (10 porci cu dieta de bazd), LE1 (10 porci cu adaos
de 1g/kg tescovina), LE2 (10 porci cu adaos de 5g/kg tescovind), LE3 (10 porci cu adaos de
10g/kg tescovind) si LE4 (10 porci cu adaos de 15g/kg tescovina). Efectele tescovinei de-a
lungul experimentului asupra intestinului subtire au fost reprezentate de schimbari
semnificative ale structurii mucoasei cat si a tesutului limfoid asocit mucoasei intestinale. La
doza de 10g/kg, In duoden, au fost observate cele mai valori pentru inaltimea vilozitatilor
intestinale, a adancimii criptelor, dar si a raportului dintre ele. Cele mai mici valori pentru
morfoarhitectura intestinald, au fost raportate la LE1, avand valori aproximativ egale cu cele
de la LM. Indicii morfometrici masurati la nivelul jejunului dar si al ileonului, au avut cele
mai mari valori la LE3 (10g/kg tescovind) si cei mai mici la LEl (1g/kg tescovind).
Limfonodulii masurati in jejun si ileon au avut cele mai mari dimensiuni la doza de 10g/kg
tescovind. Acestd dozd a promovat cea mai buna morfostructura si in cecumul porcilor. La
LE3 au fost observate cele mai lungi glande intestinale, cele mai numeroase celule caliciforme
si cei mai numerosi limfonoduli in cecumul porcilor. Concluzia acestui capitol a fost ca doza
recomandatd pentru promovarea morfoarhitecturii si a tesutului limfoid asociat mucoasei
intestinale s-a produs la doza de 10g/kg tescovina de struguri negri ca adaos in hrana porcilor.

Capitolul 8 se intituleazd "Expresia imunohistochimici a markerilor pro-
inflamatori (IL-1p, TNF-a si MCH-II) si redox (Nrf2 si p65) la nivelul intestinului pentru
porcii hraniti cu pulbere de tescovina de struguri negri”. Scopul acestui capitol a fost de
a urmari evolutia inflamatiei si a puterii antioxidante a tescovinei de struguri negri atunci cand
a fost aditionata dietei porcilor, prin tehnica imunohistochimica.

Porcii (n=50) la inceputul experimentului au avut aceeasi varsta si aceleasi greutati.
Acestia au fost impartiti in 4 loturi experimentale si un lot martor (cite 10 porci/lot), fiind
hraniti timp de 3 luni astfel: LM (dieta de bazd), LE1 (dieta de baza +1g/kg tescovina), LE2
(dieta de baza + 5g/kg tescovind), LE3 (dietd de baza +10g/kg tescovina) si LE4 (dietd de
bazad + 15g/kg tescovind). Efectul polifenolilor din tescovina de struguri negri a redus expresia
markerilor pro-inflamatori in tubul digestiv (intestin subtire si cecum). Experia I1-1f a fost
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cea mai puternicd la LM in toate segmentele tubului digestiv analizate. Dintre loturile
experimnetale, cea mai intensa colorare (+++) a fost in duoden la LE1 si LE2, in jejun la LE1,
LE2 si LE4; si in cecum LE1 Cea mai slaba expresie a lui II-1p (+) a fost in ileon la LE3 Si
LE4, iar in cecum la LE3. Expresia TNF-a a fost cea mai intensa (+++) la LM in toate zonele
studiate. Cea mai slaba colorare (+) a fost in duoden la LE3 si LE4, in jejun, ileon si cecum
la LE3. Pentru markerul MCH-II, cea mai puternica (+++) expresie a fost in duoden la LM,
iar in jejun, ileon si cecum la LM si LE1. Cea mai slaba (+) expresie a fost observata in duoden
la LE3 si LE4, iar 1n jejun si cecum la LE3.

Pentru a analiza raportul redox la nivel intestinal, au fost urmadrite in paralel
rezultatele expresiilor a doi markeri: Nrf2 si p65. Cea mai slaba expresie (+) a Nrf2 a fost in
duoden, jejun si ileon la LE1, pe cand cea mai puternica expresie (+++) a p65 a fost in jejun
si cecum la LE1. Cea mai puternicd colorare (+++) a Nrf2 a fost in duoden, jejun, ileon si
cecum la LES3, iar cea mai slaba colorare (+) a p65 a fost in duoden si cecum la LE3 si LE4,
iar in jejun la LE3. Cele mai slabe expresii ale markerilor pro-inflamatorii dar si cel mai bun
raport redox in intestinul porcilor hraniti cu tescovina de struguri negri, au fost obtinute la
doza de 10g/kg.

Capitolul 9 este intitulat "Cercetari privind evolutia parametrilor performantei
de crestere a porcilor hraniti cu o dieta suplimentati cu tescovina de struguri negri”,
avand ca principal scop de a calcula parametri de crestere (ADFI, ADG, TCF si greutatea
initiald) si de a stabili perfomanta porcilor hraniti cu un ados de tescovind de struguri negri.

Un total de 50 de porci cu aceeasi greutate initiala si varstd, au fost impartiti cate 10
porci in 4 loturi experimentale si un lot martor. Timp de 3 luni, porcii au fost hraniti cu adosuri
de tescovina in urmatoarele doze: LM (dietd de bazd), LE1 (adaos de tescovina 1g/kg), LE2
(adaos de tescovina 5g/kg), LE3 (adaos de tescovind 10g/kg) si LE4 (adaos de tescovina
15g/kg). Cele mai mari valori ale greutatii finale ADFI si ADG, au fost obtinute introducand
in hrana porcilor 10g/kg tescovind de struguri negri (LE3). Porcii care au fost hraniti cu 1g/kg
tescovina de struguri negri au fost cei mai slabi la ultima céantarire, si cu cele mai mici valori
pentru ADG si ADFI. Cea mai buna rate de conversie a furajelor a fost la LE3.

Teza se incheie cu concluziile generale.
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ABSTRACT

This doctoral thesis, entitled "RESEARCH ON THE EFFECT OF NATURAL
ANTIOXIDANTS ON THE DIGESTIVE TUBE IN INTENSIVELY RAISED PIGS", was
elaborated according to the methodology for writing a doctoral thesis, comprising 2 parts: the
first part summarizes the current state of the literature in the field of the thesis, followed by
the second part, where the results obtained from our own research on the topic are reported.

The first part of the thesis consists of 3 chapters summarizing information on the
morphophysiology of the oral cavity, salivary glands, stomach and intestinal tract (small and
large) of the Pietrain pig; the intestinal immune system with emphasis on the lymphoid tissue
associated with the intestinal mucosa and the use of grape polyphenols as antioxidants in pigs
with the description of their chemical structure, bioavailability and bioeffects at the intestinal
level.

The second part of the thesis comprises 6 chapters which: state the aim and
objectives of the thesis; and also report the results of research on the histological and
physiological peculiarities of the small intestine, strictly in Pietrain pigs and the response
induced by black grape tescovine added to the diet on intestinal health and productive indices
in pigs.

All of the above is presented in 51 original figures and 10 tables, and is consulted by
496 bibliographical references.

Chapter 4 is entitled "Aim and Objectives of the Thesis", highlighting the main
objectives for the realization of the thesis:

» Histological evaluation of the small intestine in Pietrain pigs, with emphasis on the
analysis of the height of the intestinal villi, the depth of the Lieberkiihn crypts, the
morphology of the columnar epithelium with striated plateau, the number of goblet cells,
the cell populations infiltrating the lamina propria, the thickness of the mucosal
musculature and the lymphoid tissue present in the jejunum and ileum;

» To follow the intestinal mucosal response after challenge with grape tescovine
polyphenols in pig feed over a 3-month experimental period. In this study, variations in

the height of intestinal villi, length of Lieberkiihn's glands, villous height/crypt depth
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ratio and the dimensions of the lymphopods making up the Peyer's plagues were
calculated;

»  Inumohistochemical technique to highlight the reduction of some pro-inflammatory
markers and to promote those responsible for the induction of the antioxidant effect at
intestinal level, following the inactivation of black grape tescovine in the basic diet of
pigs for 3 months;

» Calculation of indices reflecting production efficiency in intensively reared pigs fed
black grape tescovin.

Chapter 5 is entitled "The organizational framework in which the research was
carried out". This chapter describes the herd of pigs used in the thesis experiments, giving
details of the breed, age and rearing conditions applied on the farm. The diet with black grape
tescovine is also described in terms of total phenolic and flavonoid content and antioxidant
activity.

Chapter 6 is entitled "Investigations on morphostructural and functional
particularities of the small intestine in Pietrain pigs" with the main aim of highlighting the
physiological and histological differences in the small intestine of Pietrain pigs.

The pigs (n=10) were included in the experiment at 180 days of age and an average
weight of 85.09 £5.11 kg. The feed received was a complete pelleted fattening pelleted feed
given ad libitum for 90 days. At the end of the experimental period, the pigs were slaughtered
in a slaughterhouse and the small intestine was removed. The research then continued to the
laboratory where histologic preparations were obtained.

The mucosa of the duodenum had an average thickness of 960um, consisting of
intestinal villi (250pum), glandular layer in the lamina propria (420pum) and muscularis
mucosae (25um). The surface epithelium is columnar with a striated plateau and consists of
numerous enterocytes and goblet cells. Enterocytes vary in size depending on their position:
in Lieberkiihn's glands (where they originate) they are cubic in shape, gradually growing to a
prismatic shape at the base of the villi (17um high) and at the apex of the villi (30um high).
The height of the microvilli is lower in enterocytes at the base of the villi (0.5um) and higher
(1.5um) for those at the apex of the villi. Bruke's muscle is found at the central axis of each
villi and originates from the muscle fibers of the muscularis mucosae. The thickness of this
muscle can reach up to 50um. The thickness of the submucosa can reach up to 500um, here

the mixed Briinner's glands are found, which are made up of both serous and mucosal
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secretory units. The muscularis consists of the inter layer with the muscle fibers arranged
circularly (200um) and the outer layer with the fibers oriented longitudinally
(125pum).Between these layers of muscle is located the Auebach's vegetative myenteric
nervous plexus. The last tunic of the duodenum is the serosa with a thickness of up to 80um.
In jejunum, the highest values were obtained for total mucosal height (1006um), villous height
(246pm) and the longest length of Lieberkiihn glands (604um). Higher villi means a larger
absorptive surface area, hence better digestion and absorption in the jenun. Also more goblet
cells were observed in the jejunum than in the duodenum.

The most important structures observed in the distal submucosa of the jejunum, but
also in the ileum are Peyer's plaques. These lymphoid formations are large in both jejunum
(985um) and ileum (760um) and imprint the submucosa with a thickness twice that found in
the duodenum.

In the ileum the smallest values were recorded for the total thickness of the mucosa
(454um), for the height of the villi (125um) and the length of the intestinal glands (347um)
and the highest value for the thickness of the muscularis mucosae (80um).This explains the
fact that the main function of the ileum is not in digestion and absorption, but in immune
defense through the lymphoid tissue associated with the mucosa, which is highly developed.

The muscle belonging to both the jejunum and the ileum thickens as it approaches the
large intestine. Although the thickness increases for both layers of muscle in the muscularis
(circular and longitudinal), they remain proportionally equal.

The enteric nervous system takes part in both modulating the gut immune response
and digestion. Nerve fibers, following impulses from adrenergic and cholinergic neurons,
release neuropeptides with modulatory functions.

Pietrain pigs have a high productive performance due to the correlations formed
between the morphoarchitecture of the intestinal tract, the neuro-endocrine messages and the
resistant lymphoid tissue in the small intestine.

Chapter 7 is entitled "Histologic analysis on the reactivity of the intestinal mucosa
following the introduction of grape tescovine in Pietrain pigs". The main aim was to
observe what effects the inclusion of black grape tescovine in pigs' feed has on the histologic
appearance of the digestive tract. The experiment was carried out in an intensive system with
pigs (n=50) of the same age (180 days) and initial weight (85.09 £ 5.11 kg). In order to find

the optimal dose of tescovine for the diet of pigs that can modify the morphology of the
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intestinal mucosa and submucosa, it was administered in different gram doses for 3 months.
The total group of animals was also divided into smaller experimental groups according to
the dose of tescovine, resulting in the following experimental protocol: LM (10 pigs on basal
diet), LE1 (10 pigs on 1g/kg tescovine), LE2 (10 pigs on 5g/kg tescovine), LE3 (10 pigs on
10g/kg tescovine) and LE4 (10 pigs on 15g/kg tescovine).

The effects of tescovine throughout the experiment on the small intestine were
represented by significant changes in the mucosal structure as well as in the lymphoid tissue
asocytosed in the intestinal mucosa. At the dose of 10g/kg, in the duodenum, the highest
values were observed for the height of the intestinal villi, the depth of the crypts, as well as
the ratio between them. The lowest values for intestinal morphoarchitecture were reported in
LE1, with values approximately equal to those of LM.

Morphometric indices measured in the jejunum and ileum had the highest values at
LE3 (10g/kg testis) and the lowest at LE1 (1g/kg testis). Lymph nodes measured in the
jejunum and ileum were largest at 10g/kg tescovine. This dose also promoted the best
morphostructure in the cecum of pigs. LE3 had the longest intestinal glands, the most
numerous goblet cells and the most numerous lymph nodes in the cecum of the pigs. The
conclusion of this chapter was that the recommended dose to promote the morphoarchitecture
and associated lymphoid tissue of the intestinal mucosa occurred at the dose of 10g/kg black
grape tescocholine as an addition to the pigs' feed.

Chapter 8 is entitled "Immunohistochemical expression of pro-inflammatory (IL-
1B, TNF-a and MCH-I1) and redox (Nrf2 and p65) markers in the intestine of pigs fed
black grape tescovin". The aim of this chapter was to follow the evolution of inflammation
and antioxidant potency of black grape tescovin when added to the pigs' diet, by
immunohistochemical technique.

The pigs (n=50) at the beginning of the experiment were of the same age and weights.
They were divided into 4 experimental groups and a control group (10 pigs per group) and
fed for 3 months as follows: LM (basal diet), LE1 (basal diet +1g/kg tescotin), LE2 (basal
diet + 5g/kg tescotin), LE3 (basal diet +10g/kg tescotin) and LE4 (basal diet + 15g/kg tescotin).

The effect of black grape tescovine polyphenols down-regulated the expression of
pro-inflammatory markers in the digestive tract (small intestine and cecum). The II-1p
experiment was most potent in LM in all digestive tract segments analyzed. Among the

experimental groups, the most intense staining (+++) was in the duodenum in LE1 and LEZ2,
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in the jejunum in LE1, LE2 and LE4; and in the cecum LEL. The weakest expression of II-1
(+) was in the ileum in LE3 and LE4, and in the cecum in LE3. TNF-a expression was most
intense (+++) in LM in all areas studied. The weakest staining (+) was in the duodenum in
LE3 and LE4, in jejunum, ileum and cecum in LE3. For the MCH-II marker, the strongest
(+++) expression was in the duodenum in LM, and in jejunum, ileum and cecum in LM and
LE1. The weakest (+) expression was observed in the duodenum in LE3 and LE4, and in the
jejunum and cecum in LE3.

In order to analyze the redox ratio at the intestinal level, the expression results of two
markers were followed in parallel: Nrf2 and p65. The weakest expression (+) of Nrf2 was in
the duodenum, jejunum and ileum in LE1, whereas the strongest expression (+++) of p65 was
in the jejunum and cecum in LE1. The strongest staining (+++) of Nrf2 was in duodenum,
jejunum, ileum and cecum in LE3, while the weakest staining (+) of p65 was in duodenum
and cecum in LE3 and LE4, and in jejunum in LE3. The weakest expression of pro-
inflammatory markers but also the best redox ratio in the intestine of pigs fed black grape
tescovin was obtained at a dose of 10g/kg.

Chapter 9 is entitled ”Investigations on the evolution of growth performance
parameters of pigs fed a diet supplemented with black grape tescovin” with the main aim
to calculate growth parameters (ADFI, ADG, TCF and initial weight) and to establish the
performance of pigs fed a black grape tescovin admixture.

A total of 50 pigs of the same initial weight and age were divided 10 pigs each into 4
experimental groups and a control group. For 3 months, the pigs were fed with tescovin
adducts at the following doses: LM (basal diet), LE1 (tescovin adduct 1g/kg), LE2 (tescovin
adduct 5g/kg), LE3 (tescovin adduct 10g/kg) and LE4 (tescovin adduct 15¢/kg).

The highest values of final weight, ADFI and ADG, were obtained by feeding 10g/kg
black grape tescovin (LE3). Pigs that were fed 1g/kg black grape tescovin were the weakest
at last weighing, and had the lowest ADG and ADFI values. The best feed conversion rates
were at LE3.

General conclusions end the thesis.
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1. MORFOFIZIOLOGIA TUBULUI DIGESTIV LA PORC

MORPHOPHYSIOLOGY OF THE DIGESTIVE TRACT IN PIGS

1.1. Particularitati histologice ale cavitatii bucale si ale glandelor salivare la

porc

1.1.1. Cavitatea bucala

La porc, specific speciei, sistemul digestiv prediafragmatic incepe cu cavitatea orala
(Cavum oris) deschisa de rat (Rostrum) format prin dezvoltarea exagerata a buzei superioare
(Labium superius) ce se uneste cu varful nasului. Buza inferioara (Labium inferius) este scurta,
ascutitd si acoperitd de cea superioard, descriind impreund doud comisuri labiale adanci
(Angulus oris dexter et sinister). Buzele prezinta o zond externa cu o piele subtire acoperita
de epiteliu pavimentos stratificat necheratinizat si o zona de tranzitie spre mucoasa labiala.
Zona externd contine foliculi pilosi, o bogatd vascularizatie si numeroase terminatiuni
nervoase senzoriale. Scheletul buzelor contine muschiul orbicular al buzelor, fiind un muschi
striat de tip scheletic (Bacha si Bacha, 2003; Banks, 1993; Diaz del Consuelo si col., 2005).

In cavitatea orald alimentele ingerate sunt masticate si lubrefiate prin salivi. Cum
alimentele sunt fizic maruntite in cavitatea orala, aceasta este captusita de un epiteliu
pavimentos stratificat necheratinizat care, de asemenea, captuseste suprafata labiala interna a
buzelor. Acest epiteliu protector se aflda pe 0 membrana bazala si un tesut conjunctiv bogat in
fibre de colagen. Dintii, limba, buzele, obrajii si palatul actioneazd impreuna in ingestia si
fragmentarea alimentelor, care trec apoi 1n esofag prin actiunea limbii si a musculaturii
faringelui in timpul deglutitiei. inghitirea bolului alimentar este facilitatd de secretia salivara.

Limba este un organ musculo-membranos, alcatuit dintr-o radacina, un corp si un varf.
Musculatura limbii este formata din benzi de muschi striati de tip scheletic, asezate in mai
multe planuri si separate intre ele de un tesut conjuctiv. Lamina propria a limbii este populata

de numeroase glande accesorii cu unitati secretorii acinare seroase si mucoase (Bacha si
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Bacha, 2003; Pawlina si col., 2016). Mucoasa linguala este pliatd neregulat si specializata
pentru receptia gustativa si senzoriald. Pe fata dorsala, mucoasa prezinta mai multe tipuri de
papile linguale (Papillae linguales), iar pe fata ventrald a limbii, mucoasa este neteda. Sunt
descrise patru tipuri de papile linguale la porc: cele mai muneroase sunt papilele filiforme
localizate pe fata dorsala si orientate aboral, papilele fungiforme sunt diseminate pe fata
dorsalda si marginile laterale, papilele foliate sunt plasate pe marginile laterale si papilele
valate sunt localizate dorsal. Din punct de vedere histologic, papilele sunt alcatuite dintr-un
ax central de tesut conjunctiv ce provine din lamina propria, si un epideliu de acoperire
pavimentos stratificat necheratinizat. in cazul papilelor valate si foliate, sunt prezenti mugurii
gustativi, localizati la baza papilelor in structura epiteliului (Diaz del Consuelo si col., 2005;
Krause, 2005). Perceptia gustului este influentata de anumiti factori: glandele Ebner de la
baza papilei ce produc o secretie apoasa, trecerea acestui lichid intr-un flux continuu la nivelul
santurilor adanci peripapilare, perceptia gustului prin stimularea microvililor celulelor
receptoare din mugurii gustativi, depolarizarea membranei celulare, eliberarea
neuromediatorilor pentru fibrele nervoase aferente ce duc, in final, informatia neuronilor
gustativi din sistemul nervos central (Chamorro si col., 1993) au cuantificat papilele gustative
la porc si au relevat un numar cuprins intre 818 si 637 de papile fungiforme si 2 papile valate
la porcine.

Porcul are o dentitie heterodonta (dintii sunt diferentiaiti in incisivi, canini, premolari
si molari), diftiodonta (dentitie de "laptele" pana la 8 luni si definitivd pana la 2 ani) si
bunodonta (molari cu tuberculi rotunjiti). Purceii se nasc cu dintii de "laptele" complet erupti.
Majoritatea premolarilor decidui erup intre prima si a cincea saptdmana de viatd, urmati de
alti dinti decidui care sunt inlocuiti de dintii permanenti in timp. Formula dentard completa
este alcatuitd din 44 de dinti din care: 3 perechi de incisivi folositi pentru prinderea si
forfecarea alimentelor, 1 pereche de canini cu rol de rupere, 4 perechi de premolari care
macind grosolan nutreturile si, in final, 3 perechi de molari care strivesc furajele in particule

mai mici (Tucker si Widowski, 2009).

1.1.2. Glandele salivare

Saliva este secretatd de trei glande salivare majore: glandele parotide, glandele
mandibulare si glandele sublinguale, la care se adauga o serie de glande minore (labiale,
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linguale, bucale, si glandele palatine). Saliva este un lichid complex ce indeplineste rol
protector, lubrefiant si digestiv. Secretia glandelor salivare minore este continud si sub
influenta factorilor locali (miros, gust si compozitia alimentelor), pe cand glandele salivare
majore secretd sub influenta parasimpaticului (salivd apoasa si subtire) sau a simpaticului
(saliva bogatd in compusi organici), prin stimuli fizici, chimici cat si psihologici. Toate
glandele salivare prezintd o capsulad de tesut conjuctiv (capsula glandularis) ce emite septe
compuse din fascicule de fibre de colagen (septa interlobularia) ce se extind in tesutul glandei,
dand nastere la lobuli de diferite dimensiuni. In tesutul conjunctiv sunt prezente vasele de
sdnge, nervi si portiuni din sistemul canalicular de excretie. Secretia in glandele salivare are
loc prin modelul merocrin, unde celulele parcurg diferite etape ale unui ciclu secretor cu
finalizarea excretiei produsilor prin exocitoza in zona apicala a celulei.

Glanda parotida (Glandula parotis) este foarte dezvoltata la porc, se gaseste in loja
parotidiand si poate ajunge pand la apertura craniald toracicd. Dupa forma si alcatuirea
adenomerului, glanda parotida este o glanda acinara compusa avand unitatea secretorie, acinul
seros. Saliva, care la porc este plind de amilaza, este transportatd printr-un sistem de canale
cu diametre crescande pana in cavitatea bucald, unde incepe practic digestia carbohidratilor.
Saliva contine de asemenea imunoglobulina A, lactoperoxidaza si lizozim ce joaca rol in
apdrarea imunitara. Canalul parotidian (Stenson) se deschide la nivelul unei papile salivare in
dreptul primului sau a celui de-al doilea molar superior. Din punct de vedere histologic, acinul
seros este alcatuit din celule piramidale inserate pe membrana bazald. Datoritd formei
celulelor (pol apical efilat si baza largd) si a jonctiunilor dintre ele, se formeaza o structura
sferica cu un lumen ingust in mijloc. In zona bazali a celulei se giseste ergastoplasma, intre
treimea bazala si cea mijlocie se gaseste nucleul veziculos, iar In zona apicala sunt vizibile
granulele de zimogen. Secretia este fluida initial, apoi trecand prin canalele intercalate, Striate
si cele exretorii, are loc ingrosarea salivei si reglarea continutului de electroliti al acesteia
(Banks, 1993; Krause, 2005).

Glanda mandibulara (Glandula mandibularis) se gaseste sub glanda parotida, langa
muschiul maseter. Este alcatuitd dintr-o portiune aborala globuloasa si o portiune orald mai
redusa. La porc, glanda tubulo-acinard mandibulara este alcatuita din unitati mixte secretorii,
celulele mucoase fiind acoperite de demilune seroase (Burmester si col., 2003). Celulele
mucoase sunt cilindrice, cu nucelul aplatizat la margine, iar in polul apical sunt evidentiate

numerose granule de mucigen. Secretia mucoasd se amesteca cu cea seroasa intr-un lumen
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mai larg si nu sufera modificari pe parcursul ductelor intercalate si striate excretoare (Young
si col., 2013). Secretia este condusé prin canalul mandibular (Wharton) ce se deschide in
cavitatea bucald la nivelul fraului limbii.

Glanda sublinguala la porc este alcdtuitd din glanda sublinguala monostomatica
(Glandula sublingualis monostomatica) si glanda sublinguala polistomatica (Glandula
sublingualis polystomatica). Portiunea monostomaticd este plasata in fata glandei
mandibulare, avand o forma alungitd si un singur canal sublingual mare care se deschide
impreuna cu cu cel mandibular la nivelul fraului limbii. Portiunea polistomatica este mai
dezvoltata si este deservita de mai multe canale scurte sublinguale, ce se deschid fie in canalul
mare sublingual, fie direct in cavitatea bucald, la nivelul spatiilor sublinguale laterale (Banks,
1993; Burmester si col., 2003). Glanda sublinguala este o glanda tubulo-acinara ce are ca si
unitate morfo-secretorie, acinul mixt. Ca si in cazul glandei mandibulare, celulele mucoase
ocupd doud treimi din volumul acinului alcdtuind tubi glandulari, iar o treime este ocupata de
demiluna seroasa. Sistemul de canale excretorii este mai puin dezvoltat fatd de celelalte
glande salivare mari, in special vorbind despre canalele intralobulare (Bacha si Bacha, 2003).

Faringele (Pharynx) este un conduct musculo-membranos, lung si ingust, unde calea
digestiva se intersecteaza cu calea respiratorie gi se continud cu esofagul. Mucoasa faringiana
este ingrosatd datoritd prezentei unor foliculi limfoizi ce corespund amigdalei faringiene
(Tonsilla pharyngea).

Esofagul (Esophagus) este un tub muscular scurt si drept, ce conduce de la faringe,
bolul alimentar in stomac. Acesta este divizat in zona cervicald, zona toracica si zona
abdominala. Specific porcului este prezenta unei singure stricturi in treimea mijlocie a
esofagului si prezenta muschiului tiro-esofagian. Trecerea bolului alimentar este posibila prin
relaxarea sfincterelor esofagiene si a miscarilor peristaltice controlate de sistemul nervos
vegetativ (Bacha si Bacha, 2003). Peretele esofagului prezinta structura tipica a organelor
digestive tubulare: mucoasa, submucoasd, musculoasa si adventitie. Mucoasa esofagiana este
alcatuita dintr-un epiteliu pavimentos stratificat necheratinizat, sustinut pe un tesut conjunctiv
lax (lamina propria) si un strat de celule musculare netede dispuse longitudinal (muscularis
mucosae). Submucoasa este alcétuitd dintr-un tesut conjunctiv in care predomina fibrele
elastice ce permit distensia peretelui cand trece bolul alimentar prin esofag, vase de sange si
terminatii nervoase. In treimea superioari a esofagului, in submucoasa se gisesc de asemenea,

glande salivare minore cu secretie mucoasa, care se deschid in lumen, traversand toate
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straturile mucoasei. Un aspect particular la porc este prezenta foliculilor limfoizi in apropierea
glandelor mucoase din submucoasd. Tunica musculard contine muschi striati in treimea
anterioard, transformandu-se in muschi neted in apropierea stomacului. Fibrele musculare
netede descriu un strat longitudinal extern si unul circular intern. Stratul extern al esofagului
in cavitatea toracica este reprezentat de o adventitie, iar in cavitatea abdominald este prezent
in plus un mezoteliu ce acopera tesutul conjuctiv si formeaza un tesut mezotelio-fasciculat

(Krause, 2005).

1.2. Particularitati histologice ale stomacului la porc

Stomacul reprezintd o dilatare a intestinului primitiv si joaca rol in preluarea bolului
alimentar de la esofg, depozitarea temporard a alimentelor, digestia partialad a acestora si
livrarea spre urmatorul segment digestiv. Din punct de vedere histologic, stomacul la porci
prezintd 4 tunici: mucoasd, submucoasd, musculard si tunica externd sau seroasa. Mucoasa
este alcatuita dintr-un epiteliu de acoperire ce descrie infundibulii gastrici si diferite glande in
functie de zona gastrica, lamina propria data de un tesut conjunctiv cu rol nutritiv si de suport;
si muscularis mucosae reprezentat de mai multe straturi fine de fibre musculare netede.

La suine, stomacul (gaster, ventriculus) prezinta o singura camera, captusitd de o
combinatie de mucoasd glandulara si aglandulara, delimitdnd 4 zone: regiunea esofagiana,
cardia, corpul stomacului (zona fundicd) si zona pilorica. Diferentele in structura stomacului,
inclusiv a mucoasei gastrice, reflectd modul de furajare a porcilor.

Regiunea esofagiana (pars esophagea) este o continuare a esofagului si este captusita
la interior de un epiteliu pavimentos stratificat necheratinizat. Restul de mucoasa gastrica este
glandulara si prezinta la suprafata infundibuli (glandulae gastricae) rezultati din invaginarea
epiteliu columnar specializat In secretia de mucus. Celulele din epiteliul glandelor, sunt
specializate in secretia de mucus alcalin, In care predomind apa, bicarbonatul, lipazele si
proteazele (Solcan, 2018; Woods, 2004). De asemenea, celulele epiteliale gastrice sunt
sustinute ferm impreuna prin jonctiuni stanse (zonulae occludentes) si jonctiuni GAP (nexus).
Invelisul mucos impreuna cu jonctiunile dintre celule, sunt bariere in prevenirea lizei stratului

epitelial de catre sucul gastric acid (Young si col., 2013). Infundibulii gastrici se deschid la
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suprafata mucoasei si Se vor continua in grosimea mucoasei, cu diferite glande in functie de
localizare.

Glandele cardiale (pars cardiaca) se intind pe o treime din suprafata luminala totala,
Tncorporand diverticulum ventriculi si jumatate din corpul stomacului. Glandele cardiale sunt
de obicei ramificate si tubulare incolacite, care se varsa printr-un "gat" scurt la baza
infundibulilor gastrici (foveolae gastricae). Portiunea terminala a glandelor este larga.
Epiteliul glandular este cuboidal pana la columnar si produce o secretie mucoasa alcalina care
contine lizozim (Woods, 2004). Secretia glandei cardiale poate fi considerata a avea efecte
umidificatoare si lubrifiante. Prezenta unui epiteliu protector gros la intrarea stomacului si a
glandelor cardiale adiacente, cu numeroase celule de mucus pot fi un raspuns la alimentatia
de tip omnivora a porcilor (Fothergill si col., 2019). Celulele principale sunt uneori prezente
in cadrul epiteliului. In plus fatd de aceste celule glandulare exocrine, regiunea glandei
cardiace a stomacului de porc mai contine celule glandulare endocrine, care pot fi identificate
cu ajutorul tehnicilor de colorare cu argint si imunohistocitochimice. Aceste celule fac parte
din sistemului endocrin gastrointestinal, iar secretia lor (serotonina, somatostatina si
endorfinele) trece in reteaua capilard a peretelui stomacal (\Woods, 2004).

Zona fundica (fundice) sau gastrica propiu-zisa la porc este alcituitd din infundibuli
ce se continud cu 3-7 glande fundice tubuloase simple, lungi si mai putin ramificate decat
glandele cardiale. Glandele fundice isi parcurg traseul prin lamina propria pana la muscularis
mucosae, fiind inconjurate de tesut conjunctiv, vase, nervi, celule musculare netede si
infiltrate celulare. Glandele gastrice propriu-zise sunt compuse din trei regiuni: istm: celule
istmice (epitheliocytus nondifferentiatus), gat (col glandular): celule cervicale (mucocytus
cervicalis) si portiunea bazala (pars principalis); caracterizate de tipuri de celule distincte din
punct de vedere structural si functional: celule principale (exocrinocytus principalis), celule
parietale (exocrinocytus parietalis) si celule endocrine (endocrinocytus gastrointestinalis)
(Woods, 2004).

Istmul este portiunea glandei situatd la baza infundibulilor gastrici din care se
dezvoltd glanda propriu-zisa. Contine un epiteliu cuboidal, ce este continuarea mucoasei
epiteliale de la suprafatd. Celulele cresc in indltime pe parcursul acestei tranzitii. Celulele
istmului provin dintr-un nucleu de celulele stem care de obicei, nu sunt complet diferentiate
(epiteliocyti nondifferentiati). Celulele stem se divid mitotic si migreaza spre suprafata
luminald pentru a inlocui celulele mucoase superficiale, sau vor migra in jos pentru a se
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diferentia in celule mucoase cervicale, enterocromafine sau in celule principale. Ca si celulele
epiteliale care captusesc infundibulii gastrici, sunt prezente si celule producatoare de mucus
ce contribuie la protejarea epiteliului (Solcan, 2018).

Regiunea gatului contine celule parietale (oxintice) si celulele mucoase ale gatului
(mucocyti cervicales). Aparand individual sau in grupuri, celulele mucoase cervicale diferd in
structura si functie fata de celulele istmului. Celulele cervicale sunt de forma cuboidala si, de
obicei, se coloreaza slab. Nucleul ocupa o pozitie bazala, iar acumularea de granule secretorii
face ca suprafata apicald a celulei sa fie proeminenta in lumen. Mucusul produs de celulele
gatului este acid, de vascozitate relativ scazuta si relativ bogat in glicozaminoglicani. Stratul
format de combinatia acestui mucus si a celui produs de celulele istmice si de suprafata
protejeaza epiteliul impotriva atacurilor proteolitice si activitatea hidroliticd a proteazelor si a
ionilor de H* secretati de cétre celulele parietale (Bacha si Bacha, 2003).

Invelisul epitelial de la baza glandei fundice incorporeazi numeroase celule exocrine:
celule principale si celule parietale. Sunt prezente, de asemenea, celule endocrine ale
sistemului enteroendocrin al tractului gastrointestinal. Celula principala (exocrinocytus
principalis) este cuboidala sau piramidala, cu citoplasma usor bazofila. Nucleul oval este de
obicei situat in treimea bazala a celulei. Tipic pentru celulele cu un nivel ridicat de activitate
secretorie, celulele principale sunt bogate Tn organite asociate cu sinteza proteinelor. Celulele
principale contin granule de zimogen care, In faza de secretie activa, determind bombarea
apicald a celulelor. Celulele principale secreta pepsinogen care se va transforma in pepsind in
mediul acid al stomacului (Bacha si Bacha, 2003). Celula parietala (exocrinocytus parietalis)
este o celuld rotunjita. in forma de para, puternic acidofila, cu nucleu sferic central si care se
interpune intre, sau se afla la periferia celulelor principale. Celule parietale apar pe tot peretele
glandelor tubulare, in special in sectiunea mediana, si se caracterizeaza prin prezenta unor
mitocondrii abundente care contin in special numeroase criste. Structurile tubulovesiculare
acumuleaza sub plasmalemi in timpul stadiului inactiv al celulei parietale. In plus, celulele
parietale contin un sistem de canaliculi intracelulari (canaliculi intracellulares) care mareste
suprafata pe care poate avea loc secretia. In timpul fazei de secretie activd, numarul de
microvili care captusesc canaliculele creste, in timp ce sistemul tubulovesicular regreseaza.
Celulele parietale care sunt active, secretd ioni ce CI™ si ioni de K*. Sub actiunea anhidrazei
carbonice prezenta in celulele parietale, acidul carbonic este disociat in bicarbonat HCO3 si
H*. Bicarbonatul este preluat de circulatia singelui, iar ionul de H" este eliberat prin pompa
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H*/K" doar prin resorbtia intracelulard de K*. Acidul clorhidric disociat (H* si CI') este
secretat in canaliculi (Young si col., 2013).

Celulele endocrine intraepiteliale (endocrinocyti gastrointestinales) se gasesc in
special in zona mijlocie si sectiunile terminale ale glandei. Impreuni cu celulele endocrine ale
pilorului si ale intestinului subtire, precum si celulele endocrine ale pancreasului, aceste celule
apartin sistemului endocrin gastroenteropancreatic (GEP). Celule endocrine care se gasesc in
regiunea glandelor gastrice propriu-zise includ celulele enterocromafine (EC) ce sintetizeaza
serotonina, celulele D ce sintetizeazd somatostatina si celulele G ce sintetizeazd gastrina.
Stimularea nervoasa parasimpaticd, prezenta alimentelor in stomac si distensia peretelui
gastric duc la sinteza gastrinei si eliberarea ei in sange. Pe urma, este stimulatd secretia de
pepsind si HCI precum si motilitatea gastricd. Somatostatina este stimulata de prezenta directa
a HCl si are rol de a inhiba secretia de hormoni digestivi, avand un feedback negativ asupra
secretiei acide (Eurell si Frappier, 2013).

Glandele pilorice (glandulae pyloricae), relativ scurte, sunt situate in pilorus si se
extind intr-o masura variabila in corpul stomacului. Ele se deschid de obicei in infundibuli
gastrici alungiti si dilatati. Glandele pilorice sunt ramificate, incoldcite si cu portiunea
profundi a lumenului de obicei largitd. Celula glandulara (exocrinocytus pyloricus) este
cuboidala pana la columnard, cu un nucleu oval si aplatizat din cauza acumularii de mucus.
Aceste celule secreta in principal o substantd mucoasa care, de asemenea contine lizozim
(Bacha si Bacha, 2003).

Submucoasa stomacului este reprezentata de un strat de tesut conjunctiv dens cu rol
de sustinere, nutritie si aparare pentru mucoasa gastrica, fiind alcatuita din vase de sange, vase
limfatice, terminatii nervoase, infiltratii limfoide, mastocite si macrofage. Plexul lui Meissner
este alcatuit din celule si fibre ganglionare care regleaza celulele musculare netede din
submucoasa si musculatura mucoasei.

Musculoasa gastrica este alcatuita din fibre musculare netede, asezate pe trei straturi
si orientate in trei directii diferite. Stratul intern muscular este asezat oblic (fibrae obliquae)
si este prezent 1n zona fundica si zona gastica propriu-zisa, cel mijlociu este circular si prezent
pe toatd suprafata stomacului, inclusiv la nivelul orificiilor unde formeaza sfinctere prin
aglomerarea fibrelor musculare, iar stratul extern muscular este orientat longitudinal pe marea
si mica curbura. Sfincterul piloric (torus pyloricus) controleaza traficul bolului alimentar spre

intestine prin capacitatea de a deschide sau inchide orificiul piloric (Bal si col., 1972). Plexul
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lui Auerbach este alcatuit din celule ganglionare ce sunt localizate printre fibrele dintre
straturile musculaturii externe care regleaza contractia acestora.

Seroasa gastrica este ultima foitd ce acopera stomacul la exterior. Aceasta este
alcatuita dintr-un tesut conjunctiv ce provine din foita viscerald a peritoneului si se continua

cu marele si micul epiplon.

1.3. Particularitati histologice ale tractului intestinal la porc

Din punct de vedere macroscopic, intestinul porcului urmeaza structura general
intalnita la toate mamiferele domestice. Acesta este impartit in intestinul subtire, format din
duoden, jejun si ileon si intestinul gros, format din cecum, colon si rect. De asemenea, la nivel
microscopic, peretele intestinal la porc umeaza structura clasica, fiind alcatuit de la interior
spre exterior din: tunica mucoasd - compusd din epiteliu, lamina propria si muscularis
mucosae; tunica submucoasd; tunica musculoasd - compusa din stratul circular si cel

longitudinal si tunica seroasa (Weyrauch si col., 2009).

1.3.1. Intestinul subtire

Procesele digestive incepute 1n portiunea proximala a tractului gastrointestinal sunt,
in cea mai mare parte, finalizate in intestinul subtire (intestinum tenue), unde mucoasa,
sustinuta de straturile musculare, are rolul de a digera substantele nutritive si de a absorbi
produsele rezultate din degradare. Descompunerea nutrientilor este un rezultat al actiunii
sucului gastric, a secretiilor glandelor intestinale si a pancreasului, precum si a bilei produse
de ficat. Aceste procese transformd componente alimentare in substraturi cu greutate
moleculara mica, reglementate de mecanisme neuronale si hormonale (Woods, 2004).

Tn cazul porcilor, descompunerea proteinelor in aminoacizi are loc in intestinul
subtire, iar polipeptidele rezultate sunt ulterior hidrolizate de catre enzime precum tripsina si
chimotripsina. Polizaharidele sunt descompuse de a-amilaza pancreaticd si de a-amilaza
intestinald in monozaharide. Trigliceridele, emulsionate in stomac, sunt scindate n intestinul
subtire de catre lipaza pancreaticd, ajutate de sarurile biliare si colesterol. Enzimele

pancreatice suplimentare (nucleaze si fosfataze) contribuie la transformarea acizilor nucleici.
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Absorbtia produselor finale are loc la suprafata epiteliului mucosal, utilizind gradienti de
concentratie si/sau potential membranar (Eurell si Frappier, 2013; Woods, 2004; Young si
col., 2013).

Acizii grasi cu lant scurt sunt absorbiti direct in capilarele sanguine, ajungand apoi in
ficat, in timp ce acizii grasi cu lant lung si monogliceridele sunt preluate in celulele epiteliale
si transformate 1n trigliceride. Acestea sunt apoi transportate sub forma de chilomicroni catre
capilarele limfatice. Pe langa secretia de enzime digestive si absorbtia, celulele epiteliale
produc si secretd mucus pentru protectia suprafetei intestinale si hormoni tisulari. Mucoasa
intestinala, pe langa functiile digestive, absoarbe apa, electroliti si vitamine, reprezentand cel
mai mare organ limfatic din organism si contribuind activ la raspunsurile immune (Burmester
si col., 2003; Woods, 2004).

Diferitele functii ale intestinului subtire (secretie, absorbtie si aparare) depind de in
mare masura de specializdri structurale care maresc considerabil suprafata sa internd. Printre
acestea se numara pliurile orientate transversal, vizibile macroscopic (plicae circulares) care
scad treptat in Inaltime in segmentele caudale ale intestinului. Axa centrald a pliurilor este
alcatuitd din tesut conjunctiv ce provine din submucoasi si care iese in afard in lumenul
intestinal. In plus, intreaga mucoasd a intestinului subtire este acoperiti de vilozitati
intestinale (villi intestinales), evaginatii ale laminei proprii asemandtoare unor degete,
captusite cu un epiteliu simplu (epithelium mucosae). Glandele Lieberkuhn (cripte) sunt
invaginatii ale epiteliului din jurul vilozitatilor care sunt predominant captusite cu celule
epiteliale mai tinere fata de cele din lungul vilozitatilor (Etxeberria si col., 2015, Solcan, 2018).

Epiteliul intestinal format dintr-un singur strat de celule este alcatuit in principal din
4 tipuri de celule, care sunt toate descendente ale celulelor stem pluripotente rezidente la baza
criptelor (epitheliocyti nondifferentiati), ceea ce permite o reinnoire celulara continua
(Massot-Cladera si col., 2014). Fiecare tip se maturizeaza dupa criteriul specific functional,
fie raman la nivelul criptelor intestinale, fie migreaza in afara criptelor in lungul vilozitatilor;
Cu toate acestea, distributia fiecarui tip celular variaza in functie de rolul pe care il are regiunea
in procesul de digestie (Lee si col., 2006; Parkar si col., 2008). Enterocitele (epitheliocyti
columnares villi) sunt cel mai abundent tip celular din epiteliul intestinal, sunt celule
columnare care formeazd mucoasa absorbanta a tractului intestinal. Celulele au un nucleu
eucromatic oval, situat in treimea inferioara sau cea mijlocie, mitocondrii abundente, reticul
endoplasmatic si aparat Golgi bine dezvoltat. Polul apical prezintd proiectii microscopice
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(microvili) asemanatoare unor degete care au rolul de a mari suprafata de absorbtie, pe langa
prezenta pliurilor si a vilozitdtilor intestinale. Fiecare microvil prezintd un schelet central
format din microfilamente de actina, orientate longitudinal, cuplate cu proteine citoscheletale,
care 1n final sunt conectate cu microfilamente de miozinad din citoschelet prin intermediul
panzei terminale. Aceste elemente contractile ale microvililor determina miscarea citoplasmei
si favorizeaza absorbtia apei si a produsilor de digestie. Microvillii formeaza o margine
ondulatd acoperitd de glicocalix constituit din oligozaharide atasate la glicolipidele
membranare si glicoproteine, numitd platou striat. La nivel apical, enterocitele sunt strans
unite de zonulae occludentes si de jonctiunea complexe, impiedicand circulatia fluidelor intre
lumenul intestinal si spatiul intercelular. La baza lor, enterocitele sunt in contact strans cu
lamina bazala de care sunt legate mecanic prin hemidesmosomi (Lee si col., 2006; Parkar si
col., 2008).

Celulele caliciforme (epiteliocyti caliciformes) sunt interpuse printe enterocite n
mucoasa epiteliala a vilozitatilor si a criptelor intestinale si sunt responsabile de secretia
stratului de mucus care protejeaza epiteliul de continutul luminal (Crozier si col., 2009).
Forma lor este rotundd sau ovald, cu nucleul bazal aplatizat si pot fi numite glande
monocelulare care produc mucus bogat in glicoproteine si glicolipide. Mucusul este secretat
prin modul merocrin al celulelor, pe suprafata mucoasei intestinale, unde protejeaza epiteliul
Tmpotriva autodigestiei enzimatice si a colonizarii celulelor epiteliale de catre agentii patogeni.
Mucusul ocupa receptorii utilizati de microorganisme sau toxine, impiedicand astfel aderenta
acestora la suprafata epiteliala. Prin continutul sdu de lizozim, mucusul are, de asemenea,
proprietati bactericide (Young si col., 2013).

Celulele Paneth (exocrinocyti cum granulis acidophilis) sau celulele granulare
acidofile, sunt situate la nivelul bazal al glandelor intestinale Lieberkiihn. Acestea nu au fost
demonstrate definitiv in cazul porcilor (Myer, 1982; van Es si Clevers, 2014). Sunt celule Tn
forma de triunghi, cu o baza largd si o zond apicald mai Ingusta cu citoplasma granulara
eozinofila care produc peptide antimicrobiene si factori de crestere implicati Tn mentinerea
celule stem vecine (Manach si col., 2004). Celulele Paneth produc o secretie exocrina seroasa,
bogata in glicoproteine, ce contine lizozim si fosfatazd. Aceaste enzime exercitd efecte
bactericide prin dizolvarea peretelui celular bacterian si influenteaza astfel flora microbiand a

intestinului (Young si col., 2013).
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Celulele enteroendocrine (endocrinocyti gastrointestinales) sunt celule endocrine
specializate care secretd diversi hormoni in tractusul gastro-intestinal (Thilakarathna si
Rupasinghe, 2013). Celulele endocrine sunt prezente in mucoasa glandelor intestinale din
partea proximald a intestinului subtire. Aceste celule sunt responsabile de sinteza hormonilor
peptidici si a serotonind (5-hidroxitriptamina), care regleaza secretia de enzime digestive,
hormoni digestivi si activitatea peristaltici. Impreund cu celule similare din stomac si
pancreas, aceste celulele endocrine ale intestinului formeaza sistemul endocrin
gastroenteropancreatic (GEP). Celulele endocrine intraepiteliale isi elibereazd granulele
secretorii catre reteaua capilard imediat adiacentd. Tehnicile imunohistochimice si, in unele
cazuri, afinitatea pentru crom si sarurile de argint au permis identificarea continutului
granulelor secretorii citoplasmatice ca fiind anumiti hormoni peptidici si amine biogene, cum
ar fi serotonina, sau precursorii acestora. O caracteristicA comund a acestor celule este
prezenta de granule situate de obicei la baza, care contin granule de aminoacid decarboxilaza.
Enzimele implicate Tn sinteza aminelor biogene sunt denumite aminoacid decarboxilaza si se
regasesc in celulele APUD. Aceste celule producatoare de hormoni sunt acoperite de receptori
care In urma unui stimul adecvat, vor secreta polipeptidele. Mai multe tipuri specifice de
celule producitoare de hormoni au fost identificate, in special in portiunile mai profunde ale
glandelor intestinale din duoden (Woods, 2004).

Celulele D sintetizeaza somatostatina, care inhiba sinteza secretiilor gastrice precum
gastrina. Aceste celule sunt prezente de asemenea in pancreas si in mucoasa gastrica. Celulele
G secretoare de gastrind ntalnite in zona piloricd a stomacului, se gisesc de asemenea in
duoden si jejun. Gastrina stimuleaza activitatea secretorie a celulelor parietale si a celulelor
mucoasei gastrice, precum si a celulelor mucoasei intestinale si ale pancreasului. Celulele I
produc colecistochinind (CCK), favorizeazd producerea de bild de citre ficat, contractia
vezicii biliare si secretia de enzime digestive de citre pancreas (Woods, 2004; Young si col.,
2013). Secretina, produsa de celulele S, stimuleaza productia si secretia de suc pancreatic,
bicarbonat de sodiu si bila (Van Der Flier si Clevers, 2009).

Lamina propria mucoasa este formata din tesut conjunctiv lax si formeaza nucleul
vilozitatilor intestinale. O mare parte din lamina propria este ocupata de glandele intestinale
Lieberkiihn. Intre glande, tesutul conjunctiv este condensat si gizduieste vase de sange si vase
limfatice, fibre nervoase, miofibroblaste si celule musculare netede. Acest strat contine, de
asemenea, numeroase celule imune, in agregate de densitate variabild, si fibre reticulare
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(Liebich, 2010). Microvascularizatia serveste in principal la sustinerea activitatii secretorie a
celulelor epiteliale si pentru a transporta produsele de digestie, apa, electrolitii si vitaminele.
In consecinta, fiecare vilozititi contine o densd si substantiald retea capilara. O arteriold
localizata in centrul vilozitatiii, urca pana in varful acesteia, unde se ramifica in capilare, apoi
se anastomozeaza pentru a forma o retea subepiteliala care se extinde de-a lungul laturilor
laterale pana la baza acesteia, unde sangele se dreneaza prin venule postcapilare. Acestea din
urma se combind pentru a forma plexul vascular submucos ce regleaza fluxul de sdnge. De
asemenea, prin centrul fiecarei vilozitati trece un capilar limfatic. Chiliferul incepe din varful
vilozitétii ca un vas cu capat orb si se deschide la baza vilozitatii intr-un plex care se uneste
cu vasele limfatice colectoare din submucoasa. Vasul limfatic este captusit cu un epiteliu
pavimentos simplu care este specializat pentru absorbtia chilomicronilor (Eurell si Frappier,
2013; Krause, 2005). Tesutul conjuctiv al laminei propria este strabatut de retele de fibre
nervoase autonome fine care isi au perikarionii Tn plexus nervorum submucosus (plexul lui
Meissner). Aceste fibre nervoase controleazd secretia celulelor exocrine si endocrine
intestinale si regleazd functia muschilor netezi, inclusiv a fibrelor musculare din peretii
vaselor de sange. Celule musculare netede (vilozitati miocitare) provenite din lamina
muscularis mucosae trec prin lamina propria de-a lungul axei longitudinale a vilozitatii.
Aceste celule suferd o contractie ritmicd, ceea ce duce la scurtarea si alungire a
vilozitatii,asemanator unei statii de pompare care ajuta la transportul sangelui si a limfei in
vasele mai profunde. Lamina propria contine agregate dense de tesut limfatic bogat in
limfocite T si B, plasmocite, neutrofile, mastocite, eozinofile, monocite si macrofage. Aceaste
populatii de celule sunt de fapt raspunsuri imune care apar in mod continuu n cadrul mucoasei
gastrointestinale.

Submucoasa este un strat de tesut conjunctiv fibros comprimat intre muscularis
mucosae si muscularis propria. Pe langa tesutul adipos, vasele si retele nervoase, submucoasa
contine noduli limfatici solitari (noduli lymphatici solitarii) si noduli limfatici agregati (noduli
lymphatici aggregati- plicile Peyer). in submucoasa sunt localizate glandele Briinner, care
sunt o caracteristicd histologica definitorie pentru prima parte a duodenului. Din punct de
vedere morfo-functional sunt glande tubulo-acinare ramificate cu secretiec mixta in cazul
porcului. Mucusul secretat este alcalin si amortizeaza secretia acidd a sucului gastric,
protejeazd mucoasa intestinald si creeazd un mediu optim pentru actiunea enzimelor
pancreatice (Liebich, 2010). Tn submucoasa ileonului sunt prezente agregate limfatice sub
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forma de noduli care, de obicei, trec de mucoasa pentru a ajunge la suprafata intestinului. in
aceste regiuni, epiteliul nu mai ia forma vilozitatilor. Acesta raimane uniform peste noduli si
se specializeazd in supravegherea si apararea imunitard locala prin infiltrare puternicd cu
celule limfoide (Del Rio si col., 2013; Liebich, 2010).

Musculoasa (tunica muscularis) este alcatuita din fibre musculare netede, distribuite
pe doud straturi: circular intern (Stratum circulare) si longitudinal extern (Stratum
longitudinale). Contractiile acestor sunt importante pentru miscarile peristaltice continue,
fiind inervate motor de plexul Auerbach (sau plexul mienteric).

Seroasa (tunica serosa) reprezinta foita viscerald a peritoneului, alcatuita dintr-un

tesut mezotelio-fasciculat.

1.3.2. Intestinul gros

Intestinul gros (intestinum crassum) este alcatuit din cecum, colon si rect. La nivel
macroscopic, structura acestor segmente variazi semnificativ la porc, cu toate acestea,
diferentele se reflectd doar intr-o anumita masura in structura histologica a peretelui intestinal.
In esenta, straturile peretelui intestinului gros se conformeazi unei structuri de baza pentru un
tub musculo-membranos.

Cecumul (caecum) are forma cilindrica si aspect boselat, se localizeazd in partea
stdnga a abdomenului in fosa paralombara. Forma sa este de fund de sac cu doua orificii: un
orificiu ileocecal ce comunica cu intestinul subtire si un orificiu cecocolic ce se continud cu
urmatoarele segmente ale intestinului gros. Colonul este alcatuit din partea ascendentd,
transversala si descendenta si se continua cu rectul, ce prezintd o ampula rectald evidenta. Un
aspect caracteristic pentru porc este forma helicoidala a colonului ascendent, fiind format
dintr-o ansa spiralata centripetd (ansa spiralis coli) cu aspect boselat, urmata de o flexura
centrala (flexura centralis), de la care porneste o ansa cu trei ture centrifuge neboselate (gyri
centrifugales) in sens invers. Colonul transvers si cel descendent, sunt portiuni scurte si
localizate deasupra colonului helicoidal.

Pe masura ce alimentele parcurg intestinul gros, activitatea secretiilor intestinale si
pancreatice scade treptat (Bacha si Bacha, 2003). Digestia produselor alimentare reziduale, Tn
special hidroliza celulozei, devine responsabilitatea bacteriilor si protozoarelor intestinale,
care descompun carbohidratii si proteinele. In cecumul porcului, acizii grasi cu lant scurt sunt
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formati anaerob prin procese microbiene digestive, fiind ulterior absorbiti. De asemenea,
bacteriile din intestinul gros contribuie la productia de vitamine B si K (Bacha si Bacha, 2003;
Banks, 1993). Mucoasa intestinului gros indeplineste mai multe functii esentiale, printre care
absorbtia apei si a electrolitilor, ingrosarea continutului intestinal prin schimbul cu calciu si
bicarbonat, precum si secretia de mucus din celulele caliciforme pentru lubrifierea materiilor
fecale. Absorbtia substantelor nutritive si a vitaminelor are, de asemenea, loc 1n acest segment
al tractului digestiv (Woods, 2004; Young si col., 2013). O caracteristica comuna tuturor
segementelor intestinului gros este lipsa vilozitatilor intestinale. Glandele intestinale sunt
captusitd cu un epiteliu columnar, care se continud in glandele intestinale sub forma unui
epiteliu glandular simplu, descriind glande stans compactate ce ajung pana in tesutul
conjunctiv al lamina propria. In cazul intestinului gros, celulele predominante sunt celulele
secretoare de mucus (exocrinocyti caliciformes) care sunt rezidente zonelor mijlocii si distale
ale galndelor intestinale. Tot la baza glandelor se gisesc si celulele stem ce au rolul de a
Tnlocui celulele epiteliale. Enterocitele (exocrinocyti columnares) se gasesc la suprafata
glandelor si sunt implicate in absorbtia apei si a elecrolitilor din lumenul intestinal. Microvilii
sunt dispusi uniform la polul apical al enterocitelor, maresc suprafata disponibila pentru
absorbtie si produc deshidratare progresivd a fecalelor. Secretia mucoasd la nivelul
intestinului gros este foarte importanta, atat pentru lubrefierea excretiei cat si pentru protejarea
mucoasei de posibile traume. Musculatura mucoasei este reprezentatd de muscularis mucosae,
fiind alcatuitd din fibre musculare netede care se contractd involuntar pentru a impiedica
infundarea glandelor mucoasei.

Submucoasa este alcatuita dintr-un tesut conjunctiv foarte vascularizat, inervat si
infiltrat cu celule limfoide. Plexul lui Meissner asigura inervarea senzoriald, mototrie si
secretorie pentru mucoasa intestinald. Apararea i imunitatea intestinald este asiguratd de
bariera limfoida, care este organizat in noduli limfatici imprastiati uniform in submucoasa
cecumului la porc (Burmester si col., 2003).

Musculoasa (muscularis externa) este alcituitd din doua straturi de fibre musculare
si un ganglion parasimpatic. Leiocitele sunt aranjate intr-un stat circular intern si un stat
longitudinal extern, cuprinzdnd la mijloc plexul nervos mienteric Auerbach, ce asigura
inervarea motorie a zonei. La porc, in cazul cecumului si a primei juméatati de colon ascendent,
stratul circular intern este uniform si neintrerupt, pe cand statul longitudinal extern se asociaza

cu fibre elastice si se concentreaza in benzi groase numite tenii (teniae). Aceasta grupare a
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fibrelor din stratul longitudinal extern, oferd primei parti a intestinului gros un aspect exterior
boselat, rezultdnd o serie de depresiuni denumite haustre (haustrae) (Bacha si Bacha, 2003).

Seroasa este ultimul strat exterior al intestinului gros, alcatuit din tesut mezotelio-
fasciculat. In afara cavititii peritoneale, seroasa este inlocuiti cu tunica adventice. Acest tesut
conjunctiv lax ce inconjoara portiunea retroperitoneala a rectului, se uneste cu un tesut adipos

multilocular care se continua cu tesutul conjunctiv asociat anusului (Bacha si Bacha, 2003).
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2. SISTEMUL IMUNITAR INTESTINAL LA PORC

INTESTINAL IMMUNE SYSTEM IN PIGS

Intestinul este un organ care se confruntd cu o provocare antigenica continua in sub
forma de antigene alimentare, antigene din flora bacteriand comensald si antigene ce apartin
agentilor patogeni, iar acest lucru duce la necesitatea unui sistem imunitar intestinal. Tn
general, sistemul imunitar este considerat un sistem complex si divers, distribuit in tot corpul,
care asigura apararea gazdei impotriva agentilor patogeni (Anhé si col., 2015). Tn intestin,
sistemul imunitar trebuie sa dezvolte toleranta, un proces care trebuie sa fie bine echilibrat

pentru a produce un raspuns adecvat la antigenele alimentare amenintdtoare si patogene,

precum si sé tolereze bacteriile comensale care locuiesc 1n intestin.

2.1. Tesutul limfoid asociat intestinului (GALT)

Din punct de vedere morfologic si functional, sistemul imunitar intestinal este separat
in situsuri inductive, cum ar fi placile Peyer, complexe limfo-glandulare si ganglionii limfatici
mezenterici si situsuri efectoare, populatia de limfocitele cantonate Tn lamina propria si a
limfocitelor intraepiteliale (IEL) (Sheridan si Lefrangois, 2010). Situsul inductiv se ocupa de
procesarea antigenelor si initierea unui raspuns imunitar adecvat, iar situsul efector are rolul
de a genera anticorpi si reactii mediate de celule (Tizard, 2017). Situsurile inductive sunt
denumite colectiv tesut limfoid asociat mucoasei (MALT), care include tesutul limfoid asociat

mucoasei din intestinului (GALT) (McGhee si Fujihashi, 2012).

2.1.1. Placile Peyer

Structuri aseméanatoare unor domuri mucoase, cunoscute sub numele de placile Peyer
(PP), se gisesc de-a lungul mucoasei intestinale si sunt considerate a fi locuri importante
pentru coordonarea raspunsurilor imune fatd de agentii patogeni din intestin si pentru
mentinerea tolerantei la alimente si bacteriile comensale (Makala si col., 2002; Georgescu si
col, 2018). Pe baza morfologiei PP-urilor, au fost identificate trei zone clasificate: zona

foliculara, zona interfoliculara si epiteliul asociat foliculilor sau FAE (Neutra si col., 2001;
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Proca si Solcan, 2020). Atat zona foliculara, cat si zonele interfoliculare contin aglomerari
limfoide cu un rezervor de limfocite B, celule dendritice foliculare si macrofage care cuprind
centrul germinativ (Jung si col., 2010). Foliculul este Tnconjurat de domul subepitelial sau de
corona care include limfocitele B, limfocitele T, macrofage, celule prezentatoare de antigen
(APC) si celule dendridice; iar FAE este situat mai extern si formeaza interfata dintre GALT
si micro-mediul luminal (Jung si col., 2010).

La mai multe specii, cum ar fi oile (Reynolds, 1987; Reynolds si col., 1985; Reynolds
si Morris, 1983), viteii (Landsverk, 1984) si porcii (Binns si Licence, 1985; Pabst si col., 1988;
Pabst si Binns, 1989; Rothkdétter si Pabst, 1989), exista doua tipuri de PP, definite prin
localizarea, structura si functia lor diferitd. Placile Peyer sunt distribuite in tot intestinul
(jejPP) (Bono si col., 2000; Rothkotter si col., 1990). La nastere, jejPP si ilPP au morfologie
similard, n schimb, in timpul cresterii sale rapide, ilPP dezvoltd trasaturi distinctive
(Rothkotter si Pabst, 1989). Foliculii limfoizi devin ovoizi, iar zonele interfoliculare si
domurile subepiteliale mai mici (Chu si Liu, 1984). Acest lucru coincide cu un numar mai
mare de limfocite B si foarte putine limfocite T in foliculii limfoizi ai i[PP. Dupa ce a inceput
involutia iIPP, aceste diferente dispar (Binns si Licence, 1985; Pabst si Binns, 1989;
Rothkotter si col., 1991).

Studiile functionale privind traficul de limfocite au evidentiat diferente majore in ceea
ce priveste gradul de imigrare a limfocitelor: un numar mare de limfocite imigreaza in jejPP,
in timp ce Tn iIPP se giseste un trafic celular redus (Pabst si Binns, 1989). inci nu este
clarificat rolul placilor Peyer in dezvoltarea ulterioara a limfocitelor B la porc (Butler si col.,
2009) desi rezectia postnatala in proportie de 60% din totalul placilor Peyer din zona ileala
nu a dus la nici o proliferare compensatorie a placilor Peyer din zona jejunald, in schimb a
avut influentd asupra dezvoltarii altor organe limfoide (Rothkdtter si col., 1990). S-a
demonstrat ca dezvoltarea postnatald a jejPP si ilPP de porc depinde de continutul microbian
intestinal, deoarece porcii fara germeni au placile Peyer din ileon si jejun mai mici (Pabst si

col., 1988).
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2.1.2. Complexe limfo-glandulare

Nodulii limfoizi sunt prezenti in toate segmentele intestinului gros, cu precadere in
colon la deschiderea ileocecala si cu o frecventa crescuta in flexura colonica centrala (Klein,
1878; Morfitt si Pohlenz, 1989). Numarul si distributia acestora a fost raporatd in mai multe
rapoarte (Inoue si Sugi, 1978). Nodulii limfoizi din colon au fost numiti complexe limfo-
glandulare, deoarece sunt adesea formati din mai multi foliculi limfoizi si zone interfoliculare
in submucoasd, cu mai multe cripte ramificate radial care se extind in tesutul limfoid (Morfitt
si Pohlenz, 1989; O’leary si Sweeney, 1986). Complexele limfo-glandulare din colonul
porcului se aseamana foarte mult cu omologul sdu uman (Dukes si Bussey, 1926), iar din
punct de vedere histologic, se aseamana cu alte organe limfoide de prelevare si prelucrare a
antigenului, cum ar fi PP si apendicele colonic (Parrott, 1976). Tesutul limfoid este organizat
in mod similar in centre germinative si zone interfoliculare, desi pentru a defini clasele de

limfocite este nevoie de studii suplimentare la porc.

2.1.3. Limfoepiteliul

O caracteristicd constantd a GALT este un limfoepiteliu diferentiat in mod distinct
(Bockman si Cooper, 1973; Landsverk, 1981). Epiteliul care acopera compartimentele
limfoide (PP si nodulii limfoizi) (Chu si col., 1979; Liebier si col., 1995; Morfitt si Pohlenz,
1989; Torres-Medina, 1981) poarta denumirea de epiteliu asociat foliculilor si consta in mare
parte din celule enteroabsorbtive si doar citeva celule M intercalate. Aceste celule M
specializate sunt lipsite de un glicocalyx gros, asa cum este intalnit la enterocite si nici nu
secretd mucus ca si celulele caliciforme. Rolul celulele M este de a participa in mod viguros
la fagocitoza si transcitoza, prin care preiau antigenele luminale si le livreaza celulelor
imunitare din GALT pentru a initia procesul de raspunsul imunitar intestinal (Miller si col.,
2007; Ohno, 2016; Proca si col, 2019). Antigenul dobandit prin aceste mecanisme poate fi
prelucrat direct in mucoasa (in interiorul epiteliului sau subepitelial) sau in tesuturile limfoide
asociate mucoasei si in ganglionii limfatici (Schulz si Pabst, 2013; Tizard, 2017). Cu toate
acestea, studiile la soareci au furnizat dovezi ca celulele M din placile Peyer joaca un rol
important in special pentru absorbtia de bacterii comensale (Macpherson si Uhr, 2004), in

timp ce agentii patogeni sunt preferential transportati prin intermediul celulelor dendritice in
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mucoasa normalad (Rescigno si Chieppa, 2005). La porci, citokeratina 18 este un marker pentru
celulele M din limfoepiteliu (Gebert si col., 1994). Este interesant faptul ca expresia
citokeratinei 18 in celulele M a fost gasitda numai la porc. Recent, citokeratina 18 a fost
observata si in celulele caliciforme porcine si in liniile celulare epiteliale porcine (Schierack

si col., 2006).

2.1.4. Ganglioni limfatici mezenterici

Structura ganglionilor limfatici de la porc este diferita de cea a altor mamifere (Binns
si Pabst, 1988), principalele distinctii fiind dispunerea vaselor limfatice si migrarea
limfocitelor. La nivelul ganglionii limfatici, vasele limfatice aferente intra prin hil, iar vasele
eferente pardsesc ganglionul prin sinusurile subcapsulare. Limfocitele T si B patrund in
venulele postcapilare paracorticale (PCV), dintre care multe sunt venule cu endoteliu Thalt
(HEV). Limfocitele prezintd pe suprafata lor ligandul L-selectind, care recunoaste liganzi
bogati in zaharide de pe suprafata HEV. In loc si pardseasca prin sinusurile medulare in limfa
eferenta, limfocitele T si B aleg sd emigreze direct in sange prin intermediul acestor venule
HEV (Binns si Pabst, 1988; 1989), astfel se poate vorbi despre o circulatie dubla a limfocitelor
la nivelul ganglionilor limfatici. Studii cu ganglioni limfatic perfuzati izolati au facut iesirea
limfocitelor prin HEV sa para foarte probalila (Pabst si col., 1985), de asemenea studii
ultrastructurale au evidentiat celule de legaturd intravasculare unice in HEV din ganglionii
limfatici de porc (Sasaki si col., 1994), care ar putea fi baza morfologica a traseului neobisnuit
al limfocitelor. In corelatie cu aceastd diferenta fiziologicd majora, limfa eferentd contine
putine limfocite (Bennell si Husband, 1981; Binns si Licence, 1985; Pabst si Binns, 1981,
Rothkatter, 2009; Tizard, 2017).

Datorita unui trafic diferit al limfocitelor prin ganglionul limfatic la porc, si a unei
structuri histologice unice denumita 1n literatura de specialitate "inversatd", lipsa unui hil tipic
cu artera, vena si vas limfatic eferent, Rothkotter (2009) si Tizard (2013) descriu organizarea
structurald 1n felul urmator: ganglionii limfatici sunt alcatuiti din mai multi noduli limfoizi,
inconjurati de "tesutul medular” care de obicei se localizeaza intern. Fiecare nodul limfoid
primeste aportul de la un singur vas limfatic aferent. Limfa si celulele insotitoare sunt drenate
ntr-un sinus inconjurator. In imediata vecinitate a sinusurilor se gisesc zone de celule B
dispuse in foliculi (cortex) si zone inconjurdtoare de celule T (paracortex) cu HEV.
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Aglomeririle de noduli limfoizi sunt inconjurate de tesutul medular si, adesea, sunt invecinate
cu noduli limfatici adiacenti. Limfa traverseaza de la centrul ganglionului, trecand prin cortex
pand la maduva de la periferie, inainte de a parasi ganglionul prin vasul eferent care il
dreneaza. Desi morfoligia ganglionilor limfatici este diferitd, fiziologia zonelor dependente
de T si a zonelor dependente de B sunt totusi in linii mari conventionale (Binns, 1982) si
indeplinesc toate functii tipice ca si la alte specii, de exemplu formarea de anticorpi,

eliminarea particulelor si antigenelor si productia de limfocite.

2.2. Raspunsul imunitar al mucoasei digestive

2.2.1. Sistemul imunitar rezident

Sistemul imunitar intestinal este alcituit din trei nivele de aparare. Ca prima parte a
acestuia, exista sistemul imunitar rezident ce joacd rol de bariera fizica, fiind alcatuit din:
mucus cu proteine antimicrobiene, flord comensala si epiteliul intestinal.

In ciuda prezentei celulelor imunitare, mucusul intestinal joacd un rol crucial in
reducerea expunerii sistemului imunitar la antigene si in protejarea impotriva autodigerarii
(Pelaseyed si col., 2014). Compozitia principald a mucusului este data de proteina mucina 2
(MUC2), care este produsa in principal de catre celulele caliciforme (Johansson si col., 2009;
Rodriguez-Pifieiro si col., 2013). Tn plus, celulele Paneth din criptele intestinale contribuie la
productia de peptide si proteine antibacteriene, evidentiind importanta peptidei
antimicrobiene o-defensind in asigurarea protectiei gazdei (Bevins, 2006; Heazlewood si col.,
2008; Nagler-Anderson, 2001; Salzman si col., 2010; Gal si col, 2024; Horodincu si col.,
2024).

Din perspectiva evolutiva, relatiile dintre gazda si bacterii in sistemul gastrointestinal
s-au dezvoltat in favoarea reciprocd a ambelor parti. Tractul gastrointestinal al gazdei
furnizeazd un habitat atractiv pentru microorganisme, oferind nutrienti si spatiu pentru
supravietuire. In contrapartida, microbiota joaca un rol esential in diverse functii fiziologice,
cum ar fi: regenerarea celulelor epiteliale intestinale, facilitarea procesului de reparatie a
epitelului, reorganizarea jonctiunilor stranse, Intdrirea rezistentei la boli si producerea de

vitamine si metaboliti benefici (Cullen si col., 2022; Bondar si col, 2023). Microbiota
40



intestinald interactioneaza cu gazda prin producerea de metaboliti de fermentatie (cum ar fi
acizii grasi cu lant mediu si lung, aminele biogene, vitaminele si antimicrobienele),
descompunerea nutrientilor care altfel nu ar fi digerabili pentru gazda (precum fibrele
alimentare), competitia pentru nutrienti (in special in tractul digestiv superior) si generarea de
neurotransmitatori (Broom si Kogut, 2018).

Bacteriile care contribuie la procesarea nutrientilor si la producerea de energie pentru
gazdd sunt implicate in degradarea carbohidratilor, in special in descompunerea
polizaharidelor de origine vegetala, rezultand acizi grasi cu lant scurt (SCFA) care servesc ca
sursa de energie pentru porci, iar unele dintre aceste bacterii au capacitatea de a exercita efecte
antiinflamatorii. Printre aceste bacterii degradatoare de polizaharide se numara
Christensenellaceae, care a fost identificata in fecale (McCormack si col., 2017), ileon (Quan
si col., 2018) si cecum (Tan si col., 2017) la porci. Actinobacillus poate fi, de asemenea, inclus
in aceasta categorie de degradatori de carbohidrati; a fost raportat in cecum si ileon la porci
(McCormack si col., 2019, 2017), iar nivelurile ridicate din cecum au fost asociate cu
fermentarea polizaharidelor (Ngrskov-Lauritsen, 2014).

Bacteriile asociate cu productia de butirat includ Ruminococcus (un membru
fundamental al microbiomului intestinal al porcilor (Holman si col., 2017) identificat in
cecum (Quan si col., 2020, 2018; Tan si col., 2017) si colon (Quan si col., 2018; Vigors si
col., 2020); Butyricicoccus Tn cecum (Quan si col., 2020; Tan si col., 2017); Roseburia in
fecale (McCormack si col., 2019) si cecum (Quan si col., 2020; Tan si col., 2017); si
Lachnospiraceae in cecum (Quan si col., 2018; Tan si col., 2017). Anumite bacterii din
continutul intestinal sunt cunoscute pentru promovarea sanatatii intestinale si prevenirea
bolilor, fiind asociate cu o stare generala mai buna. De exemplu, Oscillibacter, producator de
metaboliti antiinflamatori si utilizat ca probiotic (Li si col., 2016), a fost identificat in cantitati
mai mari in ileon (McCormack si col., 2017) si in fecalele porcilor (Tan si col., 2017; Yang
si col., 2017). Lactobacillus spp., considerat unul dintre genurile de baza ale microflorei
comensale la porcii sdnatosi si adesea utilizat ca probiotic (Valeriano si col., 2017), este de
asemenea prezent in mod regulat in cecum (Quan si col., 2020; Vigors si col., 2020, 2016) si
n fecalele porcilor (Yang si col., 2017).

Datorita mostenirii evolutive comune dintre bacterii si animale, si avand in vedere
faptul cd multe gene animale sunt omoloage genelor bacteriene, aceste organisme au
capacitatea de a se recunoaste reciproc si de a schimba informatii intre ele (McFall-Ngai si
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col., 2013). De exemplu, semnalizarea provenita de la microbiota prin intermediul receptorilor
toll-like pare sa joace un rol important in mentinerea homeostaziei epiteliale intestinale (Chow
si col., 2010). La randul sau, gazda recunoaste activitatea microbiana prin diverse cai, cum ar
fi detectarea metabolitilor microbieni prin intermediul proteinelor G (McKenzie si col., 2017)
sau a receptorilor de recunoastere a patogenului (PRR) de pe suprafata celulelor microbiene
(Kaiko si Stappenbeck, 2014; Georgescu si col., 2018). Prin urmare, microflora poate
comunica cu gazda, iar in mod reciproc, gazda poate trimite semnale catre microflora si, in
plus, catre agentii patogeni. Diverse specii de microorganisme patogene interactioneaza intre
ele si cu agentii patogeni, iar, desigur, agentii patogeni interactioneaza cu microorganismele,
cu gazda si intre ei (Sekirov si col., 2010).

Microbiota comensald joacd un rol esential in prevenirea patrunderii agentilor
patogeni externi prin interactiunea directd cu bacteriile patogene si stimularea sistemului
imunitar (Purchiaroni si col., 2013). Bacteriile comensale regleaza structura GALT si reteaua
imunitara din lamina propria, influentaind dezvoltarea si maturarea celulelor sistemului
imunitar al mucoasei (Bouskra si col., 2008; Goto si Ivanov, 2013) si generand ulterior
productia de IgA (Yanagibashi si col., 2013).

Epiteliul intestinal actioneaza ca o bariera externa fizica ce faciliteaza translocatia si
absorbtia nutrientilor esentiali, a apei si a electrolitilor din lumenul intestinal (Blikslager si
col., 2007; Broer, 2008; Ferraris si Diamond, 1997; Kunzelmann si Mall, 2002). Totusi, nu
permite trecerea antigenelor comensale sau patogene (Blikslager si col., 2007; Podolsky, 1999;
Solcan si col, 2015). Aceastd caracteristicd contribuie la mentinerea unei permeabilitati
echilibrate (Scaldaferri si col., 2012). Permeabilitatea selectiva a epiteliului intestinal este
guvernata de doua cai principale: calea transcelulara (Yu si col., 2016) si calea paracelulara
(Tsukita si col., 2001). Calea transcelulara este responsabila de transportul de substante
hidrofobe cu greutate moleculard micd prin enterocite, traversind membranele apicale si
bazolaterale (Yu si col., 2016). Acest transport poate avea loc fie independent, fie prin
interactiuni cu transportoare membranare specifice (Gaucher si col., 2010). in ambele cii,
gradientul de concentratie este cel care influenteazd mecanismul de transport prin membrana
intestinala (Hillery si col., 2003). Calea paracelulara se refera la transportul prin spatiul dintre
celulele epiteliale si depinde de complexele intercelulare localizate de-a lungul membranei
laterale care leaga mecanic celulele adiacente si sigileaza spatiul intercelular (Cavey si Lecuit,
2009). La nivel ultrastructural, au fost distinse trei componente responsabile pentru contactul
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dintre celulele epiteliale intestinale: jonctiunile permeabile, jonctiunile strénse si desmosomii
(Hartsock si Nelson, 2008; Holthofer si col., 2007). Orice alterare a functiei de bariera ar
putea conduce la dezvoltarea de boli, asociate si cu perturbari ale barierei imunologice interne

a intestinului, afectand astfel functia imunitara a mucoasei.

2.2.2. Sistemul imunitar inniscut

Dupa cum este prezentat anterior, mare parte din antigene sunt retinute si distruse la
nivelul barierelor fizice naturale, dar sunt cateva care reusesc sa le depaseasca cu ajutorul
arsenalelor de care dispun si patrund in organism. Al doilea nivel de aparare al sistemului
imunitar intestinal este reprezentat de sistemul imunitar inndscut care reactioneaza rapid prin
mecanisme celulare sau acelulare si fara functie de memorie (Fukata si Arditi, 2013). Celulele
cu rol important functiei imune inndscute sunt celulele prezentatoare de antigen CPA:
macrofagele, celulele dendritice (CD), celulele natural killer (NK), granulocitele si
mastocitele, care fac parte din microtopografia laminei propria (Bimczok si col., 2005;
Haverson si col., 2000).

Lamina propria intestinald este in plus fatd de placile Peyer un loc important al
sistemului imunitar al mucoasei, unde in principal functiile efectoare sunt mentinerea barierei
intestinale (Bailey, 2009). Spatiul bazolateral al celulelor epiteliale comunica cu lamina
propria prin porii membranei bazale. Fluidul intercelular trece prin acesti pori pentru a se
amesteca cu cel din spatiile intercelulare si canalele intercelulare prelimfatice ale laminei
proprii. De acolo, limfa intrd in lacteele din vilozitati sau in reteaua de vase de sdnge din
interiorul laminei propria (Lowden si Heath, 1994).

Microtopografia laminei propria este caracterizatd de un numir mare de celule
prezentatoare de antigen, in special de celule dendritice si de multe elemente figurate ale
sistemului vascular (Bimczok si col., 2005; Haverson si col., 2000). Biologia celulelor
dendritice de porc este descrisa in articolul lui Summerfield si McCullough (Summerfield si
McCullough, 2009). Agentii patogeni sunt ingerati de catre DC epiteliale, care migreaza
ulterior in nodulii limfoizi din lamina propria sau catre ganglionii limfatici mezenterici pentru
activarea specifica a limfocitelor (Macpherson si Uhr, 2004). Celulele CPA au capacitatea de
a face distinctia intre antigenele sef si nonself prin intermediul receptorilor de recunoastere a
tiparelor (PRR), inclusiv receptorii de tip toll-like (TLR) (Fukata si Arditi, 2013). La
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mamifere, TLRs sunt prezenti pe macrofage, neutrofile, DC celule dentritice, celule epiteliale
intestinale si alte celule apartinand sistemului imunitar innascut. TLRs recunosc molecule din
structura microorganismelor sau modele moleculare derivate din agentii patogeni (PAMP) si
semnale endogene din tesuturi lezionate i semnale de pericol induse de inflamatie si necroza,
inclusiv modelele moleculare asociate daunelor (DAMP) (Jialal si Kaur, 2012; Kawai si Akira,
2010). Liganzi microbieni exprimati de agentii patogeni, dar si de comensalii intestinali sunt
cunoscuti ca MAMP-uri (model molecular asociat microbilor). Lipopolizaharide (LPS),
peptidoglicanii, flagelina si peptidele formilate se numara printre aceste MAMP-uri
recunoscute de TLR. In acest sens, celulele epiteliale intestinale exprimd o importanti
molecula de legare a LPS, clusterul de diferentiere 14 (CD14), care colaboreaza, impreuna cu
TLR-urile, la semnalizarea LPS si la activarea celulara (Funda si col., 2001).

In plus, celulele imunititii inniscute produc alti factori critici, cum ar fi
mieloperoxidaza (MPO), enzima care joaca un rol esential in diversele functii ale neutrofilelor
atdt in imunitatea inndscutd, cat si in cea adaptiva (Arnhold si Flemmig, 2010). Astfel,
imunitatea inndscutd este strans legati de imunitatea adaptiva. In general, recunoasterea
acestor MAMPs de catre TLRs conduce la activarea caii de semnalizare a factorului nuclear-
kappa B (NF-«B) si, in consecinta, induce productia de citokine proinflamatorii: factorului de
necroza tumorald alfa (TNF-a), interleukina 1 (IL-1) si IL-6, precum si cresterea numarului
de molecule co-stimulatoare pentru APC (celule prezentatoare de antigen), ceea ce duce la
activarea celulelor adaptative (Purchiaroni si col., 2013). In acest sens, migratia celulelor
imune de la situsurile inductive ale mucoaselor catre tesuturile efectoare din Intreagul sistem
limfatic este baza raspunsului imun adaptativ in intestin (McGhee si Fujihashi, 2012).

Din categoria celulelor prezentatoare de antigen fac parte si mastocitele care regleaza
raspunsurile imune fiziologice si patologice (Frossi si col., 2010). Potrivit lui Van Nassauw
si col., (2007), mastocitele au o pozitie centrald in lamina propria intestinala formata din
celule epiteliale, celule imune, vase sanguine, muschiul neted si elementele nervoase situate
intramural, deoarece sunt capabile sd detecteze amenintari antigenice si sd genereze sau sa
amplifice semnale cétre celelalte celule. Dupd cum a descris Bischoff (2009), mastocitele
reprezinta 2-3% din celulele lamina propria si sunt in general asociate cu boli alergice, desi
au un numar mai mare de functii fiziologice. Acestea regleazd functii precum controlul
fluxului sanguin si al coagularii, contractia muschilor netezi si peristaltismul, precum si
secretia de acid, electroliti si mucus de catre celulele epiteliale. In plus, ele dispun de
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mecanisme de aparare care combind mecanismele Inndscute si raspunsurile imune adaptative
impotriva agentilor patogeni si, eventual, a florei comensale. Acestea recunosc microbii prin
mecanisme dependente de anticorpi si prin intermediul mecanismelor de recunoastere a
modelelor receptori. Tn urma activarii, ele secreti citokine, care atrag granulocite si limfocite
la locul confruntarii (Bischoff, 2009). Pe langa un efect local, semnalele mastocitelor ajung,
de asemenea, la tinte aflate la distanta. Recent, a fost demonstrat de catre Kunder si col., (2009)
cd, In urma activarii, mastocitele elibereazd TNFa (factor de necroza tumorala alfa), o citokina
implicatd in inflamatia sistemica prin modularea traficului de celule imune. Aceste particule
intra in sistemul limfatic si se deplaseaza pana la ganglion limfatic mezenteric. Acesta este un
proces important, in care ganglionul limfatic suferd rapid modificari structurale semnificative,
inclusiv proliferare rapidd, remodelare vasculara si o recrutare sporitd de limfocite naive din
circulatie. Prin intermediul acestui proces, probabilitatea ca o celuld prezentatoare de antigen
activata de la locul de patrundere a agentului patogen intdlneste limfocite purtatoare ale unui
receptor adecvat este mult crescuta si, astfel are loc initierea raspunsului imunitar adaptiv

(Kunder si col., 2009).

2.2.3. Sistemul imunitar adaptativ

Al treilea nivel de aparare este sistemul imunitar adaptativ. Acesta reactioneaza destul
de lent intr-o infectie, dar recunoastea si distrugerea invadatorii se face la un nivel avansat si
cu memorie. Sistemul imunitar adaptiv genereaza un numar mare de receptori complet noi si
unici pentru a detecta agentii patogeni. Celulele cu functii imune adaptative importante sunt
limfocitele T si limfocitele B. Multe dintre elementele sistemului imunitar mentionate pana
acum au functii in mai multe domenii si exista diverse cai de interconectare (Tizard, 2017).

Raspunsurile imune adaptative ale mucoaselor rezultd din limfocitele T helper CD4*
(Th), incluzand atat celule CD4" Thy, cat si CD4" Thy, care induce dezvoltarea plasmocitelor
(din limfocitele B) producatoare de IgA. Celulele Th sunt clasificate astfel in celule Thy, care
produc IL-2 si interferon-y (IFN-y) si sunt implicate in imunitatea celulard; celule Thy, care
produc IL-4, IL-5 si IL-6 si sunt implicate in imunitatea umorala si celulele Thaz, care produc
citokine proinflamatorii, 1L-17, si joaca roluri importante in inducerea inflamatiei (Mosmann

si col., 1986; Peck si Mellins, 2010). Cu toate acestea, celulele T reglatoare (Treg) joaca roluri
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centrale pentru imunoreglare, inhiband proliferarea si productia de citokine atat in ambele
limfocite T CD4" si CD8" si productia de Ig de catre celulele B (Sakaguchi si col., 2008).

Dupa ce raspunsul imunitar este initiat prin procesarea antigenului de CPA si
prezentat catre limfocitele B si T, acestea din urma devin active pardsesc tesutul limfoid si
migreaza inapoi in mucoasd pentru a exercita functii efectoare (Kéhne si col., 1996).
Orientarea limfocitelor care expriméd receptori specifici ajuta la ghidarea intrarii lor in cele
din urma in principalele tesuturi efectoare, cum ar fi lamina propria, prin intermediul vaselor
limfatice de drenaj in ganglionii limfatici regionali si in fluxul sanguin (Campbell si Butcher,
2002; lwata si col., 2004; Knoop si Newberry, 2012). Pentru a ajunge la destinatie, aceste
limfocite B si T folosesc molecule de adeziune speciale exprimate atat pe suprafata lor, cat si
pe celulele endoteliale ale vaselor din lamina propria intestinala (Tizard, 2017).

Subseturile de celule T efectoare preferd locatii diferite in cadrul mucoasei.
Limfocitele Taf} de porc se gasesc in principal in tesuturile limfoide si in lamina propria a
vilozitatilor si a criptelor, in timp ce limfocitele Tyd sunt localizate predominant in epiteliul
intestinal. Aceste limfocite intraepiteliale sunt o populatie eterogena de celule cu o gama
diversa de functii in supravegherea epiteliald. Ele pot prezenta antigene, pot regla raspunsurile
IgA ale celulelor B, au proprietati de celule natural killer, sunt celule T citotoxice sau participa
la repararea epiteliilor deteriorate si, prin urmare, reprezintd un element important in
homeostazia mucoaselor si in functia de bariera (Charerntantanakul si Roth, 2006; Tizard,
2017).

Limfocitele intraepiteliale sunt limfocite care imigreaza in epiteliul intestinal dupa
nastere iar la varsta de doud luni, numarul de celule este comparabil cu cel al porcilor adulti.
Exista metode de separare specifice pentru limfocitele intraepiteliale intestinale si limfocitele
din lamina propria (Bailey si col., 1994; Solano-Aguilar si col., 2000; Bondar si col, 2022),
ceea ce face posibila cuantificarea numarului de celule din peretele intestinal (Rothkdtter si
col., 1991). In jejunum si ileon, acestea variaza intre 20 si 30 de limfocite intraepiteliale la
100 de enterocite. Purceii fard germeni au un numar redus de limfocite intraepiteliale (in
functie de varsta, mai putin de 5/100 enterocite), demonstrand importanta interactiunii
sistemului imunitar cu microbii luminali (Rothkétter si col., 1990).

Unele limfocite activate nu migreazd neaparat Inapoi catre mucoasa intestinala.
Celule B producitoare de IgA pot migra in ganglionii limfatici regionali, pot intra in circulatie
si se pot stabili de exemplu, la nivelul glandelor mamare care asigurd o secretie lactatad ce
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contine anticorpi IgA Tmpotriva agentilor patogeni intestinali. Peretele intestinal contine
majoritatea plasmocitelor secretoare de IgA din organism (Pabst si Rothkdétter, 2006), iar
intestinul la porci este sursa principala a IgA prezente in plasma sanguind porcina (Vaerman
si col,, 1997). Atunci cand calea este activatd, celulele epiteliale produc componenta
secretorie (pIgR) (Brandtzaeg, 2010) care se leaga de pIgA Tn lamina propria. Complexul nou
format este internalizat si transportat prin transcitoza spre polul apical al celulelor epiteliale,
dand nastere la anticorpi IgA secretori cu specificitati pentru diferiti antigeni intalniti in
situsurile inductive ale mucoaselor (Brandtzaeg, 2010; Fujihashi si col., 2008).

In ciuda panopliei de substante antigenice din lumen, exista un control echilibrat fara
a induce vreo patologie evidentd. Cu toate acestea, perturbari ale homeostaziei imune si ale
mecanismelor care o controleaza, inclusiv complexele multiproteice jonctionale sau
microbiota comensald, ar putea duce la disfunctii intestinale (Camilleri si col., 2012;
Purchiaroni si col., 2013). In acest sens, sitemul imunitar intestinal rispunde la substante
exogene, inclusiv la semnalele moleculare derivate din alimente si la sSemnalele patogene. Prin
urmare, o intelegere a céilor specifice care participa la detectarea si gestionarea semnalelor
periferice este esentiald pentru a determina corect strategia pentru mentinerea homeostaziei

intestinale.
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3. UTILIZAREA POLIFENOLILOR DIN STRUGURI CA
ANTIOXIDANTI NATURALI iN HRANA PORCILOR

USE OF GRAPE POLYPHENOLS AS NATURAL ANTIOXIDANTS IN
PIG DIETS

3.1. Productia de struguri

Strugurele (Vitis spp.) este una dintre cele mai importante specii de plante din punct
de vedere agronomic, zootehnic si economic datorita diverselor sale utilizari in productia de
vin, dar si ca alte subproduse alimentare. Utilizarea strugurilor are o istorie indelungata,
datand din antichitate si fiind raspandita in lumea moderna, in special prin industria vinului.
Strugurii se numara printre cele mai raspandite culturi pomicole din lume, cu o productie
anuala de aproximativ 74 de milioane de tone. Din aceasta cantitate, 37,5% sunt cultivate in
Europa, 36,5% in Asia si 17,2% in Statele Unite (FAO-OIV, 2022) Strugurii sunt cultivati pe
toate continentele in regiunile temperate, caracterizate de precipitatii abundente, veri calde si
uscate si ierni blande (Vivier si Pretorius, 2000). Aproximativ 50% din productia de struguri
este utilizatd pentru producerea vinului, o treime pentru consumul ca fructe proaspete, iar
restul sunt prelucrati in produse alimentare precum suc, stafide, extract si ulei din seminte de
struguri, si otet (FAO-OIV, 2022). Din acest motiv, existd numeroase studii bibliografice care
analizeaza si caracterizeaza strugurii, vinul si derivatii din struguri, cum ar fi tescovina
(Cotoras si col., 2014; Ky si col., 2014).

Productia de Vitis vinifera sativa este de mare relevanta datorita valorii nutritionale
si proprietatilor farmaceutice ale boabelor de struguri, atit crude cat si uscate, precum si ale
derivatilor acestora, cum ar fi extractele si uleiul din seminte de struguri (Bail si col., 2008;
Beres si col., 2017). Strugurii se numara printre fructele cele mai bogate in carbohidrati (17
g/100 g), au un continut caloric ridicat (65 kcal/100 g) si un indice glicemic relativ scazut
unusan2020. Boabele de struguri reprezintd aproximativ 20-25% din greutatea totala a
strugurilor utilizati pentru productia de vin (Yu si Ahmedna, 2013). Strugurii sunt o sursa
exceptionald de mangan si potasiu si contin, de asemenea, vitaminele B6, C, si tiamind. Sunt

printre cele mai bogate surse de polifenoli, localizati in special in pielita strugurilor (Brenes
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si col., 2016). Boabele de struguri contin fibre, proteine, lipide si minerale. Proteinele (12%
in greutate uscatd) contin aminoacizi esentiali precum arginina (7,2%), acidul aspartic (7,1%),
acidul glutamic (11,5%), glicina (6,2%) si treonina (21,7%). Lizina, un aminoacid esential si
limitator 1n dieta porcinelor, este prezenta in cantitéti considerabile (in medie 4,5% din totalul

aminoacizilor), in contrast cu metionina, care este prezenta pana la 1,4% (Costa si col., 2022).

3.2. Subrodusele din struguri ce pot fi introduse in hrana animalelor

Subprodusele derivate din fructe sunt generate pe scard largd in intreaga lume, iar
sectorul agroindustrial al strugurilor are o importanta economicd majora (Erinle si Adewole,
2022). Industria mondiald a vinului produce mii de tone de reziduuri anual, crednd o mare
provocare pentru gestionarea deseurilor (Skuras si Psaltopoulos, 2012). Aceste reziduuri
solide includ diverse subproduse, cum ar fi lastarii de vita-de-vie, tulpinile, pielitele, semintele,
drojdia, turtele de filtrare si tescovina (Costa si col., 2022).

Péna de curdnd, tescovina de struguri era consideratd un deseu industrial si era ldsata
sa se descompund pe campurile vinariilor din apropiere sau in depozite masive de deseuri (Lu
si F00, 1999). Se estimeaza ca tescovina de struguri reprezinta aproximativ 20% din greutatea
totala a strugurilor folositi pentru fabricarea vinului (Brenes si col., 2016). Dupa prelucrarea
vinului, boabele de struguri pot fi impartite in doud fractiuni: tescovina fara samburi (pulpa
reziduald, peduncul si pielitd) si tescovind cu seminte. Prima fractiune este bogata in fibre
alimentare, in timp ce semintele sunt valorizate in principal pentru uleiul lor, care contine
acizi grasi nesaturati, cum ar fi acidul oleic si acidul linoleic (Costa si col., 2022). Semintele
si pielita reprezinta 38-52% si, respectiv, 5-10% din tescovind, pe bazd de substanta uscata
(Brenes si col., 2016, p. 20).

Semintele de struguri sunt compuse din fibre (47%, dintre care 60-70% sunt
nedigerabile), carbohidrati complecsi (29%), grasimi (13%, bogate in acizi grasi esentiali),
proteine (11%), minerale si compusi fenolici extractibili, cum ar fi acizii fenolici si
flavonoidele (de exemplu, acidul protocatechuic si epicatechina) (Bail si col., 2008; Gungor
si col., 2021). Proteinele din semintele de struguri contin toti aminoacizii esentiali, avand o

medie de 4,5% pentru lizina si 3,5% pentru metionind. Cei mai predominanti aminoacizi sunt
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aceiasi ca 1n cazul boabelor de struguri, cu exceptia treoninei, care este prezentd in proportie
de 4,0% (Costa si col., 2022).

Extractul din sdmburi de struguri si uleiul din sdmburi de struguri sunt doua
subproduse obtinute din semintele de struguri dupa prelucrarea vinului sau a sucului de
struguri. Semintele sunt extrase, uscate si purificate pentru a obtine aceste subproduse derivate,
cum ar fi extractul din sdmburi de struguri, care contine o concentratie ridicata de polifenoli
si ulei din samburi de struguri, care este bogat in acizi grasi esentiali (Lau si King, 2003).
Aceste substante sunt cunoscute pentru puternicul lor efect antioxidant, care impiedica
reactiile oxidative ddunatoare si indeparteaza radicalii liberi din organism (Felhi si col., 2016;
Yilmaz si Toledo, 2004), precum si pentru proprietatile lor antimicrobiene (Gungor si col.,
2021).

Valoarea potentiald a subproduselor de struguri in alimentatia animalelor depinde in
principal de proprietatile lor nutritive, cum ar fi digestibilitatea fibrelor, a proteinelor si a
materiei organice, valoarea energetica, precum si de efectele biologice active. Subprodusele
de struguri sunt deosebit de bogate intr-o gama larga de polifenoli. Anterior cunoscuti sub
numele de taninuri, acesti polifenoli au fost considerati factori antinutritionali, deoarece
prezenta lor in anumite leguminoase avea efecte negative asupra nutritiei animalelor (Brenes
si col., 2016). Limitarile majore ale utilizarii tescovinei in hrana monogastricilor sunt datorate
peretelui celular lignificat si continutului ridicat de taninuri. Cele mai mari proportii de fibre
alimentare (74% in greutate), compuse in principal din hemiceluloze si acoperite de o pata
albicioasa (un praf de drojdii sdlbatice si bacterii) (Igartuburu si col., 1998), si de polifenoli
(taninuri) (Nardoia si col., 2020) se gasesc in pielita strugurilor si seminte. Cu toate acestea,
tulpina strugurilor este lemnoasa si este compusa in intregime din taninuri, continind mai
mult de 50% din totalul polizaharidelor si, astfel, reprezentand o sursa atractiva din punct de
vedere economic de material fibros (Prozil si col., 2012). Studiile efectuate in vivo si in vitro
in ultimii ani au demonstrat efectele benefice ale administrarii acestor substante bioactive. De
fapt, fibrele alimentare cresc peristaltismul intestinal si actioneaza ca un tampon si un
prebiotic care stimuleazd dezvoltarea bacteriilor benefice in tractul digestiv (Erinle si
Adewole, 2022), in timp ce polifenolii pot actiona ca antioxidanti, antimicrobieni si
imunomodulatori (Alonso si col., 2002; Erinle si Adewole, 2022; Fang si col., 2020; Gungor
si col., 2021; Hao si col., 2015; Torres si col., 2002; Viveros si col., 2011; X.-H. Wang si col.,
2020). In functie de dozi si de tratamentul subproduselor de struguri incluse in hrana
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animalelor, fibrele alimentare si compusii polifenolici pot mentine sau Tmbunatati
performantele de crestere si sanatatea porcilor (Fang si col., 2020, p. 20200; Hao si col.,2015;
X.-H. Wang si col., 2020).

3.3. Structura chimica a polifenolilor din struguri

Compozitia chimica a subproduselor din struguri depinde de o serie de factori, printre
care maturitatea, soiul de struguri, tipul de sol, conditiile meteorologice, localizarea
geografica (Chedea si col., 2021; luga si Mironeasa, 2020) si tehnologia de vinificare utilizata
(de la Cerda-Carrasco si col., 2015; Erinle si Adewole, 2022; Muncaciu si col., 2017). Toate
aceste aspecte pot modifica calititile fizice ale strugurilor, inclusiv gustul, aroma, textura si
aspectul lor (Chedea si col., 2021). Polifenolii sunt compusi cu una sau mai multe grupe
hidroxil fenolice legate de unul sau mai multe inele benzenice (Vermerris si col., 2006). Ei
sunt impartiti in clase pe baza numairului de grupe fenolice continute si a elementelor
structurale atasate acestor inele benzenice (Ozcan si col., 2014). Biosinteza acestor
componente in plante a facut obiectul multor cercetari (Dixon si col., 2005; Hrazdina, 1992;
Winkel-Shirley, 2001). intelegerea biosintezei componentelor fenolice este esentiald pentru
gestionarea eficientd a productiei lor in plante si, prin urmare, a subproduselor care pot fi
utilizate in hrana porcilor. intelegerea biosintezei compusilor fenolici este esentiald pentru
gestionarea eficientd a productiei acestora in plante si, implicit, in subprodusele care rezulta
si care pot fi utilizate in hrana porcilor. Identificarea compusilor fenolici in struguri a Inceput
la sfarsitul secolului al XIX-lea si continui si astizi. In general, polifenolii pot fi impartiti in
aproximativ 10 clase cu structuri de baza diferite conform lui Bravo et al. 1998 (Bravo, 1998).
In cadrul samburilor de struguri, polifenolii pot fi impartiti in doud categorii majore:
flavonoide si non-flavonoide. Flavonoidele din saimburii de struguri sunt impartite in flavanoli,
flavonoli, proantocianidine, antociani si antocianidine, in timp ce non-flavonoidele includ
acizii fenolici si stilbenele (Brenes si col., 2016; Durazzo si col., 2019; Erinle si Adewole,
2022).

Flavonoidele sunt cei mai puternici fitonutrienti din punct de vedere biologic din
cadrul polifenolilor din struguri. Acestia pot fi impartiti In mai mult de 13 subclase cu mai

mult de 6000 de structuri chimice diferite (Hichri si col., 2011; Lim si AG Koffas, 2010;
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Scalbert si col., 2002). Conform studiilor realizate de Bravo si col., Motohashi si col., (2008)
si Aron si Kennedy (2008), structura de bazi a flavonoidelor este formata din doi radicali fenil
(inelele A si B) uniti prin trei atomi de carbon pentru a crea un heterociclu continand oxigen
(inelul C). Flavonoidele sunt clasificate in continuare in functie de starea lor de oxidare si de
distributia radicalilor hidroxil pe inelul heterociclic (Ozcan si col., 2014; Singla si col., 2019).
Diversitatea structurilor chimice ale flavonoidelor este responsabila de gama larga de
activitati fiziologice si biologice ale acestora. Majoritatea flavonoidelor sunt continute in
celulele epidermice ale pielitei strugurilor, in timp ce aproximativ 60-70% din totalul
polifenolilor se gasesc in seminte (Ali si col., 2010; Nassiri-Asl si Hosseinzadeh, 2009; Tsao,
2010). Flavonoidele reprezinta principala clasa de compusi fenolici solubili care se gasesc in
struguri si sunt principalii factori care contribuie la activitatea biologica a produselor din
struguri (Conde si col., 2007). Bioactivitatile flavonoidelor sunt influentate in mod
semnificativ de gradul de glicozilare, de tipul de radical de zahar prezent si de esterificarea
acida ulterioara (Cho si col., 2004, p. 200). Prin urmare, selectarea diferitelor soiuri cu
profiluri flavonoide distincte poate avea efecte asupra sanatitii porcilor. Flavonoidele sunt
renumite pentru proprietitile lor cardioprotectoare, neuroprotectoare, antimicrobiene, anti-
imbatranire (Heim si col., 2002; Narayana si col., 2001; Xia si col., 2010), antidiareice (Song
si col., 2011), antibiotice (Mayer si col., 2008), antiinflamatoare (Goodrich si col., 2012;
Wang si col., 2013) si antioxidante (Bagchi si col., 2000; Dai si Mumper, 2010). De asemenea,
acestea ajutd la imbunatatirea vederii (Yamakoshi si col., 2002) si la cardioprotectie (Sato si
col., 2001), printre alte beneficii (Shi si col., 2003). In plus, acestea ofera protectic UV,
definesc culoarea florilor, ajutd la atragerea polenizatorilor si protejeaza tesuturile de invazia
agentilor patogeni sau de deteriorarea cauzatd de stresul oxidativ (Harborne si Williams,
2000).

Cele mai frecvente flavonoide din struguri sunt flavanolii, inclusiv monomerii, cum
ar fi catechina si epicatechina, proantocianidinele oligomerice (2 pand la 5 unitdti) si
polifenolii polimerici (mai mult de cinci unitati), care sunt cunoscuti ca taninuri condensate
(Crozier, 2003; Zhao si col., 2010). Structura flavanolilor include un radical hidroxi in atomul
C3 si un inel B legat de atomul C2 (Panche si col., 2016; Santhakumar si col., 2018; Singla si
col., 2019). Flavanolii sunt sintetizati inainte de inflorire, iar concentratia lor creste pana la
veraison - momentul coacerii strugurilor (Verries si col., 2008). Principalii monomeri de
flavan-3-oli din struguri si vin includ (+)-catechin, (-)-epicatechin, (-)-epicatechin-3-galat (Su
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si Singleton, 1969) si (-)-epigallocatechin, precum si urme de (+)-gallocatechin. In pielitele si
tulpinile strugurilor, principalii monomeri sunt (+)-catechina, (-)-epicatechina si (-)-
epicatechina 3-O-galat, in timp ce semintele contin catechina, epicatechina 3-O-galat si
epicatechina (Cantos si col., 2002; Souquet si col., 2000). Continutul de (-)-epicatechina si
(+)-catechina este mai mare in soiurile rosii decat in cele albe (Godevac si col., 2010).
Catechina este cel mai abundent flavanol gésit in seminte si In pielita strugurilor, cu urme si
n pulpa strugurilor (Brenes si col., 2016). Acesti compusi contribuie la amareala vinului si
pot provoca o oarecare astringentd. Studiile initiale asupra acestor compusi au inceput in anii
1920 (Freudenberg si Blummel, 1924) si au fost explorate in continuare in semintele de
struguri si in timpul productiei de vin. O proportie semnificativd de monomeri de flavan 3-ol
provine din semintele de struguri (Czochanska si col., 1980; Meyer si Hernandez, 1970;
Oszmianski si col., 1986; Romeyer si col., 1985; Singleton si col., 1966), cu temperaturi mai
ridicate, concentratii mai mari de alcool si timpi de extractie mai lungi care cresc concentratia
lor in vin. Flavanolii nu sunt glicozilati in alimente, spre deosebire de alte clase de flavonoide
(Brenes si col., 2016).

Proantocianidinele (taninuri condensate) sunt alcatuite din doud pand la cinci
subunitati flavan-3-ol. Se numesc proantocianidine oligomerice deoarece scindarea catalizata
de acid a lanturilor polimerice produce antocianidine. Flavan-3-olii se caracterizeaza prin
prezenta grupdrii hidroxil (-OH) in pozitia 3 a structurii de bazd a flavonoidelor. Chimia
taninurilor variaza in functie de originea lor, continand pana la doudzeci de radicali hidroxil
si 0 masa moleculara de 500 Da pana la 3000 Da (Khanbabaee si Van Ree, 2001). Variatiile
structurale 1intre proantocianidine depind 1in principal de legaturile interflavanice,
subclasificate 1n tipul A (legaturi C2-O-C5 sau C2-O-C7) si tipul B (legaturi C4-C6 sau C4-
C8) (Aron si Kennedy, 2008). Procianidina C1 este un trimer cu legaturi C4-C8 (Bogs si col.,
2005; Goodrich si col., 2012; Tsang si col., 2005).

Diferenta in pozitiile legaturilor interflavonoide si In unitétile constitutive confera
diversitate structurala oligomerilor superiori, crescind numarul de izomeri cu un grad de
polimerizare (Czochanska si col., 1980; Edwin, 1980; Foo si Porter, 1981, 1980). Cunostintele
limitate despre chimia proantocianidinelor se datoreaza metodelor analitice care se
concentreazd pe fiecare oligomer ca o clasa, fara a identifica proantocianidinele din cadrul
fiecarei clase (Lin si col., 2014). Proantocianidinele oligomerice galoilate sunt caracteristice
polifenolilor condensati din seminte de struguri (Geny si col., 2003). Capacitatea taninurilor
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de a lega proteinele sta la baza caracteristicilor lor protectoare (Constabel si col., 2014) si a
beneficiilor lor nutritionale (Li si Hagerman, 2013). Acestea au un miros specific si un gust
astringent si se prezintd sub forma unei pulberi albe sau galbene, libere sau lucioase (Prior si
Gu, 2005; Smeriglio si col., 2017). Strugurii si vinul au unul dintre cele mai ridicate niveluri
fenolice dintre fructe, legume si bauturi. In functie de soi, continutul de proantocianidine la
momentul recoltarii poate varia de la 0,5 la aproximativ 6,4 mg/g din greutatea fructului
proaspat de boabe (Terrier si col., 2009). Proantocianidinele contribuie la astringenta vinurilor
rosii, fiind extrase din seminte, aburi si pielitd (Yu si Ahmedna, 2013). Aproximativ 30% din
proantocianidine se afla in seminte, iar 15% in coaja (Hanlin si col., 2011). Extractia din
seminte necesitd ruperea peretilor celulari (Pinelo si col.,, 2006). Continutul final de
proantocianidine din seminte se obtine intr-un stadiu mai tarziu decat cel din coaja, la cateva
saptamani dupd debutul maturarii. Aceste componente au fost printre cei mai recent
identificati structural compusi fenolici importanti (Creasy si Swain, 1965; Weinges si col.,
1968). Proantocianidinele cu o greutate moleculard mica se gasesc in concentratii foarte
scazute si sunt usor hidrolizate (Serrano si col., 2009), in timp ce cele cu greutate moleculara
mai mare sunt asociate cu proprietati astringente si de protectie UV. Acesti compusi sunt
populari in formularile alimentare functionale pentru beneficiile lor pentru sanatate
(Martinez-Micaelo si col., 2012; Pinent si col., 2016; Salvado si col., 2015). Continutul de
proantocianidine este influentat de conditiile climatice si geografice, de soiul de struguri, de
fertilizare, de practicile de cultivare si de sol (Godevac si col., 2010).

Antocianinele, cu inelul B aromatic atasat in pozitia C2, au doua legaturi in inelul
heterociclic. Ele constituie versiunea glicozilata a antocianidinelor (aglicond), care rezulta din
legarea grupei hidroxil C3 cu fractiunea de zahar. Antocianinele sunt polifenolii cei mai
raspanditi in pielita strugurilor rosii si actioneaza ca coloranti naturali (de la Cerda-Carrasco
si col., 2015; Durazzo si col., 2019; Jin et si col., 2019; Panche si col., 2016; Santhakumar si
col., 2018; Singla si col., 2019). Ele se gasesc mai ales in pielitd, dar in anumite soiuri
,teinturier” (sau colorate), pigmentii antocianici se acumuleaza si in pulpa boabelor (He si
col., 2010; Montealegre si col., 2006). Exista o relatie stransa intre nivelurile de biosinteza a
antocianilor si dezvoltarea boabelor, care Incepe la ,veraison”, cand biosinteza
proantocianidinelor este completa, si atinge punctul maxim la maturitate (Zhang si col., 2013).
Exista un set unic de antociani in fiecare specie si varietate de struguri (Zhu si col., 2012). De

exemplu, strugurii europeni produc n principal antocianidine 3-O-monoglucoside, in timp ce
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strugurii muscadine produc in principal antocianidine 3,5-O-diglucoside. Identificarea
structurii antocianinelor a fost precedata de cercetari stiintifice privind culoarea vinului rosu
(Pasteur, 1873).

Structura generald a antocianilor a fost determinata la inceputul secolului XX (Levy
si col., 1931; Willstétter si Everest, 1913). Structurile principalelor antociani din strugurii
Vitis vinifera au fost identificate Tn 1959, malvidina-3-O-glucosid fiind principalul antocian
prezent, impreuna cu formele sale acilate (Ribéreau-Gayon, 1959). Lucrarile lui Ribéreau-
Gayon au demonstrat, de asemenea, ca antocianinele din Vitis vinifera sunt structural distincte
de cele gasite la alte specii, fiind exclusiv monoglucozide, in timp ce speciile non-vinifera
contin si 3,5-diglucozide. Studiile ulterioare privind distributia si structura antocianilor n
speciile de struguri au aprofundat intelegerea antocianilor din struguri (Fong si col., 1971,
Puissant si Léon, 1967; Rankine si col., 1958).

Spre deosebire de flavonoide, polifenolii non-flavonoizi au un singur inel ca structura
principala. Moleculele non-flavonoide gasite in struguri includ stilbenele si acizii fenolici
(Mendonga si col., 2022; Ozcan si col., 2014; Singla si col., 2019). Acizii fenolici din struguri
sunt derivati ai acizilor hidroxicinamici, precum acizii cafeic, p-Coumaric, ferulic si sinapic,
si ai acizilor hidroxibenzoici, precum acizii gentisic, galic, protocatechuic, p-hidroxibenzoic
si siringic (Ali si col., 2010; Kammerer si col., 2004; Ozcan si col., 2014; Singla si col., 2019).
Acesti acizi fenolici, n special acizii hidroxicinamici sub forma de ester al acidului tartric,
sunt principalele componente fenolice ale vinului alb si sunt esentiali pentru culoarea acestuia.
Ei provin in principal din pulpa de struguri, dar se gasesc in cantitati similare si in vinurile
rosii. La mijlocul secolului al XX-lea, acizii hidroxicinamici au fost identificati In struguri
(Ribéreau-Gayon, 1959). Acesti compusi au fost observati anterior ca fiind sub forma de acizi
liberi. Ulterior, s-a descoperit ca strugurii nu contin acizi hidroxicinamici liberi, dar au acid
tartric esterificat. Alti compusi au fost caracterizati (Baranowski si Nagel, 1983; Cheynier si
col., 1986) si prezentati in boabe inainte de coacere.. Stilbenele constau din doua inele
aromatice legate de un radicolar etilenic. Cel mai cunoscut stilben este resveratrolul.
Stilbenele se gasesc in struguri, vin si derivatele lor (Mendonca si col., 2022; Ozcan si col.,
2014; Singla si col., 2019).
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3.4. Biodisponibilitatea polifenolilor la nivele intestinal

Biodisponibilitatea este o masura a cantitatii din structura naturala a unui aliment care
este disponibild pentru destinatia sa dupa ce a fost ingeratd prin tractul gastrointestinal.
Cantitatea unui compus care este absorbita, metabolizata si circuld Tn organism se numeste
biodisponibila (Carbonell-Capella si col., 2014). Metabolismul digestiv, bioactivitatea,
repartitia tisulard, metabolismul hepatic si intestinal si absorbtia de catre celulele epiteliale
intestinale sunt denumite biodisponibilitate  (Courraud si col., 2013). Astfel,
biodisponibilitatea se bazeaza riguros pe activitatile de biodisponibilitate (Palafox-Carlos si
col., 2011). Biodisponibilitatea si livrarea eficientd a polifenolilor la tesuturile tintad sunt
necesare pentru a explica efectele biologice ale polifenolilor. Prin urmare, este important sa
se inteleagd modul in care acestia sunt absorbiti, metabolizati si excretati din organism

Studiile de absorbtie sunt complicate de complexitatea moleculara a extractelor sau
alimentelor bogate in polifenoli datoritd unor factori precum gradul de conjugare si
polimerizare cu alti fenoli. Majoritatea polifenolilor sunt disponibili in plante sub forma de
esteri, polimeri sau glicozide, care nu pot fi absorbiti in structura lor originald. Majoritatea
polifenolilor sunt legati de componente ale peretelui celular precum proteinele, arabinoxilanii
sau alti compusi organici precum lipidele si acizii (Andreasen si col., 2001; Bunzel si col.,
2004). Inainte de a putea fi absorbiti, acestia trebuie hidrolizati de microbiota sau de enzime
endogene. Dupa absorbtie, polifenolii sunt recunoscuti de organism ca substante straine,
rezultdnd o biodisponibilitate relativ scazutd In comparatie cu macro- si micronutrientii.

Metabolismul polifenolilor implicd o serie de reactii comune menite sa reduca
potentialul lor citotoxic prin cresterea hidrofilicitatii si favorizarea excretiei biliare sau urinare
(Manach si col., 2004). Structura chimica a polifenolilor, mai degraba decat concentratiile
acestora, este cea care defineste viteza si amploarea absorbtiei, precum si caracteristicile
metabolitilor circulanti in plasma. Conform estimarilor facute de Faria si col., (2014) si Corréa
si col., (2019), absorbtia polifenolilor din substantele vegetale in intestinul subtire este mai
mica de 5-10%.

in functie de complexitatea lor si de gradul de polimerizare, absorbtia polifenolilor
poate varia. Polifenolii cu o structurd simpla (monomerici si dimerici) sunt usor absorbiti in
intestinul subtire, in timp ce polifenolii oligomerici si polimerici ajung in colon aproape
neschimbati (Cermak si col., 2003; Manach si col., 2004; Monagas si col., 2010; Zubik si
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Meydani, 2003). Studiile anterioare au aratat ca trimerii si dimerii de procianidina sunt foarte
stabili in conditii de digestie gastricd si duodenald, iar consumul de dimeri este considerat a
fi de aproximativ 100 de ori mai mic decat cel de monomeri (Kumar si Pandey, 2013). Tn plus,
S-a observat ca proantocianidinele din coji tind sa aiba un grad mai mare de polimerizare decat
cele obtinute din seminte (Eriz si col., 2011). Cu toate acestea, cercetari recente sugereaza ca
numai polimerii cu grade de polimerizare mai mici de 5 sunt absorbiti (Ou si Gu, 2014) sau
sunt ulterior degradati la monomerii lor flavan-3-ol n lumenul intestinal. Cu toate acestea,
majoritatea polifenolilor ajung in colon in stare intactd, unde mentin integritatea barierei
intestinale si Isi exercitd efectele bioactive, inclusiv antiinflamatorii si antioxidante (Beschea-
Chiriac si Solcan, 2024). Pe langa aceasta, o parte din metaboliti poate avea un efect prebiotic,
promovand cresterea bacteriilor benefice si inhiband cresterea bacteriilor patogene din
microbiota intestinala (Axling si col., 2012; China si col., 2012; Etxeberria si col., 2015;
Moreno-Indias si col., 2016; Queipo-Ortufio si col., 2012). Astfel, microbiota intestinala joaca
un rol esential in descompunerea polifenolilor si in producerea metabolitilor responsabili de

efectele biologice asociate consumului de polifenoli.

3.5. Bioefectele polifenolilor in productia porcina

Strugurii si subprodusele din struguri sunt surse bogate de compusi nutritionali, cum
ar fi fibre, proteine, minerale, vitamine si antioxidanti. Datoritd continutului lor de compusi
bioactivi (Brenes si col., 2016), ele sunt potrivite pentru a fi utilizate ca ingrediente
functionale in alimentatia porcilor (Spigno si col., 2017). Tn plus, aceste subproduse pot servi
drept agenti antimicrobieni, reducand astfel necesitatea utilizarii antibioticelor (Erinle si
Adewole, 2022). O caracteristica de baza a substantelor fenolice este activitatea lor
antioxidanta semnificativa. In plus, anumiti polifenoli pot avea beneficii suplimentare, cum

activitatea antimicrobiana (Mahfuz si col., 2021).
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Bioefectele polifenolilor din struguri in cresterea si productia porcilor

Tabel 3.1.

Table 3.1.
Bioeffects of grape polyphenols in pig husbandry
Mod de administrare Efect Sursa
v Inhibd inflamatia in mucoasa duodenald a porcilor prin
suprimarea activitatii NF-xB
v" Reducerea transactivarii lui Nrf2 si a expresiei genice a
1% GSGME timp de mai multor gene tintd Nrf2 in duodenum Gessner
4 saptamani v' O imbunétatire a raportul castig/alimente. si col.,
Porciin varstide 6 | v/ O crestere a raportului inaltime vilozitati:adancime cripte 2013
sdptamani cu 12 kg in intestinul subtire
v Nici un efect asupra ADFI, a greutatii corporale finale si a
ADG
v Scadere a FCR
v' Imbunatitirea raportului hrana-castig la porcii intircati.
1% (GSGME) pentru | v*  Modificarea microbiotei intestinale si efect antiinflamator. | Fiesel si
28 de zile v" Morfologia intestinald nu a fost modificata col.,
Porci de 5 sdptaméni | v'  Nici un efect asupra ADF]I, a greutatii corporale finale si a 2014
cu 10 kg ADG
v' Scadere a FCR
GSE (polifenoli cu Verhelst
greutate moleculara i col
mica) v" Reducerea diareei induse de E. coli la porcii intéarcati. §'280 "
10 g/kg pentru 6 zile 14
Extract care contine
polifenoli v" Nu existd diferente in ceea ce priveste numarul de microbi Zh .
. . . ) AN ang si
inclusiv GSE in fecale si cecum la porcii intarcati. ’
(seminte de struguri) | v Valori reduse ale TBARS din plasmd. Diminuarea col.,
1 g/kg pentru 3 productiei de MDA 2014
saptamani v" Nu a afectat performantele de crestere
v' A crescut semnificativ activitatile serice SOD si GSH-PX,
0,5, 151 1,5% nivelul seric al TAOC si a scazut remarcabil continutul de
procianidine din MDA.
seminte de struguri | v' A imbunatitit rdspunsurile imune umorale si celulare ale Hao si
(GSP) timp de 28 de purceilor intarcati prin modularea productiei de anticorpi, ’
zile complementi si citokine (IgG, IgM, C-4, IL-2). col.,
Purcei de 21 dezile | v© A crescut capacitatea antioxidantd, a sporit imunitate si a 2015
Ccu greutatea de redus incidentadiareei.
aproximativ 7 kg v" Nu a afectat in mod semnificativ performanta de crestere.
Nici un efect asupra ADG, ADFI si FCR
594 tescovin de v A crescut ste_m_lsul antioxidant total (TAS) si a scazut )
. peroxidarea lipidelor (TBARS) atat in duoden, cit si in | Chedea sl
struguri (GP) pentru . . . S
36 de zile colon, sia creA:scut activitatea SOD 1n duoden si activitatea col.,
Purcei de 10,7 kg CAT si GPx in Co.lor.l'. . 2018
’ v Cresterea ADFI si niciun efect asupra ADG si FCR.
v A provocat o schimbare ecologic in microbiom, crescand | Choy si
1% extract de . . : ; .
; . dramatic Lachnospiraceae, Clostridales, Lactobacillus si col.
seminte de struguri . N !
Ruminococcacceae in fecale. 2014
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(GSE) in dieta, timp

de 6 zile
Porci femele de rasa
incrucisata
8% seminte de v A indus_ o scadere serpniﬁcatiyé a LaCtObaCilluAS, Grosu si
. . Lachnospiraceae, Bacteroidales si Campylobacter, in ’
struguri (GS) incluse . : e ’ e col.,
in dietd timp ce a avut un lmpa_ct pozitiv asup_ra E?”Ol’ SPECII precum 2019
Megasphera, Clostridiales, Anaerovibrio sau Prevotella.
v' A semnificative ale ADFI.
250 mg/kg (GSPs) v' A imbunatatit functia de bariera si morfologia mucoasei
proantocianidine din intestinale Han si
seminte de struguri | v/ Proantocianidinele din dietd au imbunatatit diversitatea col.,
timp de 28 de zile microbiand in digesta ileala si colonica. A diminuat 2016
Purcei intarcati abundenta Lactobacillaceae si a crescut abundenta
Clostridiaceae atat in lumenul ileal, cét si in cel colonic.
v" A imbunatitit mecanismele antioxidante, a prevenit
deteriorarea lipidelor si proteinelor cauzate de stresul
9% tescovina de oxidativ si a Imbunatatit functia si sanatatea barierei
struguri (GP) timp de intestinale Kafantari
30 de zile v Mai multe bacterii lactice si Bifidobacterii, mai putine | ssi col.,
Purcei de 20 de zile Enterobacteriacae si Campylobacter jejuni in fecale 2018
cu greutatea de 4,8 kg | v° A imbunatitit performantele de crestere prin cresterea
greutatii corporale si a aratat un efect benefic semnificativ
asupra calititii carnii
50-100-150 mg/kg
Procianidine din v' Afavorizat activitatea enzimelor de la marginea epiteliului
seminte de struguri prismatic cu platou striat, a crescut concentratiile serice de | Li si col.,
(GSP) glucoza si de proteine totale si a scazut permeabilitatea 2020
La purcei intarcati, epiteliala
timp de 28 de zile
8 % faina de seminte
de struguri timp de
30 zile Pistol si
purcei de 21 de zile | v A redus inflamatia la nivel intestinal col.,
Cu 0 greutate 2020
corporala medie de
9,04 + 0,13 kg.
v' A generat un nivel mai scazut al citokinelor inflamatorii
5% turtd de seminte (expresie genetica si secretie de proteine) in ficat
de struguritimpde | v*  Statusul antioxidant nu a fost influentat Taranu si
24 de zile v" Nu a avut niciun efect asupra ADG si ADFI col.,
Porci la finisare cu v' A scizut semnificativ concentratia de colesterol si a 2018
75,5 kg crescut nivelul de IgA in plasma
v TBARS a fost redus semnificativ.
v Nici un efect asupra ADG, ADFI si FCR
v" Numaér mai mare de Lactobacillus delbrueckii, Olsenella
5% tescovina de umbonata si Selenomonas bovis in cecum .
e o o . Wang sl
struguritimpde28 | v'  Indltime mai mare a vilozititilor si raport inaltime ’
de zile vilozitati/adancime cripte mai mare a jejunului col,
Purceide 28 de zile | v° Expresia scdzutdi pentru MRNA si citokinele 2020
proinflamatorii (IL-1p, IL-8, IL-6 si TNF-a)
v/ Un nivel mai ridicat de 1gG n ser
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0,04% extract de

seminte de struguri Fang si
pentru 28 zile v' A crescut ADG si a scazut FCR col.,
Purcei cu greutatea 2020
de 8,4 kg
0,015% extract de
seminte de struguri Rajkovi¢
timp de56 dezile | v Nici un efect asupra ADFI, ADG si FCR si col.,
Purcei (sex mixt) cu 2021
6,9 kg
8% seminte de v' Nici un efect asupra ADFI, greutatii corporale finale, Grosu si
struguri timp de 30 ADG si FCR. col ’
de zile v’ A stimulat cresterea bacteriilor precum Prevotella si 20 1‘é
Purcei cu 9,13 kg Megasphaera
1% din seminte de v Nici un efect asupra greutitii corporale finale, ADG si | Vlaicu si
struguri FCR col.,
Porci cu 65 kg V' Crestere a ADFI 2019
YT -

8% faina de.: seminte | o 4 sporit activitatea enzimelor antioxidante, a scazut .
de struguri (GSM) . Lo . . . Taranu sl
. - nivelul citokinelor proinflamatorii si al TBARS si a ’
timp de 30 de zile . e > ’ col.,

PUTCEi imbunatatit performanta de crestere a animalelor tratate cu
urcel cu greutatea flatoxi o B1 ’ K 2019
de 9 kg aflatoxind BI.
8% faina de seminte |, A diminuat supraexprimarea genelor si a ameliorat
de struguri (GSM) dumimuat - supraexp 86 o Taranu si
. - leziunile histologice ale ficatului si stresul oxidativ. ’
timp de 28 de zile y - C s . . col.,
. v' A scdzut expresia genicd si proteicd a MAPK-urilor si a
Purcei cu greutatea lizirii NF-xB 2020
de 9 kg semnalizarii NF-«k
3-5% tescovini de v' A scidzut expresia ARNm NF-kB in stomac; )
vin r"osu (RWPD) v" A crescut expresiei ARNm NF-kB si TNF-a in ficat si | Sehm si
g ; - muschi; col.,
glr;;ge??azg ?;CZ;E v' A scizut expresiei ARNm TNF-o si IL-10 in ileon; 2006
’ v' A scidzut expresiei ARNm IL-10 in jejun, colon si ficat;

60




PARTEA II
CERCETARI PROPRII
PART Il

PERSONAL CONTRIBUTION

61



62



4. SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

PHD THESIS AIM AND OBJECTIVES

Din multitudinea de antioxidanti naturali care pot fi inclusi in hrana animalelor, in
aceasta cercetare a fost aleasa tescovina de struguri pentru a studia efectul sdu asupra tubului
digestiv. Efectivul tinta de animale sunt porcii din rasa Pietrain crescuti in sistem intensiv.

Scopul general al acestei teze este de a evaluat efectul includerii in dieta a tescovinei
de struguri negri la porcii aflati in faza de ingrasare-finisare (180 zile) prin evaluarea
performantei productive si a starii de sanatate, precum si a evaluarii IHC mai multor markeri
specifici ai inflamatiei (IL-1B, TNF-a, MHC-II) si ai starii antioxidative (Nrf2 si p65) in

intestin.

Obiectivele tezei de doctorat sunt urmatoarele:
1. Evaluarea histologica a particularitatilor morfofunctionale ale intestinului subtire la porcii
din rasa Pietrain, care deternima o eficienta ridicata a digestiei.
2. Analiza histologica asupra raspunsului dat de mucoasa intestinald in urma folosirii
tescovinei din struguri negri ca adaos in dieta de baza a porcilor Pietrain.
3. Analiza markerilor pro-inflamatori (IL-1B, TNF-a SIMCH-II) si a markerilor redox (Nrf2
si p65), prin tehnica imunohistochimicd la nivel intestinal, Tn urma adaosului In hrand a
tescovinei din struguri negri.
4. Analiza performantei de crestere a porcilor prin calcularea indicilor ADFI, ADG si FCR,

in urma introducerii in hrand a tescovinei din struguri negri.
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5. CADRUL ORGANIZATORIC IN CARE S-AU DESFASURAT
CERCETARILE

THE ORGANIZATIONAL STRUCTURE IN WHICH THE
RESEARCH WAS CARRIED OUT

Pentru a putea indeplini obiectivelor propuse, a fost nevoie de un cadru organizatoric
format dintr-un efectiv de porci din rasa Pietrain, apartinand fermei de ingrasat S.C.
SUINPROD S.R.L. din judetul Bacau.

Originara din Belgia, rasa de porc Pietrain este renumita pentru randamentul siu
ridicat si calitatea superioara a carnii, avand o istorie bogata si o distributie globala. Crescuta
initial in secolul al XIX-lea pentru pietele locale, popularitatea sa a crescut in Europa 1n anii
1950, iar astazi este apreciata in intreaga lume. Porcii Pietrain au un raport ridicat de conversie
a hranei si o ratd de crestere rapida si sunt bine adaptati la diferite conditii climatice si tipuri
de hrana. Aceasta eficienta contribuie la reducerea costurilor de productie si a consumului de
resurse. Pentru a minimiza riscul problemelor de sanitate i pentru a promova o crestere
durabilad in industria carnii de porc, gestionarea adecvata a sanatatii si performantei acestor
animale este esentiala.

La inceputul cercetarii, toti porcii se aflau 1n etapa de finisare in procesul de productie,
avand varsta de 180 de zile si o greutate initiala de 85,09 + 5,11 kg. Porcii au fost adapostiti
in tarcuri cu adapatori si hranitoare, si au avut acces liber la apa si hrana. Temperatura din
interiorul addpostului a fost controlata intre 24-28°C, iar umiditatea relativa a fost controlata
la 60-70%.

Din totalul efectivului din ferma, au fost selectati 60 de porci (egali In greutate si
varstd) care au fost impartiti astfel: 10 porci pentru cercetarea in care s-a urmarit
particularitatile morfostructurale ale rasei Pietrain si 50 de porci pentru a urmari efectele
polifenolilor din tescovina de struguri negri introdusa in hrand asupra sanatatii tractului
digestiv si a performantelor de crestere.

Astfel au fost formulate: o dietd de baza si 4 diete experimentale cu doze crescande
de tescovina de struguri negri addugate si omogenizate in formula dietei de baza. Toate dietele

au fost realizate pentru a indeplini cerintele nutritive pentru porcii aflati in fazele de crestere-
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finisare (75-100 kg) si faza de finisare (100-135 kg) recomandate de National Research
Council (2012).

Dieta de baza este un furaj complet tip granule pentru porcii aflati la Ingrasare cu
urmatorii constituenti analitici: 16% proteind bruta, 4,86% celuloza, 2,65% grasimi, 1% lizina,
0,65% calciu, 0,55% metionind + cistind, 0,44% fosofor si 0,27% metionina (conform
etichetei). Tescovina de struguri negri au fost furnizatd de la un producator local, fiind
alcatuita din boale de struguri si seminte. Materia prima a fost macinatd la o dimensiune a
particulelor mai mica de 6 mm, introdusa si omogenizata in dieta de baza in 4 proportii diferite
pentru fiecare lot experimental in parte (LE1 a primit 1g/kg, LE2 a primit 5g/kg, LE3 a primit
10g/kg si LE4 a primit 15g/kg). Tescovina a fost evaluatd pentru continutul total de fenoli
(TPC) si de flavonoide (TFC), cat si pentru activitatea antioxidanta, conform metodologiei

descrisa de (Luca si col., 2022). Rezultatele obtinute se regasesc in tabelul 5.1.

Tabel 5.1.
TPC, TFC si activitatea antioxidanta pentru tescovina de struguri negri
Table 5.1.
TPC, TFC and antioxidant activity for black grape marc
Continutul total Activitatea antioxidanta
TPC TFC DPPH ABTS FRAP

Proba
(mg GAE/Q) (mg TE/Q) (mg TE/Q) (mg TE/g (mg TE/Q)

Tescovina 54,15 + 0,46 3,09 £ 0,06 1,21+0,03 3,68+0,04 | 599,77 +7,02
Datele sunt prezentate ca medie + abaterea standard (SD). Abrevieri: ABTS -2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina) 6-acid sulfonic; DPPH - 1,1-difenil-2-picrilhidrazil;

FRAP - putere antioxidanta reducatoare ferica; GAE, echivalenti acid galic; RE, echivalenti ruting;

TE -echivalenti Trolox; TFC - continut flavonoid total; TPC - continut fenolic total.
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6. CERCETARI PRIVIND PARTICULARITATI
MORFOSTRUCTURALE SI FUNCTIONALE ALE INTESTINULUI
SUBTIRE LA PORCII DIN RASA PIETRAIN

RESEARCH ON MORPHOSTRUCTURAL AND FUNCTIONAL
PARTICULARITIES OF THE SMALL INTESTINE IN PIETRAIN
PIGS

Pentru a functiona corect si optim, intestinul subtire trebuie sd prezinte o
morfostructurd fiziologica, toate ducand in final la un metabolism general stabil si la o
performantd mai mare a porcilor. Aspectele histologice ale intestinului subtire la porc sunt in
mare parte asemandtoare cu cele intalnite la mamifere. Porcii Pietrain reprezintd o rasa
eficientd si productiva, fiind capabild sd converteasca cu usurintd si la un nivel inalt hrana
intr-o rata mare de crestere. Obiectivul acestui capitol este de a evidentia particularitatilor
morfostructurale si functionale ale intestinului care explicd eficienta ridicatd a digestiei la

porcii Pietrain.

6.1. Material si metoda

Cercetarea s-a desfasurat conform protocolului experimental din (Tabel 6.1.),
animalele fiind mereu supravegheate din punct de vedere medical. Animalele au fost ingrijite
in conformitate cu Legea 43/2014 privind manipularea si protectia animalelor utilizate Tn
scopuri experimentale si cu Directiva 98/58/CE a Consiliului UE privind protectia animalelor
de ferma. Protocolul experimental a fost aprobat de Comitetul de Etica al Facultatii de
Medicina Veterinara din cadrul Universitatii de Stiintele Vietii "Ion lonescu de la Brad".

Dupa terminarea perioadei experimentale, porcii au fost sacrificati in cadrul
abatorului S.C. NICBAC PROD S.R.L., de unde totodata au fost prelevate probe din anumite
segmente ale intestinului subtire: duoden, jejun si ileon.

In cele din urma, cercetarea a fost continuatd in Laboratorul de Histologie si
Embriologie din cadrul Facultitii de Medicind Veterinara lasi pentru a evalua din punct de

vedere histologic probele prelevate prin tehnica histologica de includere la parafina.
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Tabel 6.1.
Protocol experimental pentru a evidentia particularitatilor morfostructurale si functionale ale
intestinului la porcii Pietrain
Table 6.1.
Experimental protocol to highlight the morphostructural and functional features of the
intestine in Pietrain pigs

. Numiér . Mod de Regim si
Lot experimental . Furajare .
porci administrare durata
Rasa Pietrain 10 . . o
. . Furaj complet tip o Zilnic/ 90
varsta 180 de zile (5 femele si Ad libitum .
. granule pentru ingrasat zile
greutate 85,09 + 5,11 kg 5 masculi)

Dupa sacrificarea porcilor n abator, au fost prelevate fragmente din treimea
anterioara a fiecarui segment de intestin subtire si de colon din intestinul gros. Piesele au fost
fixate in 10% formalina neutra tamponatd pentru 1 h in laborator, apoi au fost transferate in
Bouin in laborator timp de 12 ore. Urmitoarea etapa a fost de deshidratare realizata in diferite
concentratii de solutii de etanol. Piesele au fost impregnate si incluse in parafina si sectionate
la Spm. Sectiuni seriate au fost preparate din fiecare bloc de parafina si supuse colorarii n
urma protocolului standard de colorare a hematoxilind si eozind (H&E) si montate cu balsam
de Canada. Preparatele histologice obtinute au fost vizualizate si microfotografiate cu ajutorul

microscopului optic cu camera Leica.

6. 2. Rezultate

Structura histologica generala pentru mucoasa intestinului subtire a fost caracteristica
pentru fiecare sectiune examinatd si nu au fost raportate diferente majore intre sectiuni ce
apartineau aceleasi zone intestinale, de la toti porcii de-a lungul cercetarii. Intestinul subtire
este impartit in duoden, jejun si ileon; toate cele 3 zone avand structura histologica dispusa
pe patru straturi concentrice: mucoasa, submucoasa, musculoasa si seroasa.

in urma studiilor ficute pe sectiuni din intestinul subtire la porcii Pietrain, s-a
observat cd mucoasa duodenului este alcatuitd din epiteliu columnar cu platou striat, lamina
propria cu glande Lieberkiihn si muscularis mucosae. Grosimea medie a mucoasei duodenale
a variat intre 835um si 1.195um, avand o grosime medie de 960um. Vilozitdtile intestinale
sunt in general polimorfe, unele dintre ele avand forma ramificata. Inaltimea vilozitatilor
duodenale variaza intre 194pm si 250pum, reprezentand aproximativ un sfert din intreaga

indltime a mucoasei. Epiteliul de la suprafata intestinului este format din enterocite, celule
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caliciforme, celule enteroendocrine, celule Paneth si celule stem. Enterocitele au dimensiuni
variabile 1n functie de zona ocupata; acestea sunt cubice si mici in glanda Lieberkiihn, putin
mai Tnalte la baza vilozitatilor intre 17um si 20pum si cu indlfimea cea mai mare in apexul
vilozitatilor, ajungind pana la aproximativ 30um. Aceste aspecte variabile sunt in corelatie
cu ciclul de viata al enterocitelor ce este de aproximativ 5 zile. Enterocitele se mai numesc si
celule absorbtive deorarece polul apical prezintd microvili ce maresc suprafata de absorbtie
intestinald. Zona descrisa de microvili se numeste platoul striat al epiteliului si de asemenea
este in corelatie cu maturitatea enterocitelor, variind ca dimensiune. Tn cazul celulelor de la
baza vilozitatilor, platoul striat este foarte subtire (mai putin de 0,5um) si creste treptat pana

la 1,5um in cazul enterocitelor din apexul vilozitatilor.

Figura .6.1. Duoden de porc din rasa Pietrain in varsta de 180 zile. (A) Vilozitatile intestinale, lamina propria,
glandele Lieberkiihn si imppreuna cu muscularis mucosae alcatuiesc mucoasa duodenului. Sunt observate
glandele Briinner in submucoasa, formate in principal din celule mucoase. (B) vilozitatile duodenale sunt

alcdtuite dintr-un ax central de tesut conjunctiv si un epiteliu prismatic cu platou striat de acoperire.
inaltimea enterocitelor variazi de la 29-30um in varful vilozititii la 17-18um la baza vilozitatilor. Coloratie
HEx100 (A, B) (Original)
Figure 6.1. Duodenum of 180-day-old Pietrain pigs. (A) Intestinal villi, lamina propria, Lieberkiihn glands and
muscularis mucosae make up the mucosa of the duodenum. Briinner's glands are seen in the submucosa,
consisting mainly of mucous cells. (B) The duodenal villi consist of a central axis of connective tissue and a
prismatic epithelium with a striated plate serving as a covering. The height of the enterocytes ranges from
29-30um at the apex of the villi to 17-18pum at the base of the villi. HEx100 staining (A, B) (Original)

Tot in cadrul epiteliului intestinal regasim celulele caliciforme cu rol in secretia

mucusului. Acestea sunt mai abundente in zona profunda a glandelor Lieberkiihn si mai putine
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spre varful vilozitatilor. Cciclul lor de viatd este apreciat la 3-4 zile. Alaturi de celulele
caliciforme se gésesc si celule enteroendocrine ce apartin sistemului neuro-endocrin si
celulele Paneth. Toate tipurile de celule provin din celule stem intestinale ce se gisesc cu
precadere jumatatea bazald a glandelor Lieberkiithn. Acestea se mai numesc si celule
regenerative si din punct de vedere histologic, celulele sunt descrise ca fiind poliedrice, mici,
cu un nucleu ovoidal si eucromatic, fiind asezate pe membrana bazala a epiteliului printre
celulele caliciforme si enterocite. Glandele Lieberkiihn iau nastere prin invaginarea epiteliului
de la suprafata intestianla, formandu-se glande tubuloase simple. Totalitatea glandelor
formeaza stratul glandular din mucoasa duodenului, iar in cazul porcilor studiati, grosimea
acestuia a fost cuprinsa intre 380um si 420pm.

Tn cazul porcilor Pietrain, muscularis mucosae prezinti aceeasi dispozitie si structura
cu cea descrisa la celelalte mamifere. Fibrele musculare netede sunt dispuse concentric la baza
stratului glandular, cu o grosime ce poate ajunge pana la 25pum. Unele fibre musculare sunt
distribuite in lungul axului central al vilozitdtilor intestinale, alcituind muschiul Bruke

(grosime lui putand ajunge de la 40 pana la 50pum) cu rol in miscarea vilozitatilor.

Figura 6. 2. Duoden de porc din rasa Pietrain in varsta de 180 zile. (A) Iniltimea enterocitelor de la baza
vilozitatilor intestinale cu o medie de aproximativ 23pum. (B) in jurul glandelor Lieberkiihn se poate
observa o infiltratie limfo-plasmocitara cu numeroase limfocite si plasmocite dar si euzinofile si mastocite.
Coloratie HEx400 (A); Coloratie PASx400 (B) (Original)

Figure 6. 2. Duodenum of 180-day-old Pietrain pigs. (A) Height of enterocytes at the base of the intestinal villi
averaging approximately 23um. (B) A lymphoplasmacytic infiltration can be seen around the Lieberkithn
glands with numerous lymphocytes and plasma cells but also eosinophils and mast cells. HEx400 staining

(A); PASx400 staining (B) (Original)
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Submucoasa duodenului este alcatuita din glandele Briinner (particular speciei, pe
langa acinii mucosi sunt prezenti si acinii serosi) si tesut conjunctiv fibros redus cu numeroase
vase de sange, vase limfatice si ganglioni nervosi vegetativi de mici dimensiuni ce apartin
plexului Meissner. Grosimea medie a submucoasei variaza intre 208um si 500um.

Fibre musculare netede dispuse pe stratul circular intern si stratul longitudinal exter,
alcatuiesc musculoasa. Grosimea acesteia in cazul porcilor Pietrain, a fost una uniforma de-a
lungul intregului duoden cat si intre indivizi. Grosimea medie pentru stratul circular intern
este de 200um, iar pentru stratul longitudinal extern, grosimea medie este aproximativ 125um.
Particular speciei este prezenta plexului mienteric Auerbach (plex nervos vegetativ) foarte
dezvoltat, localizat intre cele doud straturi de muschi.

Seroasa duodenald este alcatuita dintr-un tesut mezotelio-fasciculat cu o grosime
medie de 60-80um. Zona subseroasei ocupa 90 % din grosimea toatald a seroasei si contine

propriul plex vasculo-nervos.

20m
E I A )

Figura 6.3. Duoden de porc din rasa Pietrain in varsta de 180 zile. (A) iniltimea enterocitelor din varful
vilozitatilor este de aproximativ 30pum. Platoul striat din cadrul epiteliului de acoperire intestinala este PAS
pozitiv si mult mai gros incepand cu treimea mijlocie pana in apexul vilozitatii. (B) Muschiu Bruke poate fi

observat pana in varful vilozitatii duodenale. Enterocitele sunt detasate de membrana bazala a epiteliului.
Coloratie PASx1000 (A, B) (Original)
Figure 6.3. Duodenum of 180-day-old Pietrain pigs. (A) The height of the enterocytes at the tip of the villi is
approximately 30um. Microvilli of enterocytes are PAS positive and much thicker from the middle third to
the apex of the villi. (B) Bruke's muscle can be seen up to the apex of the duodenal villi. Enterocytes are
detached from the basement membrane of the epithelium. PASx1000 staining (A, B) (Original)
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Urmatoarele segmente analizate au fost jejunul si ileonul pentru porcii din rasa
Pietrain. Aceste portiuni cuprind plicae circularis sau valvele Kerking complet circulare. Tn
prima jumatate a jejunului, acestea sunt mai muneroase si cu o indlfime mai mare decat cele
din prima portiune a ileonului, ca mai apoi sa dispara complet la capatul distal al ileonului.
Valvele Kerking sunt pliuri permanente ce inconjoara suprafata interna a lumenului intestinal.

Mucoasa jejunului nu prezinta diferente structurale majore intre indivizi, iar indltimea
sa medie este de 1006pm. Cea mai mare Inaltime a vilozitatilor intestinale este intdlnita in
jejun, valoare fiind cuprinsa intre 162um si 246um. Lamina propria gazduieste atat glandele
Lieberkiihn cat si numeroase aglomeréri limfoide interglandulare. Spre deosebire de duoden,
in jejun se gasesc mai multe glande tubuloase simple cu cea mai mare indltime masurata la
cele 3 zone de intestin subtire (380-604pum). Numarul celulelor caliciforme, atat din epiteliul
de acoperire cat si din epiteliul glandelor tubuloase, devine din ce in ce mai mare odatd cu
aproprierea de valvula ileo-cecala. Mucoasa si submucoasa jejunului masoarda impreuna o
valoare medie de 1900pum.

In zona distald a jejunului si in special in ileon sunt prezente formatiuni
limfoide (PP) in submucoasa peretelui intestinal. Abundenta acestor aglomerari limfoide
stabileste o grosime a submucoasei aproape dubld in jejun (in medie aproximativ 985um) si
ileon (in medie aproximativ 760um) fatd de cea duodenald. Placile Peyer se extind din
submucoasa in stratul superior, intrerupand la intimplare muscularis mucosae, ajungand pana
la suprafata intestinald. In zonele unde sunt aceste formatiuni limfoide, muscoasa intestinala
nu prezinta vilozitati intestinale. Submucoasa jejunului si a ileonului nu prezintd formatiuni
glandulare ca cele ntalnite la duoden.

Mucoasa ileonului este cea mai mica dintre cele 3 segmente intestinale analizate cu o
valoare cuprinsa intre 347um si 454um; astfel implicit si inaltimea vilozitatilor (125-167um)
cat si indltimea glandelor Lieberkiihn (347-563um) sunt mai mici decat cele masurate in
duoden si ileon. Grosimea stratului de muschi ce alcatuieste muscularis mucosae este cuprinsa
intre 64pm si 80pm.

Din punct de vedere morfologic, musculoasa din jejun si ileon este asemanatoare cu
cea din duoden, doar cu diferenta ca straturile de muschi (circular intern si longitudinal extern)
devin mai groase spre extremitatea distalda a intestinului subtire dar ramanand egale

proportional. Inervatia motorie a musculaosei este asiguratd de prezenta plexului Auerbach

71



intre straturile de muschi. Seroasa jejunului si a ileonul nu prezintd modificari fata de cea a

duodenului.

Figura 6.4. Jejun de porc din rasa Pietrain in varstd de 180 zile. (A) Structura histologica a mucoasei. Vilozitatile
sunt inalte, glandele Lieberkiihn au o lungime cuprinsa intre 380-604pum, muscularis mucosae este
intrerupta din loc in loc de aglomerari limfoide localizate in submucoasa. (B) si (C) Strcutura histologica a
submucoasei. Placile Peyer sunt alcatuite din limfonoduli mari inconjurati de infiltratii limfoide difuze.
Grosimea totald a submucoasei si mucoasei este cuprinsa intre 1473 pm si 1911pm. Coloratie HEx100
(A,B), PASXx1000 (C) (Original)
Figure 6.4. Pietrain pig jejunum at 180 days of age. (A) Histologic structure of the mucosa. The villi are high, the
Lieberkiihn glands are between 380-604pum in length, the muscularis mucosae is interrupted from place to
place by lymphoid agglomerations localized in the submucosa. (B) and (C) Histologic outline of the
submucosa. Peyer's patches consist of large lymph nodes surrounded by diffuse lymphoid infiltrates. The
total thickness of the submucosa and mucosa ranges from 1473 pm to 1911pum. HEx100 staining (A,B),
PASx1000 (C) (Original)
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Figura 6.5. Ileon de porc din rasa Pietrain in varsta de 180 zile. (A) Numerosi limfonoduli localizati in
submucoasa. (B) si (C) Structura histologica a mucoasei. Vilozitdtile intestinale sunt inalte de 125-167um,
glandele Lieberkihn sunt lungi de 347-563um, muscularis mucosae are grosimea 64-80wm si este intrerupta
de limfonoduli mari cu infiltratie limfoida difuza. Coloratie HEx100 (A,B), PASx1000 (C) (Original)
Figure 6.5. Pietrain pig ileum at 180 days of age. (A) Numerous lymph nodes localized in the submucosa. (B)
and (C) Histologic structure of the mucosa. Intestinal villi are 125-167um high, Lieberkiihn's glands are
347-563um long, muscularis mucosae is 64-80um thick and is interrupted by large lymphnoduli with
diffuse lymphoid lymphoid infiltration. HEx100 staining (A,B), PASx1000 (C) (Original)

6. 3. Discutii

La porcul adult, din lungimea totald a intestinului subtire, duodenul ocupa

aproximativ 4%, jejunul intre 88% si 91% si ileonul maxim 5% (Lerke si Hedemann, 2012).
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Tn cazul purceilor nou-nascuti, proportia duodenului este identici cu cea intdlnita la adult,
diferente constatdndu-se la nivelul jejunului si ileonului care par identice si greu de deosebit
(Leerke si Hedemann, 2012). Din punct de vedere microscopic, toate compartimentele
intestinului subtire au aceeasi structura. De la intrerior spre exterior sunt prezente: mucoasa,
submucoasa, musculoasa si seroasa. Suprafata de contact a intestinului subtire cu mediul
luminal este reprezentatd de mucoasd, care la randul sdu este formatd din 3 straturi.
Muscularis mucosae este stratul cel mai profund si separd mucoasa de submucoasa. Stratul
mediu al mucoasei este lamina propria care asigura suport structural atat pentru epiteliu cat si
pentru elementele vasculare, limfatice si neurale. Cel de-al treilea start al mucoasei intestinale
este reprezentat de un singur strat de celule columnare, mereu in contact cu continut intestinal
si Tntr-o continua modificare.

Observatiile realizate de noi la porcii din rasa Pietrain sunt in concordanta cu cele
descrise in literatura de specialitate. Tractul gastrointestinal la animale este responsabil de
digestia si absobtia energiei si a nutrientilor. Aceste roluri centrale depind de structura,
numarul si activitatea metabolica a celulelor care 11 compun. La monogastrice, digestia si
absorbtia sunt functii integrate (Pekas si Wray, 1991) care devin mai eficiente in intestinul
subtire datorita maririi suprafetei de absorbtie asiguratd de mucoasa, vilozititi si microvili. in
acest mod, suprafata de absorbtie creste de pana la cincizeci de ori (Caspary, 1987; Smith,
1992). n plus, suprafata intestinului subtire este mariti de trei ori prin numeroase pliuri
circulare ale submucoasei (Caspary, 1987). Cu toate acestea, capacitatea de digestie si
absorbtie a intestinului subtire nu sunt fixe in fiecare stadiu de dezvoltare, deoarece acestea
depind, se adapteaza si raspund la diferiti factori alimentari.

Masuratorile histo-morfologice si ale activitdtii functionale ale tractului
gastrointestinal la porci, au ardtat ca apar schimbari foarte importante odata cu varsta si in
principal in perioada de intarcare in intestinul subtire. La fatare, mucoasa prezinta vilozitati
digitiforme, cu o ratad de crestere rapida de la 200pum la 500pum 1n primele 3 zile de viata
(Skrzypek si col., 2010). Dupa aceasta varsta, vilozitatile intestinale incep sa cresca in
diametru, iar forma lor digitiforma si se transforme in una ramificata, aspect observat si la
aceasta rasa (Cera si col., 1988). Adancimea criptelor intestinale la nou-nascuti este cea mai
mica (Skrzypek si col., 2010), crescand odata cu gradul de maturare a mucoasei intestinale.
Toate aceste modificiri morfologice sunt sub influenta colostrului. Rolul Iui in hranirea
purceilor este de a creste lungimea si suprafata absorbantd precum si activitatea enzimatica
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de la nivelul enterocitelor (Wang si Xu, 1996; Zhang si col., 1997). Substantele nutritive din
lapte determind maturarea intestinului si o crestere a addncimii criptelor prin proliferare
celulara (Huygelen si col., 2014). Tntr-un proces fiziologic, volumul celulelor ce alcatuiesc
epiteliul intestinal este mentinut de un echilibru dinamic si permanent intre producerea de noi
celule la baza criptelor Lieberkiihn si pierderea prin moarte celulara in partea superioara a
vilozitatilor (Clarke, 1973). Este demn de mentionat faptul ca rata de reinnoire celulard a
epiteliului intestinului subtire este cea mai rapida dintre toate tesuturile porcului (Pekas si
Wray, 1991), adica sunt necesare doud pana la patru zile pentru a inlocui intregul epiteliu al
vilozitatilor al unui purcel de trei saptamani (Moon, 1971).

Intarcarea la purcei este o perioada critici deoarece se trece la o diet solidd cu un
consum mai scazut de hrana. Astfel se instaleaza malabsorbtia care duce la o rata de crestere
mai mica ca si raspuns final. Numeroase rapoarte au aratat cd mucoasa intestinului subtire al
purceilor suferd modificari histologice dupa intircare si anume o atrofie a vilozitatilor si o
hiperplazie a criptelor (Kenworthy, 1976). Aceasta atrofie a vilozitatilor se produce fie printr-
o rata crescuta de pierdere celulara in lungul lor, fie printr-o reducere a diviziunii celulare in
cripte. Toate modificarile morfologice pot fi influentate de factori alimentari sau infectiosi si
sunt mai drastice cand intarcarea se face la o varsta mai frageda (Smith, 1984). Potrivit lui
(Hampson, 1986), dupa 24 de ore de la intarcare, indltimea vilozitatilor a fost redusa la 75 %
din valorile anterioare si a continuat sa scadd pana in a cincea zi de la intarcare la aproximativ
50 % din valorile initiale gasite la intdrcare. Aceste rezultate au fost confirmate de (Miller si
col., 1986), in timp ce (Cera si col., 1988) au raportat o reducere a inaltimii microvililor timp
de trei pana la sapte zile dupa intarcare.

Unii autori sustin faptul cd aceste modificari sunt asociate cu scaderea activitatii
enzimelor si mai putin cu functia de absorbtie (Hampson si Kidder, 1986; Kelly si col., 1991b;
Miller si col., 1986). Activitatea lactazei scade progresiv cu varsta purceilor, indiferent de
intarcare sau nu, dar suprimarea activitatii este mai severa imediat dupa intarcare (Kelly si
col., 1991a). Activitatile enzimatice ale lactazei si sucrozei au atins valori minime la patru
zile dupa intarcare (Hampson si Kidder, 1986), iar activitatile maltazei si a amilazei au crescut
rapid dupa intarcarea la 6 saptamani (Kelly si col., 1991b).

La porcul adult, forma vilozitatilor se mentine uniforma in cazul duodenului si a
jejunului, in comparatie cu cea a ileonului. De reguld, indltimea vilozitatilor intr-un intestin
subtire matur, este in crestere Incepand cu duodenul pana la mijlocul jejunului, ca mai apoi sa
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scada treptat pand la ileon (Skrzypek si col., 2010; van Ginneken, 2012; Wiyaporn si col.,
2013). Densitatea vilozitatilor intestinale este cuprinsa intre 1000/cm2 si 1200/cm?2 (Lallés si
col., 2004). Glandele Lieberkiihn sunt de reguld mai adanci in treimea proximala a intestinului
subtire, fata de portiunea mijlocie si treimea distala (Oste si col., 2010).

Sistemul imunitar al mucoasei intestinale reprezinta primul mecanism de aparare
Tmpotriva multiplelor molecule exogene. El are rolul de a sorta si elimina potentialii agenti
patogeni ingerati odati cu alimentele (Jung si col., 2010). In mucoasa si submucoasa
intestinului existd populatii limfoide difuze ce alcatuiesc tesutul limfoid asociat sistemului
gastrointestinal (GALT). Numeroase limfocite si plasmocite se gasesc in epiteliul intestinal
dar si in lamina propria unde sunt organizate sub forma foliculilor limfoizi. Aceste forme de
organizare se numesc Plici Peyer, sunt specidfice tesutului limfatic din intestinul subtire si
gros si comunica cu ganglionii limfatici proximali (ganglionul mezenter) pentru a filtra limfa
ce se dreneaza din peretele intestinal. Placile Peyer sunt centre inductive pentru imunitatea
mucoasei intestinale dar si pentru intregul tract gastrointestinal (Vazquez-Torres, 2000). La
porci, placile Peyer apar sub forma foliculilor limfoizi in jejun, pe cand in ileon aceste placi
sunt continue si intinse de la portiunea distald a ielonului pand in proximitatea colonului
(Binns si Licence, 1985). La animalele adulte, placile Peyer pot fi observate macroscopic in
peretele intestinului subtire.

Tesutul limfoid asociat mucoasei intestinale este important pentru a mentine
homeostazia tubul digestiv, luptand direct in procese inflamatorii, infectii sau procese
degenerative intestinale (Wasowicz si col., 2018). Limfocitele T sunt predominante in
structura vilozitétilor intestinale, cele CD8+ sunt evidente intraepitelial si subepitelial, iar
limfocitele T CD4+ sunt localizate in lamina propria langa plexul capilar (Vega-Lopez si col.,
1993). in vilozitati si cripte este o expresie crescuti a antigenelor CMH clasa II, chiar daci o
parte dintre acestea este reprezentativa pentru endoteliul capilarelor (Wilson si col., 1996). La
porc, tot in cadrul GALT se regdsesc ambele tipuri de celule dendricite convetionale cu rol de
celule prezentatoare de antigen (Inman si col., 2010). in stratul glandular al mucoasei si mai
exact 1n jurul glandelor Lieberkiihn sunt evidentiate plasmocite secretoare de IgM si IgA dar
si numerose eozinofile. Interactiunile dintre celulele imunitare sunt reglementate de
maturitatea organismului. La animalele tinere, limfocitele T CD4+ din mucoasa intestinala
coopereaza atat cu celulele endoteliale ale capilarelor cat si cu celulele dendritice. La
animalele adulte, limfocitele T CD4+ interactioneaza exclusiv cu celulele dendritice (Inman
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si col., 2010). Se poate afirma ca raspunsul imun la nivelul mucoasei intestinale se realizeaza
plecand de la celulele prezentatoare de antigen localizate la nivelul placilor Peyer. Un astefel
de exemplus sunt celulele dendritice care isi pot extinde prelungiri dincolo de epiteliu pentru
a putea prelua antigenele luminale. Tot ele vor procesa si vor prezenta antigenul limfocitelor
(Harman si col., 2013; Kelsall si Strober, 1996; Rescigno si Chieppa, 2005). Limfocitele B
din placile Peyer sunt stimulate de cétre celulele dendritice activate de bacterii comensale
pentru a se transforma n plasmocite secretoare de IgA (Macpherson si Uhr, 2004).

In cadrul musculoasei intestinului se constata prezenta plexului Auerbach. Acesta este
un plex nervos vegetativ mienteric, localizat intre cele doud straturi de muschi netezi, fiind
alcatuit din fibre nervoase si neuroni. La porc, acest plex este foarte dezvoltat, aspect
morfologic ce poate fi asociat cu un tranzit al alimentelor din duoden spre jejun foarte rapid
(aproximativ 5 secunde).

Sistemul nervos enteric joaca un rol important in raspunsul imun in cazul proceselor
patologice digestive (Anton si Shanahan, 1998; De Jonge si col., 2005). Se cunoaste faptul ca
organele limfoide primesc impulsuri de la sistemul nervos prin fibre nervoase de la neuroni
colinergici si adrenergici (Felten si col., 1985). Fibrele nervoase elibereaza neuropeptide cu
rol modulator pentru celulele imune (Reusch si col., 1988). La randul lor, celulele imune au
receptori pentru somatostina, catecolamine, polipeptida vasoactiva, substanta P, neuropeptida
Y sau galanina. Aceste neuropeptide le moduleaza activitatea proliferativa si/sau productia de
imunoglobuline (Stead si col., 1987). La animalele nou-nascute au fost raportate cele mai
ridicate cantitdti de neuropeptide iar cele mai evidente modificari in randul populatiilor de
limfocite s-au inregistrat la animalele in varsta de 4 luni, dar fara a se face vreo legatura directa
intre modificarile aparute si neuropeptide. Cu toate acestea, neuropeptida galanina are efecte
antiproliferative pentru anumite populatii de limfocite (Trejter si col., 2002) si ar putea reduce
nivelul limfocitelor din sistemul digestiv atunci cand sunt niveluri ridicate al acestei
neuropeptide. Un antagonist la nivel intestinal pentru galanind poate fi polipeptida intestinala
vasoactiva care are efecte stimulatoare si antiapoptotice pentru limfocite (Delgado si Ganea,
2000). in acest mod se poate obtine un echilibru in tubul digestiv intre sistemul imunitar si
sistemul nervos enteric atunci cand sunt provocari din partea factorilor alimentari (\Wasowicz

si col., 2018).
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6. 4. Concluzii partiale

La varsta de 180 de zile, porcii din rasa Pietrain au avut peretele duodenal de doua
mai subtire decat cel al ileonului si al jejunului datoritd aglomerdrilor limfoepiteliale din
mucoasa si a foliculilor limfoizi din submucoasa.

Iniltimea vilozititilor urmeazi o curba descendenti, incepand cu duodenul pani la
ileon.

Adancimea criptelor intestinale este mai mica in ultima treime a ileonului si mai mare
in treimea anterioara a ileonului, in jejun si duoden.

Enterocitele prezintd un ciclu de viatd care incepe la baza criptelor intestinale, se
matureaza si cresc in indltime odata cu deplasarea lor spre apexul vilozitatilor, ca mai apoi sa
se desprinda din epiteliu.

Volumul celulelor caliciforme creste att la nivelul glandelor Lieberkiihn dar si in
epiteliul de la suprafata vilozitatilor pe masurd ce se ajunge de la inceputul instestinului
subtire spre colon.

Muschiul Bruke este foarte dezvoltat si este prezent pand in apexul vilozitatilor
intestinale.

Corelatiile intre morfoarhitectura intestinului subtire si functiile neuro-endocrin-

imune cresc eficienta productiva In cazul porcilor din rasa Pietrain.
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7. ANALIZA HISTOLOGICA PRIVIND REACTIVITATEA
MUCOASEI INTESTINALE iN URMA INTRODUCERII iN HRANA
A TESCOVINEI DE STRUGURI LA PORCII DIN RASA PIETRAIN

HISTOLOGIC ANALYSIS OF THE REACTIVITY OF THE
INTESTINAL MUCOSA FOLLOWING THE INTRODUCTION OF
GRAPE TESCOVINE IN PIETRAIN PIGS

In prezent, se desfisoara un efort de cercetare major pentru a identifica interventiile
nutritionale capabile sd Tmbunatateascd rezistenta la infectii. Manipularea nutritionald a
sistemului imunitar in general, si a GALT 1n special, poate nu doar sa sporeasca raspunsul
protector la infectii, ci si sd reduca inflamatia si sd restabileascad homeostazia. Obiectivul
acestui capitol este de a analiza din punct de vedere histologic reactivitatea mucoasei
intestinale in urma introducerii in hrand a tescovinei din struguri negri in doze crescande de

lalg,5g,10gsi 15 g/kg furaj.
7. 1. Material si metoda

Cercetarea s-a desfasurat conform protocolului experimental din tabelul 7.1.,
animalele fiind mereu supravegheate din punct de vedere medical. Animalele au fost ingrijite
in conformitate cu Legea 43/2014 privind manipularea si protectia animalelor utilizate in
scopuri experimentale si cu Directiva 98/58/CE a Consiliului UE privind protectia animalelor
de ferma. Protocolul experimental a fost aprobat de Comitetul de Etica al Facultitii de
Medicina Veterinara din cadrul Universitatii de Stiintele Vietii "Ion Tonescu de la Brad".

Dupa terminarea perioadei experimentale (3 luni), porcii au fost sacrificati. Au fost
prelevate probe din anumite segmente ale tubului digestiv: duoden, jejun, ileon si cecum
pentru examenul histologic desfasurat in cadrul Laboratorului de Histologie si Embriologie a
Facultatii de Medicina Veterinara lasi.

Rezultatele analizei morfometrice au fost exprimate ca medie = deviatie standard
(SEM). Pentru a evalua variatia datelor Intre grupuri, s-a derulat ANOVA cu o singura cale.
Diferentele dintre medii au fost calculate cu ajutorul testului Duncan cu intervale multiple.
Un nivel semnificativ de 0,05 a fost utilizat. Analizele au fost efectuate utilizand pachetul
Excel Microsoft Office.

79



Tabel 7.1.
Protocol experimental pentru introducerea in hrana a tescovinei din struguri negri

Table 7.1.
Experimental protocol for feeding black grape tescovine
. Nr Doza de Regim
Descriere Distributie ) Mod de )
. . de Furajare tescovini in L si
porci loturi ] . administrare
porci g/kg furaj (%) durata
Rasa Pietrain LM 10 )
Furaj complet
varsta 180 de LE1 10 ) 1g/kg (0,1%) o
. tip granule o Zilnic/
zile LE2 10 5g/kg (0,5%) Ad libitum .
pentru 90 zile
greutate 85,09 LE3 10 10g/kg (1%)
ingrasat
+5,11 kg LE4 10 15g/kg (1,5%)

7. 2. Rezultate

Pentru a aborda efectele potentiale ale produselor vegetale bogate in polifenoli asupra
capacitatii de absorbtie prin modificarea indltimii vilozitatilor si adancimea criptelor, au fost
analizate sectiuni histologice din duoden si jejun, deoarece aceste parti ale intestinului subtire
sunt principalele locuri de absorbtie a nutrientilor si sunt preconizate a fi modificari
histologice in aceste parti ale intestinului subtire. Masurétorile au continuat si pentru ileon si
cecum pentru a urmdari o posibila reactivitate a tesului limfoid asociat mucoasei intestinale la
polifenolii din tescovina de struguri negri.

Vilozitatile duodenului de la LM sunt In medie mai scurte (202.2 £2 3.1um) si cu un
diametru usor crescut datoritd infiltratiilor limfoide in lamina propria. Au fost surprinse
enterocite care se desprind de la varful vilozitatilor (Figura 7.1.). Valorile calculate pentru
inaltimea vilozitatilor pentru LM sunt semnificativ mai mici fatd de LE1, LE2, LE3 si LE4 (P
< 0,05) (Figura 7.2.). Adancimea criptelor intestinale au avut 0 medie de 425,44 + 21,8um iar
raportul dintre Tnatimea vilozitatilor duodenale si adiancimea criptelor a fost in medie de

0,47436 £ 0,04um, fiind semnificativ mai mica fatd de restul loturilor experimentale (P < 0,05)

(Tabel 7.2.).
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Figura 7.1. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot martor. (A) Aspect general al peretelui duodenal (mucoasa,
submucoasa si musculoasd). (B) Epiteliul de la suprafata vilozitatii este desprins. (C) Infiltratie
limfoplasmocitara periglandulara in mucoasa. Coloratie HEx100 (A, C), HEx400 (B) (Original)

Figure 7.1. Duodenum of Pietrain pig. Control group. (A) General appearance of the duodenal wall (mucosa,

submucosa and muscularis). (B) The epithelium at the surface of the villous is detached. (C) Periglandular
lymphoplasmacytic lymphocytic infiltration in the mucosa. Staining HEx100 (A, C), HEx400 (B) (Original)

Incepand cu adiugarea in dietd a tescovinei de struguri negrii, au fost observate
diferente atat la nivel morfostructural (Figura 7.1.; Figura 7.3.; Figura 7.4.; Figura 7.5. si
Figura 7.6.) cat si la nivel statistic (Tabel 7.2.) si (Figura 7.2.).
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Tabel 7.2.
Efectele introducerii tescovinei in hrana porcilor asupra morfostructurii duodenale

Table 7.2.
Eﬁectg of introducing tescovine into pig feed on duodenal morphostructure
Inétime vilozitati (um) Adancime cripte (um) Raport (um)
LM 202,2 + 23,1¢ 425,44 + 21,8° 0,47436 + 0,044
LE1 225,4 £22,19° 426,95 + 22,0 0,52869 + 0,05°
LE2 293,6 + 16,2° 435,15 + 20,64% 0,6753 + 0,04
LE3 356,6 + 21,22 457,36 + 29,83° 0,7833 + 0,082
LE4 299,3 + 16,09 438,68 + 21,09% 0,68257 +0,03"
Rezultatele sunt prezentate ca medie £ SD (n=10/grup). a, b, ¢, d - in cadrul unei coloane, valoriele
care au acelasi indece superior indica o diferenta semnificativa (P < 0,05)

néltime vilozitati (pm)
N
8

m LE1 LE2 LE1 LE2 LE3 LE4

Loturi experimentale Loturi experimentale

0,9
0,38
0,7
0,6
05
04

Tnaltime/Adancime (um)

03
02
01

Loturi experimentale

Figura 7.2. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra morfologiei duodenului. (A) iniltimea
vilozitatilor intestinale, (B) adancimea criptelor intestinale, (C) raportul dintre inaltimea vilozitatilor
intestinale si addncimea criptelor, toate masurate (wm) in fiecare grup. Valorile sunt medii + SEM, n = 10.
Indecele superior in cadrul fiecarui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor); LE1 (lot
experimental 1); LE2 (lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4)
Figure 7.2. Effects of black grape tescovine polyphenols on duodenal morphology. (A) Intestinal villous height,
(B) intestinal crypt depth, (C) ratio of intestinal villous height to crypt depth, all measured (um) in each
group. Values are means + SEM, n = 10. Upper indecis within each group means significantly different (P <
0.05). LM (control group); LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental group 2); LE3 (experimental
group 3); LE4 (experimental group 4)

Din punct de vedere histologic, LE1 se aseamana cu LM. Vilozitatile sunt joase, cu

enterocite desprinse din epiteliu, cu numeroase celule limfoepiteliale Tn lamina propria a
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mucoasei (Figura 7.3.). Doza de 1g/kg tescovina de struguri negri administratd LE1, a dus la
o crestere semnificativa (P < 0,05) a indltimii vilozitatilor intestinale fatd de LM cu 11,49%,
ajungand la o valoare medie de 225,48 +22,19um. Tn cazul adancimii criptelor intestinale
(426,95 + 22,0), nu s-au inregistrat modificari semnificative fatd de LM. LEI a prezentat un
raport mai mare cu 11,46% fatd de LM intre Tnaltimea vilozitatilor si adancimea criptelor
intestinale (Tabel 7.2.).

Figura 7.3. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 1. (A, C) Aspect general al mucoasei si
submucoasei duodenale. Este observata o infiltratie limfoepiteliala in lamina propria a mucoasei. (B)
Glande tubuloase simple alcatuiesc stratul glandular a mucoasei. Coloratie HEx100 (A, C), HEx400 (B)
(Original)
Figure 7.3. Duodenum of Pietrain pig. Experimental group 1. (A, C) General appearance of the duodenal mucosa
and submucosa. Lymphoepithelial infiltration is seen in the lamina propria of the mucosa. (B) Simple
tubular glands make up the glandular layer of the mucosa. Staining HEx100 (A, C), HEx400 (B) (Original)

Atat in epiteliul de la LE1 céat si de la LE2 au fost surprinse limfocite intraepiteliale.
Lamina propria din zona periglandularad prezinta infiltratie limfo-plasmocitara (Figura 7.4.).

Din punct de vedere statistic existd o crestere semificativa (P < 0,05) intre indltimea
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vilozitatilor duodenale la LE2 si LM dar si intre LE2 si LEL. Porcii din LE2 au vilozitati
intestinale mai Tnalte cu 45,18% fata de cele de la LM si cu 30,22% fata de cele de la LE1.
Adancimea criptelor intestinale sunt aproximativ egale intre LM si LE1. Raportul dintre

inaltimea vilozitatilor si adancimea criptelor la LE2 este semnificativ mai mare (P < 0,05) fata
de LM (Tabel 7.2.).

Figura 7.4. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 2. (A) Vilozitate intestinala acoperita cu un
epiteliu columnar cu platou striat. Sunt observate numeroase limfocite intraepiteliale. (B) Infiltratie
limfoepiteliald inre glandele Lieberkiihn. (C) Infiltratie limfoplasmocitard in mucoasa sub forma difuza a
dar si organizata sub forma de limfonoduli. Coloratie HEx400 (A, B), HEx100 (C) (Original)

Figure 7.4. Duodenum of Pietrain pig. Experimental group 2. (A) Intestinal villi covered with a simple columnar
epithelium. Numerous intraepithelial lymphocytes are observed. (B) Lymphoepithelial infiltration between

the Lieberkihn glands. (C) Lymphoplasmacytic infiltration in the mucosa in the diffuse form of but also

organized as lymphnoduli. HEx400 (A, B), HEx100 (C) staining (Original)

in urma adaosului de 10g/kg tescovina in hrana porcilor s-au obtinut cele mai bune

rezultate la nivel morfostructural. Duodenul de la LE3 prezinta vilozitati intestinale Tnalte, cu
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un diametru mai mare unde sunt regasite fibre musculare netede ce provin din muscularis
mucosae, vase de sange si vase limfatice ce apartin tesutului conjuctiv din lamina propria.
Mucoasa prezintd numeroase pliuri laterale iar epiteliul columnar are o rata de integritate mai
mare. Mucoasa este mai groasa datoritd acumuldrii in lamina propria a diferite populatii
limfoplasmocitare. Aceste celule se gasesc printe glandele Lieberkithn pana in varful
vilozitatilor. Submucoasa este mai proeminenta datoritd acumularii de limfonoduli, a céror
dimensiuni poat trece de muscularis mucosae, indeplinand un rol de barierd imunitata pentru

peretele intestinal (Figura 7.5.).

-

Figura 7.5. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 3. (A) Vilozitate intestinald cu numeroase pliuri
epiteliale laterale. (B) Infiltratie limfoplasmocitara in jurul glandele Lieberkiihn. (C) Infiltratie
limfoplasmocitara sub forma difuza in lamina propria si sub forma de limfonoduli in submucoasa .
Coloratie HEx400 (A, B), HEx100 (C) (Original)
Figure 7.5. Duodenum of Pietrain pig. Experimental group 3. (A) Intestinal villus with numerous lateral
epithelial folds. (B) Lymphoplasmacytic infiltration around the Lieberkiihn glands. (C) Lymphocytic
lymphoplasmacytic infiltration in diffuse form in the lamina propria and as lymph nodules in the
submucosa. HEx400 (A, B), HEx100 (C) staining (Original)

LE3 a avut cele mai mari valori inregistrate pentru inaltimea vilozitatilor duodenale
(356,6 £ 21,2um), adancimea criptelor (457,36 + 29,83um) dar si a raportului dintre cei doi
factori (0,7833 £ 0,08um) (Tabel 7.2.). Din punct de vedere statistic, la LE3 s-au obtinut
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valori semnificativ mai mari fata de LM dar si fata de celelalte loturi experimentale (LE1,
LE2 si LE4). Vilozitatile au lungimi semnificativ mai mari (76,33%) si un raport final intre
inadltimea vilozitdtilor si adancimea criptelor cu 65,13% mai mare decat cele inregistrate
pentru LM (P <0,05) (Tabel 7.2.).

In urma examinirii sectiunilor din duoden ce provin de la porcii hraniti cu 15g/kg
tescovina (LE4), structura histologica este asemanatoare cu cea observata la LE2. Vilozitatile
sunt lungi (299,3 + 16,09um), cu un pliuri laterale si numeroase limfocite intraepiteliale
(Figura 7.6.).

Figura 7.6. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 4. (A) Vilozitate intestinald cu numeroase pliuri

epiteliale laterale si limfocite intraepiteliale. (B) Infiltratie limfoplasmocitara abudenta in jurul stratului
glandular al mucoasei. (C) Putini limfonoduli prezenti in submucoasa. Coloratie HEx400 (A, B), HEx100

(C) (Criginal)
Figure 7.6. Duodenum of Pietrain pig. Experimental group 4. (A) Intestinal villus with numerous lateral
epithelial folds and intraepithelial lymphocytes. (B) Abundant lymphoplasmacytic infiltration around the
glandular layer of the mucosa. (C) Few lymph nodules present in the submucosa. HEx400 (A, B), HEx100
(C) staining (Original)

Din punct de vedere statistic, lungimea vilozitatilor a crescut cu 48% fatd de LM dar
sunt mai mici decat cele de la LE3 cu 16,07%. De asemenea, si raportul dintre inaltimea

vilozitatilor si adancimea criptelor a crescut cu 43,89% fata de LM si a scazut cu 12,86% fata
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de LE3. Limfonodulii din submucoasa sunt intr-un numar mai mic fatd de LE3, de asemenea
si infiltratia limfoida din mucoasa este mai putind. Din rezultatele obtinute pentru duoden,
doza de tescovina de struguri recomandata ca adaos pentru hrana porcilor este de 10g/kg.

Structura histologica a jejunului in toate loturile experimentale este una normala, cu
cateva diferente n functie de doza de tescovina utilizata in acest experiment.

In cazul LM, jejunul prezinta o morfologie clasici. Vilozititile sunt mai scurte
(146,47 + 25,12um) decat la duoden, adancimea criptelor masoarda 380,04 + 24um, iar
raportul dintre cele doua (indltimea vilozitatilor si adancimea criptelor) are valoarea de 0,38
+ 0,05um. Specific jejunului este lipsa glandelor sero-mucoase din submucoasa si inlocuirea
lor cu un tesut limfoid asociat mucoasei intestinale, organizat in limfonoduli. Aceste
aglomeratii limfoide au diferite dimensiuni si stadii de evolutie in functie de reactivitatea
sistemului imunitar intestinal (Figura 7.7.). Dimensiunile limfonodulilor din submucoasa au
fost obtinute in urma masurarii lungimii si a latimii, obtinandu-se pentru LM urmatoarele

valori: 300 + 32,1um/245 + 29,78um (Tabel 7.3.).

Tabel 7.3.
Efectele introducerii tescovinei in hrana porcilor asupra morfostructurii jejunale
Table 7.3.
Effects of introducing tescovine into pig feed on jejunal morphostructure

initime Adancime R " Dimensiune limfonoduli
) apor i
vilozitati (um) cripte (um) Lungime (um) Létime (um)
LM | 146,47 +25,12¢ | 380,04 +24,11° | 0,38 +0,05° 300 +32,1° 245 +29,78¢
LE1 | 149,77 +2558¢ | 382,82 +25,80° | 0,39+ 0,065° | 407,24 + 18,67 | 250,37 + 16,78
400,94 +
LE2 | 233,48 +2191° 0,58 +0,064" | 655,09 + 19,83 | 383,36 +19,57°
21,84b°
0,73+
LE3 | 325,38 £23,42% | 445,426,972 . 793,71 +£29,28% | 461,25 + 27,26°
0,62 +
LE4 270 +11,56° 430,89 £ 19,792 0.033" 620,95 + 21,68¢ | 360,63 +17,46°
Rezultatele sunt prezentate ca medie + SD (n = 10/grup). a, b, ¢, d, e - in cadrul unei coloane,
valoriele care au acelasi indece superior indica o diferenta semnificativa (P < 0,05)
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Figura 7.7. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot martor. (A) Mucoasa alcatuira din vilozitati intestinale, lamina
propria, glande tubuloase simple si muscularis mucosae. (B) Compozitia peretelelui jejunal: mucoasa,
submucoasd, musculoasa si seroasa. Coloratie HEx400 (A), HEx100 (B) (Original)

Figure 7.7. Pietrain pig jejunum. Control group. (A) Mucosa composed of intestinal villi, lamina propria, simple
tubular glands and muscularis mucosae. (B) Composition of the jejunal wall: mucosa, submucosa,
muscularis, and serosa. Staining HEx400 (A), HEx100 (B) (Original)

Doza de lg/kg (LE1) nu a adus modificari structurale semnificative fatda de LM
(Figura 7.8.) si (Figura 7.9.).
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Figura 7.8. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 1. (A) Structura peretelelui jejunal: mucoasa,
submucoasd, musculoasa si seroasa. (B) Infiltratie limfoida in lamina propria. (C) Placile Peyer in
submucoasa. Coloratie HEx100 (A, C), HEx1000 (B) (Original)
Figure 7.8. Pietrain pig jejunum. Experimental group 1. (A) Structure of the jejunal wall: mucosal, submucosal,
muscular and serosal. (B) Lymphoid infiltration in the lamina propria. (C) Peyer's plaques in submucosa.
Staining HEx100 (A, C), HEx1000 (B) (Original)

LE2, care a fost hranit cu un adous de 5% in furaj, a avut rezultate mai bune decat
LM si LEI la nivelul jejunului. Mucoasa a fost mai groasa datoritd faptului ca indltimea
vilozitatilor a crescut 59,4% fata de LM si cu 55,89% fatd de LE1 iar In lamina propria sunt
infiltratii limfoide (Figura 7.11.). Adancimea criptelor intestinale a fost semnificativ mai mare
(P <0,05) decat LM si LE1, far raportul dintre indltime si adancime a fost mai mare cu 52,03%
fata de LM si cu 49,13% decat LE1. In submucoasa sunt observati numerosi limfonoduli

reactivi cu media diametrului egald cu 655,09/383,36 = 19,83/19,57um (Tabel 7.3.).
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Figura 7.9. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra morfologiei jejunului. (A) Indltimea
vilozitatilor intestinale, (B) adancimea criptelor intestinale, (C) raportul dintre indltimea vilozitatilor
intestinale si adancimea criptelor, toate masurate (um) in fiecare grup. Valorile sunt medii + SEM, n = 10.
Indecele superior in cadrul fiecdrui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor); LE1 (lot
experimental 1); LE2 (lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4)

Figure 7.9. Effects of black grape tescovine polyphenols on jejunal morphology. (A) Intestinal villous height, (B)
intestinal crypt depth, (C) ratio of intestinal villous height to crypt depth, all measured (um) in each group.
Values are means + SEM, n = 10. Upper indecis within each group means significantly different (P < 0.05).
LM (control group); LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental group 2); LE3 (experimental group 3);

LE4 (experimental group 4)

Grosimea peretelui jejunal la LE3 este mult mai mare fatd de restul loturilor
experimentale datoritd faptului ca atdt mucoasa cat si submucoasa au dimensiuni mai mari.
Reactivitatea mucoasei la doza de 10g/kg tescovina de struguri negri este descrisa de faptul
ca: vilozitatile au cea mai mare indltime dintre toate loturile experimentale (325,38 & 23,42pum)
dar si de o proliferare intr-o ratd mai mare a celulelor in glandele Lieberkiihn (445,4 +

26,97um) (Tabel 7.3.).
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Figura 7.10. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra limfonodulilor din submucoasa
jejunului. (A) Lungimea limfonodulilor, (B) latimea limfonodulilor, (C) dimensiunea finald a
limfonodulilor in fiecare grup. Valorile sunt calculate in pm si exprimate in medii + SEM, n = 10. Indecele
superior in cadrul fiecarui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor); LE1 (lot
experimental 1); LE2 (lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4)
Figure 7.10. Effects of black grape tescovine polyphenols on lymph nodes in jejunal submucosa. (A) Lymph
node length, (B) lymph node width, (C) final size of lymph nodes in each group. Values are calculated in
pum and expressed as means £ SEM, n = 10. Upper indecis within each group means significantly different
(P <0.05). LM (control group); LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental group 2); LE3
(experimental group 3); LE4 (experimental group 4)

Din punct de vede statistic s-a obtinut o diferentd semnificativa intre LE3 si restul
loturilor experimentale (Figura 7.9.). Indltimea vilozitatilor a fost mai mare la LE3 cu 122,15%
fatd de LM, cu 117,26% fatd de LE1, cu 39,36% fatd de LE2 si cu 17,02% fata de LEA4.
Submucoasa gazduieste tesutul limfoid asociat mucoasei organizat in noduli limfoizi intingi
sub forma placilor Peyer (Figura 7.12.). Acesti limfonoduli au fost masurati si au cea mai

mare dimensiune fata de celelalte loturi experimentale (793,71 £29,28um/461,25 + 27,26um).
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Figura 7.11. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 2. (A) Stratul glandular din mucoasa jejunului
prezinta o infiltratie limfoplasmocitara. (B) Numerosi limfonoduli in submucoasa ce fac parte din placile
Peyer. Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
Figure 7.11. Pietrain pig jejunum. Experimental group 2. (A) The glandular layer in the mucosa of the jejunum
shows lymphoplasmacytic infiltration. (B) Numerous lymph nodes in the submucosa forming part of
Peyer's plaques. Staining HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
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Figura 7.12. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 3. (A) Structura histologica a mucoasei si
submucoasei jejunului. Glandele Lieberkiihn sunt lungi. Imediat sub muscularis mucosae se gisesc noduli
limfoizi. (B) Tesutul limfoid din submucoasa este reprezentat de nodulilimfoizi cu diametrul mare.
Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)

Figure 7.12. Pietrain pig jejunum. Experimental group 3. (A) Histologic structure of the mucosa and submucosa
of the jejunum. The Lieberkiihn glands are long. Immediately below the muscularis mucosae are lymphoid
nodules. (B) Lymphoid tissue in the submucosa is represented by large-diameter lymphoid noduli. Staining

HEX100 (A), HEx100 (B) (Original)

LE4 a primit in furaj 15g/kg tescovini din struguri negri. in urma analizei
morfometrice, rezultatele sunt mai bune fatd de LM, LEl (1g/kg) si LE2 (5g/kg), dar
inferioare LE3 (10g/kg). Desi vilozitatile sunt inalte (270 + 11,56um), in polul apical, epiteliul

este desprins pe zone intinse, lamina propria este invadatd de populatii limfoepiteliale iar
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adancimea criptelor este mai micd decat la LE3 (Figura 7.13.). Limfonodulii din cadrul
placilor Peyer au in medie dimensiunea mai mica decat cele de la LE2 si LE3 (Figura 7.10.).
Din rezultatele obtinute pentru jejun, doza de tescovind de struguri recomandatd ca adaos

pentru hrana porcilor este de 10g/kg.

Figura 7.13. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 4. (A) Infiltratie limfoepiteliald in lamina propria a
mucoasei. (B) Aglomerari de nodulilimfoizi in submucoasa. Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
Figure 7.13. Pietrain pig jejunum. Experimental group 4. (A) Lymphoepithelial infiltration in the lamina propria
of the mucosa. (B) Agglomerations of noduloepithelioepithelioid cells in the submucosa. HEx100 staining

(A), HEX100 (B) (Original)
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Ileonul a fost studiat pentru reactivitatea tesutului limfoid asocit mucoasei intestinale
la polifenolii din tescovina de struguri negri. Pentru LM, morfostructura este una clasica.
Vilozitatile sunt cele mai mici din tot intestinul subtire (125,22 + 19,18um), in cadrul
epiteliului sunt mai multe celule caliciforme care iau nastere in glandele tubuloase simple
(393,44 + 26,68uum), iar din loc in loc, muscularis mucosae este intrerupta de placile Peyer

care ajung pana in lumenul intestinal (Figura 7.14.).

Figura 7.14. Ileon de porc din rasa Pietrain. Lot martor. (A) Infiltratie limfoepiteliald la baza glandelor. Epiteliul
desprins din varful vilozitatilor. (B) Aglomerari de limfonoduli reactivi in submucoasa. Coloratie HEx100
(A), HEX100 (B) (Original)
Figure 7.14. Pietrain pig lleon. Control group. (A) Lymphoepithelial infiltration at the base of the glands.
Epithelium detached from the apex of the villi. (B) Agglomerations of reactive lymphoepithelioid nodules
in the submucosa. Staining HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
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Tabel 7.4.

Efectele introducerii tescovinei in hrana porcilor asupra morfostructurii ileon

Effects of introducing tescovine into pig feed on ileum morphostructure

Table 7.4.

initime Adancime Raport Dimensiune limfonoduli

vilozitati (um) cripte (um) Lungime (um) Latime (um)
LM | 125,22 +19,18" | 393,44 +26,68 | 0,31+0,04° | 213,07 +20,38° 156 +19,81¢
LE1 | 128,04 +19,95 | 394,83 +26,03 | 0,32+0,04> | 323,7 +44,13¢ 245 + 29,78¢
LE2 | 140,28 + 18,95® | 411,25+ 34,27 | 0,34 +0,05® | 655,09 +19,83" | 360,63 + 17,46"
LE3 | 156,45+ 19,22% | 420,62+29,14 | 0,37 +0,03* | 954,31 +32,17* | 487,36 + 28,56°
LE4 | 150,04 +14,45* | 412,11+34,30 | 0,36 +0,03* | 520,88/ + 20,53° | 355,63 + 14,22¢

Rezultatele sunt prezentate ca medie £ SD (n = 10/grup). a, b, ¢, d, e - in cadrul unei coloane,
valoriele care au acelasi indece superior indica o diferentda semnificativa (P < 0,05)
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Figura 7.15. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra morfologiei ileonului. (A) Inaltimea
vilozitatilor intestinale, (B) raportul dintre indltimea vilozitatilor intestinale si adancimea criptelor, toate
masurate (um) in fiecare grup. Valorile sunt medii = SEM, n = 10. Indecele superior in cadrul fiecarui grup
inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor); LE1 (lot experimental 1); LE2 (lot experimental
2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4)
Figure 7.15. Effects of black grape tescovine polyphenols on ileum morphology. (A) Height of intestinal villi,
(B) ratio of intestinal villous height to crypt depth, all measured (um) in each group. Values are means +
SEM, n =10. Upper indecis within each group means significantly different (P < 0.05). LM (control group);
LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental group 2); LE3 (experimental group 3); LE4 (experimental
group 4)
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Figura 7.16. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra limfonodulilor din submucoasa
ileonului. (A) Lungimea limfonodulilor, (B) latimea limfonodulilor, (C) dimensiunea finald a
limfonodulilor in fiecare grup. Valorile sunt calculate in pm si exprimate in medii + SEM, n = 10. Indecele
superior in cadrul fiecarui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor); LE1 (lot
experimental 1); LE2 (lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4)
Figure 7.16. Effects of black grape tescovine polyphenols on lymph nodes in ileum submucosa. (A) Lymph node
length, (B) lymph node width, (C) final size of lymph nodes in each group. Values are calculated in um and
expressed as means = SEM, n = 10. Upper indecis within each group means significantly different (P <
0.05). LM (control group); LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental group 2); LE3 (experimental
group 3); LE4 (experimental group 4)

Doza de 1 g/kg (LEl) de tescovina de struguri negri nu a adus modificari
semnificative fatd de LM (Figura 7.15 .) si (Tabel 7.4.).
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Figura 7.17. lleon de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 1. (A, B) Infiltratie limfoepiteliala in lamina
propria, in jurul glandelor Lieberkiihn. (C) Organizarea tesutului limfoid asociat mucoasei intestinale sub
forma plécilor Peyer. Coloratie HEx400 (A), HEx1000 (B), HEx100 (C) (Original)
Figure 7.17. Pietrain pig ileum. Experimental group 1. (A, B) Lymphoepithelial infiltration in the lamina propria
around the Lieberkiihn glands. (C) Organization of intestinal mucosa-associated lymphoid tissue as Peyer's
plagues. Staining HEx400 (A), HEx1000 (B), HEx100 (C) (Original)

La LE2 (10g/kg tescovind), atat lungimea vilozitatilor (140,28 + 18,95um) cat si
lungimea criptelor intestinale (411,25 + 34,27um) sunt mai mari fatd de LM si LE1 dar fara
semnificatie statistica, iar raportul dintre cele doud s-a mentinut constant (0,34 + 0,05um)
(Figura 8.18.). In submucoasa au fost masurati limfonoduli (Figura 7.16.), care s-au dovedit
din punct de vedere statistic, mai mari decat cei de la LM si LE1. in medie, dimesiunea lor

este egal cu 655,09 + 19,83um /360,63 + 17,46pum (Tabel 7.4.).
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Figura 7.18. Ileon de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 2. (A) Mucoasa ileonului alcdtuitd din muscularis
mucosae, glande Lieberkiihn, lamina propria si vilozitati acoperite de un epiteliu columnar cu platou striat.
(B) Aglomeriri de limfonoduli reactivi in submucoasa. Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
Figure 7.18. Pietrain pig ileum. Experimental group 2. (A) Mucosa of the ileum consisting of muscularis
mucosae, Lieberkiihn glands, lamina propria and villi covered by a simple columnar epithelium. (B)
Agglomerations of reactive lymph nodes in the submucosa. Staining HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)

Polifenolii din strugurii negri au avut cele mai bune actiuni asupra LE3 care a avut In
dietd 10g de tescovind omogenizate In 100 g furaj. Vilozitatile intestinale sunt cele mai lungi
(156,45 £ 19,22um) dintre toate loturile experimentale, cu diferente semnificativ mai mari
intre LE3 fata de LM si LE1 (Figura 7.15.). Vilozitatile de la LE3 sunt mai mari cu 24,94%
fata de LM si cu 22,19% fatd de LE1. in cadrul criptelor intestinale sunt vizibile mai multe

celule caliciforme (Figura 7.19.), lungimea totald a criptelor fiind si ea cea mai mare dintre
99



toate loturile experimentale (420,62 + 29,14um). Placile Peyer sunt bine organizate in
submucoasa (Figura 7.19.), cu cei mai mari limfonoduli masurati la toate loturile

experimentale, media dimensiunii lor fiind egala cu 954,31 +32,17/487,36 = 28,56pm (Tabel
7.4.).

Figura 7.19. lleon de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 3. (A) Glandele Lieberkiihn sunt alcatuite din
enterocite, celule caliciforme si celule neuroendocrine. Glandele sunt inconjurate de infiltratie
limfoepiteliald. (B) Placile Peyer alcatuite din limfonoduli mari ce trec de mucoasa. Coloratie HEx100 (A),
HEx100 (B) (Original)

Figure 7.19. Pietrain pig ileum. Experimental group 3. (A) Lieberkihn's glands consist of enterocytes, goblet
cells and neuroendocrine cells. The glands are surrounded by lymphoepithelial infiltrate. (B) Peyer's
plagues composed of large lymphnoodules crossing the mucosa. Staining HEx100 (A), HEx100 (B)

(Original)
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lleonul de la LE4, la fel ca si celelalte segmente intestinale studiate, Inregistreaza
indici morfostructurali mai buni decat LM, LE1 si LE2, dar inferiori LE3. Doza de 15g de
tescovind in 100 kg de furaj a dus la obtinerea unor vilozitati semificativ mai mari (18,62%)
fata de LM, indltimea lor fiin egald in medie cu 150,04 + 14,45um. Adancimea criptelor a
fost numeric mai mare fatda de restul loturilor experimentale (412,11 + 34,30pm).
Limfonodulii din submucoasa au avut in medie dimensiuni egale cu 520,88 + 20,53/355,63 +
14,22pum (Figura 7.20.), de asemenea, valori mai mari decét restul loturilor experimentale dar
inferioare LE3.

Figura 7.20. lleon de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 4 (A) Glandele Lieberkiihn sunt inconjurate de
infiltratie limfoepiteliala. (B) Placile Peyer sunt alcatuite din numerosi limfonoduli. Coloratie HEx100 (A),
HEx100 (B) (Original)
Figure 7.20. Pietrain pig ileum. Experimental group 4 (A) Lieberkihn's glands are surrounded by
lymphoepithelial infiltration. (B) Peyer's plaques are composed of numerous lymph nodes. Staining
HEX100 (A), HEx100 (B) (Original)

Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra morfostructurii

intestinului subtire au fost direct proportionale cu dozele administrate. Valorile pentru
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indltimea vilozitatilor, addncimea criptelor intestinale si raportul dintre ele, au crescut
progresiv de la 1g/kg pana la doza de 10g/kg. Desi, doza 15g/kg are un continut mai ridicat
de polifenoli, s-a preconizat ca va avea, indirect, si o influenta mai buna asupra intestinului.
Se pare cd LE4 a stagnat evolutia, chiar obtindndu-se rezultate inferioare fatd de LE3. De aici,
se deduce faptul ca doza optima de tescovind de struguri negri care poate fi introdusa in dieta
porcilor este de 10g/kg, asa cum a fost administrata LE3.

Cecumul la porc este cunoscut pentru un tesut limfoid foarte dezvoltat, fiind
reprezentat atat de infiltratii limfoide difuze, dar in special de organizarea sa in limfonoduli
in submucoasd, aspect intalnit la LM (Figura 7.21.). Vilozitatile intestinale nu sunt prezente,
in schimb glandele Lieberkiihn sunt mai mari fiind populate de mai putine enterocite si mai

multe celule secretoare de mucus.
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Figura 7.21. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot martor (A) Glandele Lieberkiihn sunt joase. Nu sunt prezente
vilozitati intestinale. (B) Placile Peyer sunt localizati in submucoasa, fiind despartiti de mucoasa de
muscularis mucosae. Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
Figure 7.21. Cecum of Pietrain pig. Control group (A) Lieberkiihn's glands are low. No intestinal villi are
present. (B) Peyer's patches are localized in the submucosa, being separated from the mucosa by muscularis
mucosae. Staining HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
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LE1 a fost hranit cu doza de 1g/kg tescovina de struguri negri. in urma analisei
histologice a cecumului la LE1 nu s-au gasit deosebiri fata de LM. Mucoasa este asemanatoare
la grosime, avand in compozitie aceleasi glande Lieberkiihn joase dar cu un diametru mai
mare, acelasi epiteliu columnar cu margine in perie si cu predominanta celulelor caliciforme

n detrimentul celulelor absorptive (Figura 7.22.).

Figura 7.22. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 1 (A) Structura histologica a cecumului:
mucoasd, submucoasd. Musculoasa si seroasa. (B) Glandele Lieberkiihn sunt alcatuite din celule
caliciforme si enterocite. (B) Placile Peyer sunt localizate in submucoasa. Coloratie HEx100 (A, C),
HEx400 (B) (Original)
Figure 7.22. Cecum of Pietrain pig. Experimental group 1 (A) Histologic structure of cecum: mucosal,
submucosal. Muscous and serous. (B) Lieberkiihn's glands consist of goblet cells and enterocytes. (B)
Peyer's plaques are localized in the submucosa. Staining HEx100 (A, C), HEx400 (B) (Original)

LE2 prezintd o mucoasa reactiva, cu o infiltratie limfoepiteliala in lamina propria si
cu mai multe celule caliciforme in criptele intestinale. Placile Peyer sunt alcatuite din
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limfonoduli mari ce pot depdsi submucoasa si mucoasa, ajung pand in lumenul intestinal
(Figura 7.23.).

Figura 7.23. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 2 (A) Glandele Lieberkiihn sunt populate in
special cu celule caliciforme. (B) Placile Peyer sunt mari si ajung pana in lumenul intestinal. Coloratie
HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
Figure 7.23. Pietrain pig Cecum. Experimental group 2 (A) Lieberkihn's glands are mainly populated with
goblet cells. (B) Peyer's patches are large and reach into the intestinal lumen. Staining HEx100 (A),
HEx100 (B) (Original)

LE3 are cea mai bund morfostructurd dintre loturile experimentale. Glandele
intestinale sunt lungi si inconjurate de numerose limfocite si plasmocite alcatuind un infiltrat
limfoid difuz in mucoasi. In submucoasi sunt activati numerosi noduli limfoizi alcituind
placile Peyer. Acestea actioneaza ca o bariera de aparare a imunitatii intestinale (Figura 7.24.).
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Figura 7.24. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 3 (A) Glandele Lieberkiihn sunt populate in
special cu celule caliciforme, fiind inconjurate de un infiltrat limfoid. (B) Placile Peyer sunt mari si ajung
pana in lumenul intestinal. Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
Figure 7.24. Cecum of Pietrain pig. Experimental group 3 (A) Lieberkihn's glands are mainly populated with
goblet cells and surrounded by a lymphoid infiltrate. (B) Peyer's plaques are large and reach into the
intestinal lumen. Staining HEx100 (A), HEX100 (B) (Original)

LE4 care a fost hranit cu cea mai mare doza de tescovina prezintd glande intestinale
mai joase decét cele de la LE3. De asemenea, au fost analizati mai putini limfonoduli in

submucoasa (Figura 7.25.).
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Figura 7.25. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 4 (A) Glandele Lieberkiihn sunt populate in
special cu celule caliciforme. (B) Sunt observati limfonoduli atit in mucoasa cét si submucoasa. Coloratie
HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)
Figure 7.25. Cecum of Pietrain pig. Experimental group 4 (A) Lieberkihn's glands are mainly populated with
goblet cells. (B) Lymph nodes are observed in both mucosa and submucosa. Staining HEx100 (A), HEx100
(B) (Criginal)

7. 3. Discutii

in acest studiu, includerea polifenolilor in dietd, a determinat o crestere a numarului
de leucocite in lamina propria si intraepitelial, indicind o migratie masiva de leucocite la
grupurile experimentale. In timpul inflamatiei intestinale, leukocitele sunt recrutate la locul

infectiei sau inflamatiei unde, printr-o interactiune complexd, contribuie la atragerea altor
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celule imune si faciliteazd vindecarea mucoaselor prin eliberarea de mediatori chimici
necesari raspunsului inflamator. Cu toate acestea, reactivitatea este beneficd in cazul
experimentului de fatd, desi recrutarea excesiva si acumularea de leucocite in intestin aparuta
in conditii patologice poate fi daunatoare (Fournier si Parkos, 2012). S-a acceptat in mod
obisnuit ca leucocitele contribuie direct la patologia bolii atunci cand sunt excesiv recrutate
si activate conducdnd la eliberarea de substante toxice, migratie transepiteliald masiva,
modificari morfologice ale vilozitatilor si criptelor si leziuni extinse ale mucoasei (Fournier
si Parkos, 2012). Este evident ca leucocitele pot actiona ca o sabie cu doud taisuri care
contribuie la homeostazie prin eliminarea agentilor patogeni si participd la procese
inflamatorii ddundtoare, proceseaza si agraveaza inflamatia prin eliberarea mediatorilor pro-
inflamatori. Astfel, prezenta a numeroase leucocitele din lamina propria sugereaza ca este
posibil ca polifenolii din pulberea de struguri, ca si cei din masline (Varricchio si col., 2019),
sd nu promoveze inflamatia la porcii adulti. Rezultatele noastre sunt in acord cu cercetarile
anterioare Tn linia de celule monocite / macrofage murine J774, unde au fost utilizate diferite
doze de hidroxiprosol capabil sa previna activarea macrofagelor (Maiuri et al., 2005) (Maiuri
si colab.2005). Polifenolii exercita un efect modulator asupra raspunsului inflamator si in
culturile de leucocite (Burzynska-Pedziwiatr si col., 2014; Derochette si col., 2013). De fapt,
sunt capabili sa deregleze raspunsul inflamator, pastrand tesuturile fard radicali liberi si
impiedica astfel cascada inflamatorie (Denev si col., 2014).

In jejunul porcilor, plicile Peyer sunt organizate sub forma de foliculi limfoizi
asociati, In timp ce ileonul contine un folicul limfoid continuu (placa limfatica) care se extinde
de la ileonul distal la colonul proximal (Binns si Licence, 1985). Semnificatia functionala a
unei astfel de organizari limfoide nu este cunoscuta, dar se poate specula ci joacd rol de
barierd imund a intestinului subtire (jejun si ileon), in care numarul de bacterii este moderat
si a intestinului gros unde existd microflora abundentd, care contine $i microorganisme
potential patogene.

Contactul cu microorganismele invadante este crucial pentru dezvoltarea si maturarea
sistemului imunitar asociat intestinului (Zubgié si col., 2014). Acest sistem se dezvolta treptat
in primele 6 sdptamani de viatd din mai multe etape dependente de alimentatie si conditiile de
mediu (Haverson si col., 2000; Lewis si col., 2012; Rothkdtter si col., 1999). La nou-nascuti,
mucoasa intestinald este foarte subtire cu rare celule limfoide care prezintd antigen pentru

celulele T care declanseaza o reactie imunitara adecvata la adulti (Haverson si col., 2000).
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Intestinul lor subtire contine placi Peyer rudimentare (PP), care se extind nespecific prin
proliferarea rapida intrafolliculara a limfocitelor B la doud saptaimani postpartum (Pabst si
col., 1988). Simultan cu cresterea numericd a limfocitelor B, numiarul limfocitelor T din
interiorul laminei propria si a zonelor interfoliculare este redus (Rothkotter si Pabst, 1989).
Aparitia treptatd a unor limfocite T conventionale, activate, este influientatd de un influx de
antigeni care sunt prezentati de celule dendritice, Tmpreund cu complexul major de
histocompatibilitate clasa II (MHC II +) si markeri de membrana CD45 si CD16 cu care
realizeazi o coexpresie (Haverson si col., 2000). intre a doua si a patra siptimana de viata,
are loc o crestere a numarului de limfocite CD4+ mature in lamina propria, in timp ce
limfocitele T CD8+ cresc numeric semnificativ de la 4 la 6 saptamani de viata (Haverson si
col., 2000). in mod similar, au fost surprinse in numar semnificativ plasmocite IgA+ dupi a
patra saptimand de viatd (Pabst si Rothkotter, 1999; Zubéi¢ si col., 2014), desi aparitia
limfocitelor B producétoare de IgA in lamina propria au fost semnalate 1n a sasea zi de viatd
(Pabst si Rothkotter, 1999). Imunoblastele IgM+ apar mai devreme si depasesc numarul de
imunoblastele IgA+ dupa 3 saptamani (Brown si col., 2006). Maturarea imunitatii la porcii
intarcati ca urmare a interactiunii cu antigene de mediu §i atingerea imunocompetentei
asemanatoare adultilor se instaleaza de la 7 pana la 9 saptamani de viatd, determinata fie de
distributia celulelor imune in intestinul subtire (\Vega-Lopez si col., 1993) sau prin analize
functionale in vitro (Brown si col., 2006) si prin definirea rolului laminei propria ca loc efector
al mucoasei pentru vaccinurile administrate per os (Stokes si Bailey, 2000). Tipurile de
limfocite variaza in functie de zona si varsta animalului. Astfel limfocitele CD4+ au fost rare
in foliculi si moderat numeroase in zona interfoliculara. Limfocitele CD8+ au fost vazute
sporadic in foliculii limfoizi, dar au fost numeroase in zona interfoliculara. Limfocitele B
CD21+ au fost foarte numeroase in foliculi. Nu au fost observate diferente legate de varsta
intre grupurile experimentale de la 3 zile la 4 luni (Wasowicz si col., 2018).

Péana in prezent exista suficiente dovezi pentru a sprijini efectul antiinflamator si o
activitate de stimulare imunitara a polifenolilor (Guo si col., 2009; Hur si col., 2012; Joseph
si col., 2016). Expresia COX-2 (un marker al inflamatiei) in grupul experimental care a primit
polifenoli in dietd este redusd In intestinul subtire si mai evidentd In colon. Capacitatea
polifenolilor de a actiona sub forma de antioxidanti sau de epurare a radicalilor liberi, precum
si capacitatea lor de a inhiba unele enzime implicate Tn generarea de radicali liberi, cum ar
citocrom-oxidaza P450, lipoxigenaze, COX, se datoreaza gruparilor hidroxilice care sunt
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bune donatoare de hidrogen (Pereira si col., 2009). Polifenolii isi exercitd proprietatile
antiinflamatorii multiple prin modularea proteinei kinaza de activare a mitogenului si a
factorul nuclear -j. O alta cale este cea de inhibare a citokinelor inflamatorii si a chemokinelor,
suprimarea activitatii citokinei oxid-sintetaza inductibila si COX (Hou si col., 2007; Luceri si
col., 2002; Plummer si col., 1999). COX-2 este o enzima inductibild care transforma acidul
arahidonic in prostaglandine si in general este indus la locul inflamatiei ca raspuns la stimulii
inflamatori incluzand citokine pro-inflamatorii cum ar fi interleukina-1 af/b, interferon-c si
factorul de necrozd tumorald produs de celulele inflamatorii $i promotori tumorali cum ar fi
acetatul de tetradecanoil phorbol si Ras (Wang si DuBois, 2010). Tn studiul lui Varricchio si
col., (2019), immunoreactivitate COX-2 a fost detectata in leucocitele infiltrate in mucoasa,
in placile Peyer si in foliculii solitari din cecum si colon la porcii hraniti cu dieta bazata pe
polifenoli din masline. La porcii hraniti cu dietd imbogatita cu polifenoli, immunoreactivitatea
COX-2 era destul de slaba. Nivelul scazut de expresie COX-2 in celulele imunoreactive din
intestin la porcii tratati cu polifenoli ar putea sugera un rol protector al polfenolilor, moduland
si reducand raspunsul inflamator. Acest lucru este in acord cu Willenberg si col., (2015), care
a raportat reducerea indusd de polifenoli a expresiei COX-2 atat in vitro (linia de celule
canceroase HCA-7 si monocite primare) si in vivo (soareci C57BL / 6N). In vivo efectul
polifenolilor asupra morfologiei vilozitatilor intestinale este controversat. Fiesel si col.,
(2014), raporteaza absenta modificarii indlfimii vilozitatilor si a adancimii criptelor in
intestinul subtire a porcilor intarcati si hraniti seminte de struguri si extract de faind de
tescovind, in timp ce (Sehm si col., 2006) raporteaza ca la purcei, tescovina de struguri rosii
au avut un efect inhibitor asupra cresterii inaltimii vilozitatilor jejunale.

Asemanator rezultatelor obtinute in acest experiment au fost raportate si de alti
cercetatori precum Gessner si col., (2013) care au administrat 10 g tescovind la purcei de 6
saptamani, imbunatatind morfostructura intestinala prin cresterea raportului indltime vilozitati
si adancime cripte intestinale. Wang si col., (2020) au raportat ca indltimea vilozitatilor a
crescut Tn urma introducerii in hrana purceilor de 28 de zile a 50 g de tescovina.
Morfostructura intestinald a fost promovata si de administrarea de 250g/kg a extractului de
proantocianine la purcei aflati in perioada de intarcare (Han si col., 2016). Tn schimb, Fiesel
si col., (2014) si Taranu si col., (2018) au raportat ca polifenolii ce apartin subproduselor de
sturguri nu au avut niciun efect asupra morfostructurii intestinale nici la purceii de 5
saptamani si respectiv porci aflati in perioada de crestere-finisare.
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7. 4. Concluzii partiale

Polifenolii din tescovina de struguri negri a determinat aparitia de infiltratii limfoide
difuze la nivelul laminei propria a mucoasei duodenale, aglomerarea limfonodulilor in
submucoasa jejunului, ileonului si a cecum, comparativ cu lotul martor (LM).

A existat, de asemenea, o cresterea a indltimii vilozitatilor intestinale si a adancimii
criptelor intestinale in cazul loturilor experimentale, demonstrand faptul ca polifenolii din
tescovina de struguri negri promoveaza morfostructura intestinala.

Cele mai bune rezultate pentru porci din rasa Pietrain de 180 de zile, atét in intestinul

subtire cat si in cecum, s-au obtinut la doza de 10g/kg oferitd LE3.
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8. EXPRESIA IMUNOHISTOCHIMICA A MARKERILOR PRO-
INFLAMATORI (IL-1p, TNF-a SI MCH-II) SI REDOX (NRF2 SI P65)
LA NIVELUL INTESTINULUI PENTRU PORCII HRANITI CU
TESCOVINA DE STRUGURI NEGRI

IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF PRO-
INFLAMATORY (IL-1g, TNF-o AND MCH-I11) AND REDOX (NRF2
AND P65) MARKERS IN THE INTESTINES OF BLACK STRIP
TESCOVIN-ROASTED SWINE

Din punct de vedere functional, mecanismele imunitare intestinale joacd un rol
complex 1n prevenirea si controlul infectiilor intestinale, tolerand in acelasi timp numerosi
antigeni alimentari si antigeni nepericulosi din flora intestinala. Obiectivul acestui capitol este
de a analiza din punct de vedere imunohistochimic reactivitatea sistemului imunitar intestinal
in urma introducerii in hrana a tescovinei din struguri negri. Este urmadrita evolutia intensitatii
IHC a markerilor pro-inflamatori (IL-1B, TNF-a si MCH-II) si markerilor redox (Nrf2 si p65)
la doze crescande de tescovina: 1g, 5g, 10g si 15g in 100 kg furaj.

8. 1. Material si metoda

Cercetarea s-a desfasurat in cadrul Laboratorului de Histologie si Embriologie a
Facultatii de Medicind Veterinara lasi, In continuarea experimentului din capitolul anterior.
Dupa obtinerea preparatelor histologice pana la etapa de etalare, au fost selectate cate 5 lame
pentru fiecare lot Tn parte (LM, LE1, LM2, LM3, LM4) ajungand la un total de 25 de lame
analizate pentru acest experiment.

Colorarea imunohistochimica (IHC) a fost efectuatd utilizand o serie de anticorpi
specifici ca markeri. Patru regiuni cheie au fost analizate (duoden, jejun, ileon si colon) cu
markeri specifici inflamatiei I1-1p (Cat No.6806-1-AP, Proteintech, Proteintech Group, Inc,
5500 Pearl Street, Suite 400, Rosemont, IL 60018, USA), TNF-a (Catalog: AF690, Bio-
Techne, R&D Systems, Inc.614McKinleyPlaceNEMinneapolis, MN55413), CMH-1I (HLA-
DQ1/DQ3 Monoclonal Antibody (HL-37 Cat MA1-19143, Thermo Fisher Scientific Inc. 168
Third Avenue Waltham, MA USA 02451), p65 (NF-kB p65 Polyclonal Antibody, Invitrogen,
Cat PA5-16545, Thermo Fisher Scientific Inc. 168 Third Avenue Waltham, MA USA 02451)
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si cu rol de evidentierea a efectului antioxidant Nrf2 (Catalog No. ABIN676673, antibodies-
online.com, Jones Boulevard 32119464, Limerick PA, United States).

Preparatele au fost initial deparafinate in 3 bai de xilen, hidratate in alcool etilic si
apoi introduse la microunde la 95°C timp de 10 min intr-un tampon de citrat, pH 6,0, 10x,
Antigen Retriever (C9999, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, SUA). Dupa aceea, preparatele
au fost lasate sa se raceasca timp de 20 de minute la temperatura camerei si apoi clatite de 3
ori in PBS (P4417, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, SUA) timp de 5 minute fiecare. Apoi,
au fost incubate peste noapte la 4°C intr-o camera umeda cu anticorpi primari. Anticorpii
primari au fost diluati intr-un raport de: 1:100 IL-1pB, Nrf2, p65 si CMH-II; si un raport de
1:200 TNF-a. A doua zi, preparatele au fost spalate de trei ori cu PBS timp de 5 minute pentru
fiecare baie si apoi au fost incubate cu anticorpi secundari (Goat Anti-Rabbit HRP, ab205718,
Abcam, Cambridge, Marea Britanie) diluati in acelasi raport cu anticorpii primari. Sectiunile
au fost puse in contact cu Substrat de 3,30-diaminobenzidind (DAB, ab64238, Abcam,
Cambridge, Marea Britanie) si ulterior contra-colorate cu hema-toxylin (Merck KGaA,
Darmstadt, Germania). Ulterior, au fost examinate si fotografiate cu ajutorul unui microscop
optic (Leica DM750, Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Germania).

Cantitatea de celule colorate pozitiv si relatiile lor au fost exprimate printr-un sistem
simplu de notare calitativa asa cum au facut Zimmermann si colaboratorii (Zimmermann si
col., 2014). Tn acest caz, lamelor investigate li s-a atribuit punctajul "+++" (colorare IHC
puternica) "++" (colorare IHC moderatd), "+" (colorare IHC slaba) si "-" (nicio colorare

vizibild).
8.2. Rezultate

Expresia IHC a markerilor pro-inflamatori (I1-18, TNF-o. si MHC-II) la nivelul
duodenului, jejunului, ileonului si cecumului la porcii hraniti cu polifenoli din pudra de
tescovina de struguri negri.

Pentru a evalua potentialul anti-inflamator al polifenolilor din strugurii negri, sunt
analizati simultan, din punct de vedere IHC, urmatorii trei markeri: I11-18, TNF-o si MHC-II.
Rezultatele obtinute indicd faptul ca toti markerii analizati au variat in functie de doza de

tescovina adaugata in furaj (Tabel 8.1.).
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Tabel 8.1.
Expresia IHC a markerilor 11-1f3, TNF-o si MHC-11 la nivelul duodenului, jejunului, ileonului
si cecumului la porcii hraniti cu pudra de tescovina de struguri negri
Table 8.1.
IHC expression of 11-13, TNF-a and MHC-1I markers in the duodenum, jejunum, ileum and
cecum of pigs fed black grape tescovin powder

Marker Organ LM LE1 LE2 LE3 LE4
duoden +++ +++ +++ ++ ++
jejun +++ +++ +++ ++ +++
1-1p i
ileon +++ ++ ++ + +
cecum +++ +++ ++ + ++
duoden +4++ ++ ++ + +
jejun +++ ++ ++ + ++
TNF-a i
ileon +++ ++ ++ + ++
cecum +++ ++ ++ + ++
duoden +4+ ++ ++ + +
jejun +++ +++ ++ + ++
MHC-I1 i
ileon +++ +++ ++ ++ ++
cecum +4+ +++ ++ + ++

Rezultatele reprezintd observatii calitative (scoruri vizuale): "+++" (colorare IHC puternica) "++"

(colorare IHC moderata), "+" (colorare IHC slaba) si "-" (nicio colorare vizibila)

Expresia II-1B in duoden este cea mai puternica la LM, LEIsi LE2. Pentru LE3 si
LE4 expresia este moderata (Figura 9.1.). In jejun, doar pentru LE3 expresia II-1p a fost
moderatd, iar pentru LM si restul loturilor experimentale colorarea IHC a fost de asemena
puternicd (Figura 8.2.). Schimbari majore sunt observate pentru acest marker in cazul
ileonului unde expresia IL-1p a fost slaba pentru LE3 si LE4, iar pentru LE2 si LE1 expresia
pastrandu-se moderata iar pentru LM fiind puternica (Figura 8.3.). In cecum, cea mai slaba
colorare este observatd la LE3, crescand treptat spre moderat la LE2 si LE4, devenind
puternica la LE1 si LM (Tabel 8.1), (Figura 8.4). II-1p este un marker pro-inflamator ce indica
prezenta unui proces inflamtor la LM si LE1. Dozele crescande de polifenoli din pulberea de
tescovina de struguri negri a redustreptat inflamatia In urmatoarele loturi experimentale: LE2,
LE4 si LE3. Cele mai bune rezultate au fost obtinute cand s-a addugat in hrana porcilor 10g/kg
pulbere de tescovind de struguri negri, obtinandu-se o expresie slaba a markerului IL-1p, in

special in ileon si cecum.
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Figura 8.1. Expresia IHC a markerului 1l-1B in duoden. (A) Lotul martor, (B) Lotul experimental 1 si (C) Lotul
experimental 2. Expresie puternica in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3 si
(E) Lotul experimental 4. Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC
anti I1-1px1000 (A, C, D, E), anti 1I-1px400 (B)
Figure 8.1. IHC expression of the II-1B marker in the duodenum. (A) Control group, (B) Experimental 1 and (C)
Experimental 2. Strong expression in lamina propria and Lieberkiihn glands. (D) Experimental group 3 and
(E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC staining
anti 11-1px1000 (A, C, D, E), anti 1I-1px400 (B)
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Figura 8.2. Expresia IHC a markerului Il-1B in jejun. (A) Lotul martor, (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul
experimental 2 si (E) Lotul experimental 4. Expresie puternica in lamina propria si in glandele Lieberkiihn.
(D) Lotul experimental 3. Expresie moderatd in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie [HC
anti 1-18x1000 (A, C, D, E), anti Il-1px400 (B)
Figure 8.2. IHC expression of the II-1B marker in the jejunum. (A) Control group, (B) Experimental 1, (C)
Experimental 2 and (E) Experimental group 4. Strong expression in lamina propria and Lieberkiihn glands.
(D) Experimental group 3. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC staining
anti 1l-18x1000 (A, C, D, E), anti Il-1px400 (B)
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Figura 8.3. Expresia IHC a markerului 1l-1B in ileon. (A) Lotul martor. Expresie puternica in lamina propria. (B)
Lotul experimental 1 si (C) Lotul experimental 2. Expresie moderata in lamina propria si in glandele
Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul experimental 4. Expresie slaba in lamina propria si in
glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti 11-1px1000 (A, B, C, D, E)
Figure 8.3. IHC expression of the II-1B marker in the ileum. (A) Control group. Strong expression in lamina
propria. (B) Experimental batch 1 and (C) Experimental batch 2. Moderate expression in lamina propria and
Lieberkiihn glands. (D) Experimental group 3 and (E) Experimental group 4. Weak expression in lamina
propria and Lieberkiihn's glands. IHC staining anti 11-1Bx1000 (A, B, C, D, E)
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Figura 8.4. Expresia IHC a markerului 11-1f in cecum. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie
puternica in glandele intestinale si lamina propria. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie moderata in glandele intestinale si lamina propria. (D) Lotul experimental 3 . Expresie slaba in

lamina propria si in glandele intestinale. Coloratie IHC anti 11-13x400 (A, B, C, D, E)
Figure 8.4. IHC expression of the 1I-1B marker in cecum. (A) Control group and (B) Experimental group 1.
Strong expression in intestinal glands and lamina propria. (C) Experimental group 2 and (E) Experimental
group 4. Moderate expression in intestinal glands and lamina propria. (D) Experimental group 3. Weak
expression in lamina propria and intestinal glands. IHC staining anti 11-1px400 (A, B, C, D, E)

Tn duoden, TNF-a a fost pozitiv in toate loturile experimentale. Cea mai puternici
expresie este observatd la LM, scdzand dreptat la celelalte loturi experimentale. Pentru LE1
si LE2 colorarea IHC a markerului TNF-o este moderata, iar pentru LE3 si LE4 este slaba
(Figura 8.5.). In jejun, ileon si cecum, de asemenea, cea mai puternica expresie a lui TNF-a
este pentru LM. LE1, LE2 si LE4 au o colorare moderata, pe cind cea mai slaba colorare este

inregistrata la LE3 (Figura 8.6.), (Figura 8.7.), (Figura 8.8.). Prin expresia IHC a makerului
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TNF-o In mucoasa intestinald, indica prezenta unui proces inflamator. La LM expresia a fost
cea mai puternica. Introducandu-se n hrana porcilor dozele crescande 1, 5 si 15 g/kg pulbere
de tescovina de struguri negri, expresia TNF-a a fost moderata, indicind o sciddere a
inflamatiei la aceste loturi. Cel mai bun rezultat a fost obtinut cu doza de 10g/kg pulbere de
tescovina de struguri negri care a reglat in jos expresia markerului pro-inflamator TNF-a, in

toate segmentele intestinale analizate.

Figura 8.5. Expresia IHC a markerului TNF-a in duoden. (A) Lotul martor. Expresie puternica in glandele
Lieberkiihn si Briinner si in spatiul periglandular.(B) Lotul experimental 1 si (C) Lotul experimental 2.
Expresie moderata in lamina propria si in epiteliul columnar. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie moderatd in lamina propria, glandele Lieberkiihn, glandele Briinner si muscularis
mucosae. Coloratie IHC antiTNF-ax1000 (A, B, D, E), anti TNF-0x400 (C)

Figure 8.5. IHC expression of the TNF-a marker in the duodenum. (A) Control group. Strong expression in the
Lieberkiihn's and Briinner's glands and periglandular space.(B) Experimental batch 1 and (C) Experimental
batch 2. Moderate expression in lamina propria and columnar epithelium. (D) Experimental group 3 and (E)

Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria, Lieberkiihn's glands, Briinner's glands and
muscularis mucosae. IHC staining anti TNF-ax1000 (A, B, D, E), anti TNF-ax400 (C)
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Figura 8.6. Expresia IHC a markerului TNF-a in jejun. (A) Lotul martor. Expresie puternica in lamina propria si
in glandele Lieberkiihn. (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4.

Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3. Expresie slaba in

lamina propria si in epiteliul columnar. Coloratie IHC anti TNF-0x1000 (A, B, C, E), anti TNF-ax400 (D)
Figure 8.6. IHC expression of TNF-o marker in the jejunum. (A) Control group. Strong expression in lamina

propria and Lieberkiihn's glands. (B) Experimental group 1, (C) Experimental group 2 and (E) Experimental

group 4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkihn's glands. (D) Experimental group 3. Weak
expression in lamina propria and columnar epithelium. IHC staining anti TNF-ax1000 (A, B, C, E), anti

TNF-0x400 (D)
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Figura 8.7. Expresia IHC a markerului TNF-a in ileon. (A) Lotul martor. Expresie puternica in lamina propria.
(B) Lotul experimental 1, (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4. Expresie moderata in
lamina propria si in epiteliul columnar. (D) Lotul experimental 3. Expresie slaba in lamina propria si in

glandele Lieberkiihn.. Coloratie IHC anti TNF-ax100 (A, B, C, D, E)

Figure 8.7. IHC expression of TNF-o marker in the ileum. (A) Control group. Strong expression in the lamina
propria. (B) Experimental group 1, (C) Experimental group 2 and (E) Experimental group 4. Moderate
expression in lamina propria and columnar epithelium. (D) Experimental group 3. Weak expression in

lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC staining anti TNF-ax100 (A, B, C, D, E)
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Figura 8.8. Expresia IHC a markerului TNF-a in cecum. (A) Lotul martor. Expresie puternicé in lamina propria
si Tn glandele Lieberkihn. (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3. Expresie slaba in
lamina propria si in glandele Lieberkiihn.. Coloratie IHC anti TNF-ax100 (A, B, C, D, E)
Figure 8.8. IHC expression of TNF-o marker in cecum. (A) Control group. Strong expression in lamina propria
and Lieberkiihn's glands. (B) Experimental group 1, (C) Experimental group 2 and (E) Experimental group
4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. (D) Experimental group 3. Weak
expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC anti TNF-ax100 staining (A, B, C, D, E)

Markerul MHC-II a fost studiat prin IHC in duoden, jejun, ileon si cecum la toate
loturile experimentale. Tn duoden, expresia IHC a markerului MHC-II este cea mai puternica
la LM, moderata la LE1 si LE2 si slaba la LE3 si LE4 (Figura 8.9.). In jejun, atdt LM cét si
LE1 au o colorare puternica a lui MHC-II, intensitatea scazand treptat la moderat pentru LE2
si LE4, pana la o expresie scizuti la LE3 (Figura 8.10.). In ileon, expresia markerului MHC-

II pentru LM si LE1 sunt la fel ca la jejun, diferitd fiind colorarea IHC la LE3 fiind una
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moderati, la fel ca la LE2 si LE4 (Figura 8.11.). In cecum, expresia MHC-II este puternici la
LM si LE1, moderata la LE2 si LE4 si slaba la LE3 (Figura 8.12.). Per total, cele mai bune
rezultate au fost obtinute cu doza de 10g/kg de pulbere de tescovind de struguri negri (LE3)
care au reglat in jos expresia markerului MHC-I1.

g 20 um §

Figura 8.9. Expresia IHC a markerului MHC-II in duoden. (A) Lotul martor. Expresie puternica in lamina
propria si in glandele Lieberkiihn. (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul experimental 2. Expresie moderata in
lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul experimental 4. Expresie
slaba in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti MHC-11x400 (A, B, C, D, E)
Figure 8.9. IHC expression of the MHC-1I marker in the duodenum. (A) Control group. Strong expression in
lamina propria and Lieberkiihn glands. (B) Experimental group 1, (C) Experimental group 2. Moderate
expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. (D) Experimental group 3 and (E) Experimental
group 4. Weak expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC anti MHC-11x400 staining (A, B,
C,D,E)
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Figura 8.10. Expresia IHC a markerului MHC-II in jejun. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie
puternica in lamina propria. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4. Expresie moderata in
lamina propria, epiteliul columnar si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3 . Expresie slaba in
lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti MHC-11x400 (A, B, C, D),anti MHC-11x100
B
Figure 8.10. IHC expression of MHC-1I marker in jejunum. (A) Control group and (B) experimental group 1.
Strong expression in the lamina propria. (C) Experimental group 2 and (E) Experimental group 4. Moderate
expression in lamina propria, columnar epithelium and Lieberkiihn's glands. (D) Experimental group 3.
Weak expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC staining anti MHC-11x400 (A, B, C,
D),anti MHC-11x100 (E)
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Figura 8.11. Expresia IHC a markerului MHC-II in ileon. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie

puternica in lamina propria. (C) Lotul experimental 2, (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti MHC-11x100 (A, B, C,

D),anti MHC-11x400 (E)
Figure 8.11. IHC expression of the MHC2 marker in the ileum. (A) Control group and (B) experimental group 1.
Strong expression in the lamina propria. (C) Experimental group 2, (D) Experimental group 3 and (E)
Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC staining anti
MHC-11x100 (A, B, C, D),anti MHC-11x400 (E)
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Figura 8.12. Expresia IHC a markerului MHC-II in cecum. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1.
Expresie puternica in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3.
Expresie slaba in lamina propria, in glandele Lieberkiihn si in muscularis mucosae. Coloratie IHC anti
MHC-11x100 (A, B, C, D, E)
Figure 8.12. IHC expression of the MHC-I1 marker in cecum. (A) Control group and (B) Experimental group 1.
Strong expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. (C) Experimental group 2 and (E)
Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkihn's glands. (D) Experimental
group 3. Weak expression in lamina propria, Lieberkiihn's glands and muscularis mucosae. IHC anti MHC-
11x100 staining (A, B, C, D, E)

Expresia IHC a markerilor Nrf2 si p65 la nivelul duodenului, jejunului, ileonului si

cecumului la porcii hraniti cu polifenoli din pudra de tescovind de struguri negri este redata
n Tabel 8.2.
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Tabel 8.2.
Expresia IHC a markerilor Nrf2 si p65 la nivelul duodenului, jejunului, ileonului si cecumului
la porcii hraniti cu pudra de tescovind de struguri negri
Table 8.2.
IHC expression of Nrf2 and p65 markers in the duodenum, jejunum, ileum and cecum of pigs
fed black grape tescovin powder

Marker Organ LM LE1 LE2 LE3 LE4
duoden + + ++ +++ ++
jejun + + ++ +++ ++
Nrf2 i
ileon ++ ++ ++ +++ ++
cecum + + ++ +++ ++
duoden +4++ ++ ++ + +
jejun +++ +++ ++ + ++
p65 .
ileon +++ ++ ++ ++ ++
cecum +++ +++ ++ + +

Pentru a evalua potentialul redox al polifenolilor din strugurii negri, sunt analizati
simultan, din punct de vedere IHC, urmatorii doi markeri: Nrf2 si p65. Rezultatele obtinute
indica faptul ca atat p65 cat si Nrf2 au variat in functie de doza de tescovind adaugata in furaj
(Tabel 8.2.).

Expresia Nrf2 in duoden a fost slaba pentru LM si LE1, moderata la LE2 si LE4; si
foarte puternica la LE3 care a fost hranit cu doza de 10g/kg pudra de testcovind de struguri
negri (Figura 8.13). In jejun si cecum s-au obtinut aceleasi rezultate ca si in duoden (Figura
8.14), (Figura 8.16). In ileon, LM, LE1, LE2 si LE4 sunt aproximantiv egale in urma analizei
calitative a coloratiei ICH pentru Nrf2, avand o expresie moderatd in mucoasa intestinald. Din
nou, LE3 a avut cel mai bun rezultat Tn ileon (Figura 8.15.). Per total, polifenolii din tescovina

de struguri negri au crescut expresia Nrf2 la doza de 10g/kg.
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Figura 8.13. Expresia IHC a markerului Nrf2 in duoden. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie
slaba in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3. Expresie
puternica in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti Nrf2 x400 (A, B), anti Nrf2 x100
(C,D,E)
Figure 8.13. IHC expression of Nrf2 marker in the duodenum (A) Control group and (B) Experimental group 1.
Weak expression in lamina propria and Lieberkiihn glands. (C) Experimental group 2 and (E) Experimental
group 4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkihn glands. (D) Experimental group 3. Strong
expression in lamina propria and Lieberkiihn glands. IHC staining anti Nrf2x400 (A, B), anti Nrf2x100 (C,
D, E)
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Figura 8.14. Expresia IHC a markerului Nrf2 in jejun. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie

slaba 1n lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie moderata in lamina propria, in glandele Lieberkiihn si muscularis mucosae. (D) Lotul

experimental 3. Expresie puternicd in glandele Lieberkiihn si in lamina propria. Coloratie [HC anti Nrf2

x100 (A, B, C, D, E)

Figure 8.14. IHC expression of Nrf2 marker in the jejunum. (A) Control group and (B) experimental group 1.

Weak expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. (C) Experimental group 2 and (E)
Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria, Lieberkiihn's glands and muscularis
mucosae. (D) Experimental batch 3. Strong expression in Lieberkihn glands and lamina propria. IHC
staining anti Nrf2 x100 (A, B, C, D, E)
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Figura 8.15. Expresia IHC a markerului Nrf2 in ileon. (A) Lotul martor, (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul
experimental 2 si (E) Lotul experimental 4. Expresie moderata in lamina propria. (D) Lotul experimental 3.
Expresie puternica in glandele Lieberkiihn si in lamina propria. Coloratie [HC anti Nrf2 x100 (A, B, C, D,

E

Figure 8.15. IHC expression of the Nrf2 marker in the ileum. (A) Control group, (B) experimental group 1, (C)
experimental group 2 and (E) experimental group 4. Moderate expression in lamina propria. (D)
Experimental group 3. Strong expression in Lieberkihn glands and lamina propria. IHC staining anti Nrf2
x100 (A, B, C, D, E)
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Figura 8.16. Expresia IHC a markerului Nrf2 in cecum. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie
slaba in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3. Expresie
puternica in glandele Lieberkiihn si in lamina propria. Coloratie IHC anti Nrf2 x100 (A, B, C, D, E)
Figure 8.16. IHC expression of the Nrf2 marker in cecum. (A) Control group and (B) Experimental group 1.
Weak expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. (C) Experimental group 2 and (E)
Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn glands. (D) Experimental
group 3. Strong expression in Lieberkiihn glands and lamina propria. IHC staining anti Nrf2 x100 (A, B, C,
D, E)

Expresia p65 in duoden a fost puternicd la LM, moderatd la LE1 si LE2 si slaba la
LE3 (Figura 8.17.). In jejun, LM si LE1 sunt egale in puterea mare de expresie a lui p65, de
asemenea LE2 si LE4 sunt la fel in expreia moderatd a p65. Cea mai slaba colorare a
markerului p65 a fost la LE3 (Figura 8.18.). In ileon, p65 s-a colorat cel mai intens la LM si
moderat la restul loturilor experimentale (Figura 8.19.). Tn cecum, expresia p65 a fost cea
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mai puternica la LM si LE1, moderata la LE2 si cea mai slaba la LE3 si LE4 (Figura 8.20.)
Per total, polifenolii din tescovina de struguri negri au redus expresia p65 la doza de 10g/kg.
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Figura 8.17. Expresia IHC a markerului p65 in duoden. (A) Lotul martor. Expresie puternica in glandele
Lieberkiihn i in spatiul periglandular.(B) Lotul experimental 1 si (C) Lotul experimental 2. Expresie
moderata in lamina propria. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul experimental 4. Expresie moderata in
lamina propria si glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti p65x100 (A, B, C, D, E)

Figure 8.17. IHC expression of the p65 marker in the duodenum. (A) Control group. Strong expression in
Lieberkiihn's glands and periglandular space.(B) Experimental batch 1 and (C) Experimental batch 2.
Moderate expression in the lamina propria. (D) Experimental group 3 and (E) Experimental group 4.

Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC anti p65x100 staining (A, B, C, D, E)
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Figura 8.18. Expresia IHC a markerului p65 in jejun. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie
puternica in epiteliul columnar si lamina propria. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie moderata in glandele intestinale, muscularis mucosae si lamina propria. (D) Lotul experimental 3 .
Expresie slaba in lamina propria si in glandele intestinale. Coloratie IHC anti p65x100 (A, B, C, D, E)
Figure 8.18. IHC expression of the p65 marker in the jejunum. (A) Control group and (B) experimental group 1.
Strong expression in columnar epithelium and lamina propria. (C) Experimental 2 and (E) Experimental 4.
Moderate expression in intestinal glands, muscularis mucosae and lamina propria. (D) Experimental group
3. Weak expression in lamina propria and intestinal glands. IHC anti p65x100 staining (A, B, C, D, E)
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Figura 8.19. Expresia IHC a markerului p65 Tn ileon. (A) Lotul martor. Expresie puternica in lamina propria. (B)

Lotul experimental 1si (C) Lotul experimental 2 (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie moderata in glandele intestinale si lamina propria. Coloratie [HC anti p65x100 (A, B, C, D, E)

Figure 8.19. IHC expression of the p65 marker in the ileum. (A) Control group. Strong expression in lamina

propria. (B) Experimental group 1 and (C) Experimental group 2 (D) Experimental group 3 and (E)
Experimental group 4. Moderate expression in intestinal glands and lamina propria. IHC anti p65x100
staining (A, B, C, D, E)
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Figura 8.20. Expresia IHC a markerului p65 in cecum. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie
puternica in epiteliul columnar, lamina propria si muscularis mucosae. (C) Lotul experimental 2. Expresie
moderata in glandele intestinale si lamina propria. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie slaba in lamina propria si in glandele intestinale. Coloratie IHC anti p65x100 (A, B, C, D, E)
Figure 8.20. IHC expression of the p65 marker in cecum. (A) Control group and (B) Experimental group 1.
Strong expression in columnar epithelium, lamina propria and muscularis mucosae. (C) Experimental group
2. Moderate expression in intestinal glands and lamina propria. (D) Experimental group 3 and (E)
Experimental group 4. Weak expression in lamina propria and intestinal glands. IHC anti p65x100 staining
(A/B,C,D,E)

8.3. Discutii

Pentru nutritia animalelor de ferma, tescovina de struguri cu sau fara seminte,
obtinute ca subproduse agroindustriale din vinificatie sunt surse sigure si ieftine de polifenoli.
Cei mai abundenti polifenoli din semintele de struguri sunt proantocianidinele,

epigallocatechina, epigallocatechina-3-galat, epicatechina, epicatechina-3-galat, catechina si
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acidul galic (Auger si col., 2004). Tescovina de struguri contine mai putine procianidine, dar
contine cantitdti semnificative de antociani care sunt absente in semintele de struguri (Auger
si col., 2004). Datorita activitatilor lor antioxidante si de captare a radicalilor liberi, tescovina
de struguri este utilizata ca aditiv furajer pentru stabilizarea oxidativa a furajelor.

Existd numeroase studii care investigheaza efectul compusilor din struguri asupra
inflamatiei intestinale, dar majoritatea se concentreaza pe actiunea unui singur compus (de
exemplu, resveratrolul sau proantocianidinele) sau a unui grup (polifenoli) si se stie mai putin
despre efectul ntregului complex de compusi din aceastd sursa si de posibila activitate
combinatorie a lor. Efectele antiinflamtorii atribuite interactiunii sinergice dintre compusii
bioactivi din dieta cu tescovind de struguri negri reies si din rezultatele obtinute in urma
experimentului nostru. O dietd bogatd in compusi antiinflamatori, asa cum este tescovina de
struguri negri, poate avea un rezultat terapeutic identic sau poate fi un ajutor eficace pentru o
terapie reusitd (Molendijk si col., 2019). De exemplu, suplimentarea dietei cu un extract
fenolic din seminte de struguri (1%) a atenuat raspunsurile inflamatorii in colonul soarecilor
cu colitd indusa, prin scaderea nivelului de ARNm al principalilor mediatori inflamatori,
TNF-a, IL1-B, IL-6 si IFN-y (Wang si col., 2013). Gessner si col., (2017) au raportat ca
suplimentarea dietei cu un extract de seminte de struguri si tescovina de struguri, bogate in
polifenoli, a redus activitatea markerilor de inflamatie in mucoasa duodenald a purceilor.
Similar cu acest studiu, Miller si col. (2018) dar si Pistol si col., (2020) au constatat ca dieta
cu tescovina de struguri a determinat o reducere a genelor citokinelor pro-inflamatorii n
intestinul porcilor. In aceeasi linie, Fiesel si col., (2014) au demonstrat ca hranirea cu extract
de seminte de struguri bogat in polifenoli si faina de tescovina de struguri determina o reglare
in jos a citokinelor pro-inflamatorii ICAM1, IL-1B, TNF-a si IL-8 in mucoasa diferitelor
segmente ale intestinului de porc: duoden, ileon si colon. Stiind ¢ un nivel bazal de inflamatie
este necesar in organism, inflamatia fiind implicata in diferite functii fiziologice, acest efect
si relevanta sa trebuie sa fie investigate In continuare.

Citokine precum TGF-B, IL-1a si IL-6 sunt exprimate constitutiv de epiteliul
intestinal si pot juca un rol in influxul bazal al celulelor imune in mucoasd, in cresterea
celulelor epiteliale si in homeostazie (Stadnyk, 1994). Alte citokine precum IL-8, IL-1p si
TNF-a sunt, de asemenea exprimate de celulele epiteliale normale si sunt mult crescute in
raspuns la infectia microbiana (Jung si col., 1995; Lallés si col., 2004). Expresia locald a
ARNM IL-1, IL-6 si TNF-a a fost larg documentatd dupa o infectie bacteriand sau virala la
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porci (Fossum, 1998; Murtaugh si col., 1996). Tn studiul nostru, TNF-a a fost intens exprimat
la LM. Procesul de inflamatie este autolimitat deoarece productia de citokine pro-inflamatorii
este urmata aproape imediat de productia de citokine antiinflamatorii precum IL-10 si IL-13
(Philpott si Ferguson, 2004). Expresiile ARNm TNF-a si NF-xB reactioneaza in mod
comparabil in majoritatea tesuturilor si organe. TNFa este o citokind puternicd produsad de
multe tipuri de celule, inclusiv macrofage, limfocite, fibroblaste si keratinocite , ca raspuns la
inflamatii, infectii, leziuni si alte provocari de mediu (Baud si Karin, 2001). Expunerea
celulelor la TNF-a poate duce la activarea unei cascade de caspaze care duce la apoptoza
(Chang si Yang, 2000). TNF-a determina activarea a doi factori de transcriptie majori, AP-1
si NF-kB, care la randul lor, induc gene implicate in raspunsurile inflamatorii cronice si acute
(Barnes si Karin, 1997; Shaulian si Karin, 2001).

De remarcat, aceste gene sunt reglementate de factorul nuclear kB (NF-«xB),
regulatorul principal al inflamatiei (Barnes si Karin, 1997; Li si Verma, 2002; Rogler si col.,
1998). Mai multe studii in vitro sau in vivo, efectuate in principal pe modele rozatoare cu
colitd acutd sau cronica, au ardtat deja cd polifenolii alimentari sunt capabili sd actioneze
antiinflamator prin inhibarea transactivarii NF-kB (Biesalski, 2007; Gessner si col., 2013;
Rahman si col., 2006; Romier si col., 2009). NF-«B este principalul regulator transcriptional
cheie al multor citokine proinflamatorii (Baldwin Jr, 1996; Ghosh si Karin, 2002). Cu toate
acestea, activarea NFkB promoveaza si proliferarea celulara (Guttridge si col., 1999; Hinz si
col., 1999) si protejeaza impotriva apoptozei (Beg si Baltimore, 1996; Van Antwerp si col.,
1996).

La mamifere, familia NF-xB cuprinde cinci proteine, inclusiv p65 (RelA), RelB, c-
Rel, p105/p50 (NF-«xB 1) si p100/p52 (NF-xB 2), care se asociaza intre ele pentru a forma
complexe homo- si heterodimerice distincte din punct de vedere transcriptional,
heterodimerul p65:p50 este cel mai abundent si cel mai relevant pentru inflamatie (Li and
Verma, 2002). Tn celulele in repaus, heterodimerul p65:p50 NF-kB este sechestrat in
citoplasmd prin legarea de proteina sa inhibitoare, IkappaB (IkB). Ca raspuns la un stimul
inflamator, cum ar fi LPS, calea clasicd de activare a NF-xB duce la activarea kinazei IxB
(TkkB), un membru al complexului IKK, declansand fosforilarea IxkB -a (pIkB-a) (Hayden si
col., 2006). Apoi, plkB-a este recunoscuta de ubiquitin ligaza, rezultand in poliubiquitinarea
sa si degradarea proteasomala ulterioara. Dupa degradarea plkB-a, heterodimerii p65:p50 sunt
capabili sa se transloce In nucleu, unde se leaga de kB care se gaseste 1n regiunile promotoare
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sau amplificatoare ale multor gene proinflamatorii pentru a le induce expresia (TNF-a, IL-6,
IL-1a) (Barnes si Karin, 1997; Collins si col., 1995; Hayden si col., 2006; Saha si col., 2007).

NF-kB intestinal a fost considerat mult timp ca este asociat in mod specific cu tesutul
limfoid asociat intestinului. Cu toate acestea, s-a stabilit in prezent ca NF-kB este prezent si
in celulele epiteliale intestinale, care sunt principala componentd celulara a mucoasei
intestinale, si cd NF-«B epitelial este esential pentru mentinerea functiei si integritatii barierei
epiteliale intestinale prin reglarea in sus a genelor implicate in apararea antimicrobiana si
atenuarea stresului oxidativ (Ben-Neriah si Schmidt-Supprian, 2007). O activare exagerata a

NF-kB in intestinului duce la inflamatie intestinald, deteriorarea tesuturilor, cresterea

Date fiind efectele nefavorabile ale inflamatiei intestinale prin atrofierea vilozitatilor,
perturbarea capacitatii digestive a intestinului si a ratelor de crestere ale animalelor
(McCracken si col., 1999), controlul inflamatiei intestinale determinate de NF-kB este o
abordare rezonabild pentru prevenirea tulburarilor intestinale $i mentinerea caracteristicilor
de performanta ale animalelor de ferma. De exemplu, extractele de cacao sau flavonoidele
singure (catechin, epicatechin) au scdzut productia de citokine inflamatorii TNF-a, IL-8, IL-
6, MCP-1 in macrofagele stimulate si in celulele sanguine intregi (Pérez-Cano si col., 2013);
resveratrolul, un polifenol activ prezent in struguri, a exercitat un efect chimioprotector asupra
carcinogenezei hepatice la sobolani prin scaderea citokinelor proinflamatorii (Mbimba si col.,
2012). Polifenolii din ceaiul verde, de asemenea reduc productia de citokine inflamatorii
(TNF-a, IL-6, IL-1p) si inhiba calea de semnalizare TLR4 (Li si col., 2020). Cho si col., (2013)
au sugerat ca reglarea in jos a NF-kB, factorul de semnalizare a transcriptiei, care activeaza
transcrierea genelor care codifica citokinele proinflamatorii (Pérez-Cano si col., 2013) poate
fi unul dintre mecanismele prin care compusii bioactivi din struguri isi produc efectele in ficat
(Cho si col., 2013). Mai mult, alte studii au demonstrat cd mecanismul inhibitor produs de
compusii din struguri a inhibat intreaga cascada inflamatorie, inclusiv MAPK 1n citoplasma
si NF-kB in nucleu (Chuang si col., 2011; Fraga si Oteiza, 2011; Park si col., 2012; Rahman
si col., 2006). Rezultatele lui Taranu si col., (2017) arata ca extractul din samburi de struguri
a redus expresia geneticd a NF-kB si a genelor tinta ale acesteia (citokine proinflamatorii,
COX2, iNOS si eNOS), iar testul de imunotranslatie a validat inhibarea translocarii NF-xB,
forma nucleara fiind cea mai redusa. Este de presupus ca acest rezultat ar putea fi, de asemenea,

o0 actiune sinergica cu celelalte substante fitochimice din samburii de struguri, cum ar fi PUFA,
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cunoscute pentru un efect antiinflamator (Farmer si col., 2010; Hur si col., 2012; Taranu si
col., 2014; Zhan si col., 2009) prin afectarea starii de fosforilare a receptorilor nucleari (Eder
si col., 2002; Umezawa si col., 2000; Xu si col., 2006).

Desi un efect inhibitor direct al polifenolilor asupra activitatii NF-xB a fost bine
stabilit, este posibil ca efectele antiinflamatorii observate in acest studiu sa se datoreze, cel
putin partial, efectelor antimicrobiene ale produselor vegetale bogate in polifenoli. Faptul ca
efectele antiinflamatorii au fost observate nu numai in duoden, ci si in jejun, ileon si cecum
indica faptul ca componentele active ale produselor vegetale bogate in polifenoli nu au fost
complet absorbite sau degradate in partea anterioara a intestinului subtire, dar au fost cel putin
partial disponibile si active in partile posterioare ale intestinului. S-a demonstrat ca bacteriile
asociate mucoaselor pot declansa transcrierea genelor proinflamatorii prin invadarea celulelor
epiteliale, interactiunea cu receptori specifici sau prin inhibarea sau activarea directd a
activitatii transcriptionale NF-«kB (Kelly si col., 2004; Lakhdari si col., 2011; Ohkusa si col.,
2009). Indiferent de modul exact de actiune al inhibarii NF-«xB, studiul de fata confirma
conceptul conform caruia polifenolii alimentari ar putea oferi o strategie alimentard utila
pentru inhibarea inflamatiei 1n intestinul porcinelor.

Celulele dendritice (DC) sunt cele mai puternice celule prezentatoare de antigen
(APC) localizate in tesuturi precum pielea si membranele mucoase si joaca un rol esential in
activarea raspunsurilor imune dependente de celulele T (Banchereau si Steinman, 1998). DC
preiau antigenii exogeni, 1i transforma in peptide imunogene si exprima aceste peptide pentru
a le prezenta pe complexul de histocompatibilitate (MHC) clasa II pentru a initia raspunsuri
imune. De asemenea, S-a postulat ca DC sunt importante pentru inducerea tolerantei
imunologice (Shortman si Heath, 2001).

Recent s-a subliniat faptul cd factorii dietetici ar putea contribui la prevenirea si
tratarea bolilor alergice. Au fost demonstrate efectele antialergice ale probioticelor,
prebioticelor si ale polifenolilor alimentari (Johannsen si Prescott, 2009; Rozy si col., 2012;
Singh si col., 2011). Akiyama si col., (2005) au raportat ca extractul de polifenoli din mar
inhiba dezvoltarea alergiilor alimentare in modele murine. Se presupune ca polifenoli din mar
are un efect supresiv direct asupra prezentdrii antigenului de catre APC, cum ar fi DC prin
inhibarea expresiei la suprafata celulara a MHC-II si a moleculelor costimulatoare, ceea ce
duce la o prezentare ineficientd a antigenului, si exercitd un efect antialergic. Rezultate
asemanatoare s-au obtinut si in acest experint unde compusii bioactivi din tescovind de
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struguri au reglat in jos expresia IHC a lui MHC-I1I de-a lungul experimntului. Cea mai slaba
colorare este obtinuta la LE3 care a primit in furaj 10g/kg pudra de tescovina. De asemenea,
galatul de epigalocatechind induce apoptoza si afecteaza fenotipul al DC in curs de dezvoltare.
Moleculele care sunt esentiale pentru prezentarea antigenului de catre DCs, cum ar fi cum ar
fi CD83, CDllc, CD80, si complexul major de histocompatibilitate MHC-II, sunt
reglementate 1n jos de galatul de epigalocatechind, sugerdnd o actiune imunosupresoare
(Yoneyama si col., 2008). Alti polifenoli precum curcumind, quercetind, apigenina, silibinina
si polifenoli de mure provoaca inhibarea maturarii CD derivate din maduva osoasa murina si
a expresiei moleculelor MHC, reducerea absorbtiei antigenului si scaderea secretiei de
citokine pro-inflamatorii interleukinele IL-1, IL-2, IL-12, IL-6 (Gupta si col., 2014; Huang si
col., 2010; Lee si col., 2007; Yoon si col., 2006). Un studiu efectuat pe un model animal a
aratat cd administrarea de fisetind (50 mg/kg) a scazut migratia DC si capacitatea de alo-
stimulare a DC (Liu si col., 2010). Tn contextul imunomodulator al DCs, quercetina a fost
capabila sa inhibe activarea BMDCs indusa de LPS prin scaderea expresiei moleculelor de
adeziune si costimulatoare (CD40, CD80, CD86 si MHC-II) si productia de mediatori
proinflamatori (TNF-a, NO, IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-12p70, CCL2, CCL3, CCL4 si
CCL5) (Ho si col., 2017; Huang si col., 2010). Kaempferolul a fost capabil sd moduleze
raspunsul imun prin inhibarea maturdrii DC (Lin si col., 2011). Tn special, acest flavonoid
afecteaza expresia moleculelor de adeziune si costimulatoare (CD40, CD80, CD86 si MHC-
II), precum si productia mediatorilor proinflamatori (NO, TNF-a, IL-6, IL-12p70, CCL2,
CCL4 si CCL5) in DCS stimulate de LPS (Ho si col., 2017; Lin si col., 2011). Capacitatea
DCs de a promova activarea celulelor T specifice antigenului a fost, de asemenea, abrogata
de kaempferol (Lin si col., 2011). Resveratrolul (trans-3,5,40-trihidroxystilbene) este un
stiloen vegetal prezent in principal in vinul rosu, struguri si arahide. Acesta influenteaza
genele reglatoare ale ciclului celular prin modularea a numeroase tinte celulare, cum ar fi
activarea factorilor de transcriptie, inhibarea proteinelor kinazelor, suprimarea genelor
antiapoptotice si a produselor angiogenice si reglarea in jos a biomoleculelor inflamatorii
(Svajger si col., 2010). Resveratrolul a fost identificat ca afectand diferentierea DC umane
din monocite, cu un potential puternic de actiune de reglementare (Dzik, 2000).

Cu toate acestea, descoperirea recentd a lui Gessner si col., (2016) a aratat ca
semintele de struguri si extractul de tescovind de struguri nu au avut niciun efect sau au avut
un efect redus asupra expresiei genelor implicate in inflamatie, citoprotectie si metabolismul
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xenobiotic la purcei. O explicatie ar putea fi faptul ca studiul lui Gessner a utilizat animale
sdnatoase, in timp ce efectul antiinflamator al compusilor din struguri a fost observat in
principal la animalele provocate de tratamente proinflamatorii si pro-oxidative (Gessner si
col., 2017). Efectul antiinflamator constatat in studiul nostru s-ar putea datora faptului ca
animalele se aflau in faza de Ingrésare (porci in varsta de 180 de zile) si este bine stabilit faptul
ca obezitatea implicd o componenta inflamatorie. Ficatul obez ar putea fi mai sensibil la
efectul polifenolilor.

TBARS-MDA este principalul produs secundar al peroxidarii lipidelor, iar studiile
anterioare au raportat ca antioxidantii (flavonoide, fenoli, PUFA) din extractele de struguri
sau din subprodusele din struguri sunt capabili sa controleze si sa diminueze nivelul TBARS
prin capacitatea lor de a capta radicalii liberi (Giribabu si col., 2015; Goutzourelas si col.,
2014). La porci, studiul lui Zhang si col., (2014) s-a aratat ca suplimentarea dietei cu o
combinatie de extracte de plante, inclusiv seminte de struguri (2 g/kg), a fost eficientd in
reducerea formarii de TBARS in plasma purceilor intarcati, dar fard efect asupra capacitatii
antioxidante totale. Tn studiul lui Gessner si col., (2013), semintele de struguri si tescovina de
struguri nu au influentat concentratia de TBARS in plasma si ficatul purceilor si nici
capacitatea antioxidanta din plasma. In lucrarea lui Taranu si col., (2018), TBARS-MDA si
capacitatea antioxidanta in ficatul porcilor hraniti cu dieta din sémnuri de struguri, nu au fost
diferite in comparatie cu porcii de control. Din mai multe studii efectuate pana in prezent,
(Gessner si col., 2013), au concluzionat ca polifenolii vegetali au un efect mai redus asupra
scdzute, prin urmare, concentratia plasmaticd si tisulard scazuta. In schimb, acestea
imbunatatesc starea antioxidanta sistemica si nivelurile de ROS la animalele stresate prin
actiunea lor antiinflamatorie sistemica (Hou si col., 2014; Wang si col., 2008). Enzimele
antioxidante endogene SOD, GPx si CAT sunt principalii parametri implicati in apararea
celulara impotriva radicalilor liberi (Cui si col., 2014; Rhosi Kim, 2006). Numeroase studii
au ilustrat capacitatea polifenolilor si a altor compusi bioactivi de a spori expresia genetica si
activitatea acestor enzime (Cheng si col., 2013; Hao si col., 2015) prin activarea Nrf2 (nuclear
factor-erythroid 2-related factor-2), un factor de transcriptie sensibil la redox care moduleaza
sistemul de apérare antioxidanta prin legarea la ARE (elemente de raspuns antioxidant) si prin

inducerea rapida a enzimelor antioxidante (Gessner si col., 2013; Niture si col., 2010).
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Calea Nrf2 este un punct fierbinte in domeniul cercetarii antioxidante in ultimii ani.
Directionarea semnalizarii Nrf2-stres antioxidant este o strategie ideald pentru prevenirea sau
tratarea bolilor legate de stresul oxidativ (Cuadrado si col., 2014; Taguchi si col., 2011; Yang
si col., 2013). In plus, a fost dovedit de un numar mare de studii ci unele extracte de plante ar
putea fi potentiali inductori ai caii Keapl-Nrf2 (Chen si col., 2014; Pall si Levine, 2015;
Pandey si Tripathi, 2010; Sohel si col., 2018; Xiao si col., 2013; Zhai si col., 2013). Calea
Nrf2 este esentiala pentru reglarea starii intracelulare de reducere/oxidare (REDOX) (Chen si
col., 2006). in conditii fiziologice normale, Nrf2 este ancorata in citoplasmi prin legarea de
Keapl, care este atasata la citoscheletul de actina, pentru a mentine enzima citoprotectoare si
antioxidantii la nivelurile de expresie de baza si celulele intr-o stare stabild. Atunci cand
productia de radicali liberi este crescuta, Keapl este transformat in tiol Keap1 si/sau Nrf2 este
fosforilat de protein kinaza si eliberat din Keapl si translocat in nucleu, activand astfel
expresia enzimelor antioxidante (Kaspar si col., 2009; Wen si col., 2019). Aceasta inseamna
ca Nrf2 activat poate proteja celulele impotriva oxidantilor (Ma, 2013).

Diverse studii arata ca polifenolii au potentialul de a activa Nrf2 si, la randul lor, de
a creste expresia mai multor gene antioxidative si citoprotectoare in intestinul subtire (Cheng
si col., 2013; Scapagnini si col., 2011). Majoritatea flavonoidelor sunt slab absorbite prin
bariera intestinala (Scalbert si col., 2002), astfel incat intestinul este locul principal al apararii
antioxidante oferite de flavonoide (Halliwell si col., 2000). Factorul 2 legat de NF-E2 (Nrf2)
este un factor cheie in raspunsul la stresul oxidativ si extrem de exprimat in tractul
gastrointestinal. Acesta joacad un rol important in medierea stresului oxidativ in intestinul
subtire si in stomac (Cuadrado si col., 2014; Yang si col., 2013). Daca Nrf2 este dezactivat
sau absent, nivelul de expresie al enzimelor antioxidante din aval este redus, iar toxicitatea
stresului oxidativ nu poate rezista, ceea ce duce la disfunctii celulare, apoptoza sau necroza.
Cu toate acestea, exista studii care aratd ca polifenolii derivati din diferite deseuri exercitd un
efect inhibitor asupra enzimelor antioxidante (Bobek si col., 1998), care pare sa fie dependent
de doza. O dozd mare de polifenoli din ceaiul verde a redus expresia enzimelor antioxidante,
in timp ce dozele mici si medii au crescut-o (Inoue si col., 2013). Acest rezultat este obtinut
si de noi Tn acest experiment. Expresia IHC a lui Nrf2 a fost cea mai mare la doza de 10g/kg
tescovina in furaj, doza de 1g/kg avand rezultate asemanatoare cu LM iar dozele de 5g/kg si

15g/kg fiind inferioare si avand o expresie IHC moderata.
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8.4. Concluzii partiale

In concluzie, studiul de fati arati ci administrarea orald a pudrei de tescovini de
struguri negri, bogata in polifenoli suprima expresia markerilor pro-inflamatori 11-1p, TNF-a
si MCH-II in intestinul subtire si cecumul porcilor si, astfel, ar putea oferi o strategie dietetica
utild pentru a inhiba inflamatia intestinala care apare frecvent la porci. De asemenea, tescovina
de struguri negri a reglat pozitiv balansul redox intre p65 si Nrf2. Intensitatea colorarii IHC a
markerilor pro-inflamatorii si a p65 a fost cea mai slaba la doza de 10g/kg pudra de tescovina
de struguri addugata in furaj. Cea mai intensa colorare IHC a lui Nrf2 a fost la LE3 (10g/kg),

sustinand puterea antioxidanta a polifenolilor din tescovina de struguri.
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9. CERCETARI PRIVIND EVOLUTIA PARAMETRILOR
PERFORMANTEI DE CRESTERE A PORCILOR HRANITI CU O
DIETA SUPLIMENTATA CU TESCOVINA DE STRUGURI NEGRI

STUDIES ON THE DEVELOPMENT OF GROWTH PERFORMANCE
PARAMETERS IN PIGS FED A DIET SUPPLEMENTED WITH
BLACK GRAPE TESCOVIN

Suplimentele pe baza de plante si metabolitii lor secundari sunt promotori de crestere
naturali alternativi care sunt utilizati pe scard largd in cresterea animalelor (Hashemi si
Davoodi, 2011). incorporarea acestor surse in dieta animalelor necesita o evaluare a efectelor
si testarea rezultatelor lor, pozitive sau negative, asupra productiei. Obiectivul acestui capitol
este de a urmari evolutia performantei de crestere a porcilor unde sunt calculati si evaluati
urmatorii parametri de crestere: greutatea corporala initiald, greutatea corporala finala, aportul
zilnic de hrand (ADFI), cresterea zilnica a greutitii corporale (ADG) si rata de conversie a

hranei (FCR) la doze crescande de tescovind: 1g, 5g, 10g si 15g in 100 kg furaj.

9.1. Material si metoda

Calculele pentru performanta de crestere au fost efectuate utilizdnd pachetul Excel
Microsoft Office. Aportul zilnic de hrana (ADFI), cresterea zilnica a greutatii corporale (ADG)
si rata de conversie a hranei (FCR) la fiecare lot experimental in parte au fost calculate cu
ajutorul formulelor matematice. Rezultatele au fost exprimate ca medie + deviatie standard
(SEM). Pentru a evalua variatia datelor intre grupuri, s-a derulat ANOVA cu o singura cale.
Diferentele dintre medii au fost calculate cu ajutorul testului Duncan cu intervale multiple.

Un nivel semnificativ de 0,05 a fost utilizat.

9.2. Rezultate

Greutatea corporald, cresterea in greutate, aportul de hrana si rata de conversie a

hranei la diferite grupe dietetice sunt prezentate in Tabelul 9.1. Greutatea corporald initiala
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nu a diferit semnificativ dar greutatea corporala finald la LE2, LE3 si LE4 au fost semnificativ
mai mari fatd de LM (P < 0,05). LE3 a avut cea mai mare greutate finald, semificativ mai
mare fatd de LE1, LE2, LE3 si LE4 (P < 0,05), in schimb nu s-a intregistrat nicio diferenta
intre greutatile finale la LE1, LE2si LE3 (Figura 9.1.).

Tabel 9.1.
Efectele pudrei de tescovina de struguri negri asupra performantei de crestere la porcilor in
perioada de finisare

Table 9.1.
Effects of black grape tescovin powder on growth performance of finishing pigs
LM LE1 LE2 LE3 LE4
Greutate
85,09+0,11 | 8506+0,15 | 8508+0,10 | 8505+0,15 | 85,07 +0,09
initiala (kg)
Greutate 148,34 + 148,39 + 148,95 + 150,77 +
148,9 +0,02°
finala (kg) 0,21° 0,29 0,01° 0,182
ADFI (g) 2,68 +0,02¢ 2,74 +0,01° 2,75+0,01° 2,82 +£0,03* | 2,75+ 0,004
702,82 + 703,68 + 709,72 + 730,32 £ 709,26 +
ADG (g)
2,54° 10,56 1,42° 2,887 1,08
FCR (g/kg) 3,80 £0,02° 3,89+£0,07* | 3,88+0,02¢ | 3,86+ 0,05 3,88 +0,02°

Rezultatele sunt prezentate ca medie £ SD (n = 10/grup). a, b, ¢, d - In cadrul unei linii, valorile

care au acelasi indece superior indica o diferentd semnificativa (P < 0,05). ADFI (aportul zilnic de

hrand) , ADG (cresterea zilnica a greutdtii corporale) si FCR (rata de conversie a hranei)

Exista o crestere a aportului zilnic de hrand direct proportional cu dozele. LE3 a avut
un consum de hrand semnificativ mai mare in raport cu LM si restul loturilor experimnetale
(P <0,05). Nu exista diferentd semnificativa intre LE4 in raport cu LE1 si LE2 (Figura 9.1).

Adaosul zilnic a greutatii corporale a crescut semnificativ la LE2, LE3 si LE4 fatd de
LM (P <0,05). Intre LE1, LE2 si LE4 nu exista diferente semnificative. Cea mai mare crestere
a greutatii corporale a fost inregistratd la LE3, fiind semnificativ mai mare fata de restul
loturilor experimentale (P < 0,05) (Figura 9.1).

Rata de conversie a hranei a fost semnifcativ mai mare la loturile experimentale in
raport cu LM (P < 0,05). Nu s-a inregistrat nicio diferenta semnificativa intre LE1, LE2, LE3
si LE4 (Figura 9.1).
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Figura 9.1. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra performantei de crestere la porci. (A)

Greutatea finala, (B) ADFI = Aportul zilnic de hrana, (C) ADG = Cresterea zilnica de greutatii corporale si
(D) FCR = Rata de conversie a hranei. Valorile sunt medii + SEM, n = 10. Indecele superior in cadrul
fiecarui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor); LE1 (lot experimental 1); LE2 (lot
experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4)

Figure 9.1. Effects of black grape tescovine polyphenols on growth performance in pigs. (A) Final body weight,

(B) ADFI = Daily feed intake, (C) ADG = Daily body weight gain and (D) FCR = Feed conversion ratio.
Values are means + SEM, n = 10. Upper indices within each group mean significantly different (P < 0.05).
LM (control group); LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental group 2); LE3 (experimental group 3);

LE4 (experimental group 4)

9.3. Discutii

Stimulatorii de crestere au fost utilizati in productia de carne timp de mai multe
decenii pentru a creste parametrii precum cresterea zilnica in greutate si eficienta alimentara
(Al-Dobaib si Mousa, 2009; Dikeman, 2007; Hao si col., 2014). in plus, producatorii
avertizeazd in mod constant cu privire la esecul pietei ca urmare a adoptarii unor legi care
interzic utilizarea promotorilor de crestere traditionali, cum ar fi promotorii de crestere
antibiotici (AGP) si promotorii utilizati in etapele de finisare. Din cauza acestor factori,
cautarea de alternative la promotorii sintetici de crestere a Inceput cu mai multi ani in urma si
au fost propuse diverse alternative care oferd beneficii similare. Astfel, diverse alternative,
inclusiv suplimentarea dietei cu metaboliti vegetali secundari, denumiti aditivi furajeri

fitochimici, aditivi fitogenici pentru hrana animalelor, fitobiotice sau compusi vegetali si
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botanici (Kommera si col., 2006; Kumar si col., 2014; Vidanarachchi si col., 2005; Wenk,
2003; Windisch si col., 2008), au fost propuse. Initial, cercetatorii au inceput sd experimenteze
cu addugarea de extracte din plante, cum ar fi uleiurile esentiale, iar acum experimenteaza cu
adaugarea de compusi izolati. Utilizarea substantelor fitochimice in hrana animalelor este
acceptata de consumatori, deoarece medicamentele pe baza de plante au fost consumate de
oameni timp de secole.

In prezent, substantele fitochimice au fost propuse nu numai ca inlocuitor pentru
promotorii de crestere antibiotici ci i pentru alti compusi anabolici care sunt utilizati pentru
cresterea animalelor (Devi si col.,, 2015). Fitochimicele prezintd mai multe proprietati
biologice care le-au facut atractive pentru utilizarea ca promotori de crestere in productia
animald, inclusiv antimicrobiene, antioxidante, antistres si efecte nutrigenomice asupra
dezvoltarii imunitatii (Krause si col., 2005). Prin urmare, acesti compusi sunt o sursa varietata
de compusi cu diferite activitati biologice care au potentialul de a promova cresterea
productiei de animale.

Unii aditivi fitochimici sporesc gustul si palatabilitatea furajelor, ceea ce
imbunatateste consumul de furaje si performanta productiva (Bartos si col., 2016; Janz si col.,
2007). Acest rezultat poate fi legat de cu mai multe activitati biologice, cum ar fi efectele
antioxidante, anti-microbiene si de intensificare a aromei (Negi, 2012; Sultanbawa, 2011).
Janz si col., (2007) au constatat ca porcii prefera hrana suplimentata cu usturoi sau rozmarin
fata de hrana suplimentati cu oregano sau ghimbir. In plus, mai multe studii au au raportat o
scadere a consumului de hrand pentru animale ca urmare a nivelului ridicat de includere
(>1500 mg/kg) a aditivilor fitochimici aditivi furajeri si a proprietatilor intrinseci ale unor
mancaruri, cum ar fi un miros si o aroma puternice (Jugl-Chizzola si col., 2006; Yan si col.,
2011). Astfel, nivelurile ridicate de aditivi fitochimici utilizati in hrana animalelor furajere
trebuie evitate, Tn special Th cazul speciilor porcine, din cauza palatului lor sensibil (Madsen
si col., 1997). Cu toate acestea, studiile care testeazd aceste caracteristici sunt limitate, iar
presupunerea ca aditivii fitochimici Tmbunatitesc palatabilitatea furajelor nu a fost Inca
complet justificata.

Céteva studii au evaluat addugarea de aditivi fitochimici 1n toate fazele de productie
a porcului; majoritatea au evaluat suplimentarea doar in fazele initiale sau de finisare ale
alimentatiei intensive. Fitochimicele utilizate in aceastd specie sunt variate, dar constau
predominant In extracte de plante si ierburi si, mai rar, in compusi izolati, cum ar fi acid ferulic,
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resveratrol si fitoestrogeni. In acest sens, efectele pozitive asupra castigului zilnic in greutate,
aportul de hrana si conversia hranei au fost observate (Ahmed si col., 2013; Bartos si col.,
2016; Devi si col., 2015; Liu si col., 2008).

In experimentul de fata, greutatea finala, aportul de hrana zilnic, cit si cresterea
zilnica in greutate au fost semnificativ mai mari la loturile experimentale fata de lotul martor.
Acest fenomen s-a intamplat atunci cand in hrana porcilor aflati in perioada de finisare a fost
introdusa doza de 10g/kg (1%) pudra de tescovina de struguri negri. Convesia ratiei furajere
a fost semnificativ mai mica la 1% pudra de tescovina de struguri negri, ceea ce demonstreaza
faptul ca conversia furajelor in tesuturi este mai mare la aceastd doza.

Efectul Incorporarii n alimentatie a subproduselor din struguri asupra performantelor
de crestere a porcilor depinde in principal de stadiul de crestere al animalelor si de doza de
subprodus pe baza uscata. In general, concentratiile mai mici de subproduse din struguri au
avut mai putine efecte asupra performantelor de crestere, desi au depins de concentratiile
aplicate si de varsta animalului. De exemplu, luand in considerare animale cu greutati similare
(4,8-19,3 kg), porcii suplimentati cu 9% tescovina au avut o crestere a ADG in timpul tuturor
experimentelor, in timp ce cei suplimentati cu 5% nu au suferit nicio schimbare 1n ceea ce
priveste ADG. Purceii suplimentati cu 3% din subprodus si-au Imbunatatit performantele de
crescute (Yan si Kim, 2011). Pe langa diferentele dintre conditiile de testare, tratarea
prealabild a boabelor de struguri ar trebui sa fie luata in considerare, deoarece subprodusul
utilizat in studiul lui Yan si Kim (2011) a fost supus unui proces de fermentatie si, prin urmare,
continea un nivel ridicat de fenoli (62,1 g/mg). In plus, Kafantaris si col., (2018) au observat
ca 9% din reziduurile de struguri administrate purceilor timp de 30 de zile au crescut ADG,
fard a afecta consumul mediu zilnic de hrani si FCR. In perioada de crestere si finisare
Trombetta si col., (2019) nu au raportat niciun efect asupra ADG cu 3,5% si 7 % de tescovina
de struguri. In plus, suplimentarea cu 5% din fiina de in si 1% seminte de struguri nu a afectat
ADG si FCR, desi a crescut ADFI (Vlaicu si col., 2019). O lipsa de efect semnificativ al
extractului de seminte de struguri asupra acestor parametri a fost, de asemenea, observata
atunci cand purceii au fost hraniti cu 0,015% din subprodus (Rajkovic¢ si col., 2021). Cu toate
acestea, o dozd mare de subprodus din struguri ar putea sa nu fie intotdeauna influenta
performantele de crestere la porci, deoarece purceii ndscuti de la scroafe hranite cu tescovina
de struguri (25 % furaj) si hréniti cu aceeasi ratie Tnainte de intdrcare, nu au prezentat nicio
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diferenta in ceea ce priveste ADG si FCR (Tripura si col., 2021). Chiar daca rezultatele
obtinute de la un studiu la altul sunt variabile, cresterea ADG demonstrata in unele rapoarte

ar trebui subliniatd, deoarece este un efect promitator pentru productia animala.

9.4. Concluzii partiale

Pe baza observatiilor din acest studiu, addugarea diferitelor niveluri de pudra de
tescovina de struguri negri a avut un efect favorabvil asupra tuturor parametrilor testati. La
doza de 1% greutatea finald, ADFI si ADG au fost cele mai mari, in timp ce FCR a avut
valoarea cea mai scizuti. In concluzie, polifenolii din struguri adminitrati in concentratii mari
aduc beneficii purceilor aflati la inceputul perioadei de productie, iar dozele mai mici sunt
benefice pentru animalele aflate in ultima perioada a productiei, asa cum sunt porcii la finisat

din acest experiment.
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10.

11.

CONCLUZII GENERALE

La varsta de 180 de zile, porcii din rasa Pietrain au avut peretele jejunului si a ileonului
de doua mai groasid decit cel al duodenului datoritda aglomerarilor limfoepiteliale din
mucoasa si a foliculilor limfoizi din submucoasa.

Tn prima jumdtate a jejunului, plicae circularis sunt mai numeroase si cu o iniltime mai
mare, ca mai apoi sa scada in prima portiune a ileonului si sa dispara complet la capatul
distal a ileonului.

Iniltimea vilozitatilor urmeazi o curbd descendenti, incepand cu duodenul pani la ileon.
Adancimea criptelor intestinale este mai mica in ultima treime a ileonului si mai mare in
treimea anterioara a ileonului, in jejun si duoden.

Enterocitele prezintda un ciclu de viata care incepe la baza criptelor intestinale, se
matureaza si cresc in indltime odatd cu deplasarea lor spre apexul vilozitatilor, ca mai
apoi sa se desprinda din epiteliu.

Volumul celulelor caliciforme creste atat la nivelul glandelor Lieberkithn cét si in
epiteliul de la suprafata vilozitatilor incepand de la instestinului subtire si inaintand spre
colon.

Muschiul Bruke este foarte dezvoltat si este prezent panda in apexul vilozitatilor
intestinale.

Corelatiile intre morfoarhitectura intestinului subtire si functiile neuro-endocrin-imune
cresc eficienta productiva in cazul porcilor din rasa Pietrain.

In urma introducerii tescovinei de struguri negri in hrana porcilor, cea mai mare iniltime
a vilozitatilor duodenale s-a nregistrat la LE3 (1%) iar cele mai mici la LM. Dintre
loturile experimentale, indltimea vilozitatilor cu cea mai micad valoare a fost la LE1
(0,1%).

Valoarea adancimii criptelor din duoden in urma introducerii tescovinei de struguri negri
a fost 1n crestere de-a lungul loturilor experimentale, cu cea mai mare valore inregistrata
pentru LE3 (1%). Cea mai apropiatd valoare de cea a LM a fost pentru LE1.

Cea mai mare valoare inregistratd pentru raportul dintre indltimea vilozitatilor si
adancimea criptelor Tn duoden a fost la LE3 (1%), iar cel mai slab raport a fost la LE1

dintre loturile experimentale.
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Cea mai mare Tnaltime a vilozitatilor in jenun si ileon a fost la LE3 (1%), de asemenea si
adancimea criptelor intestinale si raportul dintre cele doua.

In cadrul jejunului si a ileonului, cele mai mici valori inregistrate pentru indicii
morfometrici (inaltime vilozitati, adancime cripte, raportul intre ele) au fost la LE1
(0,1%).

Cei mai mari limfonoduli din submucoasa jejunului si a ileonului au fost masurati in
submucoasa LE3.

La LE3, cecumul a avut cea mai buna morfoarhitectura a mucoasei (glande intestinale
lungi si numeroase celule secretoare de mucus) si cei mai numerosi limfonoduli in
submucoasa.

Tescovina de struguri negri, bogatd in polifenoli, suprima expresia markerilor pro-
inflamatori I1-1B, TNF-a si MCH-II in intestinul subtire si cecumul porcilor.

Expresia IHC pentru IL-1 a fost cea mai puternica la LE1 si LE2 in duoden; la LEI,
LE2 si LE4 1n jejun si la LE1 in cecum.

Cea mai slaba colorare IHC pentru IL-1f a fost la LE3 si LE4 1n ileon si la LE3 in cecum.
Expresia IHC pentru TNF-a a fost cea mai puternica la LM in toate sectiunile analizate
din tubul digestiv (duoden, jejun, ileon si cecum)

Cea mai slaba expresie IHC pentru TNF-a a fost la LE3 si LE4 in duoden si la LE3 in
jejun, ileon si cecum.

Expresia IHC pentru MHC-II a fost ce mai puternica la LE1 in jejun, ileon si cecum; si
cea mai slaba la LE3 si LE4 in duoden si doar la LE3 in jejun si cecum.

Tescovina de struguri negri a reglat pozitiv balansul redox intre p65 si Nrf2, sustinand
puterea antioxidanta a polifenolilor.

Expresia IHC pentru Nrf2 a fost cea mai puternica la LE3 in toate portiunile intestinale
examinate (duoden, jejun, ileon si cecum).

Cea mai slaba expresie IHC pentru Nrf2 a fost la LE1 in duoden, jejun si cecum.
Expresia IHC pentru p65 a fost cea mai puternica la LE1 1n jejun si cecum.

Expresia IHC pentru p65 a fost cea mai slaba la LE3 si LE4 in duoden si cecum, si doar
la LE3 in jejun.

Porcii hraniti cu 1g/kg tescovina de struguri negri timp de 3 luni au avut cele mai mici

valori pentru greutatea finala, ADFI si ADG; si cea mai mare rata de conversie a furajelor.



28. Porcii hraniti cu 10g/kg tescovina de struguri timp de 3 luni au avut cele mai mari valori
pentru greutatea initialda, DFFI si ADG. Tot LE3 a inregistrat cea mai buna rata de
conversie a furajelor.

29. Pentru un avantaj econimic in productia porcilor dar si pentru a asigura sanatatea
intestinald, in urma cercetarilor efectuate, se recomanda introducerea in hrana porcilor
aflati in perioada de finisare, cantitatea de 10g/kg tescovind de struguri negri pe o
perioada de 3 luni.

30. Datele rezultate din acest studiu alcatuiesc un punct clar si incurajator pentru
introducerea subproduselor din struguri, si in special a tescovinei, in dieta porcilor pentru
a modela morfostructura si raspunsul imunitar la nivel intestinal, dar si cu efect benefic

asupra parametrilor productivi.

Tot mai multe studii realizate pe porci sugereaza ca polifenolii vegetali sunt eficienti
in reducerea inflamatiilor locale si sistemice, aspecte esentiale in perioada de ingrasare a
speciilor monogastrice, contribuind astfel la Tmbunatatirea performantelor animalelor. Un
factor principal care explica cresterea eficientei alimentare in urma administrarii polifenolilor
vegetali este faptul cd inflamatia scade aportul de hrana, creste necesarul energetic si
determind modificari hormonale care favorizeazd un metabolism catabolic la animalele de
fermd. De asemenea, avidnd in vedere ca polifenolii sunt absorbiti slab in intestin si
interactioneazd cu microbiota intestinala (prin biotransformarea lor in metaboliti de citre
microbiota si influentarea acesteia de catre polifenoli), se poate considera cd un mecanism
esential al efectului lor antiinflamator este contributia la mentinerea unei microbiote
intestinale stabile si a sdndtatii intestinale. Aceste aspecte sunt corelate cu imbundtatirea
functiei de bariera intestinald si cu reducerea translocirii componentelor bacteriene si a

stimulilor prooxidativi 1n circulatie.
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GENERAL CONCLUSIONS

At 180 days of age, Pietrain pigs had the wall of the jejunum and ileum two thicker than
that of the duodenum due to lymphoepithelial agglomerations in the mucosa and
lymphoid follicles in the submucosa.

In the first half of the jejunum, the plicae circularis are more bulky and higher in height,
and then decrease in the first portion of the ileum and disappear completely at the distal
end of the ileum.

The height of the villi follows a descending curve from the duodenum to the ileum.

The depth of the intestinal crypts is less in the last third of the ileum and greater in the
anterior third of the ileum, jejunum and duodenum.

Enterocytes show a life cycle that starts at the base of the intestinal crypts, matures and
increases in height as it moves towards the apex of the villi, and then detaches from the
epithelium.

The volume of goblet cells increases both in the Lieberkiihn's glands and in the
epithelium at the surface of the villi starting from the small intestine and progressing to
the colon.

Bruke's muscle is highly developed and is present up to the apex of the intestinal villi.
Correlations between small intestine morphoarchitecture and neuro-endocrine-immune
functions increase productive efficiency in Pietrain pigs.

Following the introduction of black grape tescovine in pigs, the highest duodenal villous
height was recorded in LE3 (1%) and the lowest in LM. Among the experimental plots,
the lowest villous height was at LE1 (0.1%).

The value of the depth of the crypts in the duodenum following the introduction of black
grape tescovine was increasing throughout the experimental plots, with the highest value
recorded for LE3 (1%). The closest value to that of LM was for LE1.

The highest value recorded for the ratio of villous height to crypt depth in the duodenum
was in LE3 (1%), and the lowest ratio was in LE1 among the experimental groups.

The highest height of villi in the jejunum and ileum was in LE3 (1%), also the depth of

intestinal crypts and the ratio between the two.



13)

14)

15)

16)

17)

18)
19)

20)

21)

22)

23)

24)

25)

26)

27)

28)

29)

In jejunum and ileum, the lowest values recorded for the morphometric indices (height
of villi,, depth of crypts, ratio between them) were at LE1 (0.1%).

The largest lymph nodes in the submucosa of jejunum and ileum were measured in
submucosa LE3.

In LE3, the cecum had the best mucosal morphoarchitecture (long intestinal glands and
numerous mucus-secreting cells) and the most numerous lymph nodes in the submucosa.
Black grape tescovine, rich in polyphenols suppresses the expression of the pro-
inflammatory markers 11-1B, TNF-o.and MCH-II in the small intestine and cecum of pigs.
The IHC expression for IlI-1p was strongest in LE1 and LE2 in the duodenum; in LEI,
LE2 and LE4 in the jejunum and in LE1 in the cecum.

The weakest IHC staining for 1I-1B was at LE3 and LE4 in ileum and at LE3 in cecum.
IHC expression for TNF-a was strongest in LM in all analyzed sections of the digestive
tract (duodenum, jejunum, ileum and cecum)

The weakest IHC expression for TNF-o was at LE3 and LE4 in duodenum and at LE3 in
jejunum, ileum and cecum.

IHC expression for MHC-1I was strongest in LE1 in jejunum, ileum and cecum; and
weakest in LE3 and LE4 in duodenum and only in LE3 in jejunum and cecum.

Black grape tescovine positively regulated the redox balance between p65 and Nrf2,
supporting the antioxidant potency of polyphenols.

IHC expression for Nrf2 was strongest in LE3 in all intestinal portions examined
(duodenum, jejunum, ileum and cecum).

The weakest IHC expression for Nrf2 was at LE1 in duodenum, jejunum and cecum.
IHC expression for p65 was strongest at LE1 in jejunum and cecum.

IHC expression for p65 was weakest in LE3 and LE4 in duodenum and cecum, and only
in LE3 in jejunum.

Pigs fed 1g/kg black grape coprotein for 3 months had the lowest values for final weight,
ADFI and ADG; and the highest feed conversion ratio.

Pigs fed 10g/kg grape tescovin for 3 months had the highest values for initial weight,
ADFI and ADG. Also LE3 had the lowest (good) feed conversion ratio.

For an economical advantage in pig production but also to ensure intestinal health, it is
recommended that 10g/kg of black grape tescovin should be fed to finishing pigs for 3
months.
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30) The data resulting from this study make a clear and encouraging point for the introduction
of grape by-products, and in particular tescovine, into the diet of pigs to model the
intestinal morphostructure and immune response, but also with a beneficial effect on

production parameters.

A growing body of evidence from studies in pigs suggests that plant polyphenols may
help to reduce both local and systemic inflammatory status, which is particularly relevant
during the terminal phase in monogastric animals, thereby improving animal performance.
Inflammation reduces feed intake, increases energy requirements for fever production and
induces several hormonal changes that shift the metabolism of farm animals to a more
catabolic state, which is the main reason for improvements in animal performance, such as
increased gain-to-feed ratio in response to plant polyphenols. It can be suggested that a main
mechanism behind the anti-inflammatory effect of polyphenols is their role in contributing to
a stable gut microbiota and gut health, both of which are associated with improved gut barrier
function and reduced translocation of bacterial components and pro-oxidative stimuli into the
circulation, given the generally poor absorption of polyphenols from the gut and the mutual
interaction between polyphenols and the gut microbiota (biotransformation of polyphenols to

metabolites by the microbiota and modulation of the microbiota by polyphenols).
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ANEXA 1. LISTA ABREVIERILOR

ANNEX 1. LIST OF ABBREVIATIONS

ABTS= 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina) 6-acid sulfonic

ADFI= aportul zilnic de hrand/ daily feed intake

ADG= castigul mediu zilnic / average daily gain

APC= celule prezentatoare de antigen / antigen-presenting cells

ARNmM= acidul ribonucleic mesager / messenger ribonucleic acid

CCK= colecistochinina / cholecystokinin

CD= cecule dendritice / dendritic cells

DAMP= modelele moleculare asociate daunelor / pathogen-derived molecular models
DPPH= 1,1-difenil-2-picrilhidrazil

Da= daltoni

FAE= epiteliul asociat foliculilor / follicle-associated epithelium

FCR= rata de conversie a furajelor / feed conversion ratio

FRAP= putere antioxidanta reducatoare ferica / ferric reducing antioxidant power
G=gram/ gram

GAE= echivalenti acid galic / gallic acid equivalents

GALT= tesutul limfoid asociat mucoasei din intestinului / mucosa-associated lymphoid tissue in the
gut

GEP= sistemul endocrin gastroenteropancreatic / gastroenteropancreatic endocrine system
GS= seminte de struguri / grape seed

GSE= extract din seminte de struguri / grape seed extract

HE= coloratie hematoxilina eozind / hematoxylin and eosin stain

HEV= venule cu endoteliu Tnalt / veins with high endothelium

IEL= limfocitelor intraepiteliale / intraepithelial lymphocytes

IFN-y= Interferonul gama / gamma interferon

IL-17= interleukina 17 / interleukin 17

IL-1p= interleukina 1beta / interleukin 1beta

IL-2= interleukina 2 / interleukin 2

IL-4= interleukina 4 / interleukin 4

IL-5= interleukina 5 / interleukin 5

IL-6= interleukina 6 / interleukin 6

IgA= imunoglobulina A/ immunoglobulin A

Kg= kilograme/ kilograme
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LE1= lot experimnetl 1/ experimental group 1

LE2= lot experimental 2 / experimental group 2

LE3= lot experimental 3 / experimental group 3

LE4= lot experimental 4 / experimental group 4

LM= lot martor / control group

LPS= lipopolizaharide / lipopolysaccharide

MALT= tesut limfoid asociat mucoasei / mucosa-associated lymphoid tissue

MAMP= model molecular asociat microbilor / molecular pattern associated with microbes
MCH-I1= complexul major de histocompatibilitate clasa Il / class 1l of major histocompatibility
complex

NF-kB= factorul nuclear kappa-light-chain-enhancer al limfocitelor B activate / nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells

NK= celulele natural killer / natural killer cells

Nrf2= factorul nuclear 2 legat de eritroida 2 / nuclear factor erythroid 2-related factor 2
PAMP= modele moleculare derivate din agentii patogeni

PAS= coloratie Periodic acid—Schiff / Periodic acid—Schiff stain

PP= placi Peyer / Peyer's patches

PRR= receptorilor de recunoastere a patogenului / pathogen recognition receptors

RE= echivalenti rutina / routine equivalents

RWPD= tescovina din struguri rosii/ tescovine from red grapes

SD= abatere standard/ standard deviation

TE= echivalenti Trolox / Trolox equivalents

TFC= Continut total de flavonoide / total flavonoid content

TLR=receptorii de tip toll-like / toll-like receptors

TNF-0= factorul de necroza tumorala alfa / tumor necrosis factor alfa

TPC= continut total de fenoli / total phenol content

Th= limfocite T helper

iIPP= placile Peyer din ileon / Peyer's ileum Peyer's patches

jejPP= placile Peyer din jejun/ Peyer's jejunal Peyer's patches

plgA= imunoglobulina A secretoare / secretory immunoglobulin A
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ANEXA 2. LISTA FIGURILOR

ANNEX 2. LIST OF FIGURES

Figura .6.1. Duoden de porc din rasa Pietrain in varsta de 180 zile. (A) Vilozitatile intestinale, lamina propria,
glandele Lieberkiihn si imppreund cu muscularis mucosae alcatuiesc mucoasa duodenului. Sunt
observate glandele Briinner in submucoasa, formate in principal din celule mucoase. (B) vilozitatile
duodenale sunt alcatuite dintr-un ax central de tesut conjunctiv si un epiteliu prismatic cu platou striat
de acoperire. Iniltimea enterocitelor variazi de la 29-30pum in varful vilozitatii la 17-18um la baza
vilozitatilor. Coloratie HEx100 (A, B) (Original) / Figure 6.1. Duodenum of 180-day-old Pietrain pigs.
(A) Intestinal villi, lamina propria, Lieberkihn glands and muscularis mucosae make up the mucosa of
the duodenum. Briinner's glands are seen in the submucosa, consisting mainly of mucous cells. (B) The
duodenal villi consist of a central axis of connective tissue and a prismatic epithelium with a striated
plate serving as a covering. The height of the enterocytes ranges from 29-30um at the apex of the villi
to 17-18um at the base of the villi. HEx100 staining (A, B) (Original) ........ccocceevveeviinieeniieenieennen. 68

Figura 6. 2. Duoden de porc din rasa Pietrain in varstd de 180 zile. (A) Indltimea enterocitelor de la baza
vilozitatilor intestinale cu o medie de aproximativ 23um. (B) in jurul glandelor Lieberkiihn se poate
observa o infiltratie limfo-plasmocitard cu numeroase limfocite si plasmocite dar si euzinofile si
mastocite. Coloratie HEx400 (A); Coloratie PASx400 (B) (Original) / Figure 6. 2. Duodenum of 180-
day-old Pietrain pigs. (A) Height of enterocytes at the base of the intestinal villi averaging
approximately 23um. (B) A lymphoplasmacytic infiltration can be seen around the Lieberkiihn glands
with numerous lymphocytes and plasma cells but also eosinophils and mast cells. HEx400 staining (A);
PASX400 staining (B) (OrigiNal).......c.oeocuiiiiierir ettt este et esee et sre e ve e reessreesaeesseesssaessneens 69

Figura 6.3. Duoden de porc din rasa Pietrain in varsta de 180 zile. (A) Iniltimea enterocitelor din varful
vilozitatilor este de aproximativ 30um. Platoul striat din cadrul epiteliului de acoperire intestinald este
PAS pozitiv si mult mai gros incepand cu treimea mijlocie pana in apexul vilozitatii. (B) Muschiu
Bruke poate fi observat pana in varful vilozitatii duodenale. Enterocitele sunt detasate de membrana
bazald a epiteliului. Coloratie PASx1000 (A, B) (Original) / Figure 6.3. Duodenum of 180-day-old
Pietrain pigs. (A) The height of the enterocytes at the tip of the villi is approximately 30um. Microvilli
of enterocytes are PAS positive and much thicker from the middle third to the apex of the villi. (B)
Bruke's muscle can be seen up to the apex of the duodenal villi. Enterocytes are detached from the
basement membrane of the epithelium. PASx1000 staining (A, B) (Original) .........cccccevvveveenennene 70

Figura 6.4. Jejun de porc din rasa Pietrain in vérstd de 180 zile. (A) Structura histologica a mucoasei.
Vilozitatile sunt inalte, glandele Lieberkiihn au o lungime cuprinséd intre 380-604pm, muscularis
mucosae este intreruptd din loc in loc de aglomerari limfoide localizate in submucoasa. (B) si (C)
Strcutura histologicd a submucoasei. Placile Peyer sunt alcatuite din limfonoduli mari inconjurati de
infiltratii limfoide difuze. Grosimea totald a submucoasei si mucoasei este cuprinsad intre 1473 um si
1911um. Coloratie HEX100 (A,B), PASx1000 (C) (Original) / Figure 6.4. Pietrain pig jejunum at 180
days of age. (A) Histologic structure of the mucosa. The villi are high, the Lieberkihn glands are
between 380-604um in length, the muscularis mucosae is interrupted from place to place by lymphoid
agglomerations localized in the submucosa. (B) and (C) Histologic outline of the submucosa. Peyer's
patches consist of large lymph nodes surrounded by diffuse lymphoid infiltrates. The total thickness of
the submucosa and mucosa ranges from 1473 pum to 1911um. HEx100 staining (A,B), PASx1000 (C)
(@ T LT L) OSSOSO 72

Figura 6.5. lleon de porc din rasa Pietrain in varstd de 180 zile. (A) Numerosi limfonoduli localizati in
submucoasd. (B) si (C) Structura histologica a mucoasei. Vilozitdtile intestinale sunt inalte de 125-
167um, glandele Lieberkiihn sunt lungi de 347-563um, muscularis mucosae are grosimea 64-80um si
este intreruptd de limfonoduli mari cu infiltratie limfoida difuza. Coloratie HEx100 (A,B), PASx1000
(C) (Original) / Figure 6.5. Pietrain pig ileum at 180 days of age. (A) Numerous lymph nodes localized
in the submucosa. (B) and (C) Histologic structure of the mucosa. Intestinal villi are 125-167um high,
Lieberkiihn's glands are 347-563pum long, muscularis mucosae is 64-80um thick and is interrupted by
large lymphnoduli with diffuse lymphoid lymphoid infiltration. HEx100 staining (A,B), PASx1000 (C)
(@ T LT SRS 73
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Figura 7.1. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot martor. (A) Aspect general al peretelui duodenal (mucoasa,

submucoasd si musculoasd). (B) Epiteliul de la suprafata vilozitatii este desprins. (C) Infiltratie
limfoplasmocitard periglandulard in mucoasa. Coloratie HEx100 (A, C), HEx400 (B) (Original) /
Figure 7.1. Duodenum of Pietrain pig. Control group. (A) General appearance of the duodenal wall
(mucosa, submucosa and muscularis). (B) The epithelium at the surface of the villous is detached. (C)
Periglandular lymphoplasmacytic lymphocytic infiltration in the mucosa. Staining HEx100 (A, C),
HEXA400 (B) (OFIGINAL)......eeiteeiieieitiee ettt ettt st sbe bt st sae e b e saeennes 81

Figura 7.2. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra morfologiei duodenului. (A)

inaltimea vilozitatilor intestinale, (B) adancimea criptelor intestinale, (C) raportul dintre iniltimea
vilozitatilor intestinale si adancimea criptelor, toate masurate (um) in fiecare grup. Valorile sunt medii
+ SEM, n = 10. Indecele superior Tn cadrul fiecarui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM
(lot martor); LE1 (lot experimental 1); LE2 (lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot
experimental 4) / Figure 7.2. Effects of black grape tescovine polyphenols on duodenal morphology.
(A) Intestinal villous height, (B) intestinal crypt depth, (C) ratio of intestinal villous height to crypt
depth, all measured (um) in each group. Values are means = SEM, n = 10. Upper indecis within each
group means significantly different (P < 0.05). LM (control group); LE1 (experimental group 1); LE2
(experimental group 2); LE3 (experimental group 3); LE4 (experimental group 4).......ccccccvevvvvevenne 82

Figura 7.3. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 1. (A, C) Aspect general al mucoasei si

submucoasei duodenale. Este observata o infiltratie limfoepiteliala in lamina propria a mucoasei. (B)
Glande tubuloase simple alcatuiesc stratul glandular a mucoasei. Coloratie HEx100 (A, C), HEx400
(B) (Original) / Figure 7.3. Duodenum of Pietrain pig. Experimental group 1. (A, C) General
appearance of the duodenal mucosa and submucosa. Lymphoepithelial infiltration is seen in the lamina
propria of the mucosa. (B) Simple tubular glands make up the glandular layer of the mucosa. Staining
HEX100 (A, C), HEX400 (B) (OFIGINal).....cccutiiiiieiieiieeiiesieesireesiteesieeeteesveesaeeseveessaeereeevaeseneens 83

Figura 7.4. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 2. (A) Vilozitate intestinald acoperitd cu un

epiteliu columnar cu platou striat. Sunt observate numeroase limfocite intraepiteliale. (B) Infiltratie
limfoepiteliald inre glandele Lieberkiihn. (C) Infiltratie limfoplasmocitara in mucoasa sub forma difuza
a dar si organizata sub forma de limfonoduli. Coloratie HEx400 (A, B), HEx100 (C) (Original) / Figure
7.4. Duodenum of Pietrain pig. Experimental group 2. (A) Intestinal villi covered with a simple
columnar epithelium. Numerous intraepithelial lymphocytes are observed. (B) Lymphoepithelial
infiltration between the Lieberkiihn glands. (C) Lymphoplasmacytic infiltration in the mucosa in the
diffuse form of but also organized as lymphnoduli. HEx400 (A, B), HEx100 (C) staining (Original) 84

Figura 7.5. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 3. (A) Vilozitate intestinald cu numeroase

pliuri epiteliale laterale. (B) Infiltratie limfoplasmocitara in jurul glandele Lieberkiihn. (C) Infiltratie
limfoplasmocitara sub forma difuza in lamina propria si sub forma de limfonoduli in submucoasa .
Coloratie HEx400 (A, B), HEx100 (C) (Original) / Figure 7.5. Duodenum of Pietrain pig. Experimental
group 3. (A) Intestinal villus with numerous lateral epithelial folds. (B) Lymphoplasmacytic infiltration
around the Lieberkiihn glands. (C) Lymphocytic lymphoplasmacytic infiltration in diffuse form in the
lamina propria and as lymph nodules in the submucosa. HEx400 (A, B), HEx100 (C) staining (Original)

Figura 7.6. Duoden de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 4. (A) Vilozitate intestinald cu numeroase

pliuri epiteliale laterale si limfocite intraepiteliale. (B) Infiltratie limfoplasmocitara abudenta in jurul
stratului glandular al mucoasei. (C) Putini limfonoduli prezenti in submucoasa. Coloratie HEx400 (A,
B), HEx100 (C) (Original) / Figure 7.6. Duodenum of Pietrain pig. Experimental group 4. (A) Intestinal
villus with numerous lateral epithelial folds and intraepithelial lymphocytes. (B) Abundant
lymphoplasmacytic infiltration around the glandular layer of the mucosa. (C) Few lymph nodules
present in the submucosa. HEx400 (A, B), HEx100 (C) staining (Original) ..........ccccceveevevienieniens 86

Figura7.7. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot martor. (A) Mucoasa alcétuird din vilozitati intestinale, lamina

propria, glande tubuloase simple si muscularis mucosae. (B) Compozitia peretelelui jejunal: mucoasa,
submucoasd, musculoasa si seroasd. Coloratie HEx400 (A), HEx100 (B) (Original) / Figure 7.7.
Pietrain pig jejunum. Control group. (A) Mucosa composed of intestinal villi, lamina propria, simple



tubular glands and muscularis mucosae. (B) Composition of the jejunal wall: mucosa, submucosa,
muscularis, and serosa. Staining HEx400 (A), HEX100 (B) (Original)........c.ccoeveeeieieieieieienne. 88
Figura 7.8. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 1. (A) Structura peretelelui jejunal: mucoasa,
submucoasd, musculoasa si seroasd. (B) Infiltratie limfoida in lamina propria. (C) Placile Peyer in
submucoasa. Coloratie HEx100 (A, C), HEx1000 (B) (Original) / Figure 7.8. Pietrain pig jejunum.
Experimental group 1. (A) Structure of the jejunal wall: mucosal, submucosal, muscular and serosal.
(B) Lymphoid infiltration in the lamina propria. (C) Peyer's plaques in submucosa. Staining HEx100
(A, C), HEX1000 (B) (OFIGINAI) ...cecveeririeeniieieniieniieieseesit ettt ettt sre st esne et 89

Figura 7.9. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra morfologiei jejunului. (A) indltimea
vilozitatilor intestinale, (B) adancimea criptelor intestinale, (C) raportul dintre inaltimea vilozitatilor
intestinale si adancimea criptelor, toate masurate (um) in fiecare grup. Valorile sunt medii + SEM, n =
10. Indecele superior in cadrul fiecarui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor);
LE1 (lot experimental 1); LE2 (lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4)
[ Figure 7.9. Effects of black grape tescovine polyphenols on jejunal morphology. (A) Intestinal villous
height, (B) intestinal crypt depth, (C) ratio of intestinal villous height to crypt depth, all measured (um)
in each group. Values are means + SEM, n = 10. Upper indecis within each group means significantly
different (P < 0.05). LM (control group); LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental group 2);
LE3 (experimental group 3); LE4 (eXperimental group 4) ......ccveevierieenieeiieeieesieeeie e esieesaee e 90

Figura 7.10. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra limfonodulilor din submucoasa
jejunului. (A) Lungimea limfonodulilor, (B) latimea limfonodulilor, (C) dimensiunea finalda a
limfonodulilor in fiecare grup. Valorile sunt calculate in pm si exprimate in medii + SEM, n = 10.
Indecele superior in cadrul fiecarui grup inseamna semnificativ diferit (P <0,05). LM (lot martor); LE1
(lot experimental 1); LE2 (lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4) /
Figure 7.10. Effects of black grape tescovine polyphenols on lymph nodes in jejunal submucosa. (A)
Lymph node length, (B) lymph node width, (C) final size of lymph nodes in each group. Values are
calculated in um and expressed as means + SEM, n = 10. Upper indecis within each group means
significantly different (P <0.05). LM (control group); LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental
group 2); LE3 (experimental group 3); LE4 (experimental group 4) ......c.cocvveevuveeieenieenieenieesieeenns 911

Figura 7.11. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 2. (A) Stratul glandular din mucoasa jejunului
prezinta o infiltratie limfoplasmocitara. (B) Numerosi limfonoduli in submucoasa ce fac parte din
placile Peyer. Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original) / Figure 7.11. Pietrain pig jejunum.
Experimental group 2. (A) The glandular layer in the mucosa of the jejunum shows lymphoplasmacytic
infiltration. (B) Numerous lymph nodes in the submucosa forming part of Peyer's plaques. Staining
HEX100 (A), HEX100 (B) (OFigiNal) ..cceeeeesersserseiserssinsnisesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 922

Figura 7.12. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 3. (A) Structura histologica a mucoasei si
submucoasei jejunului. Glandele Lieberkiihn sunt lungi. Imediat sub muscularis mucosae se gasesc
noduli limfoizi. (B) Tesutul limfoid din submucoasa este reprezentat de nodulilimfoizi cu diametrul
mare. Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original) / Figure 7.12. Pietrain pig jejunum. Experimental
group 3. (A) Histologic structure of the mucosa and submucosa of the jejunum. The Lieberkiihn glands
are long. Immediately below the muscularis mucosae are lymphoid nodules. (B) Lymphoid tissue in
the submucosa is represented by large-diameter lymphoid noduli. Staining HEx100 (A), HEx100 (B)
(@ T LT L) OO 93

Figura 7.13. Jejun de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 4. (A) Infiltratie limfoepiteliald in lamina
propria a mucoasei. (B) Aglomerari de nodulilimfoizi in submucoasd. Coloratie HEx100 (A), HEx100
(B) (Original) / Figure 7.13. Pietrain pig jejunum. Experimental group 4. (A) Lymphoepithelial
infiltration in the lamina propria of the mucosa. (B) Agglomerations of noduloepithelioepithelioid cells
in the submucosa. HEx100 staining (A), HEx100 (B) (Original) .........ccceceererienieneeieeieseeieeeene 94

Figura 7.14. Tleon de porc din rasa Pietrain. Lot martor. (A) Infiltratie limfoepiteliald la baza glandelor.
Epiteliul desprins din varful vilozitétilor. (B) Aglomerari de limfonoduli reactivi in submucoasa.
Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original) / Figure 7.14. Pietrain pig lleon. Control group. (A)
Lymphoepithelial infiltration at the base of the glands. Epithelium detached from the apex of the villi.
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(B) Agglomerations of reactive lymphoepithelioid nodules in the submucosa. Staining HEx100 (A),
HEX100 (B) (OFIGINA)..c..eivertirtiiiiniintintisitetteiteieeit ettt ettt ettt ettt be et e e ns 95

Figura 7.15. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra morfologiei ileonului. (A) indltimea
vilozitatilor intestinale, (B) raportul dintre indltimea vilozitatilor intestinale si addncimea criptelor,
toate masurate (um) in fiecare grup. Valorile sunt medii + SEM, n = 10. Indecele superior in cadrul
fiecdrui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor); LE1 (lot experimental 1); LE2
(lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4) / Figure 7.15. Effects of black
grape tescovine polyphenols on ileum morphology. (A) Height of intestinal villi, (B) ratio of intestinal
villous height to crypt depth, all measured (um) in each group. Values are means £ SEM, n = 10. Upper
indecis within each group means significantly different (P < 0.05). LM (control group); LE1
(experimental group 1); LE2 (experimental group 2); LE3 (experimental group 3); LE4 (experimental
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Figura 7.16. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra limfonodulilor din submucoasa
ileonului. (A) Lungimea limfonodulilor, (B) latimea limfonodulilor, (C) dimensiunea finala a
limfonodulilor in fiecare grup. Valorile sunt calculate in pm si exprimate in medii £ SEM, n = 10.
Indecele superior in cadrul fiecarui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor); LE1
(lot experimental 1); LE2 (lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4) /
Figure 7.16. Effects of black grape tescovine polyphenols on lymph nodes in ileum submucosa. (A)
Lymph node length, (B) lymph node width, (C) final size of lymph nodes in each group. Values are
calculated in um and expressed as means £ SEM, n = 10. Upper indecis within each group means
significantly different (P < 0.05). LM (control group); LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental
group 2); LE3 (experimental group 3); LE4 (experimental group 4) .......ccccvvevveerveenieesiieesveesneeees 97

Figura 7.17. Tleon de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 1. (A, B) Infiltratie limfoepiteliald in lamina
propria, in jurul glandelor Lieberkiihn. (C) Organizarea tesutului limfoid asociat mucoasei intestinale
sub forma placilor Peyer. Coloratie HEx400 (A), HEx1000 (B), HEx100 (C) (Original) / Figure 7.17.
Pietrain pig ileum. Experimental group 1. (A, B) Lymphoepithelial infiltration in the lamina propria
around the Lieberkiihn glands. (C) Organization of intestinal mucosa-associated lymphoid tissue as
Peyer's plaques. Staining HEx400 (A), HEx1000 (B), HEx100 (C) (Original).......ccccceevveevvenreennnenne 98

Figura 7.18. lleon de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 2. (A) Mucoasd ileonului alcatuitd din
muscularis mucosae, glande Lieberkiihn, lamina propria si vilozitati acoperite de un epiteliu columnar
cu platou striat. (B) Aglomerari de limfonoduli reactivi in submucoasa. Coloratie HEx100 (A), HEx100
(B) (Original) / Figure 7.18. Pietrain pig ileum. Experimental group 2. (A) Mucosa of the ileum
consisting of muscularis mucosae, Lieberkihn glands, lamina propria and villi covered by a simple
columnar epithelium. (B) Agglomerations of reactive lymph nodes in the submucosa. Staining HEx100
(A), HEX100 (B) (OFIGINAI)...ccvteeeieieiieiesieesie ettt sttt sttt st st sae et st sae et s sbe et saeenaes 99

Figura 7.19. lleon de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 3. (A) Glandele Lieberkiihn sunt alcatuite din
enterocite, celule caliciforme si celule neuroendocrine. Glandele sunt inconjurate de infiltratie
limfoepiteliala. (B) Placile Peyer alcatuite din limfonoduli mari ce trec de mucoasa. Coloratie HEx100
(A), HEX100 (B) (Original) / Figure 7.19. Pietrain pig ileum. Experimental group 3. (A) Lieberkiihn's
glands consist of enterocytes, goblet cells and neuroendocrine cells. The glands are surrounded by
lymphoepithelial infiltrate. (B) Peyer's plaques composed of large lymphnoodules crossing the mucosa.
Staining HEx100 (A), HEX100 (B) (Original).......cccueeierieieiieniieieeie e 100

Figura 7.20. lleon de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 4 (A) Glandele Lieberkiihn sunt Tnconjurate
de infiltratie limfoepiteliala. (B) Placile Peyer sunt alcatuite din numerosi limfonoduli. Coloratie
HEx100 (A), HEx100 (B) (Original) / Figure 7.20. Pietrain pig ileum. Experimental group 4 (A)
Lieberkiihn's glands are surrounded by lymphoepithelial infiltration. (B) Peyer's plaques are composed
of numerous lymph nodes. Staining HEx100 (A), HEx100 (B) (Original) ........ccceceeievveneeiennnne. 101

Figura 7.21. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot martor (A) Glandele Lieberkiihn sunt joase. Nu sunt
prezente vilozitati intestinale. (B) Placile Peyer sunt localizati in submucoasd, fiind despartiti de
mucoasd de muscularis mucosae. Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original) / Figure 7.21. Cecum
of Pietrain pig. Control group (A) Lieberkiihn's glands are low. No intestinal villi are present. (B)



Peyer's patches are localized in the submucosa, being separated from the mucosa by muscularis
mucosae. Staining HEx100 (A), HEX100 (B) (Original) ........ccccoeviriririninieieieieieieeeeeee 102

Figura 7.22. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 1 (A) Structura histologica a cecumului:
mucoasd, submucoasd. Musculoasd si seroasd. (B) Glandele Lieberkithn sunt alcétuite din celule
caliciforme si enterocite. (B) Placile Peyer sunt localizate in submucoasa. Coloratie HEx100 (A, C),
HEx400 (B) (Criginal) / Figure 7.22. Cecum of Pietrain pig. Experimental group 1 (A) Histologic
structure of cecum: mucosal, submucosal. Muscous and serous. (B) Lieberkiihn's glands consist of
goblet cells and enterocytes. (B) Peyer's plaques are localized in the submucosa. Staining HEx100 (A,
C), HEX400 (B) (OFIgINAL)..c..eeitieieiieeiieieiieeste ettt sttt et sbe e st saeesne e saeennes 103

Figura 7.23. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 2 (A) Glandele Lieberkiihn sunt populate in
special cu celule caliciforme. (B) Placile Peyer sunt mari si ajung pana in lumenul intestinal. Coloratie
HEx100 (A), HEx100 (B) (Original) / Figure 7.23. Pietrain pig Cecum. Experimental group 2 (A)
Lieberkiihn's glands are mainly populated with goblet cells. (B) Peyer's patches are large and reach into
the intestinal lumen. Staining HEX100 (A), HEX100 (B) (Original)........cccecveviverieeriieeieeeieennens 104

Figura 7.24. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 3 (A) Glandele Lieberkiihn sunt populate Tn
special cu celule caliciforme, fiind inconjurate de un infiltrat limfoid. (B) Placile Peyer sunt mari si
ajung pana in lumenul intestinal. Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original)105 / Figure 7.24.
Cecum of Pietrain pig. Experimental group 3 (A) Lieberkiihn's glands are mainly populated with goblet
cells and surrounded by a lymphoid infiltrate. (B) Peyer's plaques are large and reach into the intestinal
lumen. Staining HEX100 (A), HEX100 (B) (Original) .......cooveiriieeiieeiiecieeeie e 105

Figura 7.25. Cecum de porc din rasa Pietrain. Lot experimental 4 (A) Glandele Lieberkiihn sunt populate Tn
special cu celule caliciforme. (B) Sunt observati limfonoduli atdt in mucoasa cat si submucoasa.
Coloratie HEx100 (A), HEx100 (B) (Original) / Figure 7.25. Cecum of Pietrain pig. Experimental
group 4 (A) Lieberkiihn's glands are mainly populated with goblet cells. (B) Lymph nodes are observed
in both mucosa and submucosa. Staining HEx100 (A), HEx100 (B) (Original).........cccceeeeveerivennen. 106

Figura 8.1. Expresia IHC a markerului 1l-1B in duoden. (A) Lotul martor, (B) Lotul experimental 1 si (C)
Lotul experimental 2. Expresie puternicd in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul
experimental 3 si (E) Lotul experimental 4. Expresie moderatd in lamina propria si in glandele
Lieberkiihn. Coloratie THC anti 1I-1px1000 (A, C, D, E), anti 1l-1px400 (B) / Figure 8.1. IHC
expression of the II-1B marker in the duodenum. (A) Control group, (B) Experimental 1 and (C)
Experimental 2. Strong expression in lamina propria and Lieberkihn glands. (D) Experimental group
3 and (E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkihn's glands. IHC
staining anti Il-18x1000 (A, C, D, E), anti II-1BX400 (B) ..cc.cocuerieririeniienienienienieeie e 114

Figura 8.2. Expresia IHC a markerului 1l-1B in jejun. (A) Lotul martor, (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul
experimental 2 si (E) Lotul experimental 4. Expresie puternicd in lamina propria si in glandele
Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3. Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkuhn.
Coloratie THC anti II-1Bx1000 (A, C, D, E), anti 11-1$x400 (B) / Figure 8.2. IHC expression of the Il-
1B marker in the jejunum. (A) Control group, (B) Experimental 1, (C) Experimental 2 and (E)
Experimental group 4. Strong expression in lamina propria and Lieberkiihn glands. (D) Experimental
group 3. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC staining anti 11-13x1000
(A, C, D, E), anti I-1BXA00 (B) ...ccverviieiiiiriiniiniiniiniesiteiteie ettt ettt ettt 115

Figura 8.3. Expresia IHC a markerului 1l-1p in ileon. (A) Lotul martor. Expresie puternica in lamina propria.
(B) Lotul experimental 1 si (C) Lotul experimental 2. Expresie moderata in lamina propria si in glandele
Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul experimental 4. Expresie slaba in lamina propria si
in glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti I1-18x1000 (A, B, C, D, E) / Figure 8.3. IHC expression of
the Il-1B marker in the ileum. (A) Control group. Strong expression in lamina propria. (B) Experimental
batch 1 and (C) Experimental batch 2. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn glands.
(D) Experimental group 3 and (E) Experimental group 4. Weak expression in lamina propria and
Lieberkihn's glands. IHC staining anti 1I-1Bx1000 (A, B, C, D, E)...c.eeveiiiiiiiiicicicicieieiene 116
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Figura 8.4. Expresia IHC a markerului 1l-1f in cecum. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie

puternica in glandele intestinale si lamina propria. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental
4. Expresie moderata in glandele intestinale si lamina propria. (D) Lotul experimental 3 . Expresie slaba
in lamina propria si in glandele intestinale. Coloratie IHC anti 11-1px400 (A, B, C, D, E) / Figure 8.4.
IHC expression of the 1I-13 marker in cecum. (A) Control group and (B) Experimental group 1. Strong
expression in intestinal glands and lamina propria. (C) Experimental group 2 and (E) Experimental
group 4. Moderate expression in intestinal glands and lamina propria. (D) Experimental group 3. Weak
expression in lamina propria and intestinal glands. IHC staining anti 11-1px400 (A, B, C, D, E) .....117

Figura 8.5. Expresia IHC a markerului TNF-o in duoden. (A) Lotul martor. Expresie puternica in glandele

Lieberkiihn si Briinner si in spatiul periglandular.(B) Lotul experimental 1 si (C) Lotul experimental 2.
Expresie moderata in lamina propria si in epiteliul columnar. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie moderatd in lamina propria, glandele Lieberkiihn, glandele Briinner si
muscularis mucosae. Coloratie THC antiTNF-0x1000 (A, B, D, E), anti TNF-ax400 (C) / Figure 8.5.
IHC expression of the TNF-a marker in the duodenum. (A) Control group. Strong expression in the
Lieberkiihn's and Brunner's glands and periglandular space.(B) Experimental batch 1 and (C)
Experimental batch 2. Moderate expression in lamina propria and columnar epithelium. (D)
Experimental group 3 and (E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria,
Lieberkiihn's glands, Briinner's glands and muscularis mucosae. IHC staining anti TNF-ax1000 (A, B,
D, E), anti TNF-0X400 (C)..ccueeiiiiiiiiiiiiiiieiieitet ettt ettt 118

Figura 8.6. Expresia IHC a markerului TNF-a in jejun. (A) Lotul martor. Expresie puternica in lamina

propria si in glandele Lieberkiihn. (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental
3. Expresie slaba in lamina propria si in epiteliul columnar. Coloratie IHC anti TNF-0x1000 (A, B, C,
E), anti TNF-ax400 (D) / Figure 8.6. IHC expression of TNF-o marker in the jejunum. (A) Control
group. Strong expression in lamina propria and Lieberkihn's glands. (B) Experimental group 1, (C)
Experimental group 2 and (E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria and
Lieberkiihn's glands. (D) Experimental group 3. Weak expression in lamina propria and columnar
epithelium. IHC staining anti TNF-ax1000 (A, B, C, E), anti TNF-0x400 (D) ....ccceevveevieeeieennnenns 119

Figura 8.7. Expresia IHC a markerului TNF-a in ileon. (A) Lotul martor. Expresie puternica in lamina

propria. (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4. Expresie
moderata in lamina propria si in epiteliul columnar. (D) Lotul experimental 3. Expresie slaba in lamina
propria si in glandele Lieberkiihn.. Coloratie IHC anti TNF-ax100 (A, B, C, D, E) / Figure 8.7. IHC
expression of TNF-o marker in the ileum. (A) Control group. Strong expression in the lamina propria.
(B) Experimental group 1, (C) Experimental group 2 and (E) Experimental group 4. Moderate
expression in lamina propria and columnar epithelium. (D) Experimental group 3. Weak expression in
lamina propria and Lieberkihn's glands. IHC staining anti TNF-ax100 (A, B, C, D, E)....cc.ceuee..... 120

Figura 8.8. Expresia IHC a markerului TNF-o in cecum. (A) Lotul martor. Expresie puternicd in lamina

propria si in glandele Lieberkiihn. (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental
3. Expresie slaba in lamina propria si in glandele Lieberkiihn.. Coloratie IHC anti TNF-ax100 (A, B,
C, D, E) / Figure 8.8. IHC expression of TNF-o marker in cecum. (A) Control group. Strong expression
in lamina propria and Lieberkihn's glands. (B) Experimental group 1, (C) Experimental group 2 and
(E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. (D)
Experimental group 3. Weak expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC anti TNF-
ax100 staining (A, B, C, D, E) cuueiiiiiiieie ettt 121

Figura 8.9. Expresia IHC a markerului MHC-II in duoden. (A) Lotul martor. Expresie puternicd in lamina

propria si in glandele Lieberkiihn. (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul experimental 2. Expresie
moderatd in lamina propria si in glandele Lieberkithn. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie slaba in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti MHC-
11x400 (A, B, C, D, E) / Figure 8.9. IHC expression of the MHC-II marker in the duodenum. (A)
Control group. Strong expression in lamina propria and Lieberkiihn glands. (B) Experimental group 1,
(C) Experimental group 2. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. (D)



Experimental group 3 and (E) Experimental group 4. Weak expression in lamina propria and
Lieberkiihn's glands. IHC anti MHC-11x400 staining (A, B, C, D, E)....cccvvevevieierieieeieeiesieeee 122

Figura 8.10. Expresia IHC a markerului MHC-II Tn jejun. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1.
Expresie puternica in lamina propria. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4. Expresie
moderatd in lamina propria, epiteliul columnar si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental 3 .
Expresie slaba in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie THC anti MHC-11x400 (A, B, C,
D),anti MHC-11x100 (E) / Figure 8.10. IHC expression of MHC-1I marker in jejunum. (A) Control
group and (B) experimental group 1. Strong expression in the lamina propria. (C) Experimental group
2 and (E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria, columnar epithelium and
Lieberkiihn's glands. (D) Experimental group 3. Weak expression in lamina propria and Lieberkiihn's
glands. IHC staining anti MHC-11x400 (A, B, C, D),anti MHC-11X100 (E).....cccceovervvenvenenienneenne. 123

Figura 8.11. Expresia IHC a markerului MHC-I11 in ileon. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1.
Expresie puternica in lamina propria. (C) Lotul experimental 2, (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti
MHC-11x100 (A, B, C, D),anti MHC-11x400 (E) / Figure 8.11. IHC expression of the MHC2 marker
in the ileum. (A) Control group and (B) experimental group 1. Strong expression in the lamina propria.
(C) Experimental group 2, (D) Experimental group 3 and (E) Experimental group 4. Moderate
expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. IHC staining anti MHC-11x100 (A, B, C, D),anti
MHCATIXA00 (E) ..ttt 124

Figura 8.12. Expresia IHC a markerului MHC-II in cecum. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1.
Expresie puternica in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental
3. Expresie slaba in lamina propria, in glandele Lieberkiihn si in muscularis mucosae. Coloratie IHC
anti MHC-11x100 (A, B, C, D, E) / Figure 8.12. IHC expression of the MHC-Il marker in cecum. (A)
Control group and (B) Experimental group 1. Strong expression in lamina propria and Lieberkiihn's
glands. (C) Experimental group 2 and (E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria
and Lieberkiihn's glands. (D) Experimental group 3. Weak expression in lamina propria, Lieberkiihn's
glands and muscularis mucosae. IHC anti MHC-11x100 staining (A, B, C, D, E) c..ccovvvivevieeiiens 125

Figura 8.13. Expresia IHC a markerului Nrf2 in duoden. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1.
Expresie slaba in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental
3. Expresie puternica in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. Coloratie IHC anti Nrf2 x400 (A, B),
anti Nrf2 x100 (C, D, E) / Figure 8.13. IHC expression of Nrf2 marker in the duodenum (A) Control
group and (B) Experimental group 1. Weak expression in lamina propria and Lieberkihn glands. (C)
Experimental group 2 and (E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria and
Lieberkiihn glands. (D) Experimental group 3. Strong expression in lamina propria and Lieberkiihn
glands. IHC staining anti Nrf2x400 (A, B), anti Nrf2x100 (C, D, E)...covcvevveeienieiecierieneeieeeee 127

Figura 8.14. Expresia IHC a markerului Nrf2 in jejun. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie
slaba 1n lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental
4. Expresie moderatd in lamina propria, in glandele Lieberkiihn si muscularis mucosae. (D) Lotul
experimental 3. Expresie puternica in glandele Lieberkiihn si in lamina propria. Coloratie IHC anti Nrf2
x100 (A, B, C, D, E) / Figure 8.14. IHC expression of Nrf2 marker in the jejunum. (A) Control group
and (B) experimental group 1. Weak expression in lamina propria and Lieberkiihn's glands. (C)
Experimental group 2 and (E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria,
Lieberkiihn's glands and muscularis mucosae. (D) Experimental batch 3. Strong expression in
Lieberkiihn glands and lamina propria. IHC staining anti Nrf2 x100 (A, B, C, D, E) ...cccevvevueennne 128

Figura 8.15. Expresia IHC a markerului Nrf2 in ileon. (A) Lotul martor, (B) Lotul experimental 1, (C) Lotul
experimental 2 si (E) Lotul experimental 4. Expresie moderatd in lamina propria. (D) Lotul
experimental 3. Expresie puternica in glandele Lieberkiihn si in lamina propria. Coloratie IHC anti Nrf2
x100 (A, B, C, D, E) / Figure 8.15. IHC expression of the Nrf2 marker in the ileum. (A) Control group,
(B) experimental group 1, (C) experimental group 2 and (E) experimental group 4. Moderate expression
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in lamina propria. (D) Experimental group 3. Strong expression in Lieberkihn glands and lamina
propria. IHC staining anti Nrf2 X100 (A, B, C, D, E).ccueevveiieieieeeeerteieee et 129

Figura 8.16. Expresia IHC a markerului Nrf2 in cecum. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1.

Expresie slaba in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie moderata in lamina propria si in glandele Lieberkiihn. (D) Lotul experimental
3. Expresie puternica in glandele Lieberkiihn si in lamina propria. Coloratie THC anti Nrf2 x100 (A, B,
C, D, E) / Figure 8.16. IHC expression of the Nrf2 marker in cecum. (A) Control group and (B)
Experimental group 1. Weak expression in lamina propria and Lieberkihn's glands. (C) Experimental
group 2 and (E) Experimental group 4. Moderate expression in lamina propria and Lieberkiihn glands.
(D) Experimental group 3. Strong expression in Lieberkiihn glands and lamina propria. IHC staining
anti Nrf2 X100 (A, B, C, D, E) oottt ettt sttt st e e s e snneesnbee s 130

Figura 8.17. Expresia IHC a markerului p65 in duoden. (A) Lotul martor. Expresie puternica in glandele

Lieberkiihn si in spatiul periglandular.(B) Lotul experimental 1 si (C) Lotul experimental 2. Expresie
moderatd in lamina propria. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul experimental 4. Expresie moderata
in lamina propria si glandele Lieberkiihn. Coloratie THC anti p65x100 (A, B, C, D, E) / Figure 8.17.
IHC expression of the p65 marker in the duodenum. (A) Control group. Strong expression in
Lieberkiihn's glands and periglandular space.(B) Experimental batch 1 and (C) Experimental batch 2.
Moderate expression in the lamina propria. (D) Experimental group 3 and (E) Experimental group 4.
Moderate expression in lamina propria and Lieberkilhn's glands. IHC anti p65x100 staining (A, B, C,
100 =) OO 131

Figura 8.18. Expresia IHC a markerului p65 in jejun. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie

puternica in epiteliul columnar si lamina propria. (C) Lotul experimental 2 si (E) Lotul experimental 4.
Expresie moderata in glandele intestinale, muscularis mucosae si lamina propria. (D) Lotul
experimental 3 . Expresie slaba in lamina propria si in glandele intestinale. Coloratie IHC anti p65x100
(A, B, C, D, E)/Figure 8.18. IHC expression of the p65 marker in the jejunum. (A) Control group and
(B) experimental group 1. Strong expression in columnar epithelium and lamina propria. (C)
Experimental 2 and (E) Experimental 4. Moderate expression in intestinal glands, muscularis mucosae
and lamina propria. (D) Experimental group 3. Weak expression in lamina propria and intestinal glands.
IHC anti p65x100 staining (A, B, C, D, E)..ueveiieiiieiiee ettt eive e e 132

Figura 8.19. Expresia IHC a markerului p65 in ileon. (A) Lotul martor. Expresie puternica in lamina propria.

(B) Lotul experimental 1si (C) Lotul experimental 2 (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul experimental
4. Expresie moderata in glandele intestinale si lamina propria. Coloratie IHC anti p65x100 (A, B, C, D,
E) / Figure 8.19. IHC expression of the p65 marker in the ileum. (A) Control group. Strong expression
in lamina propria. (B) Experimental group 1 and (C) Experimental group 2 (D) Experimental group 3
and (E) Experimental group 4. Moderate expression in intestinal glands and lamina propria. IHC anti
p65X100 Staining (A, B, C, D, E).uveeuiiiiieit ettt 133

Figura 8.20. Expresia [HC a markerului p65 in cecum. (A) Lotul martor si (B) Lotul experimental 1. Expresie

puternica in epiteliul columnar, lamina propria si muscularis mucosae. (C) Lotul experimental 2.
Expresie moderatd in glandele intestinale si lamina propria. (D) Lotul experimental 3 si (E) Lotul
experimental 4. Expresie slaba in lamina propria si in glandele intestinale. Coloratie IHC anti p65x100
(A, B, C, D, E) / Figure 8.20. IHC expression of the p65 marker in cecum. (A) Control group and (B)
Experimental group 1. Strong expression in columnar epithelium, lamina propria and muscularis
mucosae. (C) Experimental group 2. Moderate expression in intestinal glands and lamina propria. (D)
Experimental group 3 and (E) Experimental group 4. Weak expression in lamina propria and intestinal
glands. IHC anti p65x100 staining (A, B, C, D, E) ...ceieeriiiiiieieeeieseeeee e 134

Figura 9.1. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri negri asupra performantei de crestere la porci. (A)

Greutatea finald, (B) ADFI = Aportul zilnic de hrana, (C) ADG = Cresterea zilnicd de greutatii
corporale si (D) FCR = Rata de conversie a hranei. Valorile sunt medii + SEM, n = 10. Indecele superior
in cadrul fiecarui grup inseamna semnificativ diferit (P < 0,05). LM (lot martor); LE1 (lot experimental
1); LE2 (lot experimental 2); LE3 (lot experimental 3); LE4 (lot experimental 4) / Figure 9.1. Effects
of black grape tescovine polyphenols on growth performance in pigs. (A) Final body weight, (B) ADFI
= Daily feed intake, (C) ADG = Daily body weight gain and (D) FCR = Feed conversion ratio. Values



are means + SEM, n = 10. Upper indices within each group mean significantly different (P < 0.05). LM
(control group); LE1 (experimental group 1); LE2 (experimental group 2); LE3 (experimental group
3); LE4 (eXPErimeNtal groUD 4).....cceieieriririenieniesieeie ettt ettt ettt 145

187



188

ANEXA 3. LISTA TABELELOR

ANNEX 3. LIST OF TABLES

Tabel 3.1. Bioefectele polifenolilor din struguri in cresterea si productia porcilor / Table 3.1.
Bioeffects of grape polyphenols in pig husbandry...........cccceeveeeicininiieneecee e 58

Tabel 5.1. TPC, TFC si activitatea antioxidanta pentru tescovina de struguri negri / Table 5.1.
TPC, TFC and antioxidant activity for black grape marc ........c.ccceceevverierieiieeneeneeene 65

Tabel 6.1. Protocol experimental pentru a evidentia particularitatilor morfostructurale si
functionale ale intestinului la porcii Pietrain / Table 6.1. Experimental protocol to highlight
the morphostructural and functional features of the intestine in Pietrain pigs............... Error!
Bookmark not defined.

Tabel 7.1. Protocol experimental pentru introducerea in hrana a tescovinei din struguri negri /
Table 7.1. Experimental protocol for feeding black grape tescovine.........ccccocvvvvverveeenen. 80

Tabel 7.2. Efectele introducerii tescovinei Tn hrana porcilor asupra morfostructurii duodenale /
Table 7.2. Effects of introducing tescovine into pig feed on duodenal morphostructure.... 82

Tabel 7.3. Efectele introducerii tescovinei in hrana porcilor asupra morfostructurii jejunale /
Table 7.3. Effects of introducing tescovine into pig feed on jejunal morphostructure........ 87

Tabel 7.4. Efectele introducerii tescovinei in hrana porcilor asupra morfostructurii ileon / Table
7.4. Effects of introducing tescovine into pig feed on ileum morphostructure................... 96

Tabel 8.1. Expresia IHC a markerilor I1-1B, TNF-a si MHC-II la nivelul duodenului, jejunului,
ileonului si cecumului la porcii hraniti cu pudra de tescovina de struguri negri / Table 8.1.
IHC expression of II-1B, TNF-a and MHC-11 markers in the duodenum, jejunum, ileum and
cecum of pigs fed black grape tescovin powder..................... Error! Bookmark not defined.

Tabel 8.2. Expresia IHC a markerilor Nrf2 si p65 la nivelul duodenului, jejunului, ileonului si
cecumului la porcii hraniti cu pudra de tescovina de struguri negri / Table 8.2. IHC
expression of Nrf2 and p65 markers in the duodenum, jejunum, ileum and cecum of pigs
fed black grape tescovin POWEr .........cocveevveeiieeciie e, Error! Bookmark not defined.

Tabel 9.1. Efectele pudrei de tescovind de struguri negri asupra performantei de crestere la
porcilor in perioada de finisare / Table 9.1. Effects of black grape tescovin powder on
growth performance of finishing pigs......cccccevvvevviiiineeinnn Error! Bookmark not defined.



ANEXA 4. LISTA PUBLICATIILOR

ANNEX 4. LIST OF PUBLICATIONS

Proca A.C., Horodincu L., Solcan C., Solcan G. 2024. "The Potential of Grape
Polyphenols Additive in Pig Nutrition: Chemical Structure, Bioavailability and Their Effect
on Intestinal Health of Pigs", Agriculture, 14, no. 7: 1142

Proca A.C., Solcan C., 2023, Nrf2 overexpression and reduced p65 expression in
intestinal mucosa of pigs exposed to black grape pomace powder. In Modern Trends in the
Agricultural Higher Education, Chisinau, 2023 (pp. 141-141).

Proca, Andrei Claudiu, and Carmen Solcan. "Morpho-functional particularities of
small intestine in Pietrain pigs.” Rom J Vet Med Pharm. 2020; Vol. V 24(4):202-209.

Proca A.-C., Petrovici A., Solcan C, 2019. Reactivity of mucosa-associated
lymphoid tissue (MALT) in pigs that received in food black grapes seed and skin powder.
Lucrari Stiintifice: Seria Medicina Veterinara, lasi. 2019 Jul 1;62(3).

189



	INTRODUCERE
	INTRODUCTION
	REZUMAT
	ABSTRACT
	PARTEA I
	STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII
	PART I
	CURRENT STATE OF KNOWLEDGE
	1. MORFOFIZIOLOGIA TUBULUI DIGESTIV LA PORC
	MORPHOPHYSIOLOGY OF THE DIGESTIVE TRACT IN PIGS
	1.1. Particularități histologice ale cavității bucale și ale glandelor salivare la porc
	1.1.1. Cavitatea bucală
	1.1.2. Glandele salivare

	1.2. Particularități histologice ale stomacului la porc
	1.3. Particularități histologice ale tractului intestinal la porc
	1.3.1. Intestinul subțire
	1.3.2. Intestinul gros

	2. SISTEMUL IMUNITAR INTESTINAL LA PORC
	INTESTINAL IMMUNE SYSTEM IN PIGS
	2.1. Țesutul limfoid asociat intestinului (GALT)
	2.1.1. Plăcile Peyer
	2.1.2. Complexe limfo-glandulare
	2.1.3. Limfoepiteliul
	2.1.4. Ganglioni limfatici mezenterici

	2.2. Răspunsul imunitar al mucoasei digestive
	2.2.1. Sistemul imunitar rezident
	2.2.2. Sistemul imunitar înnăscut
	2.2.3. Sistemul imunitar adaptativ


	3. UTILIZAREA POLIFENOLILOR DIN STRUGURI CA ANTIOXIDANȚI NATURALI ÎN HRANA PORCILOR
	USE OF GRAPE POLYPHENOLS AS NATURAL ANTIOXIDANTS IN PIG DIETS
	3.1. Producția de struguri
	3.2. Subrodusele din struguri ce pot fi introduse în hrana animalelor
	3.3. Structura chimică a polifenolilor din struguri
	3.4. Biodisponibilitatea polifenolilor la nivele intestinal
	3.5. Bioefectele polifenolilor în producția porcină

	PARTEA II
	CERCETĂRI PROPRII
	PART II
	PERSONAL CONTRIBUTION
	4. SCOPUL ȘI OBIECTIVELE TEZEI
	PHD THESIS AIM AND OBJECTIVES
	5. CADRUL ORGANIZATORIC ÎN CARE S-AU DESFĂȘURAT CERCETĂRILE
	THE ORGANIZATIONAL STRUCTURE IN WHICH THE RESEARCH WAS CARRIED OUT
	6. CERCETĂRI PRIVIND PARTICULARITĂȚI MORFOSTRUCTURALE ȘI FUNCTIONALE ALE INTESTINULUI SUBȚIRE LA PORCII DIN RASA PIETRAIN
	RESEARCH ON MORPHOSTRUCTURAL AND FUNCTIONAL PARTICULARITIES OF THE SMALL INTESTINE IN PIETRAIN PIGS
	6.1. Material și metodă
	6. 2. Rezultate
	6. 3. Discuții
	6. 4. Concluzii parțiale

	7. ANALIZA HISTOLOGICĂ PRIVIND REACTIVITATEA MUCOASEI INTESTINALE ÎN URMA INTRODUCERII ÎN HRANĂ A TESCOVINEI DE STRUGURI LA PORCII DIN RASA PIETRAIN
	HISTOLOGIC ANALYSIS OF THE REACTIVITY OF THE INTESTINAL MUCOSA FOLLOWING THE INTRODUCTION OF GRAPE TESCOVINE IN PIETRAIN PIGS
	7. 1. Material și metodă
	7. 2. Rezultate
	7. 3. Discuții
	7. 4. Concluzii parțiale

	8. EXPRESIA IMUNOHISTOCHIMICĂ A MARKERILOR PRO-INFLAMATORI (IL-1β, TNF-α ȘI MCH-II) ȘI REDOX (NRF2 ȘI P65) LA NIVELUL INTESTINULUI PENTRU PORCII HRĂNIȚI CU TESCOVINĂ DE STRUGURI NEGRI
	IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF PRO-INFLAMATORY (IL-1β, TNF-α AND MCH-II) AND REDOX (NRF2 AND P65) MARKERS IN THE INTESTINES OF BLACK STRIP TESCOVIN-ROASTED SWINE
	8. 1. Material și metodă
	8.2. Rezultate
	8.4. Concluzii parțiale

	9. CERCETĂRI PRIVIND EVOLUȚIA PARAMETRILOR PERFORMANȚEI DE CREȘTERE A PORCILOR HRĂNIȚI CU O DIETĂ SUPLIMENTATĂ CU TESCOVINĂ DE STRUGURI NEGRI
	STUDIES ON THE DEVELOPMENT OF GROWTH PERFORMANCE PARAMETERS IN PIGS FED A DIET SUPPLEMENTED WITH BLACK GRAPE TESCOVIN
	9.1. Material și metodă
	9.2. Rezultate
	9.3. Discuții
	9.4. Concluzii parțiale

	CONCLUZII GENERALE
	GENERAL CONCLUSIONS
	BIBLIOGRAFIE
	ANEXA 1. LISTA ABREVIERILOR
	ANNEX 1. LIST OF ABBREVIATIONS
	ANEXA 2. LISTA FIGURILOR
	ANNEX 2. LIST OF FIGURES
	ANEXA 3. LISTA TABELELOR
	ANNEX 3. LIST OF TABLES
	ANEXA 4. LISTA PUBLICAȚIILOR
	ANNEX 4. LIST OF PUBLICATIONS

		secr_did@uaiasi.ro
	2024-11-18T11:14:50+0200
	Carmencita Vintu




