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RESUME

Les rations alimentaires riche en zinc (Zn) ou en arginine (Arg) sont connues pour
améliorer la croissance des porcelets nouvellement sevrés mais les mécanismes
d’actions ne sont pas encore bien connus. L’hypothese a la base de ce doctorat est que le
métabolisme oxydatif et la réponse anti-inflammatoire seraient impliqués dans cette
réponse. Les effets de ces ajouts ont donc été évalués sur le statut antioxydant et la
réponse inflammatoire des porcelets dans trois conditions différentes. Pour les trois
essais, les rations étaient supplémentées ou non de Zn (2500 mg oxyde de Zn/kg) et
d’Arg (1 %). Dans le premier essai, trente-deux porcelets sevrés de 20 jours ont été
nourris pendant 12 jours avec I’'une des quatre rations. Au jour 12, des prélevements
sanguins ont ¢été effectués avant et 3 heures aprés une injection intrapéritonéale de
lipopolysaccharide (LPS; 10 mg/kg) puis les porcelets ont été euthanasiés afin de
prélever des échantillons de muqueuses intestinales. Les résultats ont indiqué que le Zn
peut réduire 1’oxydation systémique et améliorer 1’état antioxydant dans les muqueuses
intestinales. Par contre, les supplémentations en Zn et en Arg n’ont pas eu d’effet
synergique positif sur I’état antioxydant ou ’inflammation chez les porcelets sevrés.
Dans le deuxieéme essai, quarante-huit porcelets sevrés a 1’age de 20 jours ont recu 1’une
des quatre mémes rations pendant 7 ou 14 jours. Au jour 5, les porcelets (2 par parc) ont
recu une injection intramusculaire de LPS (100 pg/kg) et des échantillons de sang ont
¢été prélevés avant I’injection et 6h, 24h et 48h apres. Au jour 7, tout de suite apres avoir
prélevé le dernier échantillon de sang, 1 porcelet dans chacun des parcs a été euthanasié
afin de prélever des échantillons de la muqueuse de 1’iléon. Au jour 12, le porcelet
restant a de nouveau recu une injection de LPS et les mémes échantillons de sang et de
muqueuse ont été¢ prélevés. Cet essai a montré que 1’ajout d’une forte dose de Zn
réduisait I’oxydation des lipides et I’inflammation pendant le sevrage et que I’ajout de
Zn et Arg a des effets limités sur les statuts oxydatif et inflammatoire suivant 1’injection
de LPS. Dans le dernier essai en conditions commerciales, des porcelets agés de 21
jours ont été alimentés avec l'une des mémes quatre rations alimentaires. Les
¢chantillons sanguins ont été prélevés sur les mémes 2 porcelets dans chacun des parcs
avant la distribution des aliments le matin des jours 8 et 15. Les données ont montré que
la ration avec une dose élevée en Zn améliorait les performances de croissance des
porcelets (ADG et ADFI) ainsi que le status oxydatif en diminuant I’oxydation des
lipides. De son coté, 1’ajout de Arg a eu un effet limit¢ sur les performances de

croissance et sur le status oxydatif durant 1’élevage en conditions commerciales.



ABSTRACT

High level of dietary zinc (Zn) and arginine (Arg) supplementation are known to
improve growth in weanling piglets but the mechanism of action is not yet well
understood. We hypothesized that antioxidant metabolism and inflammatory responses
were involved. The effects of high Zn supplement and Arg supplementation on the
antioxidant status and inflammatory response of piglets after lipopolysaccharide (LPS)
stimulation were evaluated. In a first study, thirty-two 20-day-old weanling piglets were
fed diets supplemented or not with Zn (2,500 mg Zn oxide/kg) and Arg (1%) for 12
days. On day 12, blood samples were taken before and 3h after intra-peritoneal injection
of LPS (10 pg/kg) and were euthanized just after the second blood sample, and samples
of mucosae were taken. These results indicated that Zn may reduce systemic oxidation
and improve antioxidant status in jejunal and ileal mucosae. However, Zn and Arg
supplementation did not appear to act synergistically to enhance antioxidant status or
reduce inflammation in weanling piglets. In a second study, forty-eight 20-days-old
weanling piglets were placed for 7 or 14 days on diets supplemented or not with Zn
(2,500 mg Zn oxide/kg) and Arg (1%). On day 5, piglets (two per pen) were injected
with LPS injection (100 pg/kg) intramuscular and blood samples were taken just before
and, 6, 24 and 48 h after. On day 7, shortly after obtaining the last post-LPS blood
sample, one piglet per pen was euthanized and samples of mucosa were taken from the
ileum. On day 12, remaining piglet was injected again with same LPS dose and blood
and ileum samples were collected as for the piglet on day 7. This study showed that
high Zn diet reduced lipid oxidation and inflammation during post-weaning period.
However, Zn and Arg supplementations had limited effect on oxidative and
inflammatory status following LPS challenge. In a last study, weanling piglets aged 21
d were fed for 15 days a diet supplemented or not with 2500 mg/kg of ZnO and 1% Arg
under commercial breeding conditions. Blood was collected from the same two piglets
in each pen before morning feeding on days 8 and 15. Under these commercial
conditions, high level of Zn improved piglet growth performance (ADG and ADFI) and
oxidative status by decreasing lipid oxidation however Arg supplementation had a

limited effect on growth performance and oxidative status.
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et péril parfois car il n’est pas toujours agréable de se faire rappeler qu’on n’a pas fini
quelque chose... Avec ces encouragements, j’ai pu réussir a garder le focus étape apres
étape. Merci également a tous mes collégues chez Agrinova de m’avoir encouragé a
terminer et a mes directeurs d’avoir trouvé des moyens administratifs facilitant I’atteinte
de mon objectif. Je 1’apprécie énormément. Le résultat ne serait probablement pas le

méme sans cela.

Peu de temps apres avoir quitté 1’université pour le marché du travail, en apprenant que
je n’avais pas retouché a ma theése depuis quelques mois, une personne m’a dit, sans
méchanceté bien sir, que je ne finirai jamais. Cette phrase me sert de motivation depuis
I’automne 2012 ! Cette personne avait raison... pour finir quelque chose qu’on a
entrepris, il faut y travailler et ne pas arréter trop longtemps. Terminer une thése par les

soirs et fins de semaine, ce n’est pas toujours facile, et méme que ce ne I’est pas du tout.
Finalement, merci a tous ceux qui ont contribués de pres ou de loin a la réalisation de

ces projets et de cette theése. Certaines de ces personnes sont nommées dans la section

Avant-Propos.
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Avant-propos

Cette thése est présentée avec insertion d’articles et comporte six chapitres. Le premier
chapitre permet de faire un survol de la production de porc au Canada et au Québec, de
comprendre le contexte de production dans lequel nous évoluons. L’objectif de cette
introduction est d’établir des liens entre les connaissances que nous possédons de la
production et les raisons qui ont motivées la réalisation de I’entiereté des projets de cette

theése.

Le second chapitre présente un résumé de 1’état des connaissances du monde
scientifique, jusqu’a ce jour, sur le statut du porcelet lors du sevrage soit de I’impact du
stress au sevrage, I’impact du sevrage et la présence d’E. Coli entérotoxinogéne sur le
systeme digestif et le développement du systtme immunitaire du porcelet puis les
stratégies pour diminuer les impacts négatifs comme 1’utilisation du zinc a des doses
pharmacologiques et de I’ajout d’arginine. Et pour finir, une présentation du mod¢le de
stimulation de I’inflammation avec du lipopolissacharide qui a été utilisé lors des essais

en station de recherche, a été insérée dans cette thése.

Le troisieme chapitre présente le premier article publié en janvier 2014 dans le
Canadian Journal of Animal Science ou je suis la premiére auteure. Le Dr. Frédéric
Guay et le Dr. Claude Robert ont participé au design expérimental et a la rédaction de
I’article. M¢élanie Roy, Andrée-Anne Hudon Thibault et Catherine Gravel nous ont

aidées lors de la réalisation de ce projet.

Bergeron, N., Robert, C. and Guay, F. 2014. Antioxidant status and inflammatory
response in weanling piglets fed diets supplemented with arginine and zinc. Can. J.

Anim. Sci. 94: 87-97.

Le quatriéme chapitre présente le second article publié¢ en septembre 2017 dans le
journal Animal Nutrition ou je suis la premiere auteure. Le Dr. Frédéric Guay et le Dr.
Claude Robert ont participé au design expérimental et a la rédaction de 1’article. Marie-

Pierre Fortier et Richard Prince nous ont aidé lors de la réalisation de ce projet.
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Bergeron, N., Robert, C. and Guay, F. 2014. Feed supplementation with arginine and
zinc on antioxidant status and inflammatory response in challenged weanling piglets.

Anim. Nutri. 3 : 236-246.

Le cinquiéme chapitre présente le troisiéme article dont nous avons terminé la rédaction
et a été soumis au journal Animal Nutrition ou je suis la premicre auteure. Le Dr.
Frédéric Guay a participé au design expérimental et a la rédaction de 1’article. Pour cet
essai, nous avons utilisé¢ les mémes traitements alimentaires que le second article, avec

sensiblement les mémes prises de mesures mais sans les injections de LPS.

Bergeron, N. and Guay, F. Impact of zinc and arginine on antioxidant status in weaning

piglets in commercial conditions. Soumis en novembre 2018.

Finalement, le sixieéme chapitre présente la discussion générale a propos de I’ensemble

des résultats que nous avons obtenus lors des 3 projets.
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INTRODUCTION : LA PRODUCTION PORCINE AU QUEBEC, AU CANADA ET
DANS LE MONDE

En 2015, la production porcine québécoise était de 7,21 millions de porcs, une
augmentation de 5 % par rapport a 2014 (Centre de développement du porc du Québec
(CDPQ), 2016). Le volume de production a affiché une hausse entre 2006 et 2009 au
Québec, passant de 7,1 millions de porcs a 7,85 millions en 2009, année ou il a atteint son
sommet (Agriculture et Agroalimentaire Canada, 2013). Il se situe en ce moment (2018) a

environ 7 millions de porcs produits (Les Eleveurs de porcs du Québec, 2018a,b).

Concernant la valeur des ventes en 2015, la production porcine québécoise a totalisé¢ 1,32
milliard de dollars, soit une diminution de 284 millions de dollars (-18 %) par rapport a
I’année précédente (CDPQ, 2016). La principale cause de la détérioration de la valeur des
ventes est la baisse du prix de vente, combinée a la baisse du nombre de porcs mis en
marché (Statistique Canada, 2016). Au Québec, les recettes monétaires provenant du
secteur porcin québécois occupait en 2015 le second rang avec 25 % des ventes totales en
productions animales, derri¢re la production laitiere (42 %) (Statistique Canada, 2016). En
ce qui concerne les exportations québécoises, la valeur de celles-ci a progressé en 2015
(+5,2 %), atteignant 1 44 millions de dollars (CDPQ, 2016). Les destinations les plus
lucratives pour le Québec demeuraient en 2012 les Etats-Unis (373,1 millions $), suivi de la

Russie (345 millions $) et du Japon (329,6 millions $) (Statistique Canada, 2016).

En 2018 au Québec, on dénombre 1 800 entreprises spécialisées en production porcine (Les
Eleveurs de porcs du Québec, 2018a, b); pour ces entreprises, au moins 51 % de leurs
revenus provenaient de la production porcine (Statistique Canada, 2016). Le reste de la
production est assuré par des entreprises spécialisées dans d’autres types de production, tels
que le lait et les grandes cultures, qui exploitaient également une entreprise porcine

(Statistique Canada, 2016).

En 2015, les entreprises porcines québécoises étaient réparties comme suit : type «naisseur-
finisseur» (43 %), type «finisseur» (35 %) et type «naisseur» (22 %), selon les données de

La Financi¢re agricole du Québec de 2016. Les entreprises de type «naisseur» comptaient,
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en moyenne, 665 truies alors que les entreprises de type «finisseur» avaient produit en
moyenne 7 243 porcs par an (La Financiére agricole du Québec, 2016). En ce qui concerne
les fermes moyennes de type «naisseur-finisseur», elles possédaient en moyenne 394 truies

et avaient produit 9 585 porcs par an, en 2015 (La Financiere agricole du Québec, 2016).

Au ler janvier 2016, de toutes les provinces canadiennes, c’est au Québec ou I’on
dénombrait le plus de porcs dans les fermes, soit 324 300 animaux reproducteurs agés de
six mois et plus (verrats, truies et jeunes truies saillies) et 3,937 millions de porcelets et
porcs d’engraissement (Statistique Canada, 2016). Au second rang se retrouvait 1’Ontario,
suivi du Manitoba, puis de I’Alberta. A I’échelle canadienne, le nombre de porcs en
inventaire dans les fermes a atteint son sommet en 2005 pour ensuite connaitre plusieurs
années de recul, jusqu’en 2010 (Statistique Canada, 2016). Depuis ce temps, il a
recommencé a croitre, mais a un rythme modéré. Du coté québécois, le cheptel porcin a, lui
aussi, affiché plusieurs années de décroissance a partir du milieu des années 2000, mais les
derniers rapports d’inventaire indiquent une certaine stabilisation (Statistique Canada,
2016). Plus précisément, le troupeau reproducteur est en faible diminution, au Québec,
alors que dans I’ensemble du Canada, la tendance est la méme, mais moins prononcée

(Statistique Canada, 2016).

Méme si le Québec était la province ou les inventaires porcins étaient les plus élevés au ler
janvier 2016, c’est au Manitoba ou ’on a produit le plus de porcs en 2015; toutefois, pres
de la moiti¢ (47 %) des porcs produits, principalement des porcelets, était exportée aux
Etats-Unis (Statistique Canada, 2016). Ainsi, 3,56 millions de porcs vivants ont traversé¢ la
frontiére canadienne en direction des Etats-Unis en 2015. Au total, le Manitoba a produit
pres de 8,09 millions de porcs en 2015, une augmentation de 4 % par rapport a I’année
précédente (Statistique Canada, 2016). La hausse de la production manitobaine, quoique
modeste, est attribuable a une augmentation du nombre de porcs élevés et abattus dans la
province. Du coté des exportations de porcs vivants au sud de la frontiére, depuis 2010, la

situation est relativement stable (Statistique Canada, 2016).

Méme si le Québec n’occupe pas la premiere position quant au nombre de porcs produits, la

province se classe néanmoins au premier rang en ce qui concerne le nombre d’animaux



abattus (Statistique Canada, 2016). En 2012, il s’est abattu 7,99 millions de porcs au
Québec, soit 43 % de plus que son concurrent canadien le plus proche, le Manitoba.

Comparativement a 2011, ces abattages ont légerement régress¢ en 2013 (-0,8 %)

(Statistique Canada, 2016).

Dans le contexte actuel de production, les principaux défis avec lesquels le secteur porcin

devra continuer de composer a court et a moyen terme sont (Statistique Canada, 2016) :

e le prix instable des grains;
e la valeur du dollar canadien;
e [’¢volution des exigences de certains pays importateurs;

e e prix variable de la viande de porc en Amérique du Nord.

Au Canada, les sols, le climat et les grands espaces permettent la production d’une
abondante variété de céréales fourrageres de qualité, nécessaire a 1’alimentation des porcs
(Canada Porc International, 2013). L’¢levage de porcs s’accapare de 35 % a 45 % des 28
millions de tonnes de céréales fourrageéres produites annuellement au pays (Canada Porc
International, 2013). Les principales céréales consommeées par les porcs sont le mais (54
%), 'orge (29 %) et le blé fourrager (12 %) (Canada Porc International, 2013).
L’alimentation des porcs représente aussi 1,4 million de tonnes de tourteaux de soya et de

canola consommeées par année (Canada Porc International, 2013).

Le Canada s’est taillé une solide réputation en génétique porcine, fondée sur ses
exportations substantielles et sa sélection de races pures en place depuis plus de 100 ans
(Canada Porc International, 2013). Les systémes de classement canadiens, en place depuis
plus de 30 ans, ont permis I’amélioration des caractéristiques de la qualité de la carcasse et
de la viande, ce qui nous permet de produire des porcs uniformes et homogenes.
Aujourd’hui, les objectifs visent davantage les caractéristiques de la viande comme la

tendreté, la saveur et la couleur.

Le Canada se soucie également de l’utilisation qui est faite des antibiotiques dans la
production porcine. Les enjeux associés a l’'utilisation des antibiotiques en production

porcine sont a la fois politiques, philosophiques et scientifiques (Klopfenstein, 2004).
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L’utilisation des antibiotiques en production porcine n’est pas une nouveauté et elle est
nécessaire pour prévenir et controler les maladies d’origine bactérienne. Les antibiotiques
sont également utilisés a faibles doses pour favoriser 1’absorption des nutriments
(vitamines, minéraux, acides gras, glucose et calcium) et la rétention de I’énergie et de
I’azote ainsi que pour améliorer la prise (Commission on Antimicrobial Feed Additives,

1997).

C’est cette derniére pratique qui est souvent pointée du doigt comme une pratique
imprudente et injustifiée. Les antibiotiques sont des outils efficaces et nécessaires pour
controler les maladies bactériennes des porcs. Cette ressource doit étre utilisée prudemment

et de fagon responsable.

Depuis plusieurs années, on a vu ’apparition de cahiers de charges pour la production de
viande de porc sans antibiotique. Ces cahiers cadrent la production et assurent aux
consommateurs que la viande provient d’un animal élevé dans des conditions biens
définies. Toutefois, la production sans antibiotique d’animaux destinés a la consommation
humaine peut résulter en une augmentation de la présence de pathogenes dans
I’environnement d’élevage et peut potentiellement contaminer les animaux et méme la
viande. Des alternatives ont donc été investiguées telle que 1’ajout d’oxyde de Zn a des
doses pharmacologiques, soit entre 2000 et 4000 mg/kg au lieu du 100-300 mg/kg
recommandés par le National Research Council (NRC) (2012). L’augmentation de la
quantit¢ de Zn dans le tractus gastro-intestinal est corrélée avec une diminution de
I’abondance de bactéries pathogenes et 1’augmentation de la disponibilité des nutriments
solubles (Vahjen et al., 2011; Pieper et al., 2012; Starke et al., 2013). Les effets positifs de
cette alternative sont limités et ne s’observent que chez les porcelets récemment sevrés et

ont une durée d’environ deux semaines suivant le sevrage (Brugger and Windisch, 2015).

L’ajout d’oxyde de ZnO a des doses pharmacologiques présente toutefois un probléme
environnemental (Brugger and Windisch, 2015). Les porcs ne rejettent pas moins de 92 a
96% de la quantité¢ de Zn consommée (Bonazzi et al., 1994). Tout ce Zn se retrouve alors
dans les feces et les urines de ’animal (Windisch, 2002) et est par la suite épandu au

champ. Le Zn fait partie des métaux lourds et s’accumule dans le sol suivant I’épandage du



purin au champ (Wuana and Okieimen, 2011). Une trop forte concentration en métaux
lourds dans le sol tels que le Zn et le cuivre affecte le rendement des plantes (Rout and Das,
2003). Certaines ¢études vont méme jusqu’a dire que cela représenterait un danger pour

I’eau et méme, pour la santé¢ humaine (Asada et al., 2010).

La section suivante mettra au fait des impacts de la gestion d’¢élevage sur la santé des
porcelets lors du sevrage et dans les jours suivants. Différentes alternatives sont disponibles

pour les éleveurs afin de permettre aux porcelets de passer au travers cette phase critique.



CHAPITRE 1 - REVUE DE LITTERATURE

1. Les impacts du stress au sevrage

Le sevrage est I’'un des éveénements les plus stressants dans la vie d’un porc élevé en
conditions commerciales. C’est a ce moment que le porcelet nouvellement sevré subit des
stress psychologiques et physiques liés au processus de séparation, a son environnement et

a ’interaction avec ses nouveaux congéneres (Forbes, 1995; Whittemore et Green, 2006).

1.1 Stress psychologique

La manipulation et le changement d’environnement (nouveauté) sont deux causes de stress
psychologiques majeurs vécus par les porcelets au sevrage. Une étude de Pedersen et son
équipe (1998) ont démontré qu’une expérience négative a la manipulation fera augmenter le
cortisol sanguin, un indicateur du stress. L’étude a mesuré un taux de 6,1 nmol de cortisol/l
de sang lors d’une manipulation minimal, 2,9 nmol/I lors d’une expérience positive et 7,4
nmol/l lors d’une expérience négative (Pedersen et al., 1998). Durant cette méme étude, le
gain de poids des porcs dont I’expérience de manipulation était positive a été¢ 455 g/jour
comparativement a 404 g/jour pour ceux avec une mauvaise expérience. Les manipulations
positives et négatives consistaient en un trois minutes par jour soit de caresses et de
tappotement, soit de poussées et de petits coups, et ce, lorsque 1’animal approchait de la

personne en face de leur stale.

C’est également a ce moment que le porcelet nouvellement sevré sera séparé de sa mere et
du reste de la portée, subira un changement de son alimentation et changera
d’environnement ou il vivra I’établissement de la hiérarchie avec les nouveaux congéneres

(Forbes, 1995; Whittemore et Green, 2006).

1.2 Stress physique

Certains facteurs de stress psychologique, comme le changement d’alimentation et
I’établissement de la hiérarchie, entrainent également un stress physique (Forbes, 1995;

Whittemore et Green, 2006). Le sevrage a aussi des effets spécifiques sur certains tissus ou



organes. Certains auteurs rapportent des effets du sevrage sur les fonctions de la barriére
intestinale (Spreeuwenberg et al., 2001; Boudry et al., 2004b). La barriere intestinale est
composée d’une rangée simple de cellules épithéliales qui servent de premiere ligne de
défense contre les attaques potentielles des micro-organismes et les antigénes résidents
dans le lumen intestinal (Moore et al., 1989; Madara, 1990; Gewirtz et al., 2002). La
diminution de I’efficacité de la barriére intestinale est caractérisée par I’augmentation de la
perméabilité intestinale, qui permet le transfert des bactéries pathogeénes du lumen intestinal
a travers [’épithélium, résultant en une augmentation de I’inflammation, de Ila
malabsorption, de la diarrhée et de maladies potentiellement systémiques (Livingston et al.,

1995; Deitch et al., 1996; Berkes et al., 2003).

2. Impact du sevrage sur le systéme digestif

Le sevrage a un impact significatif sur tout le systeme digestif en commengant par

I’estomac, I’intestin gréle et le gros intestin.

2.1 L’estomac

L’estomac comprend plusieurs fonctions telles que le mélange des aliments et la digestion
partielle. Il sert aussi comme premicre barriére physique contre les pathogénes externes de

I’environnement (Barrow et al., 1977; Zhang et Xu, 2003).

Snoeck et ses collaborateurs ont rapporté que le sevrage réduisait la mobilité gastrique
(Snoeck et al. 2004). Compte tenu qu’en post-sevrage le pH gastrique est habituellement
¢levé, la stase gastrique pourrait donc étre liée au développement de la diarrhée post-
sevrage chez les porcelets en favorisant la prolifération des bactéries pathogenes (Snoeck et
al. 2004). La stase gastrique a été documentée il y a déja plusieurs années comme étant un
facteur de la diarrhée post-sevrage chez les porcelets sevrés précocement (White et al.,
1969; Barrow et al., 1977). De plus, il a été rapporté qu’un gene de stress, le récepteur 2 du
facteur de libération de corticotrophine (CRFR2), est régulé a la hausse dans le jéjunum de
porcelets sevrés (Moeser et al., 2007). L’activation de ce géne a déja été identifiée comme

impliquée dans I’inhibition de la motilit¢ gastrique (Martinez et al., 2004b). Bien que le
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CRFR2 reste encore a étre identifié dans I’estomac des porcelets sevrés, Moeser et son
équipe ont émis I’hypothése que les changements dans la vidange gastrique pouvaient étre
modulés par rétroaction de I’intestin (Moeser et al., 2007). La prise alimentaire et la
composition de 1’alimentation sont également des facteurs qui peuvent étre impliqués dans
le taux de vidange gastrique (Rydning et al., 1985; Shi et al., 1997; Lalles et al., 2007). Il a
¢té observé que des porcelets sevrés, qui ont été alimentés avec une ration a base d’un
substitut de lait pendant cinq semaines, et qui sont passés brusquement a une ration a base
de blé ou d’orge, ont eu une augmentation transitoire de la vidange gastrique (Boudry et al.,

2004a).

Afin de pouvoir réaliser sa fonction de digestion, 1’estomac est doté¢ de cellules qui
sécretent de I’acide chlorhydrique (HCI), ce qui lui permet de conserver un pH faible qui se
situe entre 3,0 et 4,0 (Yen, 2000). Un pH faible est requis pour la conversion des
zymogenes gastriques en enzymes actives (Khan et al., 1999). Le pH optimum pour la
digestion des protéines dans 1’estomac est de 3,0 (Prohaszka et Baron, 1980). Plusieurs
articles de la littérature rapportent des impacts du sevrage sur I’activité enzymatique de
I’estomac. Hedemann et son équipe ont rapporté une baisse d'activité de la pepsine dans la
muqueuse de I'estomac au moment du sevrage sans altérer l'activité de la lipase (Hedemann
et al. 2004) tandis que d'autres études ont signalé une augmentation de ’activité de la
pepsine et de la lipase de la muqueuse de l'estomac apres le sevrage (Cranwell, 1985;

Jensen et al., 1997).

De nombreuses bactéries, incluant Escherichia Coli (E.coli), ne peuvent tolérer une
exposition a de faibles pH (entre 3,0 et 4,0) (Proha'szka et Baron, 1980; Modler et al., 1990;
Yen, 2000). Dans ce cas, le maintien d’un pH gastrique faible est essentiel non seulement
pour la digestion des nutriments, mais aussi pour une bonne santé intestinale puisque ce
faible pH limite le passage des bactéries pathogénes vers I’intestin gréle. Comparativement
a des porcelets ¢élevés sous la mere, les porcelets sevrés ont un pH gastrique plus élevé
(Manners, 1976; Efird et al, 1982). La diminution de I’ingestion de lactose baisse la
production d’acide lactique par les bactéries lactiques, ce qui réduit le contenu total en
acide de I’estomac. Le pH gastrique apres le sevrage pourrait étre, en partie, responsable de

la sensibilité des porcelets aux infections provoquées par des pathogeénes externes.



2.2 Intestin gréle

Au cours de la période suivant directement le sevrage des porcelets, d’importants
changements surviennent dans la structure et la fonction de I’intestin gréle (Hopwood et
Hampson, 2003). Ceux-ci sont corrélés dans le temps avec la croissance et les troubles
intestinaux. Beaucoup de fonctions physiologiques sont effectuées par I’intestin gréle
(Cranwell, 1995). Les principales sont I’absorption de nutriments (vitamines, minéraux,
glucides, acides aminés, lipides), la sécrétion d’¢électrolytes et d’eau et le role de barriere

physique afin de limiter I’entrée d’agents indésirables a travers 1’épithélium.

a)  Absorption des nutriments

La surface épithéliale de I’intestin gréle est parsemée de petits replis en forme de doigts
appelés villosités. Celles-ci permettent d’augmenter la surface de contact avec les aliments
pour maximiser le processus de digestion et d’absorption (Zhang et Xu, 2003). Ainsi, pres
de 90% de I’absorption des éléments nutritifs se déroule dans I’intestin gréle (Martini et al.,
2009). De plus, entre chacune de ses villosités se trouve des glandes tubulaires que 1’on
appelle les cryptes. Les cryptes contiennent des cellules souches épithéliales nécessaires
pour le remplacement des cellules épithéliales de la muqueuse (Zhang et Xu, 2003; Llyod
et Gabe, 2008). Une muqueuse dont le fonctionnement sera optimal aura de hautes

villosités et de courtes cryptes (Zhang et Xu, 2003).

Par contre, il y a une période apres le sevrage ou les villosités sont atrophiées et ou les
cryptes sont en conditions hyperplasiques (Hampson, 1986). Il est répertori¢ dans la
littérature que le sevrage provoque des changements structurels considérables de 1’intestin
gréle des porcelets comme une diminution de la hauteur des villosités et une augmentation
de la profondeur des cryptes (Hampson, 1986; Sharma et Schumacher, 1995). La hauteur
des villosités est rapidement réduite de 25 a 35% dans les premiéres 24 h suivant le sevrage
des porcelets agés de 21 jours, et continue de diminuer jusqu’a cinq jours suivant le sevrage
(Hampson, 1986). Toutefois, le sevrage est accompagné d’une augmentation temporaire du

nombre de cellules a gobelet (Brown et al., 1988). Ces dernié¢res sont responsables de la



production de mucine a la surface de I’épithélium intestinal. L’impact de la mucine comme
barriére intestinale sera traité dans la section Les changements que 1’on peut observer au
niveau de I’absorption et de la sécrétion dans I’intestin gréle apres le sevrage dépendent de
la section de I’intestin gréle, soit le duodénum, jéjunum ou I’iléum (Pacha, 2000; Xu,
2003). L’¢équipe de Boudry et al. (2004a) ont rapporté une augmentation de 1’absorption du
glucose dans le jéjunum mais la situation inverse a été observée dans I’iléon. Ils ont
observé, malgré une atrophie des villosités et une diminution de I’activité enzymatique, une
augmentation de la capacité d’absorption dans le jéjunum. L’augmentation de la capacité
d’absorption du jéjunum pourrait avoir peu ou pas de signification au niveau biologique
selon les auteurs. Par contre, la faible capacité d’absorption de I’iléum, peu apres le
sevrage, contribuerait aux diarrhées osmotiques chez les porcelets en augmentant la

quantité de nutriments dans le gros intestin (Heo et al., 2012).

L’anorexie en post-sevrage a été suggérée comme la cause principale des changements de
la hauteur des villosités et de la profondeur des cryptes car la consommation d'énergie apres
le sevrage est positivement liée a I'architecture de 1’intestin gréle (Pluske et al., 1997). Dans
le méme sens, McCracken et son équipe rapportaient que 1’anorexie suivant le sevrage était
corrélée avec I’hypertrophie des cryptes et la réponse inflammatoire locale (McCraken et
al., 1999). 1l est évident que le maintien de la prise alimentaire et la réduction du stress au
sevrage sont d’importants facteurs pour conserver 1’intégrit¢ de la structure de I’intestin
gréle immédiatement apres le sevrage (Pluske et al., 1996; van Beers-Schreurs et al., 1998;

Moeser et al., 2007).

Finalement, 1’équipe de Kelly et ses collaborateurs ont noté que, dans les trois premiers
jours en post-sevrage et pour des porcelets nourris via une intubation gastrique, il y avait
une réduction de la hauteur des villosités et une augmentation de la profondeur des cryptes
(Kelly et al., 1991). Ils suggérent que les changements morphologiques de 1’architecture de

I’intestin se produisent méme si 1’approvisionnement en éléments nutritifs est continu.

b) La sécrétion des électrolytes et d’eau

La sécrétion de fluides et d’électrolytes provenant des cellules des cryptes fait partie des

fonctions principales de ’intestin gréle (Pacha, 2000; Xu, 2003). Une petite quantité de
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sécrétion intestinale est un phénoméne physiologique naturel et essentiel pour la digestion
et I’absorption des nutriments (Kaunitz et al., 1995; Pacha, 2000; Wapnir et Teichberg,
2002). Toutefois, si le contenu en fluide et en €lectrolytes de I’intestin est supérieur a ce qui
est absorbé par la muqueuse, cela peut étre identifi¢ comme un facteur prédisposant a une
diarrhée sécrétoire (Pacha, 2000; Wapnir et Teichberg, 2002). Le sevrage entraine une
réduction de 1’absorption nette des fluides et des électrolytes ainsi qu’une mauvaise
absorption des ¢électrolytes dans I’intestin gréle des porcelets (Nabuurs et al., 1994; Miller

et Skadhauge, 1997).

Une seule étude d’absorption intestinale in vivo en situation de sevrage semble disponible.
Celle-ci indique une réduction de I’absorption nette des électrolytes (Nabuurs et al, 1996).
Les ¢tudes in vitro sont plus nombreuses. Elles permettent d’évaluer les caractéristiques
¢électrolytiques, basales ou stimulées, d’une muqueuse, les propriétés d’absorption, de
sécrétion et de perméabilité, ainsi que certains mécanismes (humoraux ou nerveux)
impliqués. Les résultats plus anciens, comparant le jeune porcelet allaité au porcelet sevré
depuis plusieurs semaines, indiquaient que les flux nets d’ions (Na", Cl, HCOj, etc.) a
travers la muqueuse de I’intestin gréle diminuaient au cours du temps (Spreeuwenberg et al,
2001). L’analyse plus fine de la période post-sevrage a révélé un état hypersécrétoire
transitoire de ’intestin gréle proximal et du cdlon, deux a quatre jours aprés le sevrage
(Spreeuwenberg et al, 2001). Cependant, la capacité sécrétoire des intestins, en réponse aux

toxines endogenes diminue au fil du temps.

c) La barriere physique

La perméabilité para-cellulaire de I’épithélium (entre les cellules, au niveau des jonctions
serrées), mesurée par des marqueurs comme interleukin-1p (IL-1p), IL-6 et tumor necrosis
factor alpha (TNFa) ou évaluée par la résistance électrique du tissu, est transitoirement
augmentée de deux a quatre jours apres le sevrage dans le jejunum alors qu’elle diminue au
niveau du colon (Boudry et al., 2004b). Collectivement, ces résultats indiquent I’existence
d’une période de perturbation dans la physiologie intestinale immédiatement apres le
sevrage, suivie par 1’acquisition des propriétés anatomiques et fonctionnelles de type

adulte. Les perturbations précoces sont probablement liées a I’anorexie en post-sevrage.

1



Les mécanismes intrinséques de l'immunité proviennent de la présence d'une barriére
physique formée par des cellules épithéliales spécialisées (Oswald, 2006). L’intégrité de
I’épithélium est essentielle dans le maintien physique, bien que sélectif, de la barriére entre
I’environnement interne et externe. La fonction de la barriére est maintenue par des
structures intercellulaires bien organisées comprenant les jonctions serrées, les jonctions
d'adhérence et les desmosomes, qui entourent la région apicale des cellules épithéliales
(Gumbiner, 1993). Les jonctions serrées de cellules épithéliales consistent en une étroite
structure en forme de ceinture dans la région apicale de la membrane plasmique latérale
enveloppée autour de chaque cellule, rapprochant les cellules voisines pour étre
pratiquement collées les unes aux autres. L’adhésion en jonctions serrées du complexe
cellule-cellule est obtenue par l'interaction de multiples protéines membranaires telles que
claudin et occludin, protéines provenant du plasma membranaire des cellules épithéliales

intestinales (CEI) adjacentes (Gumbiner, 1993).

D'autres protéines, comme Zonula Occludens-1 (ZO-1), ZO-2 et la cinguline (CGN) sont
¢galement impliquées dans la régulation des jonctions serrées. L’adhérence consiste en des
interactions régulées par 1’adhésion hémophilique de protéines transmembranaires comme
la E—cadhérine (Gumbiner, 1996) et les desmosomes au point ou des filaments intra- et
extra- cellulaires s’associent. Chez le porc, les jonctions serrées ont été trés peu
caractérisées dii @ un manque de cellules épithéliales disponibles (Oswald, 2006). Des
résultats ont indiqué que le sevrage induisait des changements dans la perméabilité de
I’intestin aux macromolécules, ce qui pourrait en partie expliquer les diarrhées post-natales
(Boudry et al., 2004b) mais également des modifications dans 1’expression des protéines
impliquées dans les jonctions serrées (Sun et al., 2008¢). Une étude de Zhang et Guo (2009)
a démontré que lors du sevrage, si on supplémente en Zn les porcelets, cela réduisait la
perméabilité intestinale en augmentant 1’expression des protéines occludin et ZO-1. Une
autre ¢tude est allée plus loin dans les résultats sur 1’expression d’ARNm des protéines
impliquées dans les jonctions serrées. Ils ont pu observer que comparativement au jour 0
c’est-a-dire la journée avant que les porcelets soient sevrés, il y avait une diminution de
I’expression d’ARNm des protéines occludin et claudin-1 au jour 3, 7 et 14 et une

diminution au jour 3 et 7 de I’expression d’ARNm de ZO-1 (Hu et al., 2013).

12



Le mucus fait également partie des systémes de protection développés par les cellules
¢épithéliales intestinales. Il est composé de mucines associées a des protéines et des lipides.
Il forme un gel continu dans lequel un fluide de bicarbonate riche est sécrété afin de
maintenir un pH pour neutraliser la surface épithéliale. Les mucines sont synthétisées et
produites pas les cellules de Goblet par sécrétion et exocytose active (Perez-Vilar and Hill,
1999). L'adhésion serrée de mucine sur les surfaces apicales de 1'épithélium est due a un
complexe spécifique d’oligosaccharides-mucine et d'une liaison mucine-protéine sur le c6té
apical des cellules épithéliales. L’équilibre de la couche de mucus est géré de fagon
dynamique entre la synthése et la sécrétion de mucine et 1'érosion dans le lumen libérant la

mucine dans la lumiére intestinale (Perez Vilar and Hill, 1999; Desseyn et al., 2000).

2.3 Gros intestin

Le gros intestin est composé de trois de sections : le caecum, le colon et le rectum (Zhang
et Xu, 2003). Les fonctions du gros intestin sont I’absorption des fluides et des électrolytes
ainsi que la fermeture d’une barriére physique aux pathogenes microbiens (Williams et al.,
2001; Zhang et Xu, 2003). Altérer I’'une de ces fonctions pourrait donc jouer un réle dans
I’apparition de la diarrhée en post-sevrage. La surface de la muqueuse du gros intestin est
formée de cryptes, mais il n’a pas de villosit¢. Un article de Castillon et de ses
collaborateurs rapportait que le sevrage avait eu comme impact de diminuer la densité des
cryptes et d’augmenter 1’indice mitotique dans le caecum des porcelets (Castillon et al.,
2007). 11 a été démontré que les pertes excessives de fluides par I’intestin gréle résultent en
une diarrhée post-sevrage lorsque la capacité d’absorption du gros intestin est atteinte
(Boudry et al., 2004b). En fait, il semble qu’une combinaison entre I’altération de la
structure et la fonction d’absorption du gros intestin contribuerait a 1’augmentation de
I’incidence de la diarrhée en post-sevrage (van Beers-Schreurs et al., 1992; Hopwood et
Hampson, 2003). De son c6té, Nabuurs (1998) rapportait que la réduction de la moitié de la
capacité d’absorption du gros intestin augmentait les effets négatifs de 1’activité de E. coli

dans I’intestin gréle des porcelets.
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3. L’impact du changement d’aliment

La diarrhée en post-sevrage chez le porcelet est le résultat de plusieurs facteurs. L’un des
principaux facteurs est le stress provoqué par les changements dans I’environnement des
porcelets, entre autres le passage de la forme liquide a la forme solide. Aussi, la quantité et
la composition de la ration qui sera consommeée durant les premiers jours suivant le sevrage

est critique (Madec et al., 1998) pour une transition en post-sevrage réussie.

3.1 Retrait du lait et passage a un aliment solide

Le lait est un aliment liquide qui ne cause aucune blessure physique a la muqueuse
intestinale. Toutefois, lors du sevrage, les jeunes porcelets commencent I’ingestion de
moulée dont la forme solide provoque des effets négatifs a I’intestin (Forbes, 1995;
Whittemore et Green, 2006). Il s’en suit donc des modifications physiologiques comme une
diminution de la hauteur des villosités et de 1’efficacité de la barriére intestinale contre les

pathogenes (Forbes, 1995; Whittemore et Green, 2006).

L’équipe de Deprez (1987) avait investigué 1’impact d’un changement de forme (liquide
vers seche) sur la hauteur des villosités. Un premier groupe de porcelets avaient alors été
nourris avec une ration solide, ou séche, pour porcelets. Pour le second groupe, de 1’eau
avaient été ajoutée a la ration solide dans un ratio 2 :1 afin de la rendre moins abrasive. Les
résultats ont démontré qu’apres huit jours, la hauteur des villosités était significativement
plus petite dans le jéjunum et ’iléon lorsque les porcelets €taient nourris avec une ration
seche. Hampson (1986) avait observé ce méme résultat mais cing jours aprés le sevrage. 1l
est possible que 1’ajout d’eau a la ration solide ait permis de réduire la déshydratation des

porcelets et I’inflammation liée a 1’effet abrasif des particules solides de 1’aliment.

Chez le porcelet sevré dont la maturité du systéme digestif n’est pas atteinte, le lait et le
colostrum fournis par la mere durant I’allaitement compense pour I’immaturité du systeme
immunitaire intestinal (Telemo et al., 1991; Miller et al., 1994). Le colostrum contient
principalement des IgG et une faible concentration de IgA et IgM (Klobasa and Butler,
1987; Klobasa et al., 1987). Par la suite, le lait fourni par la truie contient aussi plusieurs

facteurs de croissance et ¢léments qui favorisent la santé digestive des porcelets telles que
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des cellules de défense (phagocytes, lymphocyte et cellules épithéliales) et des susbtances
antimicrobiennes (lactofferine, lyzozyme) (Wagstrom et al., 2000). La lactofferine a
plusieurs effets de types antimicrobien, immunostimulatoire et anti-inflammatoire en
inhibant la production de cytokines pro-inflammatoires comme IL-1f3, IL-6, TNF-a et IL8
(Mattsby-Baltzer et al., 1996; Haversen et al., 2000; Elass et al., 2002). Egalement, le lait
contient des polyamines qui ont une importance fondamentale dans la prolifération
cellulaire et la différentiation (Johnson, 1988). Le lait contient ¢également des
glycoprotéines, des glycolipides, des mucines et des oligosaccharides (Newburg, 1999), des
susbtances ayant une activité antimicrobienne mais qui agissent aussi comme facteur de
croissance pour des bactéries bénéfiques au développement de I'immunité de I’intestin, les
bifidobactéries (Kunz and Rudloff, 1993). Avec son retrait, le porcelet se retrouve sans ces
¢léments. Le moment du retrait du lait est donc trés déterminant. Ce ne sont pas les mémes
enzymes qui digerent les aliments solides et le lait. Il y a donc une période d’adaptation qui
peut étre parfois tres difficile pour les porcelets (Opapeju et al., 2009; Kim et al., 2011;
2012).

3.2 Facteur antigénique de protéine végétale

Parmi les sources de protéines végétales, le tourteau de soya (SBM) est la principale source
de protéines utilisée dans l'alimentation des porcs aux Canada, aux Etats-Unis et dans
plusieurs autres pays (Cromwell, 2000). Le profil en acides aminés du SBM se
complémente bien a celui du mais et d'autres céréales pour équilibrer les rations des porcs
(Cromwell, 2000). Cependant, son inclusion dans les régimes alimentaires pour les porcs
sevrés est limitée en raison de certains facteurs antinutritionnels (Chiba, 2001) et des
propriétés antigéniques des protéines de soya provoquant une hypersensibilité a la
muqueuse intestinale (Li et al., 1991; Bailey et al., 1993; Dreau et Lalles, 1999; Csaky et
Fekete, 2004). Les effets néfastes provoqués par SBM chez les porcelets incluent une
diminution du taux de croissance, de la digestibilité des nutriments et de la hauteur des
villosités intestinales, ainsi qu’une réponse immunitaire supérieure aux protéines de soya

(Li et al., 1991; Csaky et Fekete, 2004; Gu et Li, 2004; Sun et al., 2008a, b).
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La sensibilisation des animaux aux protéines de soya peut &tre provoquée par plusieurs
facteurs tels que la séquence d'acides aminés des allergenes, leurs propriétés structurales ou
leur stabilité dans le tractus gastro-intestinal (Thomas et al., 2007; Fu et al., 2007; Zhao et
al., 2008). Certaines protéines du SBM, la glycinine et la B-conglycinine, ont ét¢ identifiées
comme provoquant une hypersensibilité¢ chez les porcelets (Li et al., 1990). Fu et ses
collaborateurs ont identifié et caractérisé la sous-unité B de la conglycinine comme étant un
allergene potentiel pour les porcelets présentant des épitopes antigéniques sur la surface de
la protéine (Fu et al. 2007). Chez I'homme, 34 protéines IgE réactives ont été identifiés et
caractérisés pour le soya (Xiang et al., 2008) mais peu d'informations sont disponibles chez

le porc sur la caractérisation des protéines immunogenes de soya.

Un traitement thermique appliqué au soya ou I’extrusion de la féve peut inactiver certains
facteurs antinutritionnels (Danielson et Crenshaw, 1991). Cependant, ces processus peuvent
aussi réduire la disponibilité des acides aminés, surtout quand le SBM est soumis a de trop
hautes températures (Danielson et Crenshaw, 1991). La fermentation peut améliorer la
valeur nutritionnelle du soya en augmentant la biodisponibilit¢ des nutriments et en
réduisant la présence de facteurs antinutritionnels (Egounlety et Aworh, 2003; Hotz et
Gibson, 2007). Plusieurs ¢tudes ont démontré que la fermentation des protéines de soya
réduit sa réactivité immunitaire envers les IgEs chez I’humain, probablement en éliminant
les épitopes présents dans la protéine d’origine (Song et al., 2008a, b). Le porcelet
développe son immunité face aux protéines du soya durant les cinq premieres semaines
suivant le sevrage (Heppell et al., 1989). Sa tolérance est bien établie 12 semaines apres le

sevrage (Miller et al., 1994)

4. Présence de Escherichia Coli entérotoxigéne

La bactérie E. coli entérotoxigene (ETEC) est l'une des six variantes pathogéniques de E.
coli causant la diarrhée. Comme plusieurs autres bactéries, elle est recouverte de structures
appelées fimbriae (Westerlund-Wikstrom et Korhonen, 2005). Ce sont de longues protéines
de surfaces filamenteuses qui jouent un réle clé dans la capacité d’infection (Westerlund-

Wikstrom et Korhonen, 2005). Ces structures permettent aux bactéries d’adhérer
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solidement aux cellules, de coloniser et ou d’envahir les cellules hotes, et par la suite de
survivre et de persister dans 1’environnement pour causer la maladie (Krogfelt, 1991). Les
fimbriae des bactéries Gram-positives sont composés entre autres de fibronectine, de
collagene et de fibrinogene (Wang et al., 2003; Buckley et al., 2006) tandis que celles des
Gram-négatives sont plutot faites de glycoprotéines ou glycolipides et le site d’attachement
est un résidu de saccharides (Van den Broeck et al., 2000; Sung et al., 2001; Van Gerven et
al., 2008). L’article de Schroyen et de son équipe explique qu’il y a deux principaux types
de fimbriae (pili) ETEC causant la diarrhée chez les porcelets. Ces deux types sont F4 et
F18, les autres étant les F5, F6 et F41. Les fimbriae F18 sont généralement associés a la
diarrhée chez les porcelets récemment sevres, alors que les fimbriae F4 sont impliqués dans
la diarrhée des porcelets nouveau-nés et récemment sevrés. Les antigénes F (fimbriales) ont
été antérieurement décrits comme des antigénes K (kapsular), ce qui explique pourquoi la
littérature se réfere a F4 comme étant K88. Pour provoquer la diarrhée, ETEC-F4 ou
ETEC-F18 doit s’attacher, a 1’aide de ses fimbriae, a un récepteur spécifique dans l'intestin
gréle des porcelets. Toutefois, ce ne sont pas tous les porcelets qui expriment ces récepteurs
a un méme niveau. Le récepteur pour ETEC-F18 a été identifi¢ comme étant le récepteur
FUT]1. Le récepteur F4 est plus complexe car il présente trois variantes : F4ab, F4ac et F4ad

(Schroyen et al., 2012; Xia et al., 2015).

Le gene codant pour le récepteur F4 a été identifi¢ en 2015 par I’équipe de Xia. Méme s'il y
a différentes variantes de F4 (F4ab, F4ac et F4ad), un seul récepteur est responsable de
I’adhésion des fimbriae F4, le récepteur FaeG (Xia et al., 2015). Le fait d’identifier la
mutation du geéne sur le chromosome 13 peut étre une occasion pour sélectionner les
animaux contre ETEC-F4, et réduire les épisodes de diarrhée intense (Schroyen et al.,

2012).

5. Développement du systéme immunitaire chez le porcelet

Le développement du syst¢tme immunitaire des porcelets commence avec la prise de
colostrum tout de suite aprés la naissance, puis certains facteurs de I’immunité sont

consommés dans le lait pour finalement que le porcelet ait sa propre immunité.
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Chez la truie, les immunoglobulines ne peuvent pas passer au travers le placenta. Aucune
immunoglobuline n’a ét¢ détectée chez les porcelets dans les ganglions mésentériques, dans
la moelle osseuse, dans le sang ombilical, dans les cellules sécrétrices d’immunoglobulines
comme les cellules B ni dans les plaques de Peyer avant la naissance (Sinkora et al., 2002).
Comme le nouveau-né est sans immunocompétence, leur survie dépend directement de
I’immunité qu’ils acquerront du colostrum et du lait de leur mere. Leur systeme
immunitaire intestinal est également immature et nécessite du temps pour se développer. Le
colostrum et le lait de la truie contiennent des facteurs de croissance et des anticorps (IgG et
IgA en majorité) qui jouent un role important dans la protection systémique et de la
muqueuse intestinale contre les agents pathogenes dans les premiéres semaines de vie du
porcelet mais surtout dans les premieres 12 a 48 premieres heures (Butler, 1974; De Diego
et al., 1994). Les concentrations du colostrum en IgG et en IgA sont en moyenne de 105 et
14,5 mg/mL tandis que celles du lait, 24h apres la naissance du premier porcelet, sont de 22

et 7 mg/mL (Guillou et al., 2012).

L’équipe de Nguyen (2007) a étudié les cytokines présentes dans le colostrum et le lait de
la truie, de méme que I’impact sur le porcelet. Durant les deux premiers jours de vie, le
colostrum transfére aux porcelets toutes les cytokines nécessaires pour stimuler la
production de cellules T helper (Th) (ou lymphocyte T) de tous les niveaux (Thl, Th2 et
Th3), qui sont des intermédiaires de la réponse immunitaire. Les voici en ordre
d’importance dans le colostrum chez la truie : IL-4 > TGF-f1 > IL-6 = IFN-y > IL-12 > IL-
10 = TNFa. Ces cytokines influencent le développement du systéme immunitaire du
porcelet nouveau-né. Toutefois, dans le colostrum, les niveaux sont treés variables d’une
cytokine a I’autre (Nguyen et al., 2007) et plus le colostrum laisse place au lait, plus la

concentration en cytokines diminue.

Bien que les cytokines aient plusieurs rdles, voici un résumé de certaines de leurs fonctions.
L’interféron gamma (IFN-y) et IL-12 sont produites par les Thl et favorisent
I’inflammation et la réponse de tous les lymphocytes T (Foussat et al., 2003). De son coté,
IL-10 est produit par les Th2 et joue un role important dans la production d’anticorps et les
réponses anti-inflammatoires. L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire importante car

elle diminue I’inflammation médiée par les macrophages et par les lymphocytes T (Moore
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et al., 2001). En effet, I’une de ses principales actions est la suppression des cellules Thl,
qui produit des cytokines inflammatoires (Moore et al., 2001). Les IL-4 et IL-5 sont aussi
produites par les Th2 et favorisent la réponse des cellules B. Le transforming growth factor
beta (TGF-B) est pour sa part produit en grande partie par les Th3 qui ont une fonction

immunorégulatrice (Foussat et al., 2003).

Le sevrage a un effet marqué sur la concentration sérique de cytokines chez le porcelet. Les
concentrations d’IL-6, une cytokine pro-inflammatoire, et d’IL-12 sont augmentées par les
changements de la microflore commensale (Nguyen et al., 2007). Toutefois, pour IFN-y,

IL-10, IL-4 et TGF-B1, les concentrations ne semblent pas changer suite au sevrage.

Lors du sevrage, on place les porcelets de plusieurs portées ensemble, ce qui donne lieu a
des blessures (Tan and Shackleton, 1990) et une ¢lévation des niveaux d’hormones liées au
stress (Moore et al., 1994). Il y a une libération de cortisol dans le sang et d’ACTH, une
augmentation des battements cardiaques, une augmentation de la quantité de neutrophiles et
une augmentation de la température corporelle (Moore et al., 1994). Le cortisol, un
corticostéroide, a la propriété d’inhiber la production d’IgA et d’IgM (Husband et al., 1973;
Posey et al., 1978). De plus, le cortisol augmente la néoglucogenése et inhibe la synthése
protéique, réduisant ainsi la déposition des acides aminés pour la croissance des muscles
(Manchester, 1970). Toutefois, le cortisol augmente la quantité d’acides aminés libres dans
le sérum (Manchester, 1970) qui au final peut résulter en une augmentation de la réaction

inflammatoire (Taylor et al., 1997)

5.1 Systeme immunitaire de la muqueuse intestinale

Le développement de la réponse immunitaire dans la muqueuse intestinale du porcelet
nécessite environ sept semaines pour atteindre le méme niveau de maturité qu’un animal
adulte (Stokes et al., 2004). Ce processus se divise en quatre étapes (Vega-Lopez et al.,
1995; Stokes et al., 2004). A la naissance, on observe quelques groupes de lymphocytes
mais aucun d’eux n’a de structure claire. Durant les premieres deux semaines, 1’intestin est
rapidement colonisé par les cellules lymphoides mais celles-ci n’expriment pas
significativement les récepteurs CD8 ou CD4 a leur surface (Stokes et al., 2004). Ces

récepteurs sont associ¢s a deux types de réponses immunitaires : innée et adaptative. Par
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contre, c’est pendant ces deux semaines qu’il y a le plus d’expression de cytokines

inflammatoires.

En fait, c’est a la premiere journée suivant le sevrage qu’on verra la plus grande
augmentation de cytokines par rapport au jour 0 du sevrage (Pié et al., 2004; Tizard, 2004).
Une analyse plus détaillée a démontré qu’entre le jour O et le jour 2 suivant le sevrage, il y a
une augmentation de la concentration de I’ARNm de TNFa, IL-1p et IL-6 (Stokes et al.,
2004). Les cytokines IL-8, IL-12p40 et IL-18 connaitront également des augmentations aux
premiers jours post-sevrages mais moins importantes (Tizard, 2004). Toutefois, leur niveau
descendra au jour 2 sous le niveau de référence du jour 0. Stokes et son équipe ont
¢galement démontré que les porcelets agés de quatre a six semaines, soit habituellement les
deux semaines suivant le sevrage, exprime des ARNm de cytokines pro-inflammatoires
telles qu’IL-2, IFN-y et IL12p40 et des cytokines anti-inflammatoires telles que IL-4, IL-5
et IL-10 dans toutes les parties de I’intestin (Stokes et al., 2004).

Le tableau 1.1 suivant est un résumé de I’expression de cytokines dans les différentes

parties du petit intestin suivant le sevrage telle qu’observée par Pié et al. (2003).

Tableau 1.1 : Changement en post-sevrage de 1’expression de cytokines dans les
différentes parties du petit intestin de porcelets sevrés a 28 jours

Phase Cytokines!
Site IL-1B | IL-6 | TNFa | IL-8 | IL-12p40 | IL-18

0 a 2 jours post-sevrage | Duodénum + + 0 0 0 0
mi-Jéjunum + + + 0 0 0

[1éum + 0 + 0 0 0

Début colon | + + 0 0 0 0

5 a 8 jours post-sevrage | Duodénum 0 0 - 0 - 0
mi-Jéjunum 0 0 0 - 0 -

[1éum 0 0 + 0 - -

Début colon 0 0 + + - -

!+ augmentation; - : diminution; 0 : aucune changement (valeurs comparées 4 celles avant le sevrage
Tiré de Pié et al., 2003
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Par la suite, entre la deuxiéme et quatrieme semaines, on peut observer des cellules
lymphoides CD4 mais pas encore de CD8 (Stokes et al., 2004). Les cellules CD4 sont des
lymphocytes T auxiliaires de type «helper», des intermédiaires de la réponse immunitaire,
tandis que les CD8 sont des lymphocytes T cytotoxiques de type «killer» qui détruisent
elles-mémes les cellules infectées. De plus, un certain nombre de cellules B est présent et
exprime des IgM (Stokes et al., 2004). Apres la cinquieme semaine, on voit les cellules
lymphoides CD8 et une quantité significative d’IgA apparaitre. A la fin de la septiéme
semaine, la structure intestinale immunitaire du porcelet est comparable a celle d’un animal

adulte.

Toutefois, ce développement du systéme immunitaire des porcelets peut étre influencé par
les diverses conditions du sevrage comme 1’age au sevrage, la forme et les ingrédients de la
ration de méme que la salubrit¢ des batiments. Des porcelets sevrés dans des conditions
conventionnelles présentent une muqueuse plus €paisse que des porcelets élevés et sevrés
en conditions contrdlées (Stokes et al., 2004). Les cellules de ces derniers montrent des

niveaux de marqueurs d’activation légérement supérieurs.

6. Développement du statut antioxydant du porcelet

Le développement du status antioxydant du porcelet évolue avec le temps en fonction de

I’age, de I’environnement et de 1’alimentation du porcelet.

6.1 Avant le sevrage

Chez I’humain, des antioxydants tels que 1’acide urique, la vitamine E et le béta-caroténe,
se retrouvent dans le lait (Ostrea et al., 1986; Buescher et Mcllheran, 1992). Les enfants qui
sont nourris au lait artificiel doivent étre supplémentés en vitamine E et en béta-caroténe
pour atteindre la méme concentration sanguine que ceux allaités (Ostrea et al., 1986). Chez
la truie, il y a également des ¢éléments essentiels aux porcelets pour le maintien de leur
statut antioxydant. La lactoperoxydase (LPO) est une peroxydase qui est produite par des
glandes sécrétrices exocrines dans des substances telles que le lait, la salive ou les larmes
(Reiter and Hérrnulv, 1984; Shin et al., 2000). Cette enzyme est impliquée dans le systéme

de défense naturelle contre les microorganismes envahisseurs. Il a ét¢ démontré, chez le
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bovin que LPO avait des propriétés antioxydantes (Pruitt et al., 1990) car elle empéche
I’accumulation du peroxyde d’hydrogeéne (H20.) (El-Chemaly et al., 2003). Chez la truie, la
concentration en LPO augmente significativement 6h apres la parturition pour revenir a sa
concentration initiale 12 h aprés la parturition (Albera and Kankofer, 2009). Vingt-quatre
heures apres parturition, la concentration augmente de nouveau pour atteindre la méme

qu’a 6 h apres parturition et demeure stable jusqu’a 36 h.

Le lait des truies contient également de la lactoferrine (LF), une protéine liée a un ion de fer
(Schanler 1989; Goldman et al. 1994). La LF posseéde des propriétés anti-inflammatoires et
elle semble impliquée dans la phagocytose et la réponse immunitaire (Lonnerdal and Iyer,
1995). La concentration en LF du lait de la truie augmente apres la parturition et atteint sa
concentration maximale a 36 h suivant la naissance des porcelets (Albera and Kankofer,

2009).

6.2 Apres le sevrage

Chez le porcelet, une étude a confirmé que le sevrage joue un réle important dans le stress
oxydatif et le métabolisme des radicaux libres en post-sevrage (Zhu et al., 2012). Le
dommage oxydatif est généralement dii & une hausse des concentrations de ROS (reactive
oxygen species), tandis que le niveau faible ou transitoire de ROS agit en activant la
prolifération cellulaire ou les voies de signalisation de survie (Finkel, 2003; Buetler et al.,
2004). Par exemple, les ROS sont utilisés par le systéme immunitaire pour attaquer et
détruire les agents pathogenes (Segal et al., 2005) et peuvent induire la synthese de la
protéine activatrice 1, qui est un régulateur clé¢ de la croissance et de la prolifération
cellulaire (Kerr et al., 1992; Shaulian et al., 2002). Par contre, la surproduction de ROS et
RNS (reactive-nitrogen species) peut entrainer un stress oxydatif (Valko et al., 2007) et des
changements dans les systemes de défense antioxydants, y compris I’activité¢ d’enzymes
telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase
(GSH-Px) (Han et al., 2009b, 2011).

L’ajout d’antioxydants naturels, tels que la vitamine E (o-tocopherol) et la vitamine C est
pratiquée pour réduire le stress oxydatif en élevage (Bonnette et al., 1990; Eicher et al.,

2006; West et al., 2008; Deng et al., 2010). La concentration sérique en o-tocophérol
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diminue dans les 14 premiers jours suivant le sevrage et ce, peu importe le type et la
concentration ajoutée dans I’aliment (Ching et al., 2002). La vitamine A (rétinol ou
caroténoides) a aussi une action antioxydante (Gerster, 1993). Toutefois, a haute
concentration, la vitamine A aurait des effets négatifs sur 1’absorption et la rétention de la
vitamine E, affectant le statut antioxydant du jeune porcelet apres le sevrage (Sklan et

Donoghue, 1982; Blakely et al., 1991; Ching et al., 2002).

Une étude de Zhu et de ses collaborateurs évaluait I’ajout d’antioxydants (6,75 g/kg : 200
mg de vitamine C, 100mg de vitamine E, 450g de polyphenols de thé, 1 g d’acide lipoique
et 5g d’antioxydant microbien fermentés provenant de Bacillus, Lactobacillus, de bactéries
photosynthétiques et de levures a biere) a la ration des porcelets lors du sevrage a différents
ages (Zhu et al., 2012). IIs ont comparé trois groupes de porcelets : des témoins non sevreés,
avec acces a volonté a la ration séche a partir du jour 14; des porcelets sevrés a 21 jours,
avec acces a la ration seche a partir du jour 14 (ce qui s’approche beaucoup des pratiques
commerciales au Québec); et des porcelets sevrés a 21 jours, avec acces a la ration seche de
base a 14 jours aussi mais enrichie d’antioxydants (sevrés avec antioxydants). Les résultats
ont montré que le sevrage a entrainé une réduction de la hauteur et de la largeur des
villosités ainsi qu’une diminution de l'activité des enzymes digestives pour les deux
groupes sevrés. L’activité de la SOD a diminué et les concentrations de MDA, NO et H20»
ont augmenté dans le sérum aprées le sevrage. Par rapport au groupe témoin, l'activité de la
SOD dans le sérum a diminué au jour 28 et la teneur en MDA a augmenté au jour 35 dans
le groupe sevré sans antioxydants. Toutefois, le régime avec un mélange d’antioxydants a

réduit la concentration de MDA pour atteindre celle des porcelets non sevrés.

Dans cette méme ¢étude, l'expression des geénes liés aux enzymes antioxydantes et
digestives, a été régulée a la baisse apres le sevrage dans la muqueuse de ’intestin gréle des
porcelets du groupe sevré. Toutefois, le groupe sevré avec antioxydants a plutdt vu
I’expression des génes de ces mémes enzymes augmenter. La concentration de PGC-1a
(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha), qui joue un role
de protection contre le stress oxydatif, a été réduite dans la muqueuse des porcs sevrés et a
augmenté dans la muqueuse des porcs sevrés avec antioxydants par rapport aux porcs

témoins. Dans cette étude, le mélange d’antioxydants a démontré avoir le potentiel de
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prévenir les dommages induits & la muqueuse intestinale par les radicaux libres et de
moduler a la baisse le stress oxydatif de la muqueuse intestinale des génes de PGC-1a (Zhu

et al., 2012).

En comparaison, 1’équipe de Yin et al. (2014) a publi¢ un article sur le sevrage précoce a 14
jours des porcelets et son impact sur 1’activité des enzymes antioxydantes. Les résultats ont
montré que le niveau de MDA plasmatique était significativement plus €levé trois jours
apres le sevrage et le niveau de carbonyles avait augmenté aux jours 1, 3, et 5 par rapport
au jour 0 (le sevrage). Egalement, le sevrage précoce a supprimé l'activité de la SOD
plasmatique au jour 1 apres sevrage et a réduit l'activité de la GSHPx au jour 3 apres
sevrage. Les résultats de I'expression dans le jéjunum indiquent que 1’expression des geénes
liés a des enzymes antioxydantes a été régulée a la baisse aux jours 3 et 5 apres le sevrage.
La protéine découplante 2 (Ucp2), qui est considéré comme une régulatrice négative des
ROS, a diminué dans 1'iléon apres le sevrage tandis que la p53 a augmenté dans le jéjunum
apres le sevrage. Pendant ce temps, le sevrage précoce a supprimé les signaux p65 (aux
jours 3, 5 et 7 aprés sevrage) et Nrf2 (aux jours 5 et 7 apres sevrage) dans le jéjunum, ce qui
a régulé a la baisse l'expression de geénes d’enzymes antioxydantes et favoriser le

développement du systéme antioxydant.

En résumé, les effets antioxydants dans la muqueuse des porcelets peuvent provenir de
plusieurs sources comme ’activité d’enzymes antioxydantes ou des facteurs impliqués dans
I’activités de ces enzymes (Yin et al., 2014). Avant le sevrage, la mére apportera par son
lait les éléments nécessaires au maintien du statut antioxydant comme la lactoperoxydase et
la lactoferrine. Ces enzymes ont des actions antioxydantes. Le lait apportera également des
¢léments comme la vitamine E et A qui sont impliqués dans la réaction d’oxydoréduction.
Par la suite, apres le sevrage, favoriser I’augmentation de 1I’expression des genes d’enzymes
antioxydantes telles que la GSH-Px, la catalase et la SOD et ajouter a I’alimentation des
nutriments comme la vitamine E et C permettraient de maintenir les réactions antioxydantes
et un statut oxydatif favorable (Yin et al., 2014). Finalement, la gestion d’¢levage joue un
role important sur le développement du systeme antioxydant des porcelets puisque le
sevrage précoce pourrait affecter I’efficacité du systéme antioxydant en comparaison a un

sevrage plus tardif.
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7. Développement de la flore intestinale du porcelet

En plus du statut immunitaire et antioxydant, les bactéries qui colonisent la muqueuse
intestinale, jouent, elles aussi un role important dans la défense contre les pathogenes. Entre
autres, elles peuvent sécréter des substances antimicrobiennes qui inhibent la croissance des
bactéries non désirables ou simplement, elles compétitionnent pour les mémes nutriments

(Cummings et al., 2004).

La flore est relativement spécifique a I’individu. Au moment du sevrage, des changements
majeurs interviennent dans la composition de la flore du porcelet, sous I’influence de

I’alimentation et de I’environnement (Akkermans et al., 2003; Jensen et al., 2003).

La succession de populations microbiennes dans le tube digestif pendant les premicres
semaines de vie est remarquablement similaire chez I’homme, le porc, le bovin et la volaille
(Akkermans et al., 2003). Quelques jours apres la naissance, les coliformes et les
streptocoques dominent la flore digestive. Les bactéries anaérobies obligatoires
apparaissent plus tard. Les clostridies et les lactobacilles sont aussi présents chez la plupart
des hotes pendant une courte période (Mackie et al., 1999). Chez le porc, le développement
de la flore intestinale connait une succession écologique rapide, de la naissance au sevrage.
Ensuite, elle reste relativement stable en termes de composition d’espéces bactériennes et
ceci tant que le porcelet consommera le lait maternel (Mathew et al., 1998). La différence
de populations bactériennes entre un porcelet encore allaité et un porcelet sevré est
marquée. L’introduction d’aliments solides a base de céréales, lesquelles modifient la
disponibilité des éléments et les conditions du lumen intestinal (la fermentation des
produits, le pH du lumen et la concentration en bile) (Opapeju et al., 2009; Kim et al., 2011;
2012), est probablement la cause principale associée a 1’abondante augmentation de
Prevotella, d’Acetivibrio (famille de clostridia), d’Oribacterium, de Paraprevotella, de
Roseburia et de Succinivibrio. Dans cette situation, la trés grande présence de Prevotella,
soit a plus de 30%, pourrait étre due a sa capacité de produire des enzymes telles que
xylanase, mannanase, 3-glucanase (Flint and Bayer, 2008) qui sont capables de dégrader les

polysaccharides des céréales (Ivarsson et al., 2012).
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Bien que le nombre et le type de bactéries du lumen intestinal puissent étre nombreux on
peut les classer en trois types de bactéries qui colonisent I’intestin (Konstantinov et al.,
2003). Les bactéries pathogeénes (p. ex. E. coli et Salmonella) ont la capacité de produire
des toxines et ont un potentiel d’invasion tres élevé. Les bactéries nocives (p. ex. E. coli et
les Bactéroides) produisent des composés nocifs tels que de I’ammoniac, le scatol ou les
phénols. Finalement, les bactéries favorables a [Dintestin (p. ex. Lactobacilles et

Bifidobactéries) entrent en compétition avec les autres types de bactéries afin de maintenir

leurs niveaux bas et stimulent le syst¢tme immunitaire.

Chez I’homme tout comme chez le porc, les premicres bactéries colonisatrices sont
Escherichia coli et Clostridium spp. (Favier et al., 2002). Aprés quelques jours,
apparaissent les premicres Bifidobacterium spp. Celles-ci restent dominantes pendant
I’allaitement maternel. Apres le sevrage, et surtout durant la premiére semaine suivant le
sevrage, il se crée une homogénéité riche et stable dominée par les bactéries anaérobiques
(Inoue et al., 2005; Thompson et al., 2008). Egalement, la flore devient plus complexe,
avec l’apparition d’autres types bactériens, notamment Clostridium, Ruminococcus,
Enterococcus et Enterobacter spp. Avec ’age, ces profils bactériens deviennent encore
plus complexes et plus stables. Aussi, plusieurs études chez le porcelet ont démontré que
les Firmicutes et les Bactéroidetes phyla comptent pour plus de 90% des bactéries
présentes dans I’iléum des porcelets sevrés (Poroyko et al., 2010; Kim et al., 2011; Schmidt

et al., 2011; Buzoianu et al., 2012; Schokker et al., 2014).

8. Stratégies pour réduire les effets du sevrage

Les effets du sevrage sur le porcelet sont multiples, proviennent de plusieurs facteurs et ont
souvent un impact négatif. Toutefois, plusieurs stratégies, tant alimentaire qu’au niveau de

la gestion d’¢levage, peuvent étre utilisées afin de diminuer les effets négatifs du sevrage.

8.1 L’age au sevrage

Dans les élevages porcins traditionnels, jusqu’au milieu des années 1990, le sevrage était

préconisé vers 1’dge de 21 a 28 jours; un sevrage avant 1’dge de 21 jours n’était pas
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recommandé, compte tenu des risques pour la santé des animaux et des conditions
spécialisées d’¢levage requises (Conseil de recherches agro-alimentaires du Canada et
Conseil canadien du porc, 2003). Cependant, les stratégies de sevrage précoces se sont
largement répandues depuis environ 20 ans. Le sevrage précoce signifie que les porcelets
sont séparés de la truie entre 1’age de 14 et 20 jours, la moyenne étant de 17 jours (Conseil
de recherches agro-alimentaires du Canada et Conseil canadien du porc, 2003). Toutefois,
les pratiques actuelles sont plutot un sevrage a 20-21 jours. Les porcelets sont retirés de la
mere au moment ou ils profitent encore de I’immunité passive offerte par le lait maternel,
mais avant qu’ils ne soient infectés par des microorganismes pathogeénes de
I’environnement. Dans des conditions d’¢élevage adéquates, les porcelets sevrés
précocement demeurent en santé et peuvent prendre du poids de maniére constante (Conseil

de recherches agro-alimentaires du Canada et Conseil canadien du porc, 2003).

Certains ¢éléments se rapportant a 1’age ont déja été traité dans les sections précédentes sur
le développement du systéme immunitaire et sur le développement du statut antioxydant du

porcelet.

Comme vu précédemment, plus le sevrage se fait tot, moins les systemes immunitaire,
antioxydant et digestif ne sont suffisamment développés (Yin et al., 2014). L’4ge au
sevrage a donc un impact trés important sur ces trois systémes. Une étude réalisée par Yin
et ses collaborateurs a mis a jour I’impact d’un sevrage précoce a 14 jours d’age sur le
statut antioxydant et le systéme immunitaire du porcelet. L’activité de la SOD au jour 1
apres le sevrage a été supprimée, de méme que ’activité de la GSH-Px au jour 3 apres le
sevrage et la concentration en MDA a triplé au jour 3 apres le sevrage. Des porcelets sevrés
entre 14 et 21 jours montrent quant a eux une diminution dans la prolifération des

lymphocytes (Blecha et al., 1983).

L’équipe de Kick (2012) a réalis¢ une ¢étude afin de comparer les impacts d’un sevrage a
14, 21 et 28 jours sur le développement de I’immunité des porcelets. Les résultats obtenus
ne permettaient pas de faire la démonstration que lque le développement ultérieur du
systeme immunitaire des porcelets sera affecté par un sevrage a 14 jours vs un sevrage a 21

ou 28 jours (Kick et al., 2012).
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Le systeme digestif évolue également avec le temps et encore plus lorsque le sevrage
survient. Les effets négatifs du sevrage sur la physiologie du systéme digestif sont
importants. L’article de Marion et al. (2002) compare 1I’évolution de la physiologie du petit
intestin chez des porcelets agés de 7 a 21 jours, non sevrés et sevrés. Ils ont démontré que la
hauteur des villosités diminuait de facon linéaire chez les porcelets non sevrés entre le jour
7 et 21, débutant a 975 et terminant a 581 um tandis que chez les porcelets sevrés, il y avait
une diminution abrupte lors du sevrage (de 975 a 403 um) puis une amélioration linéaire
jusqu’au jour 21 (661 um) ou il n’y avait plus de différence significative. Les porcelets non
sevrés ont donc en général une meilleure assimilation des nutriments car la hauteur des

villosités est en moyenne plus élevée entre le jour 7 et le jour 21 (Marion et al., 2002).

8.2 Formulation alimentaire

Au Québec, les rations alimentaires pour les porcs sont constituées d’environ 60% de
céréales et 35% de maticres grasses et de sources protéiques (Lafond, 2009). Le mais est
I’ingrédient de base du régime alimentaire des porcs car il est trés riche en énergie et trés
digestible (Lafond, 2009). Le tourteau de soja est un excellent complément au mais,
principalement en raison de sa teneur €levée en protéines (43 a 49%) et en lysine (2,8%)
(Lafond, 2009). Par contre, le porcelet sevré a une capacité limitée pour la digestion des
ingrédients d’origine végétale, comme le tourteau de soja. Pour faciliter le sevrage, on
utilise donc des coproduits laitiers riches en lactose et des protéines animales hautement
digestibles, comme le plasma sanguin (Reese et al., 2000). La présence du soja dans les
rations des porcelets engendre parfois des réactions négatives comme une diminution de la
croissance (Reese et al., 2000). Pour ces raisons, I’intégration de ces sous-produits

d’origine animale a I’alimentation des porcelets a été favorisée (Reese et al., 2000).

Le systéme digestif du porcelet est d’abord congu pour digérer et absorber des constituants
laitiers. Dans ce cas, un sevrage précoce suivi d’une ration solide sans période de transition
peut engendrer un stress chez I’animal (Tokach et al., 2003). Les fabricants de moulées ont
donc mis au point des mélanges d’aliments qui tiennent compte de ce passage forcé, en
introduisant divers ingrédients d’origine animale comme la poudre de lait écrémé, le

plasma sanguin ou des farines de poissons (Li et al., 2003).
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Ce passage graduel vers des aliments d’origines végétales permet a 1’animal de développer
les enzymes nécessaires a la digestion de ce nouveau régime alimentaire et ainsi, réduire les

pertes de poids liées a une anorexie post-sevrage (Reese et al., 2000).

8.3 Farine de plasma

Le plasma sanguin séché, qui contient entre 80 et 90% de protéines brutes et 7 a 9% de
lysine, est le composé nutritionnel qui a suscité le plus d’intérét pour I’alimentation du
porcelet sevré au cours des années 1980-1990 (Tokach et al., 1997). Il peut étre obtenu a
partir du sang de porcs ou de bovins, la source porcine étant jugée meilleure d’abord pour
son golt (Ermer et al., 1994) mais surtout pour son contenu en facteurs de croissance
comme le insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (van Dijk et al., 2001). Bien que le plasma
soit colteux, son emploi dans I’alimentation du porcelet nouvellement sevré (a une
concentration variant de 5 a 7 %) entraine un accroissement linéaire du gain de poids
quotidien (Hansen et al., 1993; van Dijk et al., 2001). La principale caractéristique du
plasma est de favoriser et d’accroitre I’appétence de la ration pour le porcelet (Pierce et al.,
1995; van Dijk et al., 2001). Une étude de Bosi et de ses collaborateurs (2001) a démontré
que le plasma exercait aussi une action protectrice contre certaines bactéries pathogénes
intestinales, comme E. coli. Ce sous-produit est donc rapidement devenu une source

nutritive importante pour le porcelet sevré (Tokach et al., 1997).

8.4 Antibiotiques

Depuis plus de 50 ans, la suppression des maladies entériques ou respiratoires et la
promotion de la croissance ont été obtenue par l'inclusion de divers antibiotiques (Mroz,
2005) tels que Streptomycine et la famille des Tétracyclines (Institut national de la santé
publique du Québec, 2013). La Vancomycine est surtout connue a cause de la bactérie
Enterococcus spp. dont certaines souches ont développé une résistance a son égard, surtout
en milieu hospitalier (Institut national de la santé¢ publique du Québec, 2013) et agents
chimio thérapeutiques a des doses sous-thérapeutiques dans le régime alimentaire pour porc
(Mroz, 2005). En fait, ces molécules sont employées dans de nombreux domaines comme
principal moyen de lutte contre les infections bactériennes ou simplement pour controler la

croissance de certains types de bactéries. Comme chez 1’humain, les antibiotiques sont
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utilisés dans les élevages afin de traiter certaines maladies qui nuisent a la santé des
animaux. Les avantages ¢économiques estimés de 1’utilisation des antibiotiques comme
facteurs de croissance variaient de 3,3 a 8,8 % en termes de croissance améliorées et de 2,5

a 7,0% chez le porcelet sevré pour l'efficacité alimentaire (Viaene et Verbeke, 1999).

Toutefois, les antibiotiques ont été consommés a 1’exces dans les derniéres décennies, étant
utilisés sans méme D’apparition de symptomes de maladies. Cette pratique meéne a
I’apparition d’antibiorésistance. Cette derniere est le résultat d’une mutation des geénes des
bactéries qui lui donne la capacité de résister a 1’action des antibiotiques : « Une bactérie
est résistante a un antibiotique lorsqu’elle supporte des concentrations inhibitrices de cet
antibiotique supérieures aux concentrations que I’on peut obtenir dans I’organisme sans
atteindre les doses toxiques» (Ferron, 1994). De nombreuses molécules antibiotiques ont vu
leur spectre théorique d’activité se restreindre avec I’émergence d’un grand nombre de

souches bactériennes résistantes (Andremont et al., 1997).

8.5 Probiotiques et prébiotiques

L’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS) et 1'Organisation des Nations unies pour
l'alimentation et l'agriculture (FAO) ont donné, en 2001, une définition officielle des
probiotiques qui est : « les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils
sont ingérés en quantité suffisante, exercent des effets positifs sur la santé, au-dela des
effets nutritionnels traditionnels ». Par exemple, une ¢étude publiée par Abe et ses
collaborateurs (1995) rapporte que chez le porcelet élevé sans antibiotique, I’ingestion orale
de Lactobacillus et de Bifidobacterium a diminué significativement la fréquence des
diarrhées et la mortalité et a fait amélioré significativement le gain de poids et la conversion
alimentaire comparativement au groupe témoin. Egalement, un article paru récemment,
présentait les résultats de I’effet de Lactobacilus reuteri 15007 chez le porcelet nouveau-né
¢levé en conditions commerciales (Yang et al., 2015). Ils ont rapporté que Lactobacillus
reuteri 15007, lorsqu’administré oralement a une dose de 6 x 10° CFU de fagon quotidienne
pendant 14 jours, a fait augmenter significativement 1’expression des protéines épithéliales
de I'intestin soit claudin-1, occludin et ZO-1 chez le porcelet nouveau-né. Comme discuté

précédemment, ces protéines sont impliquées dans le mécanisme des jonctions serrées de
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I’intestin et jouent un grand role dans la protection contre les pathogénes par la barric¢re
intestinale. Alors en augmentant I’expression de ses protéines, on améliore la capacité de la
barriére intestinale a protéger 1’hdte contre les agents pathogénes. Une autre partie de
I’é¢tude de Yang et de ses collaborateurs (2015) était en culture in vitro, avec des cellules
soumises a un traitement avec du LPS (1 pg/ml) pendant 1, 4, 8, 12 et 24 h, ce qui a
provoqué une augmentation de 1’expression de TNFa et d’IL-6 puis une diminution des
protéines impliquées dans les jonctions serrées. Puis, ces mémes cellules ont été traitées
avec Lactobacillus reuteri 15007 pendant 2 h. Ce dernier traitement a permis de renverser

les effets du LPS, soit de rétablir I’expression des protéines claudin-1, occludin et ZO-1.

I est connu que les différentes souches de lactobacillus et bifidobacterium agiront comme
suppresseurs ou inhibiteurs de bactéries pathogénes (Servin, 2004), probablement en raison
de la production de peptides antimicrobiens et des acides organiques (Liévin-Le Moal and
Servin, 2014). 11 a été ¢galement démontré que d’inoculer des porcs avec des inoculums
d’intestin ou d’excréments d’autres porcs qui contiennent des lactobacilles et des
bifidobactéries, provoquait une augmentation de ces dernieres. Et cela aurait pour effet
d’augmenter la production d'acides organiques provenant de la fermentation bactérienne et
aiderait a lutter contre les bactéries pathogénes provoquant la diarrhée (Wang et al., 2004b;
Moura et al., 2008; Kim et al., 2010; Li et al., 2012b). Comme mentionné précédemment a
la section 7 (Développement de la flore intestinale du porcelet), ces deux familles de

bactéries sont des bactéries favorables au bon fonctionnement de la flore intestinale.

Les prébiotiques, quant a eux, sont plutét des nutriments qui induisent une croissance ou
améliore 1’activit¢ des microorganismes de ’intestin (bactéries et levures) (Roberfroid,
2007). Ce sont généralement des oligosaccharides ou des polysaccharides a courte chaine
formés de deux a vingt unités de sucre. Ils échappent a la digestion dans ’intestin gréle et
sont des substrats potentiels pour I’hydrolyse et la fermentation par les bactéries
intestinales. En agissant comme substrat, il stimule la croissance de certaines bactéries en
particuliers (Roberfroid, 2007). Les prébiotiques ont aussi la capacit¢ de diminuer la
présence de certaines bactéries. Par exemple, les proanthocyanidines contenu dans la
canneberge sont connus pour se fixer a la bactérie E. coli, I’empéchant de se fixer a

1’épithélium intestinal, et ’expulse hors du systéme digestif (Turner et al., 2005).
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Chez I'homme, il est bien établi que les fibres prébiotiques par exemple, qui sont des fibres
non digestibles fermentées par le microbiote intestinal, telles que les polymeéres de fructose
ou le galactose, peuvent entralner une augmentation de la croissance des bactéries
bénéfiques recrutées dans le microbiote commensal (Roberfroid et al., 2010). Il est permis
de croire que l'utilisation de prébiotiques diminuerait 1’incidence des infections chez le
porcelet en inhibant les bactéries pathogénes ou en améliorant I'état de santé général. Les
¢tudes chez les animaux n’ont cependant pas ét¢ concluantes pour établir le méme effet
chez les porcelets au sevrage (Houdijk et al., 2002; Mikkelsen and al., 2003; Mikkelsen and
Jensen, 2004; Shim et al., 2005; Mountzouris et al., 2006), peut-étre en raison des
difficultés a observer I’impact sur 1’incidence de la diarrhée chez un animal en bonne santg.
En revanche, les études utilisant des infections expérimentales avec des interventions
prébiotiques montrent généralement un effet protecteur contre la diarrhée en post-sevrage

(Molbak et al., 2007; Thomsen et al., 2007; Jensen et al., 2011).

Sur le marché d’¢levage, le mannan oligosaccharides (MOS) est le plus utilisé et est
presqu’exclusivement dérivé de S. cerevisiae (Spring, 1999). Le MOS, qui a été étudié
depuis plus de 20 ans, aurait des effets potentiels sur la flore intestinale, la morphologie du
systeme digestif, la digestibilité des nutriments et sur la réponse immunitaire des animaux

de la ferme (Halas et Nochta, 2012).

Dans la littérature chez le porcelet, il est rapporté que les bactéries entériques pathogenes
comme E. coli et Salmonella, s’attachent aux mannans dans le lumen intestinal et sont par
la suite excrétées (Spring, 1999). Une supplémentation en MOS a aussi comme impact
d’augmenter la production d’acide lactique dans le systéme digestif (Poeikhampha and
Bunchasak, 2011), ce qui fait diminuer le pH intestinal. Comme vu précédemment, un pH
gastrique faible est requis pour conserver une bonne santé intestinale car il limite le passage
des bactéries pathogénes vers ’intestin gréle. Egalement, 1’étude de Nochta et de ses
collaborateurs a démontré que pour les porcelets sevrés, 1’ajout de mannan a la ration
augmentait la digestibilité iléale apparente des nutriments tels que des acides aminés
essentiels (lysine, méthionine, méthionine+cystéine, thréonine), du calcium et du phosphore
(Notchta et al. 2010). Plus précisément, lorsque les porcelets recevaient du MOS, la

digestibilité iléale apparente était similaire a celle des porcelets dont 1’alimentation
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contenait des antibiotiques comme promoteur de croissance (Notchta et al. 2010). Le MOS
a aussi un effet bénéfique sur les porcelets de 21 jours inoculés avec le SRRP en
augmentant rapidement le nombre de leukocytes, de lymphocytes et de neutrophiles (Che et
al., 2011). Toutefois, les effets du MOS sur les performances de croissance sont
discutables. Certaines études rapportent des effets positifs significatifs (Davis et al., 2002;
Castillo et al., 2008; Le Mieux et al., 2010) tandis que d’autres n’ont observé aucun effet
(White et al., 2001; Hancock et al., 2003; Van der Peet-Schwering et al., 2007). Miguel et
ses collaborateurs ont quant a eux fait la démonstration qu’une supplémentation en MOS
augmentait le taux de croissance mais principalement chez les porcelets, durant les deux

premicres semaines apres le sevrage (Miguel et al., 2004).

9. Le zinc chez le porcelet sevré

Le Zn est un oligo-¢lément essentiel pour les porcs. Il a un impact important sur les
performances zootechniques des animaux (Case and Carlson, 2002; Hu et al., 2012a, b,
2013; Martin et al., 2013b), de méme qu’un role dans plusieurs voies métaboliques (Case
and Carlson, 2002; Martin et al., 2013a,b). Il est également nécessaire a I'intégrité de la
muqueuse (Hu et al., 2012a,b) et joue un réle d’antimicrobien (Katouli et al., 1999; Hojberg
et al., 2005; Broom et al., 2006; Hu et al., 2013; Starke et al., 2013) ainsi que de co-facteur
de la thymuline un peptide activant la division des lymphocytes T cytotoxiques pour le
systéeme immunitaire (Broom et al., 2006; Hu et al., 2012a,b; 2013). Il joue un réle crucial
dans le métabolisme lipidique, protéique et glucidique (Li et al., 2006). 11 est également
impliqué dans la composition de plusieurs métalloenzymes telles que les ADN et ARN
synthétases, les transférases et de nombreuses enzymes digestives et il est associé a ’action
effective de I’insuline. Une carence de ce micronutriment provoque chez le porc un retard
de croissance et une réduction de I’activité enzymatique globale dans les tissues, bien que
la carence est parfois difficile a diagnostiquer (Prasad et al., 1969; Prasad et Oberleas,
1971). Chez le porc, les principaux signes cliniques d’une carence en zinc sont la perte
d’appétit, la diarrhée, le retard de croissance et la parakératose (Scott, 1972). Méme si le

niveau recommandé de Zn dans la ration des porcelets sevrés est de 100 mg/kg (NRC,
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2012), des niveaux pharmacologiques (jusqu’a 3 000 mg/kg) ont déja été utilisés comme
antimicrobien pour aider a prévenir la diarrhée et comme facteur de croissance en période
post-sevrage (Roy et al., 1992; Katouli et al., 1999; Carlson et al., 1999; Hojberg et al.,
2005; Feng et al., 2006; Hu et al., 2012a,b).

9.1  Performance de croissance

Le Zn utilis¢ en large dose a un impact marqué sur les performances de croissance des
porcelets sevrés. Il permet de diminuer 1’incidence des diarrhées (Hu et al., 2012a, b; Hu et
al., 2013; Martin et al., 2013b) et d’augmenter le gain de poids et la prise alimentaire (Case
and Carlson, 2002; Hu et al., 2012a,b; Hu et al., 2013; Martin et al., 2013b). L’amélioration
des performances de croissance des porcelets sevrés est également due aux effets
antimicrobiens du Zn sur les bactéries pathogenes, sur le systtme immunitaire et sur
I’intégrit¢ de la muqueuse intestinale. Les sections suivantes permettront de mieux

comprendre ces impacts.

9.2  Meétallothionéine et métabolisme du zinc

Le métabolisme du Zn est régulé, en partie, par des métalloprotéines que 1’on appelle
Métallothionéine (MT). La MT est une petite métalloprotéine intracellulaire (St-Croix et
al., 2005). Il y a quatre iso-formes de MT. Les MT-1 et MT-2 se retrouvent principalement
dans les tissus tels que le pancréas, le foie, I’intestin et les reins tandis que MT-3 et MT4 se
retrouvent principalement dans le cerveau et la peau (Kégi et Nordberg, 1979; Kigi et
Kojima, 1987). La MT-1 est impliquée dans I’homéostasie du Zn. Donc, plus il y a de Zn
en circulation, plus il y a de MT-1 produite (Martin et al., 2013a). Ajouter dans
l'alimentation a raison de 2000-3000 mg de Zn/kg, le ZnO augmente les niveaux d'’ARNm
de la MT-1 et I'expression des protéines dans les muqueuses intestinales et dans le plasma
chez des porcelets sevrés (Martinez et al., 2004, 2005). Elle joue plusieurs roles importants
dans I’organisme dont la protection contre les métaux toxiques et I’homéostasie de ceux-ci
ainsi qu’une fonction d’antioxydant. La libération de Zn>" des protéines MT (et des autres
protéines) serait due en partie a la modification oxydative des protéines contenant du Zn>".
En présence d’oxyde nitrique (NO), MT-1 subit un changement de conformation qui libére

Zn*" (Pearce and al., 2000; St-Croix et al., 2002; Spahl et al., 2003).
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Dans I’étude de Wisemann (2007), on a étudi¢ le role potentiel des altérations dans
I’homéostasie du Zn*" chez les cellules endothéliales exposées de fagon aigué au peroxyde.
On a rapporté que l'augmentation intracellulaire de Zn>" est un événement clé associé a la
perturbation de la fonction mitochondriale et de l'induction de la voie signalétique de
I'apoptose par le stress oxydatif aigu€ régulé par H>O> dans les cellules endothéliales

pulmonaires de l'artere.

Le Zn est également un cofacteur de I’enzyme CuZn-superoxyde-dismutase (CuZn-SOD).
Cette derni¢re catalyse la dismutation de l'anion superoxyde O>" en du H2O», et sa
concentration est augmentée au cours de périodes de stress oxydatif (Fukai et Ushio-Fukai,

2011).

9.3 Altérations morphologiques et des fonctions de la muqueuse intestinale

Que ce soit positivement par 1’ajout de Zn ou négativement lors d’une carence, le Zn a un
impact sur la morphologie de la muqueuse intestinale du porcelet. L’ajout de ZnO a raison
de 3 000 mg/kg dans la premiére ration pour porcelets améliore la prolifération cellulaire,
ce qui a pour conséquence I’augmentation de la profondeur des cryptes, de I’épaisseur de la
muqueuse, de la hauteur des villosités et du ratio hauteur de villosité : profondeur des
cryptes (Li et al., 2001; Hu et al., 2012a,b). Des niveaux ¢€levés de ZnO (2 500 mg/kg)
donnés a des porcelets modifient la composition chimique des mucines avec une plus
grande quantit¢ de mucines neutres, acides et sulfatés dans le caecum et le cdlon
(Hedemann et al., 2006). Une diminution du pH des mucines de I’intestin permet de
diminuer la présence de certaines bactéries pathogeénes car de nombreuses bactéries,
incluant E. coli, ne peuvent tolérer une exposition a de faibles pH (entre 3,0 et 4,0)

(Prohaszka et Baron, 1980; Modler et al., 1990; Yen, 2000).

Chez le jeune enfant, la diarrhée peut étre associée a une carence en Zn (Bhandari et al.,
1996; Bahl et al., 1998). La carence en Zn peut provoquer la diarrhée due a une carence en
¢léments nutritifs et a une dysfonction des cellules, incluant une diminution de 1’activité
Na'/K"ATPase et une diminution de I’absorption du sodium et de I’eau. Le Zn a des effets
de régulation et de controle sur la diarrhée du porcelet nouvellement sevré (Li et al., 2001;

Case et Carlson, 2002). Le traitement de Zn (2000-3 000 mg/kg) réduit également la
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réponse a la sérotonine et affecte la sécrétion de peptides intestinaux vasoactifs dans la
muqueuse intestinale (Wapnir, 2000; Carlson et al., 2008). Cela peut mener a une
diminution de la sécrétion d'¢électrolytes et donc de la diarrhée des porcelets en post-sevrage

(Feng et al., 2006).

Chez le rat, une carence en Zn dans les aliments cause une dépréciation de I'architecture de
l'intestin et des organelles de celui-ci, comme de plus courtes et plus étroites villosités au
niveau du jéjunum, une surface d'absorption réduite, un nombre de mitochondries diminué,
un réticulum endoplasmique gonflé et un appareil de Golgi atrophié, accompagnée d'une
augmentation de la perméabilité membranaire et une diminution de la mobilité cellulaire
(Southon et al., 1986). Chez le mouton, la carence en Zn diminue le nombre de cellules
caliciformes (ou cellules de Gobelet) qui produisent le mucus intestinal (Quarterman et al.,
1976). Cette diminution permet la pénétration de la couche de mucus par des micro-

organismes pathogenes et finalement, les maladies infectieuses (Quarterman et al., 1976).

9.4  Croissance bactérienne et activité digestive

L'iléon des porcs abrite un écosysteéme bactérien tres diversifié, et ces communautés
bactériennes sont en contact intime avec les tissus de 1’hote induisant différentes réactions
par ’intermédiaire de plusieurs mécanismes différents (Willing and Van Kessel, 2010). Des
doses pharmacologiques de Zn (2 000-3 000 mg/kg) agissent dans ce cas comme un agent
de controle de la microflore (Hahn et Baker, 1993; Poulsen, 1995; Hill et al, 2000, 2001;
Case et Carlson, 2002; Hoque et Binder, 2006; Yin et al., 2008; Sales, 2013). Les effets
rapportés comprennent 1’augmentation de I’expression du gene des peptides antimicrobiens
dans I’intestin gréle (Wang et al., 2004a), des effets positifs sur la stabilité et la diversité de
la flore microbienne (Katouli et al., 1999), et des effets bactéricides (Jensen-Waern et al.,

1998).

L’équipe de Hedemann (2006) ont constaté des changements dans certaines enzymes
pancréatiques chez des porcelets nourris avec 2 500 mg/kg, mais ils n’ont pu conclure sur
les effets clairs qu’exercent une dose pharmacologique de Zn sur I’amélioration de la

croissance ou la réduction de la diarrhée.
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De leur coté, Hojberg et son équipe (2005), en utilisant 2 500 mg/kg de ZnO, ont pu
démontrer une activité bactérienne réduite dans le digesta du tractus gastro-intestinal,
comparativement aux porcelets nourris avec la quantité recommandée par le NRC (1998),
soit 100 mg/kg. Le nombre de lactobacilles et des autres bactéries productrices d’acide
lactique avait été réduit, tandis que les coliformes et les bactéries entérocoques avaient été
augmentés chez les porcelets recevant un niveau élevé de ZnO. IIs ont émis I’hypothése que
I’influence de ZnO sur la flore du tractus gastro-intestinal ressemblait au mécanisme
suggéré pour certains antibiotiques promoteurs de croissance, c’est-a-dire la suppression
des bactéries commensales Gram-positive plutot que les organismes pathogenes potentiels,

les bactéries Gram-négative comme E. coli.

Selon 1’¢tude de Pieper et al. (2012), le Zn en dose pharmacologique a fait augmenter le
nombre d'entérobactéries et la diversité bactérienne générale, alors que d'autres groupes
comme les Clostridium ont été réduites. Ils ont aussi observé que les lactobacilles, un des
groupes prédominants dans D’intestin gréle des porcs (Pieper et al., 2008) n’ont pas été
influencés, ce qui contraste avec d’autres résultats antérieurs (Hojberg et al., 2005).
Toutefois, une autre équipe a obtenu des données suggérant des changements au sein du
groupe de Lactobacillus (Vahjen et al., 2011), ce qui peut expliquer I’absence de différence
dans le nombre de Lactobacillus. Vahjen et al. (2010) ont pour leur part démontré que les
Lactobacillus spp. ont été réduites a des doses pharmacologiques de ZnO, de méme que la
quantité d’acide lactique produite. Une étude plus récente de Starke et al. (2014) révélait
que le Zn en dose pharmacologique (2 425 mg/kg) faisait diminuer les entérobactéries au
fur et a mesure que 1'age avancait, mais qu’il n’y avait aucun impact sur les espéces de
Lactobacilles. Les bifidobactéries, les entérocoques et les streptocoques n’ont pas été

influencés par la forte dose de Zn alimentaire de cette étude (Starke et al., 2014).

En résumé, les effets antimicrobiens de ZnO permettraient également d’augmenter la
diversité de la flore microbienne intestinale (Katouli et al., 1999; Hojberg et al., 2005) en
diminuant la présence des bactéries E. coli (Hu et al., 2013), des coliformes et des
enterococcidies (Hojberg et al., 2005; Broom et al., 2006; Starke et al., 2013) et en
augmentant les lactobacilles (Hojberg et al., 2005; Broom et al., 2006; Starke et al., 2013).

Finalement, le niveau élevé de ZnO alimentaire réduirait la translocation bactérienne chez
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les porcelets (Huang et al., 1999; Katouli et al., 1999; Hojberg et al., 2005; Broom et al.,
20006).

9.5  Réponse immunitaire

Dans des études récentes, les taux d'ARNm de TNFa, IL-6 et d'IFN-y ont diminué dans le
jéjunum de porcelets nourris avec des apports €levés en Zn (2500 et 2 250 mg/kg
respectivement) (Hu et al., 2012a, b; Hu et al., 2013). De plus, les taux d'ARNm de TGF-3
et IL-10, deux cytokines anti-inflammatoires, ont été augmentés avec un haut niveau

d’oxyde de Zn dans la muqueuse du jéjunum des porcelets sevrés (Hu et al., 2013).

Le Zn pourrait également avoir un impact sur la stimulation de la production de TNFa en
en utilisant le 7oll like receptor 4 (TLR4), un recepteur essentiel pour la réponse
immunitaire en présence de LPS (Hoshino et al., 1999). Les TLR sont des protéines
ancrées dans la membrane qui sont exprimées soit a la surface des cellules ou associés a des
organites intracellulaires (Magalhaes et al., 2007). Treize différents TLR ont été¢ découverts
chez les mammiféres jusqu’a présent. Ils activent la voie de signalisation du NF-kB et
stimulent les cellules immunitaires pour produire des cytokines inflammatoires telles
qu’lL1pB et IL10 (Foster et Samman, 2012). Les récepteurs TLR sont activés lorsque la
présence de bactéries pathogenes devient trop importante, ce qui conduit a une réponse
immunitaire innée amplifiée et caractérisée par la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires avec I’élimination des agents pathogenes et une diminution de 1’épaisseur

de la muqueuse intestinale (Moncada et al., 2003).

Le tableau 1.2 de la page suivante résume les effets de ’utilisation de haut niveau de ZnO

chez le porcelet sevré.
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Tableau 1.2: Sommaire des effets du ZnO chez le porcelet sevré

Effets Auteurs
Performance de croissance | de ’incidence des Hu et al., 2012a,b; Hu et al.,
diarrhées 2013; Martin et al., 2013b.

1 du taux de croissance, du
gain de poids et de la prise
alimentaire

Case and Carlson, 2002; Hu
etal., 2012a,b; Hu et al.,
2013; Martin et al., 2013b.

Absorption du Zn

1 concentration plasmique en
Zn

1 expression et de
I’abondance de protéine MT

Case and Carlson, 2002;
Martin et al., 2013b.
Martin et al., 2013a

Altérations morphologiques

| profondeur des cryptes; 1
épaisseur de la muqueuse, de
la hauteur des villosités et du
ratio hauteur de villosité :
profondeur des cryptes.

Lietal., 2001; Huetal.,
2012a,b.

Croissance bactérienne

| compte de E. coli
tmicroflore intestinale et de
la diversité

1 bactéries lactique et des
lactobacilles; |coliformes et
enterococcidies

| translocation bactérienne
vers |’intestin gréle)

Huetal., 2013

Katouli et al., 1999; Hojberg
et al., 2005

Hojberg et al., 2005; Broom
et al., 2006; Starke et al.,
2013

Huang et al., 1999

Réponse immunitaire

1 concentration d’IgA
intestinale

| taux de ARNm de TNF,
IL-6 et IFN-y

1 dans le jéjunum de TGF-3
et IL-10

Broom et al., 2006

Hu et al., 2012a,b; Hu et al.,
2013
Hu et al., 2013

10. Zn et Métabolisme du stress oxydatif

Dans des conditions physiologiques normales, 1'exposition a des ROS est une conséquence
inévitable du métabolisme aérobique (Wisemann et al., 2007). Les ROS sont le résultat de
la réduction partielle des molécules d’oxygene, c’est-a-dire que les anions superoxyde
(027), les radicaux hydroxyles (*OH) et le peroxyde (H20:), entre autres, sont plus

hautement réactifs que l'oxygéne moléculaire. Les ROS peuvent étre générés a partir de
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plusieurs situations physiologiques et représentent environ 2 a 4 % de l'oxygene

moléculaire total consommé dans le métabolisme aérobique normal (Rojkind et al., 2002).

Les ROS peuvent aussi agir comme messagers secondaires dans plusieurs voies
signalétiques (Jones and Morice, 2000; Reth, 2002; Stone and Collins, 2002) et sur les
défenses non spécifiques dans les réponses immunitaires (Gresham et al., 1990; Forman
and Torres, 2002). Certains types de cellules ont démontré une capacité de produire du O™
et du H>O: en réponse a des stimuli extracellulaires (Rhee et al., 2003). Les concentrations
de H20: dans les tissus et fluides varient largement (Halliwell et al., 2000) et la sensibilité
des différentes cellules varie également en fonction de la teneur en fer intracellulaire ou de
la présence d’enzymes telles que des catalases et les glutathion peroxydases (Chance et al.,

1979).

Le Zn est considéré comme ayant des propriétés antioxydantes car il est entre autres
directement impliqué dans la synthése de MT. Les MT sont caractérisées par une haute
concentration en cystéine et en groupements thiol (Formigari et al. 2007). Ces groupements
sont connus pour séquestrer les ROS et les RNS (reactive nitrogen species) (Fubini and
Hubbard, 2003). Les MT agissent donc comme antioxydants en captant les radicaux libres
(OH et NO) et en stabilisant la forme oxydée du glutathion (GSSG) (Davis and Cousins,
2000; Formigari et al. 2007). Wang et ses collaborateurs ont démontré que 1’ajout de Zn (a
raison de 3 000 mg/kg) a conduit & une réduction du glutathion oxydé et du rapport
glutathion oxydé/glutathion total dans la muqueuse jéjunale de porcelets sevrés, suggérant

I'amélioration du statut antioxydant (Wang et al., 2009).

Le Zn est un cofacteur important des enzymes de la famille des Superoxide Dismutase
(SOD) (Fukai and Ushio-Fukai, 2011). Les SOD sont le principal systéme antioxydant de
défense contre les anions superoxyde (02*). Il y a trois formes de SOD chez les
mammiferes : la Cu/ZnSOD cytoplasmique (SOD1), la MnSOD mitochondrial (SOD2) et
la Cu/ZnSOD extracellulaire (SOD3). Les SOD jouent un role critique afin de prévenir la
formation de peroxynitrite (Fukai and Ushio-Fukai, 2011). L’anion superoxyde est dismuté
par la SOD en H>O; qui est par la suite catalysé en H>O par la catalase ou la glutathion

peroxydase (figure 1.1 et 1.2).
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Les anions superoxyde O>*" doivent étre captés rapidement car s’ils réagissent avec le NO,
ceux-ci formeront un trés fort oxydant, le peroxynitrite (ONOQO") (Fang et al., 2002; Guzik
and Harrison, 2006) (figure 1.1). Le NO et le ONOO: oxydent des biomolécules telles que
des protéines, des acides aminés, des lipides et de ’ADN, ce qui conduit a une lésion

cellulaire et finalement la mort (Fukai and Ushio-Fukai, 2011).

Ainsi, de grandes quantités de NO produites par la inducible Nitric oxide synthase (iNOS)
peuvent exercer un effet nuisible sur les cellules de mammiferes et servir de médiateur pour
la pathogenése de nombreuses maladies, y compris la destruction auto-immune des cellules
B pancréatiques pour le diabéte de type 1 et les maladies intestinales inflammatoires (figure

1.3) (Flynn et al., 2002).

La forme CuZn-SOD (SOD3) est celle que I’on retrouve le plus dans le plasma (Fukai and
Ushio-Fukai 2011). L’équipe de Carlson en 1999 a observé une diminution de I’activité de
la CuZn-SOD dans les érythrocytes des porcelets récemment sevrés et supplémentés avec 3
000 mg Zn/kg (Carlson et al, 1999). Ils avaient alors émis I’hypothése que cette diminution
de I’activité était due a une diminution de la disponibilité du Cu dans le plasma, laquelle a
pu étre causée par I’augmentation en Zn dans la ration. Elle pouvait également étre due a
une séquestration du Zn dans les tissus intestinaux et hépatiques via 1’augmentation de
I’expression de MTs (Martinez et al. 2004; 2005). La diminution de 1’activité¢ de la CuZn-
SOD pourrait aussi étre expliquée par I’amélioration du statut antioxydant car il est connu
que I’expression de la CuZn-SOD diminue avec la diminution du stress oxydatif (Fukai et
Ushio-Kukai, 2011). Toutefois, en situation de stress oxydatif ¢élevé ou sa synthése ne
comblerait pas assez son utilisation, il serait également possible d’observer une diminution

dans I’activité plasmique de la CuZn-SOD.

11. NO dans le métabolisme du zinc

Le Zn seul est un agent réducteur inerte et n’interagit pas avec NO. La MT-1, une protéine

liée 4 un métal lourd et riche en cystéine (30%), est nécessaire a ’homéostasie

41



*NAD(P)H oxidase
-Xanthine oxidase
*eNOS uncoupling

-Li_pnr,r genase (50D1,50D2,50D3)
Mitochondrial
electron transport H* \ 0, Catalase
0, \t/, H,0,] —— H,0 + O,

e

Trx(red)

+e Peroxiredoxins

2G3H

Trxfox)

GSH-Px

GSSG
H,0

Figure 1.1 : Production et métabolisme des ROS et des RNS
(tiré de Fukai and Ushio-Kukai, 2011)

42



—_— =

20+ 2H*
e SOD

H,0,+ 0,

SOD-Moridized 0,

O,

SDLD_Hmdumd

E + 2H*

H;0,

SOD-Moxidized

Moxidized/preduced - Cu?*/Cu'™ for SOD1 and SOD3
Mn*/Mn?* for SOD2

Figure 1.2 : Mécanisme de la SOD
(tirée de Fukai and Ushio-Kukai, 2011).

‘ NADPH oxidase, X/XO, eNOS |
L-arginine ﬁ
Da NO + O
citrulline l
_~——— ONOO'

\

mitochondria

lipid peroxidation

citc protein oxidation

. 1 protein nitration
inactivation of enzymes

C I
APOPTOSIS ;) NECROSIS

Figure 1.3: Réactions des peroxynitrites menant a I’apoptose ou a la mort cellulaire
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intracellulaire du Zn (Zn*") car chaque molécule de MT-1 peut lier jusqu’a 7 atomes de Zn.
Le NO est donc directement impliqué dans le métabolisme du Zn (Wiseman et al. 2006; Li
et al. 2010). En fait, NO agit comme libérateur des ions Zn** liés @ MT-1. En libérant les
ions Zn**, la concentration sanguine en Zn augmente, ce qui provoque une augmentation de
I’expression de MT-1 dans les cellules endothéliales afin de stocker les ions libérés et

d’éviter I’intoxication (Maret and Vallee, 1999).

Le Zn peut de son coté, réguler la production de NO en inhibant 1’expression de iNOS
(Yamaoka et al., 2000). Chez des rats stimulés au LPS, un traitement avec 150-uM de Zn**
a permis d’inhiber ’activité de iNOS (Abou-Mohamed et al., 1998). Dans certains cas,
l'inhibition de iNOS peut étre bénéfique pour le traitement de maladies inflammatoires
(Kroncke et al.,, 1998; Bogdan, 2001; Aktan et al., 2003). Le fait d’augmenter la
concentration en Zn pour diminuer la production de NO est en accord avec ’activité anti-
inflammatoire du Zn et également en accord avec I’effet négatif que peut avoir une carence

en Zn sur ’efficacité du systéme immunitaire.

11.1 Autres implications de NO

Le NO est une importante molécule de signalisation intra et inter cellulaire impliquée dans
la régulation de divers mécanismes physiologiques et physiopathologiques dans les
systemes cardiovasculaire, nerveux et immunologique (St-Croix et al., 2002). Le NO a
toutefois des rdles contraires dans les organismes vivants. Il agit comme un médiateur
biologique similaire a des neurotransmetteurs dans le systéme neuronal, peut réguler la
fermeté des vaisseaux sanguins dans les systémes vasculaires et est un élément important
dans le systetme immunitaire pour la défense de 1'hote. D’un autre c6té, il est un radical
libre et peut agir comme un agent cytotoxique dans les processus pathologiques, en
particulier dans les troubles inflammatoires (Moncada et Higgs, 1991; Alderton et al., 2001;
Bogdan, 2001; Dawn et Bolli, 2002).

La biosynthése de NO dans l'organisme est faite a partir de L-Arginine (L-Arg) et

d'oxygene moléculaire. La réaction globale est constituée d'une conversion en deux étapes
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de la L-Arg en NO + L-citrulline (Stuehr et al., 1991; Mayer et Hemmens, 1997; Alderton
et al., 2001) par une famille d'enzymes appelée oxyde nitrique synthase (NOS). Jusqu’a
maintenant, au moins trois isoformes distinctes de NOS ont été isolées: eNOS (NOS
endothéliale, NOST), iNOS (NOS inductible, NOS2) et nNOS (NOS neuronale, NOS3). La
NOS inductible (iNOS) n’est pas présente dans les cellules au repos, mais peut étre induite
par des cytokines immunostimulantes telles que TNFa, I’IL-1pB, et ’'IFNy ou des produits
liés a une infection bactérienne dans un certains nombres de cellules, y compris
I'endothélium, les hépatocytes, les monocytes, les mastocytes, les macrophages et les

cellules musculaires lisses (Mayer et Hemmens, 1997; Alderton et al., 2001).

L'activité de iNOS dans les macrophages est d'abord régulée et modulée par des récepteurs
cellulaires & molécules tels que les récepteurs de type TLR et CD14. Le CDI14 est le
récepteur pour le lipopolysaccharide (LPS) et joue un rdle essentiel dans les réponses pro-
inflammatoires chez les monocytes et les macrophages via l'activation de la voie NF-kB
(Schroder et al., 2000). Le CD14 a deux formes distinctes ; mCD14 (GPI-anchored forme)
et sCD14 (CD14 soluble). Le mCD14 est censé effectuer une simulation directe sur LPS
via l'interaction avec les TLR4 (Du et Low, 2001). L’IFN-y induit iNOS par la voie de
signalisation Jak-STAT (Aktan, 2003). La voie de signalisation Jak-STAT activé augmente
I’induction de iNOS et la production de NO (Rao, 2000) (voir figure 1.4).

Les facteurs de transcription comme NF-kB (facteur nucléaire kappa B) et AP-1 (protéine
d'activation-1) régulent l'expression de 1'NOS et d'autres génes inductibles tels que la
COX-2 (cyclo-oxygénase-2), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1), I[CAM-1
(InterCellular Adhesion Molecule-1) pour les réponses immunitaires et inflammatoires (Xia
et al., 2001). Le NF-kB est présent dans le cytosol en tant que complexe inactif IkB-NF-kB
(Xia et al., 2001).

Le complexe IkB-NF-kB est phosphorylée par IkB kinase (IKK) a travers l'activation par
un stimulateurs comme un inducteur potentiel exogéne (p. ex. LPS), des inducteurs
endogenes (cytokines, IFNy et TNFa), ce qui facilite la translocation de NF-kB libre du

cytosol vers le noyau et l'induction de l'expression du géne iNOS (Huang et al., 1998;

45



Marks-Konczalik et al., 1998; Obermeier et al., 1999). Une combinaison cytokines + LPS
induit de fagon synergétique I'expression de iNOS (Rao, 2000).

Le NO peut réguler sa propre production. Il a des effets bi phasiques sur la synthése de NO
en modulant I’expression d'ARNm de iNOS (Connelly et al., 2001). Le contrdle de la
rétroaction positive de l'expression de iNOS dans les cellules mésangiales du rein et les
cellules endothéliales des vaisseaux des muscles lisses passe indirectement par
l'augmentation des taux d'AMPc intracellulaires via l'inhibition de la PDE III
(phosphodiesterase III) (Perez- Sala et al., 2001). Le controle de la rétroaction négative de
l'expression de iNOS par NO dans les macrophages et les hépatocytes passe par l'inhibition
de l'activation de NF-kB. Weissmann (2008) a proposé une illustration pour les voies

empruntées par NO pour la vasodilatation et la vasoconstriction (voir figure 1.5).

12. L’arginine dans I’alimentation du porcelet
12.1 Synthese intestinal d’arginine

Chez le porcelet sevré, I’arginine est considérée comme un acide aminé limitant pour la
croissance (Wu et al. 2009). L’arginine est synthétisée a partir de glutamine/glutamate et de
proline via I’axe intestin-rein (Wu, 1997; Hu et al., 2008; Marini et al., 2014) (figure 1.6).

La glutamine et le glutamate entérique, de méme que la glutamine
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(Tirée de Wu et Morris, 1998)

plasmique, sont énormément métabolisés par I’intestin gréle et servent de précurseurs
majeurs pour la synthése intestinale de 1’Arg ou de la citrulline (Wu, 1998). L’entérocyte
est le type de cellulaire responsable de la synthése intestinale de 1’Arg et de la citrulline a
partir de la glutamine et du glutamate (Wu et al., 1994a; Wu and Knabe, 1995). Le porc est
la seule espéce dont I’intestin gréle libére de I’ Arg, qui est synthétisé par les entérocytes du
systeme veineux (Wu et al., 1994b; Stoll et al., 1998), ce qui résulte en un équilibre entre la
synthése et le catabolisme de I’Arg par la muqueuse intestinale. A la naissance, I’intestin
gréle est le site majeur de la synthése nette de 1’Arg (Blachier et al., 1993) mais
graduellement, il devient le site majeur de la production nette de citrulline, et I’expression

de I’arginase intestinal augmente par le fait méme (De Jonge et al., 1998).

12.2  Role de l’arginine

L’arginine est un acide aminé essentiel pour le porcelet nouveau-né (Kim and Wu, 2004)
chez lequel il stimule la sécrétion d’hormone de croissance, d’insuline (qui agit
positivement sur la réponse immunitaire) (Evoy et al.,, 1998; Flynn et al., 2002), de
prolactine et d’IGF-1 (insulin-like growth factor-1) (Newsholme et al., 2005). Plusieurs
études ont démontré que les apports en Arg provenant d’une alimentation a base de laitet de
la synthése endogéne sont inadéquats pour soutenir la croissance maximale d’un porcelet
entre les jours 7 a 21 jours (Wu et al. 2004; Frank et al. 2007; Yao et al. 2008).

L’arginine est aussi impliquée dans la synthése de plusieurs composés métaboliques (Wu et
Morris, 1998) (figure 1.7). C’est en 1987 que 1I’Arg a été découvert comme précurseur pour
la synthese des nitrite/nitrate chez les mammiféres (Hibbs et al., 1987) et du NO comme

vasodilatateur (Palmer et al., 1987; Ignarro et al., 1987).
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12.3  Sevrage et métabolisme de [’arginine

Durant la période entourant le sevrage, le probléme d’une faible prise alimentaire des
porcelets est amplifié¢ par de fortes concentrations de cortisol (Wu et al., 2000b). Cette
hormone de stress induit I’expression de 1’arginase dans plusieurs organes (incluant
I’intestin gréle) ce qui favoriserait I’hydrolyse de I’ Arg (Flynn et al., 1999; Morris, 2002).
Le résultat est une carence en Arg, telle qu’indiquée par les niveaux ¢€levés d’ammoniac et
les niveaux réduits de I’ Arg dans le plasma (Wu et al., 1996).
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Figure 1.7 : Devenirs métaboliques de I’ Arg dans les cellules de mammiferes
(Tirée de Wu et Morris, 1998)

12.4  L’arginine et |'immunité

L’arginine régule la production d'anticorps par les lymphocytes B, ainsi que 1'expression du

récepteur des lymphocytes T et le développement des lymphocytes B (De Jonge et al.,
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2002). 1l joue donc un role important dans l'immunité innée et acquise. Les données
disponibles montrent que I’Arg est nécessaire, entre autres, chez les mammiferes pour la
protection contre les virus, les bactéries et les parasites (Li et al., 2007). Un article résumé
de Li et son équipe (2007) rapportaient qu’un supplément adéquat en Arg chez le porcelet
nouvellement sevré est nécessaire pour la prolifération et le développement des
lymphocytes, et que I’ajout a la ration de I’Arg améliore les réponses immunitaires de
plusieurs mod¢les avec des problemes immunitaires (L1 et al., 2007). D’ailleurs, une ration
supplémentée avec 1 ou 2 % d’Arg (environ une ou deux fois la teneur en Arg d’une
alimentation réguliére) entraine une augmentation du nombre de lymphocytes T et de la
cytotoxicité des cellules a action spécifique chez les porcelets (lymphocytes T, les
macrophages et les cellules NK) (Li et al., 2007).

Spécifiquement chez le porc, I’ajout de la ration de 1% d’Arg-HCl augmente le statut
immunitaire des truies gestantes et des porcelets, réduisant la morbidité et la mortalité a la
naissance en réponse a des agents pathogeénes infectieux (Li et al. 2007; Han et al. 2009a;

Tan et al. 2009).

De I’autre coté, Tan et ses collaborateurs (2009) ont observé qu’un supplément entre 0,2 et
0,8 % d’Arg augmentait le poids relatif de la rate des porcelets. Egalement, il a été observé
qu’avec un supplément de 0,6%, le poids relatif du thymus, qui est le site de différenciation
et de sélection des cellules T, avait également augmenté durant la premiere semaine suivant
le sevrage, la période la plus critique pour la survie du porcelet (Dong and Pluske, 2007).
Deux équipes ont conclu qu’un supplément d’Arg a la ration alimentaire modifie
I’immunité du porcelet sevré précocement en augmentant le poids relatif de la rate a 7 jour
d’age, en réduisant le nombre de globules blancs et de lymphocytes et en augmentant la
taille du thymus et le nombre de granulocytes a 14 jours d’age (Evoy et al. 1998; Tan et al.,
2009). L’Arg a également fait augmenter la concentration sérique d’IgM aux jours 7 et 14,
et d’IgG, TNF et IL-1B au jour 14 (Evoy et al. 1998). De plus, un supplément de 0,8%
d’Arg a fait diminuer la concentration sérique d’IL-8 aux jours 7 et 14 (Evoy et al. 1998).
Finalement, un supplément entre 0,4 & 0,8% d’Arg n’a pas affecté la prise alimentaire mais
a amélioré de fagcon marquée la performance de croissance des jeunes porcelets (Tan et al.,

1990; Evoy et al., 1998).
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12.5  Role de I’arginine dans la synthése de NO

Comme mentionné dans la section 11.1, I’Arg est important dans les fonctions
métaboliques car elle est le précurseur de NO (figure 1.8). Un apport en Arg insuffisant
dans la ration alimentaire compromet la synthése de NO a la fois par iNOS et eNOS chez
les mammiféres (Wu et Meininger, 2002), ce qui indique qu’il est important d’avoir un
apport adéquat en Arg pour la fonction immunitaire. Comme I'arginase et iNOS sont en
concurrence pour leur substrat commun, I’ Arg, la modulation de I'expression et de I'activité
de I’arginase joue un role essentiel dans la production de NO par les leucocytes (Kepka-

Lenhart et al., 2000).
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Figure 1.8 : « Synthése de NO »
par The original uploader was Jengi sur Wikipedia francais — Transféré de fr.wikipedia a
Commons par Bloody-libu utilisant CommonsHelper.. Sous licence CC BY-SA 3.0 via
Wikimedia Commons - http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Synthese NO.png#

/media/File:Synthese NO.png »

13. Utilisation du LPS

Pour simuler une inflammation en conditions expérimentales, les équipes de recherche ont
souvent recours a 1’injection de LPS car elle est une méthode reconnue et efficace. Le LPS
est en fait le composé majeur de la membrane externe des bactéries Gram-négative telle

qu’E coli. Ces LPS membranaires de la bactérie protégent contre l'action des sels biliaires
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et des antibiotiques lipophiles (Mayer et al., 1985) et sont des endotoxines stables a la
chaleur qui sont reconnues depuis longtemps comme un facteur clé dans le choc septique
(septicémie) chez les humains (Rietschel et al., 1994; Schletter et al., 1995). Le LPS
possede trois sections distinctes (figure 1.9). La premiere section est hydrophobique,
constituée essentiellement de lipides et appelée Lipid A (Galanos et al, 1985). Elle est
responsable des propriétés toxiques de la molécule et a été identifié comme critique pour
l'activité¢ de I'endotoxine du LPS (Galanos et al, 1985). La deuxiéme et la troisiéme section
sont hydrophiles et sont faites de chaines de polysaccharides (Rietschel et al., 1994).
Toutefois, la troisiéme section posséde une unité appelée O-antigen, c’est la partie active de
la molécule (Rietschel et al., 1994). Elle se répéte entre 4 a 40 fois et ce nombre varie selon
la spécificité du sérotype bactérien (Rietschel et al., 1994). Cette unité agit comme un

récepteur d’antigéne.
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Figure 1.9 : Structure d’un Lipopolysaccharide
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Lorsqu’il est activé, il favorise la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que

TNFa et I'IL-1p (Palsson-McDermott et al, 2004).

13.1 Utilisation du LPS chez le porc

Dans le cas de ce présent projet, nous avons également utilisé¢ le LPS afin de simuler une
condition d’infection ou de challenge immunitaire et oxydatif. Dans la littérature,
différentes concentrations de LPS, différents sites d’injection, différentes races de porcs et
de différents ages ont été utilisés pour rapporter les effets du LPS chez le porc (Wyns et al.,
2015). Le tableau 1.3 fait un résumé d’articles pertinents sur le sujet. Plusieurs modeles ont
¢été utilisés dans ce projet afin de reproduire des contextes d’étude différents mais voici les

deux principaux (Webel et al., 1997; Rakhshandeh and de Lange. 2012).

Lors du premier essai, le modele de Webel (Webel et al., 1997) a été retenu pour
I’utilisation du LPS afin de simuler une condition aigu¢ d’inflammation et de stress
oxidatif. Ce mode¢le a fait ses preuves et a été utilis€ dans plusieurs autres essais. Webel et
son équipe (1997) avait utilisé¢ des porcs d’environ 11,5 kg. Trois doses de LPS provenant
de E. coli K-235 avaient été testées : 0, 0,5 et 5 pg/kg. L’injection s’a été faite par voie
intrapéritonéale, dans la région basse de I’abdomen et les prises de sang a 0, 2, 4, 8, 12 et
24 h apres I’injection. La dose de 0,5 pg/kg n’a eu aucun impact mais la dose de 5 pg/kg a
fait augmenter le TNFa (2 h apres I’injection), le cortisol et IL-6 (4 h apres 1’injection) et

I’azote urique (entre 8 et 12 h apres ’injection).

Le second essai nécessitait une inflammation chronique. Le modéle retenu a été celui de
Rakhshandeh and De Lange (2012). Leurs essais ont démontré que I’injection répétée de
LPS dans le temps permettait d’imiter une stimulation du systéme immunitaire suite a

I’ingestion de mycotoxines, soit une inflammation chronique de 1’intestin.

14. Résumé des éléments et hypothéses de recherche

Le sevrage est une période critique dans la vie d'un porcelet, caractéris¢é par des

changements dans la morphologie et la fonction de la muqueuse intestinale. Il implique

54



normalement une réduction progressive de la consommation de lait et une augmentation de
la prise d'aliment solide. Dans des conditions naturelles, le sevrage commence a environ 10
jours d’age jusqu’a quatre ou cinq mois (Jensen et Recén, 1989; Jensen et Stangel, 1992).
La séparation de la mere et les changements dans l'alimentation ainsi que de
I'environnement physique et social représentent des événements traumatisants (Wijtten et
al., 2011; Heo et al., 2013). Le sevrage abrupt et le changement de forme d'alimentation (du
lait & une ration solide a base de céréales) augmente l'inflammation systémique et
intestinale. Dans le tissus intestinal, cette inflammation est caractérisée par une
surexpression de cytokines pro-inflammatoires comme le facteur TNFa ou I'IL-1B
(McCracken et al., 1999; Pié et al., 2004). L’haptoglobine, une protéine de la réaction
inflammatoire, augmente également dans le sérum apres le sevrage des porcelets (Petersen

et al., 2004; Sauerwein et al., 2005).
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Tableau 1.3: Résumé d'essais d'inflammation in vivo avec du LPS d'E. coli chez le porc

LPS
Equipe Source Age ou poids . site. Dose Mesures Résultats
d'injection (ng/kg)
. \ e A5 pug/kg : augmenter le TNF (2 h post injection), du
Webel etal. (1997) | E. coli K-235 11,5kg LP. 0,05¢t5 | Prisesdesangal,2,4,8,12¢t24h cortisol et IL-6 (4 h post injection) et azote urique (8 -
post injection S
12 h post injection
Rakhshandeh and . . . e Diminution de la CMQ
. 55 + M. +129
De Lange (2012) E. coli0.55:B5 24,76 £ 0,40 kg IM 60 +12%/48 h Prises de sang 1,/jour e Augmentation de IL-1p
. . . . . e Maximum pour TNF et IL10 1 h post injection
Myers ct al. (2003) | . coli 055 :B5 > 24 mois (252 LV. 2 Prises de sang 2 0, 1, 3, 6,9 et 24 h e Maximum de IL-6 3 h post injection
35 kg) post injection . P
e Maximum de NOx 24 h post injection
Dritz et al. (1996) | E. coli 0.55 :BS 14 jours (4 kg) IM. 150 Injections au jour 5, 8, 11 et 14 apres . Dlmmutlon. du GMQ et de la CMQ mais pas de .la CA
le sevrage e Augmentation de la concentration en Haptoglobine
porcelet e Elévation maximale du cortisol 2 h post injection
Wright et al. £ coli 055:B5 récemment 1P 100 Prises de. sang'? 2,4,6, 8'h,' engulte . Max1murp pour TNF entre 2 et .4 'h pgst injection
(2000) sevrés aux 4h jusqu'a 72h post injection e  Suppression de IGF-1 2 h post injection
e Maximum de PGE2 a 2 h post injection
LPSO0111:B4  21,3kg, males et Prises de sang a 0 et 48 h post T
Frank et al. (2005) 1.2630 fermelles M. 0,25et50 injection, CMQ e Diminution de la CMQ
28 jours d’age . e Augmentation de IL-1p, IL-6 et TNF
Han et al. (2014) | E. coli 055 :B5  pesant environ L.P. 100 CMQ, GMQ’ii?;Sceﬁgi sang 3 h post e Diminution du GMQ et CMQ (entre jour 1 et 21 post
7,25 kg ) sevrage)
porcelet 0T . . .
Lietal. (2012a) | E. coli 055 :B5 récemment LP. 100 LPS+Q,§ % .L Aryg, Pr1§e de sang 4 h . Aggmentatlon du MDA et SOD dans le foie 4 h post
. post injection, échantillons de foie injection
sevrés
L-Arg perfusée (5,3 umol/kg) 12 h e Augmentation du flux sanguin de la veine portale lors
Poeze et al. (2011) | E. coli 055 :BS 20-25 kg LV. 3 avant I’injection du LPS et pour d’une septicémie, permet une meilleure oxygénation du
pendant les 24 h suivantes foie
Setre (2001) 15-24 kg LV. 1,7 Prises de sang 1x/h pendant 6 h e Diminution du flux sanguin au foie de 40%
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Ces augmentations de la sécrétion de facteurs inflammatoires pourraient étre associées
a la dégradation de la muqueuse digestive et une diminution de la capacité digestive
(McCracken et al., 1999; Pié et al., 2004). Des équipes de recherche ont également noté
I’augmentation des concentrations plasmatiques de GSH et des ROS ainsi qu’une
diminution de la concentration plasmatique de composés antioxydants (vitamine C, a-
tocophérol, y-tocophérol, sélénium) chez les porcelets sevrés, ce qui suggére la
mobilisation de ces métabolites en réponse au stress oxydatif systémique (Sauerwein et
al., 2005; Robert et al., 2009). D’autres équipes ont observé une dysfonction du systéme
antioxydant de la muqueuse intestinale et un stress oxydatif accru dans le tissu jéjunal

chez les porcelets sevrés (Wang et al., 2008; Zhu et al., 2012).

Le Zn est un cofacteur essentiel pour le fonctionnement d’environ 300 enzymes connues
(Prasad, 1998), y compris la CuZn-superoxyde-dismutase (CuZn-SOD), qui catalyse la
dismutation de I'anion superoxyde Oz” en du H202, et est stimulée au cours de périodes
de stress oxydatif (Fukai et Ushio-Fukai, 2011). Chez le porcelet sevré, les doses
pharmacologiques d'oxyde de Zn sont reconnues pour améliorer la croissance (Hahn et
Baker, 1993; Hoque et Binder, 2006; Yin et al., 2008; Sales, 2013) et diminuer la
diarrhée (Roy et al., 1992; Carlson et al., 1999; Feng et al., 2006; Hu et al., 2012a, b ).
Ajouter dans l'alimentation a raison de 2 000-3 000 mg de Zn/kg, l'oxyde de Zn
augmente les niveaux d'ARNm de la MT-1 et I'expression des protéines de la famille
MT dans les muqueuses intestinales et le plasma chez des porcelets sevrés (Martinez et
al., 2004, 2005). La MT-1 est une sulfo-protéine contenant du Zn qui est impliquée dans
I'homéostasie du Zn et qui a une fonction antioxydante trés importante (Formigari et al.,
2007). Wang et al. (2009) ont démontré que 1’ajout de Zn (a raison de 3000 mg/kg) a
conduit a une réduction du glutathion oxydé et du rapport glutathion oxydé/glutathion
total dans la muqueuse jéjunale de porcelets sevrés, suggérant 'amélioration du statut
antioxydant. La supplémentation en Zn peut ¢galement réduire le niveau d'inflammation
dans la muqueuse intestinale des porcelets sevrés (Sargeant et al., 2010; Hu et al.,

2012a, b).

Chez les porcelets non sevrés, 1’Arg est considérée comme un acide aminé limitant la
croissance (Wu et al., 2009). Chez le porcelet sevré, 1’ajout d’Arg (0,5-1%) a 1’aliment
permet d’améliorer la croissance et l'efficacité¢ alimentaire (Tan et al., 2009; Wu et al.,

2010; Yao et al., 2011). L'Arg est connue comme un précurseur essentiel de la synthése
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de NO (Alderton et al., 2001), un médiateur cl¢ dans de nombreuses fonctions
physiologiques. Une augmentation de la production et de la concentration en NO est
connue pour causer une libération de Zn provenant de protéines MT-1 et pour
augmenter l'expression de MT-1 dans les cellules endothéliales (Wiseman et al., 2006;
Li et al., 2010). 1l a été suggéré que la supplémentation en Arg diminue l'inflammation
de l'intestin chez les porcelets sevrés (Liu et al., 2008) et améliore le statut antioxydant

dans le tissu hépatique en réponse a une stimulation au LPS (Li et al., 2012a).

Puisque le métabolisme de 1I’Arg peut interagir avec le métabolisme du Zn, les deux
suppléments peuvent agir en synergie sur le statut antioxydant et la réponse
inflammatoire chez les porcelets sevrés. Bien que d'autres fonctions de MT-1 puissent
étre impliquées, nous croyons que la séquestration du Zn?" libre intracellulaire peut
représenter une cible thérapeutique potentielle pour l'atténuation du stress oxydatif aigu

lié au sevrage précoce des porcelets.

L'hypotheése générale de ce projet est que les suppléments de Zn et Arg permettraient
d'améliorer le statut antioxydant et de réduire l'inflammation systémique et intestinale
des porcelets sevrés soumis a un challenge de LPS ou encore a des conditions d’¢levage

commercial.

Les objectifs spécifiques du chapitre 3 étaient de déterminer I'effet d’une
supplémentation en Zn et en Arg sur le statut antioxydant et la réponse inflammatoire
chez les porcelets sevrés, soumis a un challenge aigu d’inflammation suite a

l'administration péritonéale de LPS.

Les objectifs spécifiques du chapitre 4 ¢étaient de déterminer I'effet d’une
supplémentation en Zn et en Arg sur le statut antioxydant et la réponse inflammatoire
chez les porcelets sevrés soumis a un challenge chronique d’inflammation suite a

I'administration musculaire de LPS.

L’objectif du chapitre 5 était de déterminer I'impact de 1’Arg et du Zn sur le statut
antioxydant et la réponse inflammatoire chez les porcelets sevrés élevés dans des

installations commerciales de production
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CHAPITRE 2 - ANTIOXIDANT STATUS AND INFLAMMATORY RESPONSE
IN WEANLING PIGLETS FED DIETS SUPPLEMENTED WITH ARGININE
AND ZINC

Nadia Bergeron, Claude Robert, and Frédéric Guay

Department of Animal Science, Université Laval, Québec, Québec, Canada G1V 0A6.
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1. Résumé

Les suppléments de ZnO et Arg sont reconnus pour améliorer la croissance des
porcelets sevrés. Le mécanisme d’action n’est pas encore bien compris, mais des effets
sur les statuts antioxydant et inflammatoire pourraient étre en cause. Cette ¢tude avait
pour but d’évaluer les effets de suppléments en Zn et en Arg sur le statut antioxydant et
la réponse inflammatoire de porcelets sevrés. Trente-deux porcelets sevrés de 20 jours
ont été nourris pendant 12 jours avec des rations supplémentées ou non de Zn (2 500 mg
oxyde de Zn/kg) et d’Arg (1 %), et désignés ZNOARGO, ZN2500ARGO, ZNOARGI et
ZN2500ARGI1. Au jour 12, des prélevements sanguins ont été effectués avant et 3
heures aprés une injection intrapéritonéale de lipopolysaccharide (LPS; 10 mg/kg). Les
porcelets ont été euthanasiés immédiatement apres le deuxiéme prélévement sanguin et
des échantillons de muqueuses ont été prélevés du jéjunum et de I’iléon pour
détermination de I’expression d’ARNm et I’évaluation de la morphologie intestinale. Le
supplément en Zn a réduit le malondialdéhyde plasmatique mesuré avant 1’injection de
LPS (P <0,05). La supplémentation a I’Arg a augment¢ le pouvoir de réduction des ions
ferriques du plasma (un indicateur de I’état antioxydant) mesuré aprés 1’injection de
LPS (P < 0,05). Les porcelets nourris d’une ration supplémentée en Zn avaient une
moins grande activité¢ superoxyde dismutase (SOD) plasmatique totale (P < 0,05), mais
un plus haut taux de facteur de nécrose tumorale o (TNFa) (P < 0,05) plasmatique apres
I’injection de LPS. La ration supplémentée au Zn augmentait I’expression de la
métallothionéine-1 et la capacité antioxydante totale dans I’iléon et le jéjunum (P <
0,05) et réduisait I’expression de I’interleukine-10 (P < 0,05) dans I’iléon. Dans le
jéjunum, la supplémentation combinée au Zn et a I’Arg a augmenté la hauteur des
villosités (Arg x Zn, P < 0,05). Ces résultats indiquent que le Zn peut réduire
I’oxydation systémique et améliorer le statut antioxydant dans les muqueuses du
jéjunum et de I’iléon. Par contre, la supplémentation en Zn et en Arg semble avoir un
effet synergique limité pour améliorer I’état antioxydant ou réduire I’inflammation chez

les porcelets sevrés.
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2. Abstract

Dietary supplementation with ZnO and Arg is known to improve growth in weanling
piglets. The mechanism of action is not yet well understood, although antioxidant
effects and inflammatory responses may be involved. This experiment was conducted to
evaluate the effects of Zn and Arg supplementation on the antioxidant status and
inflammatory response of piglets. Thirty-two 20-day-old weanling piglets were placed
for 12 days on diets supplemented or not with Zn (2,500 mg Zn oxide kg-1) and Arg
(1%), designated ZNOARGO, ZN2500ARGO, ZNOARG1 and ZN2500ARGI1. On day
12, blood samples were taken before and 3h after intra-peritoneal injection of
lipopolysaccharide (LPS; 10 pg/kg). The piglets were euthanized just after the second
blood sample, and samples of mucosae were taken from the jejunum and ileum for
determination of mRNA expression and morphological observation. Zn
supplementation decreased plasma malondialdehyde measured before LPS injection (P
< 0.05). Arg supplementation increased the ferric-reducing ability of plasma (indicator
of antioxidant status) measured after LPS injection (P < 0.05). Piglets fed Zn
supplemented diets had lower total plasma superoxide-dismutase (SOD) activity (P <
0.05) but higher plasma tumour necrosis factor-o (P < 0.05) after LPS injection. Zn-
supplemented diets increased metallothionein-1 expression and total antioxidant
capacity in the ileum and jejunum (P < 0.05) and decreased interleukin-10 expression (P
< 0.05) in the ileum. In the jejunum, the combination of Zn and Arg supplementation
increased villus height (Arg x Zn, P < 0.05). These results indicate that Zn may reduce
systemic oxidation and improve the antioxidant status in the jejunal and ileal mucosae.
However, Zn and Arg supplementation did not appear to act synergistically to enhance

antioxidant status or reduce inflammation in weanling piglets.
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3. Introduction

Weaning is a critical period in the life of a piglet, characterized by changes in
morphology and intestinal mucosal function. Separation from the mother and the
sudden change in diet as well as physical and social environment represent traumatic
events (Wijtten et al. 2011; Heo et al. 2012). Immune system activation and high levels
of mucosal expression of tumor necrosis factor-o (TNF) and interleukin-1p have been
reported in weanling piglets and could be associated with digestive mucosae
degradation and decreased digestive capacity (McCracken et al. 1999; Pié et al. 2004).
Sauerwein et al. (2005) and Robert et al. (2009) also noted increased plasma
concentrations of oxidized glutathione, haptoglobin and reactive oxygen species, and
decreased plasma concentration of antioxidant compounds (vitamin C, a-tocopherol, y-
tocopherol, selenium) in weanling piglets, suggesting mobilization of these metabolites
in response to systemic oxidative stress. Wang et al. (2008) and Zhu et al. (2012)
observed dysfunction of the intestinal antioxidant system and increased oxidative stress

in the jejunal tissue in weanling piglets.

Zinc is an essential cofactor for the function of about 300 known enzymes (Prasad
1998), including CuZn-superoxide-dismutase (SOD), which catalyzes the dismutation
of superoxide anion O, to H»0», and is stimulated during periods of oxidative stress
(Fukai and Ushio-Fukai 2011). Pharmacological doses of Zn oxide are recognized to
improve growth (reviewed by Sales 2013) and to decrease diarrhoea (Carlson et al.
1999; Hu et al. 2012) in weanling piglets. Provided in feed at 2,000-3,000 mg Zn kg,
Zn oxide increases metallothionein-1 (MT1) mRNA and protein expression levels in
intestinal mucosae and in plasma in weanling piglets (Martinez et al. 2004; 2005). MT1
is a Zn-containing sulpho-protein involved in Zn homeostasis and has a significant
antioxidant function (Formigari et al. 2007). Wang et al. (2009) showed that dietary Zn
supplementation (3,000 mg kg') led to a reduction of oxidized glutathione and
oxidized/total glutathione ratio in the jejunal mucosa of weanling piglets, suggesting
improved antioxidant status. Zinc supplement may also reduce the level of
inflammation in the intestinal mucosae of weanling piglets (Sargeant et al. 2010; Hu et

al. 2012).
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In suckling piglets, Arg is considered as a growth-limiting amino acid (Wu et al. 2009).
Arg supplementation (0.5-1%) has been shown to improve growth and feed efficiency
in weanling piglets (Wu et al. 2010; Yao et al. 2011). Arg is known as an essential
precursor for NO synthesis (Alderton et al. 2001), a key mediator in several
physiological functions. Increased production and concentration of NO is known to
cause Zn release from MT1 protein and to increase MT1 expression in endothelial cells
(Wiseman et al. 2006; Li et al. 2010). It has been suggested that Arg supplementation
decreases intestinal inflammation in weanling piglets (Liu et al. 2008) and improves
antioxidant status in the liver tissue in response to lipopolysaccharide (LPS) challenge

(Li et al. 2012).

Since Arg metabolism may interact with Zn metabolism, both supplements may act in
synergy on the antioxidant status and inflammatory response in weanling piglets. The
hypothesis of this project was that Zn and Arg supplements would improve the
antioxidant status and reduce the systemic and intestinal inflammation of weanling
piglets. The objective of the present study was to determine the effect of Zn and Arg
dietary supplementations on antioxidant status and inflammatory response in weanling

piglets challenged with inflammation by LPS administration.

4. Materials and methods
4.1  Animals and housing

Thirty-six 20-day-old (£1 day) castrated piglets (Yorkshire x Landrace, Coopérative
Fédérée, Qc, Canada) were moved from the farrowing room of commercial farm to a
controlled environment room for a period of 12 days. The piglets were kept in
individual pens (I m x 2 m) equipped with a feeder and watering nipple. The
temperature was set at 32°C for their arrival, decreased until day 7 to 26°C and
maintained at this temperature on a 12h/12h light/dark photoperiod until the end of the
experiment. All animal procedures were conducted according to the guidelines set by

the Canadian Council on Animal Care (2009).

4.2  Experimental design and diets

Four diets (Table 2.1) were formulated to meet or exceed recommendations suggested

by the NRC (1998) for piglets. Dietary treatments were begun just after weaning. The
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Table 2.1: Composition of experimental diets (as-fed basis)

ZNO0-ARGO ZN2500-ARGO  ZNOARGI1 ZN2500-ARGl1
Ingredients (% of total diet)

Ground corn 31.5 31.5 31.5 315
Soybean meal 22.5 22.5 22.5 22.5
Whey powder 20.0 20.0 20.0 20.0
Hamlet Protein 300 9.5 9.5 9.5 9.5
Choice fat 5.0 5.0 5.0 5.0
Spray-dried animal plasma 3.5 3.5 3.5 3.5
Blood meal 2.5 2.5 2.5 25
Limestone 1.1 1.1 1.1 1.1
Di-calcium phosphate 1.0 1.0 1.0 1.0
Salt 0.3 0.3 0.3 0.3
Vitamins ? 0.25 0.25 0.25 0.25
Minerals ¥ 0.25 0.25 0.25 0.25
Lysine HCL 0.25 0.25 0.25 0.25
DL-methionine 0.15 0.15 0.15 0.15
L-threonine 0.10 0.10 0.10 0.10
Corn starch 0.40 —- 1.1 0.70
Zinc oxide - 0.40 --- 0.40
L-arginine-HCl --- - 1.00 1.00
L-alanine 1.70 1.70 - -
Analyzed nutrient composition

Gross energy, kcal kg™! 4,463 4,474 4464 4,467
CP, % 25.18 24.49 24.77 24.81
Calcium, % 0.78 0.78 0.73 0.77
Phosphorus, % 0.58 0.61 0.53 0.57
Zinc, mg kg! 134 2,224 123 2,342
Total lysine, % 1.69 1.65 1.67 1.67
Total arginine, % 1.52 1.49 2.30 2.31
Calculated nutrient composition ™

Digestible lysine, % 1.52 1.52 1.52 1.52
Digestible arginine, % 1.37 1.37 2.17 2.17

“Provided per kilogram of diet: vitamin A palmitate 5,000 IU; vitamin D3 1,000 IU; vitamin E acetate
22.5 IU; menadione sodium bisulphite 3.75 mg; thiamine HCI 1.0 mg; riboflavin 4.5 mg; niacin 20.0 mg;
calcium pantothenate 25.0 mg; pyridoxine HCI 1.5 mg; biotin 0.2 mg ; choline bitartrate 375 mg ; vitamin
Bi1225.0 ug

YProvided per kilogram of diet: Zn (as zinc carbonate) 100 mg; Fe (as ferric citrate) 100 mg; Cu (as cupric
carbonate) 25 mg; I (as potassium iodate) 0.28 mg; Mn (as manganous carbonate) 46 mg; Se (as sodium
selenite) 0.30 mg.

*Values for nutritional composition were calculated according to Sauvant et al. (2004)
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diets were designated as follows: ZNOARGO or control (n = 9), ZN2500ARG0
(containing 2,500 mg Zn kg'!'; n = 8), ZNOARGI] (containing 1% Arg; n = 8) and
ZN2500ARG1 (containing 2,500 mg Zn kg' and 1% Arg; n = 7). Piglets were
distributed according to their initial body weight (BW) among the four treatments in a
randomized complete block design, initially with nine piglets per treatment. Two piglets
from the ZN2500ARG1 group, one from the ZN2500 group and one from the ARGI1
group were excluded from the experiment because of poor feed intake (< 100 g 7 day™)
and health status after 7 days on the diet and were euthanized as recommended by the
veterinarian. They were not included in the statistical analysis. Feed was provided daily
in three equal installments for the 12-day period. Feeding level was at 100 g d”! on day
0 and was adjusted daily by increasing the previous day’s intake by 20%. Piglets had ad

libitum access to water. They were weighed on day 0 and before euthanasia on day 12.

4.3 Challenge with lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (Escherichia coli LPS, K-235 Sigma Aldrich, St-Louis, MO, USA)
was administered by intra-peritoneal injection (10 pg kg'! BW) as a model of gut
inflammation (Mercer et al. 1996) and acute oxidative stress (Webel et al. 1997). Blood
samples were collected by jugular venipuncture into two tubes (containing EDTA and
heparin) on day 1 (baseline level) and day 12, just before and 3 h after LPS injection.
The time for sampling after LPS injection and the doses used were chosen on the basis
of the maximal peak obtained for the concentrations of several indicators of
inflammation such as tumour necrosis factor-a (TNF), interleukin 6 (IL6), and cortisol
(Webel et al. 1997). All samples were placed on ice and then centrifuged at 2000 x g for

15 min at 4°C. Plasma was stored at -80°C for further analysis.

4.4 Tissue collection

Shortly after obtaining the post-LPS blood sample on day 12, piglets were first sedated
with intramuscular injection of Romifidine (Sedivet, Boehringer Ingelheim, Ontario,
Canada) and Acepromazine (Atravet, Boehringer Ingelheim) at doses of 0.08 mg kg’
and 0.1 mg kg' respectively. After sedation, the piglets were euthanized with an
intravenous injection of pentobarbital (Euthanyl, Vétoquinol Canada Inc., Lavaltrie,
Québec, Canada) at a dose of 120 mg kg''. The entire intestine was removed and freed

from the mesentery. The segment ending 50 cm caudal from the pyloric anthrum was
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considered duodenum, the segment ending 50 cm cranial from the cecum was
considered ileum, and the segment in between was considered jejunum (Yen 2001). For
jejunum and ileum, 5 cm from the middle portion was removed for histological analysis,
and the adjacent 20 cm was used for biochemical analyses and determination of mRNA
expression levels of MTI, TNF, interleukin-12B (IL12B), interleukin-10 (IL10),
inducible nitric oxide synthase (NOS2) and transforming growth factor-f» (TGFB2).
The jejunal and ileal 20 cm segments were rinsed with ice-cold saline solution (0.9%
NaCl), opened lengthwise and blotted dry. The mucosae was scraped from the
underlying tissue using a glass slide, immediately transferred into liquid nitrogen, and

then stored at -80°C until analysis.

4.5 Biochemical analysis

Malondialdehyde (MDA) generation in samples of plasma, jejunum and ileum was
measured according to the method of Jain et al. (1989) as an index of lipid peroxidation
and oxidative status (Michel et al. 2008). Phosphate-buffered saline (800 uL, pH 7.4)
and butylated hydroxytoluene solution (25 pL, 0.88%) were added to 200 pL of plasma
and mixed thoroughly. Trichloroacetic acid (500 pL, 30%) was added and the samples
were placed on ice for 2 h. After 15 min of centrifugation at 2000 x g, 1 mL of
supernatant was mixed with 75 pL of 0.1M EDTA and 250 pL of 1% thiobarbituric acid
in 0.05 N NaOH. The samples were then placed in boiling water (100°C) for 15 min,
followed by cooling to room temperature. Absorbance was measured at 532 nm. Intra-
and inter-assay CV values were 6.0 and 5.5%, respectively. For samples of jejunum and
ileum, 0.5 g of tissue was homogenized directly (Ultra-Turrax T18, IKA-Labortechnick,
Stenfer, Germany) with 5 mL of ice-cold PBS pH 7.4 and then centrifuged at 2000 x g
for 15 min. The supernatant (100 pnL) was used for the assay as previously described for

plasma. Intra- and inter-assay CV values were 7.0 and 6.0%, respectively.

Prostaglandin E2 metabolite (PGE2) concentrations were determined in plasma using an
immunoassay kit (# 514531.1, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA) with
intra- and inter-assay CV values of 3.1 and 6.3%, respectively. Plasma sample (50 uL)
was used to compare with a standard curve using PGE2 standard after extraction on a
SPE column according to the manufacturer's instructions. The TNF concentrations were
determined in plasma using an ELISA kit (# KSC3012/KSC3011, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, USA) with intra- and inter-assay CV values of 6.0 and 7.2%,
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respectiveley. Plasma sample (50 uL) was used to compare with a standard curve using
porcine TNF standards. The ferric-reducing ability of plasma (FRAP) was assayed
according to the method described by Benzie and Strain (1996) with intra- and inter CV
values of 1.5 and 3.0%, respectively. FRAP assay measures the concentration of
antioxidants including vitamin C, vitamin E, uric acid and protein thiol groups (Benzie
and Strain 1996). Ten pL of plasma was used for the assay, which was calibrated with

FeSO4-7H>0 to establish a standard curve.

Plasma superoxide dismutase (SOD) activity was determined using Fluka Analytical kit
19160 (Sigma-Aldrich Chemicals GmbH, Bushs, Switzerland). The plasma total SOD
activity (20 uL) was compared with a standard curve using the Cu-Zn SOD enzyme
from bovine erythrocytes (Sigma Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). Intra- and inter-

assay CV values were 3.2 and 4.0%, respectively.

Total antioxidant capacity (TAC) of the jejunal and ileal mucosae was assayed
according to the method of Erel (2004) and Maurice et al. (2007) with intra- and inter-
CV values of 2.5 and 3.0%, respectively. TAC assay measures the concentration of
antioxidants including vitamin C, vitamin E, glutathione, polyphenol compounds and
protein thiol groups (Erel 2004). Tissue (0.5 g) was homogenized (Ultra-Turrax T18,
IKA-Labortechnick) in 5 mL of ice-cold PBS pH 7.4 and centrifuged at 2000 x g for 15
min. The supernatant (80 pL) was used as described for the plasma assay. The sample

concentration was compared with a standard curve using the Trolox standard equivalent.

The plasma nitrite + nitrate (NOx) concentration was assayed using fluorometric kit
780051 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA). The plasma sample
volume was 20 pL and a standard curve of nitrate was used to determine concentration.

Intra- and inter-assay CV values were 2.5 and 3.5%, respectively.

4.6  Analysis of MT1, TGFB2, TNF, IL10, IL12B and NOS2 mRNA expression

Total RNA was extracted from 170 mg of tissue homogenized (Ultra-Turrax T18, IKA-
Labortechnick) in 1 mL of TRIzol reagent (Invitrogene, Ontario, Canada). RNA extracts
were purified on RNeasy Mini Spin Columns including the RNase-free DNase step
(Qiagen, Ontario, Canada) and quantified with a Nanodrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies). RNA quality of every sample was analyzed on the Agilent 2100
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Bioanalyzer with the Agilent RNA 6000 Nano Assay Protocol (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). Samples with a RNA integrity number (RIN) over 6.5 were kept

for further analysis. Samples with a RIN under 6.5 were re-extracted.

RT procedure was performed with the Sensiscript® reverse transcription kit (Qiagen)
according to the manufacturer's instructions. Before RT reaction, RNA was denatured
(secondary structures disrupted) using the following procedure: 72°C for 2 min then
placed immediately on ice until the addition of the enzyme; this procedure increases
primer annealing, which in turn increases RT reaction output. After this procedure, two
micrograms of denatured RNA were mixed with random decamer solution (10 pM,
Ambion), held for five minutes at 65°C and then placed on ice. Four units of Sensiscript
reverse transcriptase (Qiagen) in of 1X RT buffer with 0.5 mM dNTP and 10U RNase
inhibitor (Promega) were added and the reaction mixture was held for 10 minutes at

25°C to allow priming of the random decamers, followed by one hour at 37°C.

The resulting cDNA (2 pL) was then amplified on the Roche LightCycler by real-time
PCR in buffer containing 0.25 mM of each primer, 3 mM MgCl: in 1X SYBR green,
dNTPs and FastStart Taqg DNA polymerase enzyme (Roche) in total volume of 20 pL.
Primer sequences are shown in Table 2.2. The PCR conditions used for all genes were
as follows: denaturing cycle of 10 minutes at 95°C, 45 PCR cycles (denaturing at 95°C
for 5 seconds; 5 seconds at the annealing temperature in Table 2.2; extension at 72°C
for 20 seconds), followed by a melting cycle. DNA was quantified using LightCycler

Software Version 3.5 and comparison with the standard curve.

The standard curve consisted of five dilutions of purified amplicon (diluted form 0.1 pg
to 0.1 fg). Quantitative PCR was performed using a LightCycler apparatus with SYBR
green incorporation (Roche Diagnostics, Laval, Qc, Canada). Amplicon specificity was
confirmed by analysis of the melting curve given by the Lightcycler software.
Amplicons were then separated by electrophoresis on 1% agarose gel and sequenced to
confirm that the proper sequence was amplified. Expression of mRNA was normalized
using the geometric means of three housekeeping genes (ACTB, GAPDH and RPL4)
and GeNorm version 3.5. These housekeeping genes are usually used (Nygard et al.

2007) for gene expression studies in pig tissues using SYBR green qPCR.
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Table 2.2 : Primers used for measurement of gene expression level by quantitative PCR

Gene Description Gene Primer sequences qPCR Amplic  Annealing  Fluorescence GeneCards
Symbol efficiency on Temperature  acquisition identifiers
(%) size (°C) temp. (°C)
(bp)

Actin, beta ACTB  Up 5'-CACGCCATCCTGCGTCTGGA- 3' 93

Low 5'-AGCACCGTGTTGGCGTAGAG- 3' 452 58.7 72 GCOTM005566
Glyceraldehyde-3- GAPDH Up 5'-ACACTCACTCTTCTACCTTTG- 3' 95
phosphate dehydrogenase Low 5' -CAAATTCATTGTCGTACCAG- 3' 20 49.3 81 GC12P006643
Ribosomal protein L4 RPL4 Up 5'-CAAGAGTAACTACAACCTTC- 3' 94

Low 5'-GAACTCTACGATGAATCTTC- 3 635 60.0 72 GCISMO066790
Metallothionein MT1 Up 5'-TTGCTCTCTGCTTGGTCTCACCT-3' 98

Low 5-GGGATGTAGCATGAAGTCAGTGCATGTG-3' 378 60.3 72 NM 001001266
Tumour necrosis factor-o.  TNF Up 5'-GCCCACGTTGTAGCCAATGTCAAA- 3' 99

Low 5'-TTGTCTTTCAGCTTCACGCCGTTG- 3' %8 580 72 GCO6PO31543
Interleukin-10 IL10 Up 5° -TCTCTGCTGGAGGACTTTAAGGGT- 3’ 92

Low 5’ -GCTTGCTAAAGGCACTCTTCACCT- 3’ 241 390 2 GCOIM206940
Interleukin-12B IL12B  Up 5’ -ACATCATCAAACCAGACCCTCCCA-3’ 95

Low 5’ -TTGGCATCCTTGTGGCATGTAACC- 3’ 223 59-0 72 GCOSMIS8T741
Transforming growth TGFB2 Up 5’ -CACCAAGAACCTGCTTTCGGCTTT- 3’ 94
factor B2 Low 5 -TTTGTCCTCCTACCATGAACACCCTC- 3° 198 60.0 2 GCOIP218519
Nitric oxide synthase 2, NOS2 Up 5’ -TCCAGAAGCAGAACGTGACCATCA- 3 93 203 580 7 GC17M026083

inducible

Low 5° -GAGCACGGCTTTGACCAAGACTTT- 3°
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4.7  Feed analysis

Feed samples were finely ground using a sample mill (Cyloctec 1093, Foss Tecator,
Sweden). Energy analysis in feed were done with a calorimetric bomb (Parr Instruments
Co., Moline, IL, USA). Nitrogen was determined in feed samples by the combustion
method using the Leco Nitrogen Determinator (model TruSpec v1.10, Leco, MI, USA).
The minerals analysis (P, Ca, and Zn) in feeds were done according to AOAC (2005)
(procedures 985.01). Samples were then analysed with an ICP-OES (Optima 430DV,
Perkin Elmer. MA, USA). Lysine and Arg were determined by HPLC (Water HPLC
system, Water Corporation, MA, USA) as described by Guay et al. (2006).

4.8  Histological analysis

Jejunal and ileal samples embedded in paraffin, sliced to 6-um thickness and stained with
eosin and hematoxylin were examined at 33X magnification using a microscope (Nikon
Eclipse E2000, Nikon Instruments Inc., Melville, N.Y., USA) provided with an ocular
micrometer. An observer unaware of the treatment regimens measured villus height and
crypt depth, which were reported as the mean of 10 properly oriented and representative

villi and crypts per piglet (Houle et al. 1997).

4.9  Statistical analysis

Data were analyzed using the MIXED procedure of SAS (SAS inst. Inc. Cary, NC)
according to a 2 x 2 factorial arrangement in a randomized complete block design (initial
body mass) with Zn and Arg supplementation as the two main independent variables. Each
individual piglet was considered as an experimental unit. Treatment means and interactions
were calculated for growth parameters (i.e. average daily weight gain [ADG], average daily
feed intake [ADFI], and growth-to-feed ratio [G:F]), blood parameters (i.e. MDA
concentration, FRAP, TAC, SOD activity, PGE2, TNF and NOx concentrations), jejunal
and ileal morphology (i.e. crypt depth and villus height), mucosal mRNA expression
(TGFB2, TNF, IL10, IL12B and NOS2 expression) and mucosal antioxidant and oxidative
status (MDA, NOx and TAC concentration). The model was: Y =p + Bi + Fj+ (Bi + F;) +

eij, where Yj; = dependent variable, B; = Zn factor, Fj = Arg factor and e; = residual error.
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Differences between means were considered significant at P < 0.05. For parameters

measured in plasma, the baseline value (at day 1) was added as a covariate in the statistical

model.
5. Results
5.1 Growth performance

The initial and final weights of piglets were not affected by dietary supplements of Zn and
Arg (Table 2.3). The Zn and Arg supplements had no significant impact on ADFI, ADG, or
G:F ratio. There was no interaction between the two factors in terms of growth

performance.

5.2 Plasma antioxidant status and inflammatory response

The piglets fed Zn-supplemented diets had reduced plasma MDA concentration before LPS
injection (P < 0.001, Table 2.4) compared to those fed the ZNO diet. Neither Arg nor Zn,
nor the combined supplementation had any effect on FRAP or on SOD activity measured
before LPS injection. Zinc supplementation had no effect on MDA or FRAP measured after
LPS injection, while Arg supplementation increased FRAP (P < 0.03). Total SOD activity
measured after LPS injection was reduced in piglets fed Zn-supplemented diets compared

to those fed the ZNO diet (P < 0.03).

As shown in Table 2.5, the Zn supplement produced a higher plasma TNF concentration
after LPS injection (P < 0.02). Finally, neither Zn nor Arg supplementation, nor the
combination had any significant impact on PGE2 or NOx concentration in plasma, either

before or after LPS challenge.

5.3 Antioxidant and oxidative status in the jejunal and ileal mucosae

Neither the MDA concentration nor the NOx concentration measured in the mucosae of the
jejunum and ileum was affected significantly by the dietary supplements (Table 2.6). The
TAC concentration was increased in the case of piglets fed Zn-supplemented diets (P <

0.001) compared to those fed the ZNO diet.
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Table 2.3: Growth performance of piglets weanling on diets supplemented or not with Zn and Arg

Treatment” Initial BW (kg)  Final BW (kg) ADG (gd™) ADFI (g d) G:F
ZNO0-ARGO 6.19 9.93 313.0 333.7 0.933
ZN2500-ARGO 6.55 9.96 285.9 320.2 0.892
ZNO0-ARG1 6.75 10.56 3239 330.5 0.993
ZN2500-ARG1 6.22 9.99 313.1 338.5 0.924
SEM 0.54 0.50 13.2 12.7 0.027
/n NS NS NS NS NS
Arg NS NS NS NS NS
ZnXArg NS NS NS NS NS

ZZN2500-ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n = 7); ZN2500-ARGO: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) (n = 8); ZNO-ARGI:
control diet + 1% Arg (n = 8); ZN0O-ARGO: control diet (n =9)
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Table 2.4: Plasma malondialdehyde (MDA) concentration, ferric-reducing ability (FRAP) and
superoxide-dismutase (SOD) activity before and after LPS injection in weanling piglets fed diets
supplemented or not with Zn and Arg

MDA (umol L) FRAP (umol L) SOD (U mL™)

Treatment” Before LPS  After LPS  Before LPS After LPS  Before LPS  After LPS
ZNO0-ARGO 4.453 3.675 167.01 188.04 3.024 2.695
ZN2500-ARGO 2.989 3.657 187.17 179.91 3.247 2.489
ZNO0-ARGI1 4.600 4212 171.72 202.96 3.045 3.820
ZN2500-ARG1 3.379 4.048 178.73 271.03 2.304 1.853
SEM 0.388 0.426 20.55 23.64 0.645 0.521
Zn 0.001 NS NS NS NS 0.028
Arg NS NS NS 0.034 NS NS
ZnXArg NS NS NS NS NS NS

ZZN2500-ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n = 7); ZN2500-ARGO: control diet + 2500 mg of Zn
(ZnO) (n = 8); ZNO-ARGI: control diet + 1% Arg (n = 8); ZNO-ARGO: control diet (n = 9)
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Table 2.5: Prostaglandin E> metabolite (PGE2), Tumour necrosis factor-a (TNF) and nitrite/nitrates
(NOx) in plasma of weanling piglets fed diets supplemented or not with Zn and Arg

PGE2 (pg ml™) TNF (pg ml™) NOx (pmole ml™)
Treatments” Before LPS After LPS  Before LPS After LPS Before LPS After LPS
ZNO-ARGO 86.0 629.4 291.0 2058.9 203.5 166.4
ZN2500-ARGO 70.8 601.7 498 .4 11249.0 218.6 138.5
ZNO0-ARGI1 58.5 757.0 706.1 5165.5 78.6 227.0
ZN2500-ARG1 73.4 1575.2 466.1 9060.3 121.5 228.4
SEM 16.3 321.2 157.9 2732.1 86.3 132.1
Zn NS NS NS 0.020 NS NS
Arg NS NS NS NS NS NS
ZnXArg NS NS NS NS NS NS

#ZN2500-ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n = 7); ZN2500-ARGO: control diet + 2500 mg of Zn
(ZnO) (n = 8); ZNO-ARGI1: control diet + 1% Arg (n = 8); ZNO-ARGO: control diet (n =9)
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Table 2.6: Malondialdehyde (MDA) concentration, total antioxidant capacity (TAC), and
nitrate/nitrite (NOX) concentration in the jejunal and ileal mucosae of weanling piglets fed diets
supplemented or not with Zn and Arg

MDA (umol g'!) TAC (mmol g) NOx (umol g )
Treatment” Jejunum [leum Jejunum Ileum Jejunum Ileum
ZNO-ARGO 133.8 143.5 1.30 1.86 1.05 1.00
ZN2500-ARGO 159.7 151.8 4.09 5.14 1.17 1.10
ZNOARG1 147.8 144.2 1.37 1.03 2.05 1.73
ZN2500-ARG1 121.0 165.8 6.30 6.54 1.13 1.12
SEM 18.9 7.5 0.83 0.70 0.83 0.65
Zn NS NS 0.001 0.001 NS NS
Arg NS NS NS NS NS NS
ZnXArg NS NS NS NS NS NS

ZZN2500-ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n = 7); ZN2500-ARGO: control diet + 2500
mg of Zn (ZnO) (n = 8); ZNO-ARGI: control diet + 1% Arg (n = 8); ZNO-ARGO: control diet (n =9)
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54 Jejunal and ileal morphology

The villus height in the jejunum was increased significantly when the Zn and Arg
supplementations were combined (Zn X Arg interaction, P < 0.05, Table 2.7) compared
to the three other treatments. Crypt depth in the jejunum and ileum was not affected by

the supplements.

55 Expression of MT1 TGFB2, TNF, IL10, IL12B and NOS2 mRNA

Expression of MT1 mRNA was increased significantly (P < 0.001) in piglets fed Zn-
supplemented diets (Table 2.8) compared to those fed the ZNO diet. In the jejunum and
ileum, MT1 expression was respectively 32 and 26 times higher in these cases. Zn and
Arg supplementation did not have any significant impact on the expression of TNF,
IL12B, and NOS2 expression. However, piglets fed Zn-supplemented diets had higher
IL10 expression in the ileum (P < 0.04) than those fed the ZNO diet.

6. Discussion

We investigated the synergic effect of Zn and Arg dietary supplements on antioxidant
status and on systemic, jejunal and ileal inflammation induced in weanling piglets by
LPS injection. The LPS injection did not increase MDA or NOx concentrations or
modify SOD activity or FRAP value in plasma, suggesting that the oxidative stress
induced in this model of inflammation was limited. Li et al. (2012) noted increased
MDA and SOD activity in the liver of weanling piglets 4 hours after LPS injection.
However, the dose of LPS used was 10 times higher (100 pg/kg) than what we used. In
addition, Myers et al. (2003) showed that injecting 2 pg/kg LPS led to an increase in
plasma NOx, but only 24 h after the injection. In our experiment, three hours might
have been insufficient to observe a significant increase in systemic reactive oxygen
species production and lipid oxidation, although maximal concentrations of
inflammatory factors (TNF, PGE, IL1) have been obtained in pigs within three hours
(Webel et al. 1997; Myers et al. 2003). We nevertheless observed increased plasma
concentrations of TNF and PGE2 three hours after LPS injection.

We observed that dietary Zn supplementation reduced the plasma MDA concentration
measured before LPS injection and increased the TAC value in the jejunal and ileal

mucosae after LPS injection. Weaning is well known to decrease antioxidant status and
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Table 2.7: Crypt depth and villus height in jejunal and ileal mucosa of weanling piglets fed
diets supplemented or not with Zn and Arg

Crypt depth (um) Villus height (um)
Treatment” Jejunum Ileum Jejunum Ileum
ZNO0-ARGO 410.8 459.6 653.0 594.7
ZN2500-ARGO 433.0 439.7 615.3 618.9
ZNO-ARG1 446.0 453.6 627.3 671.8
ZN2500-ARG1 405.4 459.5 706.4 641.3
SEM 26.9 29.0 30.1 40.6
Zn NS NS NS NS
Arg NS NS NS NS
ZnXArg NS NS 0.046 NS

#ZN2500-ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n = 7); ZN2500-ARGO: control diet +
2500 mg of Zn (ZnO) (n = 8); ZNO-ARG!: control diet + 1% Arg (n = 8); ZNO-ARGO: control diet (n =
9)
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Table 2.8: The mRNA expression of tumour necrosis factor-a, interleukin-10 (IL10), IL12B, transforming growth factor-f2
(TGFB2), metallothionein-1 (MTT1), and inducible-nitric oxide synthase (NOS2) in jejunal and ileal mucosae of weanling piglets fed
diets supplemented or not with Zn and Arg (Arbitrary unit)**

TNF IL10 IL12B TGFB2 NOS2 MT1
Treatments®  Jejunum Ileum Jejunum Ileum Jejunum Ileum Jejunum Ileum Jejunum Ileum Jejunum Ileum

ZNO0-ARGO 0.411 0.0055 0.0009 0.0010 0.00041 0.00029 0.0101 0.0239 0.0506 0.0147 0370 0.182

ZN2500-
ARGO 0.472  0.0051 0.0016 0.0026 0.00057 0.0013 0.0237 0.0399 0.0398 0.0225 27628 7409

ZNO-ARG1 0.401 0.0050 0.0011 0.0023 0.00035 0.00081 0.0209 0.0382 0.0291 0.0114 1.104 0.414

ZN2500-

ARG 0405  0.0046 00012 0.0041 0.00036 0.00086 00252 0.0640 0.0441 00123 . o
SEM 0.046  0.0005 0.0003 0.0008 0.00013 0.00037 0.0045 0.0125 0.0159 0.0078 5.628 1.742
Zn NS NS NS 0036 NS NS NS NS NS NS 0.001  0.001
Arg NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
ZnXArg NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

“The mRNA expression level was measured by Q-PCR
Y Expression of mRNA was normalized using the geometric means of three housekeeping genes (ACTB, GAPDH and RPL4) and GeNorm version 3.5.

X ZN2500-ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n = 7); ZN2500-ARGO: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) (n = 8); ZNO-ARG]1: control diet + 1%
Arg (n = 8); ZNO-ARGO: control diet (n=9)
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increase oxidative stress in plasma and in the jejunal mucosae, as described by Wang et
al. (2008), Robert et al. (2009) and Zhu et al. (2012). Wang et al. (2009) observed that a
Zn-supplemented diet (3,000 mg kg!) decreased oxidized glutathione in the jejunal

mucosa of weanling piglets, suggesting reduced oxidative stress.

Zn supplementation (2,000-3,000 mg kg') is known to increase MT1 mRNA and
protein expression in the liver and duodenal and jejunal mucosae of weaned piglets
(Martinez et al. 2004; 2005). In our study, Zn supplementation increased both MT
expression and TAC in the jejunal and ileal mucosae. MT proteins are characterized by
high contents of cysteine and thiol groups. These thiol groups are known to sequester
reactive oxygen and nitrogen species, suggesting an antioxidant role for MT proteins

(Formigari et al. 2007).

Unlike FRAP and MDA values, total plasma SOD activity in piglets fed Zn-
supplemented diets was decreased after injection of LPS. It should be noted that CuZn-
SOD is the major form in plasma (Fukai and Ushio-Fukai 2011). Carlson et al. (1999)
observed a decrease in CuZn-SOD activity in red blood cells of weanling pigs on a Zn-
supplemented diet (3,000 mg Zn kg!). They suggested that this was due to a decrease in
Cu availability, which can result from high levels of dietary Zn. It could also be due to
sequestration in intestinal and hepatic tissues via increased expression of MTs (Martinez
et al. 2004; 2005). This decrease in total plasma SOD activity could also be explained
by improved antioxidant status. It is known that CuZn-SOD expression decreases with
decreasing oxidative stress and improving antioxidant status (Fukai and Ushio-Kukai,
2011). However, we observed no effect of the Zn supplement on plasma MDA and

FRAP value measured after injection of LPS.

In the present study, Arg supplementation produced increased FRAP values measured
in plasma after LPS injection. In a recent study, Zheng et al. (2012) observed that a
similar supplement (0.8% Arg) increased the TAC value measured in the plasma and
liver of weanling piglets after injecting diquat to induce oxidative stress. Ma et al.
(2010) noted higher TAC values in serum and skeletal muscle in finishing pigs fed diets
supplemented with 0.5 and 1.0% Arg. It should be noted that the estimated TAC is well
correlated with FRAP in plasma (Erel 2004). The antioxidant roles of Arg can be
explained by two mechanisms. Arg is a precursor for the synthesis of NO, which can act

as a scavenger of O>’, an important source of reactive oxygen species (Dasgupta et al.
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2006). However, we observed no effect of the dietary Arg supplement on either NOx or
MDA concentrations in plasma, before or after LPS injection, or in jejunal or ileal
mucosae. Arg also provides protection against reactive oxygen species by direct

chemical interaction with Oy", thereby improving antioxidant status (Lass et al. 2002).

The increased plasma TNF concentration measured after LPS injection in piglets fed
Zn-supplemented diets is not consistent with the expected anti-inflammatory effect.
However, our results agree with those of Yu et al. (2000) in a study of piglets, and with
those obtained by Driessen et al. (1995) using human lymphocytes, while Namkung et
al. (2006) observed that the Zn-enriched diet had no effect as measured under conditions
similar to those of our experiment. In another study of swine, intravenous injection of
Zn (5.0 mg kg'!) 2 h before LPS injection (1 pg kg™!) increased the TNF concentration
measured 2-3 h after the challenge (Krones et al. 2004). By direct binding, Zn may
make LPS more efficient as an inducer of cytokine production (Wellinghauser et al.
1996). Zinc may also influence TNF stimulation via the TLR4 receptor, which is

required for an immune response to LPS (Hoshino et al. 1999).

Unlike the TNF concentration in plasma, expression of TNF, IL12B and TGFB?2 in the
jejunal and ileal mucosae of the piglets was not altered by dietary Zn supplementation.
In the case of TNF, these results are in contrast with those of Hu et al. (2012), who
observed decreased TNF mRNA expression in the jejunal mucosae of piglets fed Zn-
supplemented diets (2,250 mg kg!) for 7 days post-weaning. However, these authors
noted no such effect after an additional week of feeding. It is possible that the effects of
Zn supplementation on the pro-inflammatory cytokines subside during the second week
after weaning. We nevertheless observed that Zn supplementation increased mRNA
expression of IL10, a known anti-inflammatory factor (Kubo and Motomura 2012), in
the mucosae of the ileum. Although a direct effect of Zn on IL10 is possible (Shankar et
Prasad 1998), we cannot exclude an indirect effect due to a change in the jejunal and
ileal microbial flora. It has been demonstrated that high doses Zn oxide (2,000-3,000
mg kg!) favour the proliferation of Lactobacillus spp in the flora of weanling pigs
(Slade et al. 2011). It is known that Lactobacillus spp promote the expression of IL10 in
the colonic mucosa, resulting in a reduction of the index of inflammation in colitic mice

(Peiia et al. 2005).
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The absence of any effect of Arg supplementation on the expression of TNF in the
mucosae of the jejunum and the ileum is in contrast with the findings of Liu et al.
(2008), who showed that mucosal TNF expression was reduced in the jejunum 6 h after
LPS challenge of piglets fed diets supplemented with 0.5% or 1.0% Arg. However,
mucosal TNF expression in the ileum was reduced in the case of the 0.5% but not the
1.0% supplement. It is not clear why Arg would be effective only at the lower
concentration, but in our experiment, the 1.0% dietary supplement was indeed
ineffective as a suppressor of TNF expression (and other pro-inflammatory factors) in

both segments of the intestine.

A significant reduction of villus height and brush border enzyme activity has been
shown to occur during the post-weaning period in piglets (Wijtten et al. 2011). Our
results showed that the combination of Zn and Arg supplements increased villus height
in the jejunum, while neither supplement alone had any effect on the morphology of the
mucosae of the ileum or the jejunum, in contrast to previously published results. Using
2,250-2,500 mg Zn kg'!, Li et al. (2006) and Hu et al. (2012) both observed increased
villus height in piglets fed Zn-supplemented diets. This improved intestinal structure
was associated with increased mRNA and protein expression of the tight junction
protein in the jejunal mucosa, and with reduced intestinal permeability (Hu et al. 2012).
Liu et al. (2008) and Yao et al. (2011) showed that a diet containing a 1% Arg
supplement increased villus height in the duodenal, jejunal and ileal mucosae of LPS-
challenged weanling piglets. Zhan et al. (2008) suggested that the positive effect of Arg
on the intestinal morphology of weanling piglets was due to the microvascular
development of the mucosae via NO production. However, we did not observe any
effect of the supplement on NOx concentration in the jejunal and ileal mucosae. Arg
could act on the intestinal mucosae via metabolic effects other than NO synthesis. This
amino acid is also involved in nucleotide synthesis and glutamate-glutamine
metabolism, which are two important factors that stimulate the proliferation and
migration of intestinal epithelial cells (Wang et al. 2008; 2009). Indeed, Liu et al.
(2008) noted an increased proliferation index in the mucosae of the ileum and the
jejunum of weaned piglets fed a diet supplemented with 0.5 or 1.0% Arg and challenged
with LPS.
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In conclusion, dietary Zn supplementation increased the total antioxidant capacity in the
jejunal and ileal mucosae and expression of anti-inflammatory factor IL10 in the ileum
of weanling piglets. The Arg supplement had a limited effect on the control of
inflammation and antioxidant status in the jejunal and ileal mucosae. Finally, the
combination of Zn and Arg supplementation increased villus height in the mucosa of the
jejunum. However, we cannot attribute this structural improvement to any synergic
effect of Zn and Arg supplementation on the control of inflammation and antioxidant

status.
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1. Résumé

Les rations alimentaires avec un haut niveau de ZnO et un supplément d’Arg sont
connues pour améliorer la croissance des porcelets récemment sevrés mais les
mécanismes d’actions ne sont pas encore bien connus. Nous avons avancé [’hypothése
que le métabolisme antioxydant et la réponse anti-inflammatoire était impliqués. Les
effets de 1’ajout de Zn et Arg ont été évalués sur des porcelets aprés une injection de
LPS. Quarante-huit porcelets sevrés a 1’age de 20 jours, a qui on a attribué pendant 7 ou
14 jours une ration supplémentée ou non de Zn (2,500 mg oxide de Zn/kg) et Arg (1%).
Au jout 5, les porcelets (2 par parc) ont regu une injection intramusculaire de LPS (100
ug/kg) et des échantillons de sang ont été prélevés avant et 6h, 24h et 48h apres
I’injection. Au jour 7, tout de suite apres avoir prélevé le dernier échantillon de sang
(48h apres I’injection de LPS), 1 porcelet dans chacun des parcs a été euthanasié afin de
prélever des échantillons de muqueuse de I’iléon. Au jour 12, le porcelet restant a de
nouveau recu une injection de LPS (100 pg/kg) et les mémes échantillons de sang et de
muqueuse de I’iléon que le premier porcelet ont été prélevés. A partir du jour 5 jusqu’au
jour 12 avant I’injection de LPS, la concentration de glutathione total (GSH + GSSG) et
de glutathione réduite (GSH) a augmenté et la concentration en TNF (tumor necrosis
factor-a) a diminué (P<0,05), tandis que les concentrations en MDA (malondialdehyde),
TAC (capacité totale antioxydante) et TOS (statut oxydant total) n’ont pas été
modifiées. L’ajout de ZnO a fait diminuer la concentration plasmatique de MDA au jour
5 et 12 (P<0,05) et a réduit la concentration sérique d’haptoglobine au jour 12 avant
I’injection de LPS. L’ajout de Arg a réduit la concentration de GSH oxydé (P<0,05) au
jour 5 et 12. L’injection de LPS au jour 5 et 12 a fait augmentation les concentrations de
TNF, haptoglobine, GSH+GSSG, GSH et TAC (P < 0.05) mais n’a eu aucun impact sur
la concentration en MDA et NOx. Suite a I’injection de LPS, I’ajout de Zn et d’Arg a eu
des effets limités sur la concentration de GSH+GSSG et GSH entre les jours 5 et 7 et
sur le ratio TAC TOS entre les jours 12 et 14. L’ajout de Zn a la ration a fait augmenter
I’expression de MT et TAC dans la muqueuse iléale au jour 14 (P <0.05). Cette ¢tude a
montré que 1’ajout d’une forte dose de Zn réduisait I’oxydation des lipides et
I’inflammation (concentration d’haptoglobine) pendant le sevrage. Finalement, 1’ajout
de Zn et Arg a eu des effets limités sur les statuts oxydatif et inflammatoire suivant

I’injection de LPS.
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2. Abstract

High level of dietary ZnO and Arg supplementation are known to improve growth in
weanling piglets but the mechanism of action is not yet well understood. We
hypothesized that antioxidant metabolism and inflammatory response was involved.
The effects of high Zn supplement and Arg supplementation were evaluated on the
antioxidant status and inflammatory response of piglets after LPS stimulation. Forty-
eight 20-day-old weanling piglets were placed for 7 or 14 days on diets supplemented or
not with Zn (2,500 mg Zn oxide’/kg) and Arg (1%). On day 35, piglets (two per pen) were
injected and blood samples were taken just before and, 6, 24 and 48 h after LPS
injection (100 pg/kg). On day 7, shortly after obtaining the last post-LPS blood sample,
one piglet per pen piglets was euthanized and samples of mucosa were taken from the
ileum. On day 12, remaining piglet was injected again with same LPS dose and blood
and ileum samples were collected as for the piglet on day 7. From days 5 to 12 before
LPS injection, reduced glutathione (GSH) and total glutathione (GSH + GSSG)
increased and TNF (tumor necrosis factor-a) concentration decreased (P < 0.05)
whereas MDA (malondialdehyde), TAC (total antioxidant capacity) and TOS (total
oxidant status) concentrations were not modified. Zinc supplementation decreased
plasma MDA on days 5 and 12 (P < 0.05) and reduced serum haptoglobin on day 12
before LPS injection. Arg supplementation reduced oxidized GSH (P < 0.05) on days 5
and 12. LPS injection on days 5 and 12 increased TNF, haptoglobin, total GSH, reduced
GSH and TAC plasma concentration (P < 0.05) but had no impact on MDA and NOx
concentration. Following the injection of LPS, Zn and Arg supplements had limited
effects on reduced and total GSH from days 5 to 7 and on the TAC TOS ratio from
days 12 to 14. Zn supplementation increased both MT expression and TAC in the ileal
mucosa on day 14 (P < 0.05). This study showed that high Zn supplement reduced lipid
oxidation and inflammation (Hapto concentration) during post-weaning period.
However, Zn and Arg supplementations had limited effect on oxidative and

inflammatory status following LPS challenge.
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3. Introduction

For piglets, abrupt weaning and change in feed form from milk to solid feed cereal-
based compound result in an increase of systemic and intestinal inflammation in piglets.
This inflammation is characterized by an over-expression of pro-inflammatory
cytokines (Pié et al., 2004; Tizard, 2004) as Tumor necrosis factor-a (TNF), Interferon vy
(IFN), Interleukin-1B (IL-1PB), IL-2, IL-6 and IL-12p40 (Stokes et al., 2004).
Haptoglobin, a protein of the acute phase of inflammation, increases also in serum after
weaning in piglets (Petersen et al., 2004; Sauerwein et al., 2005). Weaning is usually
followed by a systemic and intestinal oxidative stress (Sauerwein et al., 2005; Robert et
al. 2009; Zhu et al., 2012). Oxidative stress is an unbalanced equilibrium between the
reactive oxygen species (ROS) production and the antioxidant system of the animal; an
increase of oxidant products as malondialdehyde (MDA) and oxidized glutathione

(GSH) are some indicators of oxidative stress (Jaeschke, 2011).

Lots of experiments have shown that feeding pharmacological dose of Zn (2000-3000
mg/kg) to weaning piglets improves growth performances, reduces diarrhea and impact
positively the immune response (Martin et al., 2013). Other studies have also shown
that Arg supplements (0.5 to 1%) improved growth and feed efficiency in weaned
piglets (Wu et al. 2010; Yao et al. 2011). In a recent study, we have noted that Zn
supplementation (2500 mg/kg) reduced plasma concentration of malondialdehyde
(MDA) after weaning in piglets (Bergeron et al. 2014). The Zn supplementation would
also improve total antioxidant capacity in jejunal and ileal mucosa and Arg supplement
improved the systemic antioxidant status 3 h after LPS challenge (acute inflammatory
condition) (Bergeron et al., 2014). However, we do not know if these effects are

observed after stimulation by LPS to simulate a chronic inflammatory condition.

The objective of this experimentation was to determine the impact of dietary Arg
supplementation and high level of Zn supplements on antioxidant and inflammatory
status in weaning piglets during a chronic inflammatory challenge. The hypothesis is
that the Zn and Arg supplementations improve antioxidant status and control

inflammation in LPS challenged piglets.
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4. Materials and methods
4.1 Animals and housing

Forty-eight 20-day-old (1 day) male-castrated piglets (Yorkshire x Landrace,
Coopérative Fédérée, Qc, Canada) were moved from the farrowing room of a
commercial farm to an experimental farm (Centre de recherche en sciences animales de
Deschambault, Québec, Canada) for a period of 7 or 14 days. At arrival the piglets were
kept two per pen (1 m x 2 m) equipped with a feeder and watering nipple. At day 7, one
pig per pen was euthanized 48 h after a lipopolysaccharide (LPS) injection as described
below. Other pig was kept individually in the pen thereafter. The ambient temperature
was set at 32°C for their arrival, decreased until day 7 to 26°C and maintained at this
temperature on a 12h/12h light/dark photoperiod until the end of the experiment. All
animal procedures were conducted according to the guidelines set by the Canadian
Council on Animal Care (2009) and the experimental protocol was approved by the

Animal Use and Care Committee of Laval University.

4.2 Experimental design and diets

Four diets (Table 3.1) were formulated to meet or exceed recommendations suggested
by the NRC (1998) for piglets. Dietary treatments were begun just after weaning. The
diets were designated as follows: ZNOARGO or control (n = 12), ZN2500ARG0
(containing 2,500 mg Zn/kg; n = 12), ZNOARGI (containing 1% Arg; n = 12) and
ZN2500ARG1 (containing 2,500 mg Zn/kg and 1% Arg; n = 12). Piglets were
distributed according to their initial body weight (BW) among the four treatments in a
randomized complete block design, initially with twelve piglets per treatment. The
piglets are grouped in the pen to minimize the difference in weight between the two
animals. Feed was provided daily in three equal installments for the 14-day period.
Feeding level was at 60 g/(piglet x day) on day 0 and was adjusted daily by increasing
the previous day’s intake by 45%. During the LPS challenge between days 5 and 7, and
12 and 14, feeding level was maintained to the same level as before the injection and
refusal was noted daily. Piglets had ad libitum access to water during the experiment.

The piglets were weighed on days 0 and 7 and 14.
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Table 3.1: Composition of experimental diets (as-fed basis).

ZNOARGO ZN2500ARGO ZNOARG1  ZN2500ARGl1
Ingredients (% of total diet)
Ground corn 31.5 31.5 31.5 31.5
Soybean meal 22.5 22.5 22.5 225
Whey powder 20.0 20.0 20.0 20.0
Hamlet Protein 300 9.5 9.5 9.5 9.5
Choice fat 5.0 5.0 5.0 5.0
Spray-dried animal plasma 3.5 3.5 3.5 3.5
Blood meal 2.5 2.5 2.5 2.5
Limestone 1.1 1.1 1.1 1.1
Di-calcium phosphate 1.0 1.0 1.0 1.0
Salt 0.3 0.3 0.3 0.3
Vitamins ! 0.25 0.25 0.25 0.25
Minerals > 0.25 0.25 0.25 0.25
Lysine HCL 0.25 0.25 0.25 0.25
DL-methionine 0.15 0.15 0.15 0.15
L-threonine 0.10 0.10 0.10 0.10
Corn starch 0.40 - 1.1 0.70
Zinc oxide 0.40 0.40
L-arginine-HCl -—-- - 1.00 1.00
L-alanine 1.70 1.70 - -
Analyzed nutrient composition
ME, MJ/kg 18.67 18.72 18.68 18.69
CP, % 25.18 24.49 24.77 24.81
Calcium, % 0.78 0.78 0.73 0.77
Phosphorus, % 0.58 0.61 0.53 0.57
Zinc, mg/kg 134 2,224 123 2,342
Total lysine, % 1.69 1.65 1.67 1.67
Total arginine, % 1.52 1.49 2.30 2.31
Calculated nutrient composition’
Digestible lysine, % 1.52 1.52 1.52 1.52
Digestible arginine, % 1.37 1.37 2.17 2.17

"Provided per kilogram of diet: vitamin A palmitate 5,000 IU; vitamin D3 1,000 IU; vitamin E acetate

22.5 IU; menadione sodium bisulphite 3.75 mg; thiamine HCI 1.0 mg; riboflavin 4.5 mg; niacin 20.0 mg;

calcium pantothenate 25.0 mg; pyridoxine HCI 1.5 mg; biotin 0.2 mg ; choline bitartrate 375 mg ; vitamin

B1225.0 ug

Provided per kilogram of diet: Zn (as zinc carbonate) 100 mg; Fe (as ferric citrate) 100 mg; Cu (as cupric

carbonate) 25 mg; I (as potassium iodate) 0.28 mg; Mn (as manganous carbonate) 46 mg; Se (as sodium

selenite) 0.30 mg.

3Values for nutritional composition were calculated according to Sauvant et al. (2004)
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4.3 Challenge with lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (Escherichia coli LPS, K-235 Sigma Aldrich, St-Louis, MO, USA)
was administered by an intramuscular injection (100 pg kg™ BW) as a model of chronic
inflammation and oxidative stress (Rakhshandeh and de Lange, 2012) on days 5 and 12.
On day 5, the two piglets in the pen were injected and blood samples were taken just
before (TO) and, 6 h (T6), 24 h (T24) and 48 h (T48) after LPS injection on one piglet
per pen. On day 12, remaining piglet was injected again with same LPS dose and blood
samples were collected according to same sampling schedule. All samples were placed
on ice and then centrifuged at 2000 x g for 15 min at 4°C. Plasma was stored at -80°C

for further analysis.

4.4 Tissue collection

Shortly after obtaining the last post-LPS blood sample (48 h post-injection) on day 7 or
14, piglets were first sedated with an intramuscular injection of Azaperone (Stresnil,
Vetoquinol Canada inc. Qc, Canada) at doses of 2 mg/kg. After sedation, the piglets
were euthanized by CO> inhalation. The entire intestine was removed and freed from the
mesentery. The segment ending 50 cm cranial from the cecum was considered ileum
(Yen 2001). For this section, the 20 cm from the middle portion was used for
biochemical analyses and determination of mRNA expression levels of MT-1, tumor
necrosis factor-a (TNF) and inductive nitric oxide synthase (iNOS). The ileal 20 cm
segments were rinsed with ice-cold saline solution (0.9% NaCl), opened lengthwise and
blotted dry. The mucosa was scraped from the underlying tissue using a glass slide,

immediately transferred into liquid nitrogen, and then stored at -80°C until analysis.

4.5 Biochemical analysis

Malondialdehyde (MDA) generation in samples of plasma and ileum was measured
according to the method of Jain et al. (1989) as an index of lipid peroxidation and
oxidative status (Michel et al., 2008). Plasma assays were done as described in the
method. Intra- and inter-assay CV values were 6.0 and 5.5%, respectively. For samples
of jejunum and ileum, 0.5 g of tissue was homogenized directly (Ultra-Turrax T18,
IKA-Labortechnick, Stenfer, Germany) with 5 mL of ice-cold PBS pH 7.4 and then
centrifuged at 2000 x g for 15 min. The supernatant (100 puL) was used for the assay as
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previously described for plasma. Intra- and inter-assay CV values were 7.0 and 6.0%,

respectively.

The TNF concentrations were determined in plasma using an ELISA kit (#
KSC3012/KSC3011, Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) with intra- and inter-
assay CV values of 6.0 and 7.2%, respectively.

Total antioxidant capacity (TAC) of plasma and ileal mucosae were assayed according
to the method of Erel (2004) and Maurice et al. (2007) with intra- and inter-CV values
of 2.5 and 3.0%, respectively. TAC assay measures the concentration of antioxidants
including vitamin C, vitamin E, glutathione, polyphenol compounds and protein thiol
groups (Erel 2004). Plasma assays were done as described in the method. For tissues,
(0.5 g was homogenized (Ultra-Turrax T18, IKALabortechnick) in 5 mL of ice-cold
PBS pH 7.4 and centrifuged at 2000g for 15 min. The supernatant (80 mL) was used
2000 x g for 15 min. The supernatant (80ul) was used for the assay as described for the
plasma assay. Total oxidant status (TOS) of serum was assayed according to the method
of Erel (2005) with intra- and inter-CV values of 2.0 and 3.5%, respectively. The TOS
assay is linearly related to the molar concentration of oxidant subtracts (hydrogen

peroxide, cumene hydroperoxide, tert-butyl hydroperoxide).

Reduced and total Glutathione (GSH) of plasma was determined using the fluorescent
detection kit K006-F5 (Arbor Assays, Ann Arbor, USA) according to manufacturer
instructions with intra- and inter-assay CV values of 3.7 and 9.1%, for reduced GSH,

and 3.6 and 10.0% for total GSH, respectively.

Haptoglobin (Hapto) of serum was determined using the Pig Haptoglobin ELISA kit
KT-349 (Kamiya Biomedical Company, Seattle, USA) according to manufacturer

instructions with intra- and inter-assay CV values of 5.0 and 6.2%, respectively.

The plasma nitrite + nitrate (NOX) concentration was assayed using fluorometric kit
780051 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA). Intra- and inter-

assay CV values were 2.5 and 3.5%, respectively.
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4.6 Analysis of MT1, TNF and NOS2 mRNA expression

Total RNA was extracted from 170 mg of tissue homogenized (Ultra-Turrax T18, IKA-
Labortechnick) in 1 mL of TRIzol reagent (Invitrogene, Ontario, Canada). RNA extracts
were purified on RNeasy Mini Spin Columns including the Rnase-free Dnase step
(Qiagen, Ontario, Canada) and quantified with a Nanodrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies). RNA quality of every sample was analyzed on the Agilent 2100
Bioanalyzer with the Agilent RNA 6000 Nano Assay Protocol (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). Samples with a RNA integrity number (RIN) over 7.5 were kept

for further analysis. Samples with a RIN under 7.5 were re-extracted.

RT procedure was performed with the Sensiscript® reverse transcription kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions. Before RT reaction, RNA was denatured
(secondary structures disrupted) using the following procedure: 72°C for 2 min then
placed immediately on ice until the addition of the enzyme; this procedure increases
primer annealing, which in turn increases RT reaction output. After this procedure, two
micrograms of denatured RNA were mixed with random decamer solution (10 puM,
Ambion), held for five minutes at 65°C and then placed on ice. Four units of Sensiscript
reverse transcriptase (Qiagen) in of 1X RT buffer with 0.5 mM dNTP and 10U Rnase
inhibitor (Promega) were added and the reaction mixture was held for 10 minutes at

25°C to allow priming of the random decamers, followed by one hour at 37°C.

The resulting cDNA (2 pL) was then amplified on the Roche LightCycler by real-time
PCR in buffer containing 0.25 mM of each primer, 3 mM MgCl in 1X SYBR green,
dNTPs and FastStart Taq DNA polymerase enzyme (Roche) in total volume of 20 pL.
Primer sequences are shown in Table 3.2. The PCR conditions used for all genes were
as follows: denaturing cycle of 10 minutes at 95°C, 45 PCR cycles (denaturing at 95°C
for 5 seconds; 5 seconds at the annealing temperature in Table 3.2; extension at 72°C
for 20 seconds), followed by a melting cycle. DNA was quantified using LightCycler

Software Version 3.5 and comparison with the standard curve.

The standard curve consisted of five dilutions of purified amplicon (diluted form 0.1 pg
to 0.1 fg). Quantitative PCR was performed using a LightCycler apparatus with SYBR
green incorporation (Roche Diagnostics, Laval, Qc, Canada). Amplicon specificity was

confirmed by analysis of the melting curve given by the Lightcycler software.
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Table 3.2: Primers used for measurement of gene expression level by quantitative PCR

Gene Description Gene Primer sequences gPCR Amplicon  Annealing  Fluorescence GeneCards
Symbol efficiency size Temperature  acquisition identifiers
(%) (bp) (°C) temp. (°C)
Actin, beta ACTB  Up5'-CACGCCATCCTGCGTCTGGA- 3'
Low 5' -AGCACCGTGTTGGCGTAGAG- 3' 93 452 38.7 72 GCOTM005566
Glyceraldehyde-3- GAPDH Up 5'-ACACTCACTCTTCTACCTTTG- 3'

49, 1 12P 4
phosphate dehydrogenase Low 5'-CAAATTCATTGTCGTACCAG- 3' 95 %0 93 8 GC12P006643
Ribosomal protein L4 RPL4 Up 5'-CAAGAGTAACTACAACCTTC- 3'

Low 5' -GAACTCTACGATGAATCTTC- 3' 4 635 60.0 72 GC13M066790
Metallothionein MT1 Up 5-TTGCTCTCTGCTTGGTCTCACCT-3'

Low 5'-

GGGATGTAGCATGAAGTCAGTGCATGTG-3' o8 378 603 72 NM 001001266
Tumour necrosis factor-a TNF Up 5'-GCCCACGTTGTAGCCAATGTCAAA-3'

Low 5'-TTGTCTTTCAGCTTCACGCCGTTG-3' 99 98 58.0 72 GCO06P031543
Nitric oxide synthase 2, NOS2 Up 5'-TCCAGAAGCAGAACGTGACCATCA-3'
inducible Low 5'-GAGCACGGCTTTGACCAAGACTTT-3' 93 293 58.0 72 GC17M026083
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Amplicons were then separated by electrophoresis on 1% agarose gel and sequenced to confirm
that the proper sequence was amplified. Expression of mRNA was normalized using the
geometric means of three housekeeping genes (ACTB, GAPDH and RPL4) and GeNorm version
3.5. These housekeeping genes are usually used (Nygard et al. 2007; Chapman and Walderstrom,
2015) for gene expression studies in pig tissues using SYBR green qPCR.

4.7 Feed analysis

Feed samples were finely ground using a sample mill (Cyloctec 1093, Foss Tecator, Sweden).
Energy analysis in feed was done with a calorimetric bomb (Parr Instruments Co., Moline, IL,
USA). Nitrogen was determined in feed samples by the combustion method using the Leco
Nitrogen Determinator (model TruSpec v1.10, Leco, MI, USA). The mineral analysis (P, Ca, and
Zn) in feeds were done according to AOAC (2005) (procedures 985.01). Samples were then
analysed with an ICP-OES (Optima 430DV, Perkin Elmer. MA, USA). Lysine and Arg were
determined by HPLC (Water HPLC system, Water Corporation, MA, USA) as described by
Guay et al. (2006).

4.8 Statistical analysis

To study the effect of post-weaning period (before LPS injection), data were analyzed using the
MIXED procedure of SAS (SAS inst. Inc. Cary, NC) according to a 2 x 2 x 2 factorial
arrangement in a randomized complete block design (initial body mass) with Zn and Arg
supplementation as the two main independent variables and the post-weaning days (5 and 12)
was added as a third factor. Treatment means and interactions were calculated for blood
parameters (i.e. MDA, TAC, TOS, GSH (reduced, oxidized, total), TNF, Hapto and Nox
concentrations), mucosal mRNA expression (TNF, MT1 and NOS2 expression) and mucosal
antioxidant and oxidative status (MDA, and TAC concentration). The model was: Yix = p + Bi +
Fj + (Bi x Fj) + Px + (Bi x Px) + (Fj x Px) + (Bi x Fj x Px) + eijx, where Yjj = dependent variable, B;
= Zn factor, Fj = Arg factor, Px = post weaning day and ejj = residual error. To study the effect of
time after a LPS injection, data from blood parameters were analyzed using the MIXED
procedure of SAS (SAS inst. Inc. Cary, NC) according to a 2 x 2 x 4 factorial arrangement with

Zn and Arg supplementation as the two main independent variables and the time post injection
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was added as a third factor and was analysed using repeat option. Two different analyses were
made for the two post weaning periods, for the period between days 5 and 7 and between days 12
and 14, respectively. The model was: Yijx = p + Bi + Fj + (Bi x Fj) + Tk + (Bi x Tx) + (Fj x Tx) +
(Bi x Fj x Tx) + eij,, where Yjj = dependent variable, Bi = Zn factor, F; = Arg factor, Tk = time
after the LPS injection and e; = residual error. For growth parameters (i.e. average daily weight
gain [ADG], average daily feed intake [ADFI], and growth-to-feed ratio [G:F]), only Zn and Arg
supplementation was including in model as the two main independent variables. For each
analysis, the pen was considered as an experimental unit. Differences between means were
considered significant at P < 0.05. For parameters measured in plasma, the baseline value (at day

1) was added as a covariable in all statistical models.

5. Results
5.1 Growth performance

The initial and final weights of piglets were not affected by dietary supplements of Zn and Arg
(Table 3.3). There was an interaction between Zn and Arg for the ADFI but only for the period
after the first LPS injection (days 5 to 7; P <0.05). However, this interaction is not present for the
second LPS injection (days 12 to 14).

5.2 Effect of post-weaning days before LPS injection

The piglets fed Zn-supplemented diets had reduced plasma MDA concentration before the LPS
injection during post weaning period (P < 0.05, Table 3.4) compared to those fed the ZNO diet.
As shown in Table 3.4, the reduced and total GSH concentrations were significantly higher on
day 12 than at day 5 (P < 0.001) but not oxidised GSH. Arg supplement tended to decrease
reduced GSH when diet was not supplemented with Zn but increased it when Zn was added to
the diet (Zn x Arg, P = 0.075). However, Arg supplement significantly decreased the oxidized
GSH concentration (P < 0.05) and oxidized total GSH ratio during post-weaning period. Also,
Arg supplement tended to reduce TAC concentration (P = 0.059) and TAC_TOS ratio (P=0.086).
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Table 3.3:Growth performances (average daily gain (ADG), average daily feed intake (ADFI), feed efficiency (G:F)) of piglets
weanling on diets supplemented or not with Zn and Arg

Treatment! Initial BW 7 days BW 14 days BW ADG (g/d) G:F ADFI (g/d)

(kg) (kg) (kg) 0-7d 7-14d 0-7d 7-14d 0-7d 5-7d 12-14d 7-14d

n=12 n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=12 n=6 n=6
ZNOARGO 6.93 7.78 10.60 137 431 0.389 0.836 355 540° 514 468
ZNOARG1 7.39 7.90 10.72 107 433 0.283 0.835 358 306° 519 499
ZN2500ARGO 7.39 7.85 10.95 80 435 0.237 0.863 302 313° 507 490
ZN2500ARG1 6.81 7.52 10.42 125 437 0.358 0.865 347  490® 505 515
SEM 0.31 0.33 0.49 30 23 0.078 0.046 26 93 10 28
Zn NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Arg NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Zn x Arg NS NS NS NS NS NS NS NS  0.019 NS NS

' ZN2500ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n = 7); ZN2500ARGO: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) (n = 8); ZNOARG1: control
diet + 1% Arg (n = 8); ZNOARGO: control diet (n=9)
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Table 3.4: Malondialdehyde (MDA), reduced, oxidised and total Glutathione (GSH),concentrations and oxidised total GSH
ratio (O_T GSH) in plasma before LPS injection on day 5 and 12 post-weaning from piglets fed diets supplemented or not
with Zn and Arg

MDA Reduced GSH Oxidized GSH Total GSH O TGSH

(umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) Ratio

Treatment' Day5 Day12 Day 5 Day 12 Day5 Dayl2 Day5 Dayl2 Day 5 Day 12
n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6

ZNOARGO 2.73 3.05 1.62 3.04 0.42 0.59 2.37 4.46 0.183 0.142
ZNOARGI1 3.04 3.01 0.77 2.61 0.15 0.43 1.14 3.54 0.126 0.132
ZN2500ARGO0 2.73 2.56 0.87 2.15 0.55 0.65 1.85 3.46 0.277 0.205
ZN2500ARG1 2.83 2.35 1.91 2.30 0.49 0.39 2.76 3.05 0.149 0.134
SEM 0.25 0.50 0.13 0.64 0.040
Arg NS NS 0.039 NS 0.021
Zn 0.041 NS NS NS NS
Day NS 0.001 NS 0.001 NS
Zn x Arg NS 0.075 NS NS NS
Day x Zn NS NS NS NS NS
Day x Arg NS NS NS NS NS
Day x Zn x Arg NS NS NS NS NS

'ZN2500ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n = 7); ZN2500ARGO: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) (n = 8); ZNOARG!: control diet + 1% Arg
(n=8); ZNOARGO: control diet (n =9)
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Inflammatory status evaluated during post weaning period showed that TNF concentration
was higher at day 5 than day 12 (Table 3.5; P < 0.01) but was not affected by dietary
treatments. However, Zn supplementation decreased the Hapto concentration at day 12
(377 vs 1074 mg L) but increased it at day 5 (1046 vs 897 mg L', Table 3.5, Zn x Day, P
< 0.05). Finally, Zn supplement tended only to reduce NOx concentration (P = 0.099).

5.3 Effect of LPS injection

From days 5 to 7, Zn and Arg supplements had no effect on MDA concentration during
LPS challenges (Fig. 4.1). However, the Zn supplement reduced plasma MDA
concentration only on TO (Fig. 4.1, Zn x Time, P < 0.05). However between the days 5 and
7, the highest value of TAC was obtained at T6 (192 + 24 umol L) followed by the values
at TO (165 pmol L!) and at T24 (145 pmol L!) and T48 (144 umol L) (Time effect, P
<0.05); from days 12 to 14, only a tendency of post-injection time was observed (P =
0.060). For TOS value, Arg supplementation increased concentration compared to
unsupplemented diet but only when diet was also unsupplemented with Zn during LPS
challenge from days 12 to 14 (Zn x Arg, P < 0.05). TAC _TOS ratio decreased during the
post-LPS injection periods (Time effect, P < 0.05). However, during second period (days
12 to 14), TAC TOS ratio was reduced in ZN2500ARGO and ZNOARGI1 compared to
ZN2500ARG1 and ZNOARGO (Zn x Arg, P <0.05).

From days 5 to 7, the Zn supplementation increased significantly GSH and GSH + GSSG
(Fig. 4.2, P < 0.05) during LPS challenge but especially when diet was also supplemented
with Arg (Zn x Arg, P < 0.05). The GSH and GSH + GSSG concentrations were also
higher 24 and 48 hours after the LPS injection for all dietary treatments than at TO and T6
(Time effect, P < 0.05). The Zn supplementation also increased oxidized GSH (P < 0.05)
during LPS challenge on days 5 to 7; however, Zn supplement tended only to decrease

oxidised GSH during LPS challenge on days 12 to 14 (P = 0.062).

Haptoglobin and TNF concentrations increased during the LPS challenges (on days 5 and
12) with highest values at 24h and 48h for Hapto and at 6h for TNF (Fig. 4.3, Time effect,
P <0.01).
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Table 3.5:Total antioxidant capacity (TAC), Total oxidant status (TOS), TAC TOS ratio, Tumor necrosis factor-a (TNF), haptoglobine (Hapto)
and nitrite/nitrate (NOX) concentrations in plasma before LPS injection on day 5 and 12 post-weaning of piglets fed diets supplemented or not
with Zn and Arg

TAC TOS TAC TOS TNF Hapto NOx
(umol/L) (umol/L) Ratio (ng/L) (mg/L) (nmole/L)

Treatments' Day5 Day 12 Day 5 Day 12 Day5 Dayl2 Day5 Dayl2 Day5 Dayl2 Day5 Dayl2

n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6
ZNOARGO 169 158 10.39 6.93 38.46 97.04 178 107 1083 1173 635 949
ZNOARGI 156 122 7.94 9.40 23.76 12.70 185 88 710 975 1354 752
ZN2500ARGO 151 151 8.22 9.24 49.45 51.03 166 139 1279 322 652 598
ZN2500ARG1 131 95 5.70 8.18 54.35 13.45 177 142 812 432 698 650
SEM 28 4.75 25.70 30 307 246
Arg 0.059 NS 0.086 NS NS NS
Zn NS NS NS NS NS 0.099
Day NS NS NS 0.010 NS NS
Zn x Arg NS NS NS NS NS NS
Day x Zn NS NS NS NS 0.047 NS
Day x Arg NS NS NS NS NS NS
Day x Zn x Arg NS NS NS NS NS NS

' ZN2500ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n="7); ZN2500ARGO: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) (n = 8); ZNOARG]: control diet + 1% Arg
(n=8); ZNOARGO: control diet (n =9)
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Figure 3.1 Malondialdehyde (MDA), Total antioxidant capacity (TAC) and Total oxidant
status (TOS) plasma concentrations and TAC TOS ratio of piglets fed diets
supplemented or not with Zn and Arg before (Oh) and after LPS injection (6h, 24h and
48h).

For days 5 to 7, n=12. For days 12 to 14, n=6
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Figure 3.2 Total, reduced, oxidised glutathione (GSH) plasma concentrations and
oxidised total GSH ratio of piglets fed diets supplemented or not with Zn and Arg

Time Post-LPS injection, hours

before (Oh) and after LPS injection (6h, 24h and 48h).

For days 5 to 7, n=12. For days 12 to 14, n=6.
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Figure 3.3 Haptoglobin (Hapto), tumor necrosis factor-o (TNF) and nitrite/nitrate (NOx)
plasma concentrations of piglets fed diets supplemented or not with Zn and Arg before
(Oh) and after LPS injection (6h, 24h and 48h).
For days 5 to 7, n=12. For days 12 to 14, n=6.
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However from days 5 to 7, Hapto concentration tended to increase more when diet was
supplemented with Arg (Time x Arg, P = 0.096). Between days 12 and 14 only, Zn
supplementation decreased Hapto concentrations (854 vs 1300 + 324 mg L', P<0.05)
during LPS challenge. The NOx concentration tended to be increased by the Arg
supplement during the LPS challenge only from days 5 to 7.

54 Antioxidant and oxidative status and MT mRNA expression in the ileal
mucosae

The MDA concentration measured in the ileal mucosae decreased from days 5 to 14 for
ZNOARGI and ZN2500ARGO but increased for ZNOARGO and ZN2500ARG1
treatments (Zn x Arg x Day, Table 3.6, P<0.05); this modification lead to lower MDA
concentration in ZNOARG] than in ZNOARGO on day 14 but not on day 7 (Zn x Arg x
Day, Table 3.6, P <0.05). The Zn supplementation increased TAC concentration mainly
on day 14 (Zn x Day effect, P < 0.05). The MT-1 mRNA expression was also increased
by the Zn supplementation on day 14 after weaning (Zn x Day effect, P < 0.05). The Zn
supplement tended to increase TNF mRNA expression from days 7 to 14 (Zn x Day, P =
0.098). The iNOS mRNA expression tended to decrease from days 7 to 14 (Day effect,
P=0.093) but it was not modified by Arg and Zn supplements.

6. Discussion

The goal of the present study was to investigate the effect of Zn and Arg supplements
on systemic and ileal antioxidant and inflammatory status in weanling after a LPS

injection to stimulate a chronic inflammatory condition.

6.1 Growth performance

The present study did not observe any growth difference as reported in previous studies
(Broom et al., 2006; Bergeron et al., 2014) compare to the results of Kim et al. (2015)
who showed that high Zn supplementation (2,500 mg/kg) improved growth only after a
challenge with enterotoxigenic Escherichia coli. It cans be explain by the fact that all
the diets met the recommendation for Zn what means at least 100 mg/kg (NRC, 1998).
For Arg, its role in the growth performance is also linked to level of oxidative stress.

Zheng et al. (2013) tested the effect of Arg in an oxidative stress environment.
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Table 3.6: Malondialdehyde (MDA) and Total antioxidant capacity (TAC) concentration and Metallothionein-1 (MT-1), Tumor necrosis
factor-o (TNF) and inductable Nitric oxide synthase (iNOS) expressions in ileal mucosae 48h after LPS injection in weanling piglets fed diets

supplemented or not with Zn and Arg

MDA TAC MT-1 expression TNF expression iNOS
(umol/g) (mmol/g) (Arbitrary unit) (Arbitary unit) (Arbitary unit)
Treatment! Day 7 Day 14 Day 7 Day 14 Day 7 Day 14 Day 7 Day 14 Day 7 Day 14
n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6 n=12 n=6
ZNOARGO 136 156° 3.99 3.86° 0.0082 0.0742 1.042 0.810 3.320 2.200
ZNOARGI 147 892 4.19 3.39° 0.0122 0.0392 1.460 1.000 5.154 2.234
ZN2500ARGO 200 12220 4.71 4.73b 2.200° 3.300P 0.905 2.720 3.342 2.845
ZN2500ARG1 139 1462° 4.60 4.88b 0.630% 3.930P 0.720 1.290 7.984 2.647
SEM 33 0.24 0.690 0.100 1.228
Arg NS NS NS NS NS
Zn NS 0.001 0.001 NS NS
Day NS 0.048 0.028 NS 0.093
Zn x Arg NS NS NS NS NS
Day x Zn NS 0.050 0.036 0.098 NS
Day x Arg NS NS NS NS NS
Day x Zn x Arg 0.050 NS NS NS NS

'ZN2500ARG1: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) + 1% Arg (n=7); ZN2500ARGO: control diet + 2500 mg of Zn (ZnO) (n = 8); ZNOARGI: control diet + 1% Arg

(n=8); ZNOARGO: control diet (n =9)
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Before the injection of diquat, which increases the oxidative stress, Arg had no effect on
growth performance. But after the diquat injection, the supplementation of 0.8% or 1.6%
Arg in the diet improved the growth performance. In the present experimental conditions
(health and hygiene status), it is possible that the dietary level of Arg is sufficient to support
the growth of the weaning piglets.

6.2 Effect of post-weaning days before the LPS injection.

In the present study, reduced and total GSH increased and TNF decreased from days 5 to
12 suggesting a reduction of oxidative stress and systemic inflammation during this post-
weaning period. However, other oxidative markers such as MDA, TAC and TOS, were not
modified during this period. This effect can be explained by the post-weaning period
chosen to evaluate the oxidative status. Yin et al. (2014) noted an increase of serum MDA 3
days post-weaning following by a return to a pre-weaning value at days 5 and 7 post-
weaning. In fact, inflammatory and oxidative stress seems more important in first post-

weaning days compared to days in second and third weeks after weaning (Sugiharto et al.,

2014).

In the present experiment, Zn supplementation helped to decrease the lipid oxidation by
maintaining low MDA concentration on days 5 and 12 post-weaning as previously reported
by Bergeron et al. (2014). In addition to positively affect antioxidant status, high Zn
supplementation seemed to act on inflammation by reducing serum Hapto 12 days after

weaning.

Oxidized GSH was reduced in piglets supplemented with Arg but it had no effect on the
concentration of MDA. We have to note that the analysis was made by spectrophotometer,
without separated the yellow product by HPLC. It is possible that other yellow products
have been created during the reaction. Ours results of MDA could be higher than what we
obtained. Zheng et al. (2013) noted also no effect of dietary Arg level (0,8 vs 1,6 %) on
MDA and TAC concentration in weanling pigs on day 8 post-weaning. Arg provides
protection against reactive oxygen species by direct chemical interaction with Oy, thereby

improving antioxidant status (Lass et al., 2002). The Arg supplementation can also modify
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GPx activity in pigs which can alter total oxidised GSH ratio as observed in the present

study (Zheng et al., 2013).

6.3 Effect of LPS injection

In the present study, feed intake was only reduced during the first challenge and only in
ZNOARGI1 and ZN2500ARGO groups. These results are rather unexpected because the
markers of inflammation, TNF and Hapto, increased after the injection of LPS on d 5 to 7
regardless of the Zn or Arg supplement. Frank et al. (2005) showed that the increase of
blood acute-phase protein after LPS challenge is correlated to the reduced-feed intake in
pigs (for 48 h post-injection) suggesting that difference observed in the present study did
not depend to response of pigs to the LPS injection. Moreover, during the second period
days 12 to 14, the injection of LPS did not modify the feed intake, although the challenge

increased the concentrations of TNF and Hapto.

As previously noted, the TNF concentration increased significantly 6h after LPS injection
for all treatments then was back at the initial level 24h after LPS injection, what is
consistent with results published by Webel et al. (1997) and Myers et al. (2003). Yu et al.
(2000) and Bergeron et al. (2014) noted a higher TNF concentration following LPS
injection in piglets fed high Zn supplemented (2,500 mg/kg) diet. However, these last
studies have observed this difference 3 h after the LPS injection. It is possible that 6 h and
more after the injection, the effect of Zn would be reduced. Like to TNF, LPS injection
increased the Hapto concentration in two challenge periods and the higher concentration
was observed 12h after the injection as previously reported (Llamas Moya et al., 2006;
Williams et al., 2009). During the second period from days 12 to 14, the high level of Zn
supplement reduced the Hapto concentration suggesting that high level of Zn helped to

control the inflammation caused by chronic LPS challenge.

Arg had a limited effect on NOx concentration. Myers et al. (2003) showed that injection of
LPS led to an increase in plasma NOx 24 h after the injection in pigs. However, Poeze et al.
(2011) reported that Arg administration may contribute to controlled Arg metabolism,
depending on the dosage and route of supplementation and the metabolic state of the

endotoxemic host. In the present experience, the fact that all treatments had the same NOx
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level could mean that the Arg level in basal diet was adequate to provide substrate for the

NOx production before and after an LPS injection.

The insignificant increase in MDA concentration suggests that LPS had a limited effect on
lipid oxidative status. This result is different from this reported by Weber et al. (2014) who
observed an increase of MDA following LPS injection in weanling piglets but agrees with
those reported by Kang et al. (2014). For the GSH, Kadiiska et al. (2015) also noted an
increase of total GSH and reduced GSH in mini pigs challenged with LPS. In the present
study, although total, oxidised and reduced GSH were also increased during the first LPS
challenge from days 5 to 7, the oxidised_total GSH ratio was not modified during this LPS
challenge. Kadiiska et al. (2015) suggested that higher GSH concentration following LPS
injection would be attributable to release of GSH from damaged hepatic cells. Moreover, a
decrease TAC TOS ratio during the two LPS challenges, from days 5 to 7 and days 12 to
14, suggests a modification of oxidant/antioxidant metabolism following the LPS injection.

In previous study, Hou et al. 2014 have also noted that LPS challenge led to a reduced TAC
in pigs.

The high level of Zn supplement increased the concentration of oxidized, total and reduced
GSH from days 5 to 7 in first LPS challenge period. In fact, it appears that Zn supplement
increases the synthesis or release of GSH in LPS challenge conditions but mainly when Arg
is also added to the diet without changing the oxidized total GSH ratio. Iszard et al. (1995)
were noted that Zn injection increased hepatic GSH concentration in rats and maybe one
factors involved in the Zn antioxidant protection. It is known that Arg is an essential
precursor for the synthesis of NO and increased production and concentration of NO is
known to cause Zn release in endothelial cells (Wiseman et al. 2006; Li et al. 2010) and
then optimize the effect of Zn on GSH metabolism. However, Arg supplement did not
clearly increase NO concentration in the post-LPS injection period from days 5 to 7. It is
possible that NOx concentration in the plasma is not correlated with NO synthesis in
different tissues (Poeze et al., 2011). However, it cannot exclude that the effect on GSH
concentration was explained by reduced feed intake observed in the piglets fed with
ZNOARG1 and ZN2500ARGO from days 5 to 7, which may reduce the nutrient supplied
for GSH synthesis (Stipanuk et al., 1992). The concentration of reduced and total GSH was
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higher at day 12 than day 5, which suggests that the synthesis or release of GSH was
already maximal before LPS injection on day 12 and then the effect of dietary supplements

was reduced and non-significant.

Although during the period from days 12 to 14, the Arg supplement increased TOS
concentration and reduced the ratio TAC TOS but these values were restored when Zn
supplement was added to the diet. The injection of LPS clearly reduced the TAC TOS ratio
from days 12 to 14 suggesting the presence of oxidative stress during the challenge. These
effects of Arg on TOS value suggest an imbalance between reactive species and
endogenous antioxidant defense systems (Blokhina et al., 2003). This may be due to the
high protein content of ours diets (25% CP) linked to the addition of Arg to the diet. A high
crude protein represents a challenge for the animal metabolism. Arg is the substrate of NO
synthesis which is reactive nitrogen species (RNS) and can increase oxidative stress (Valko
et al., 2007). However, Arg supplement did not increase the plasma concentration of NO
and therefore cannot explain the effect of Arg on TOS. However, this effect of Arg on the
oxidative status during LPS challenge would be partially dependent on the Zn status
because the addition of Zn restores the value of TOS and the ratio TAC _TOS and then the

oxidative balance.

In intestinal mucosa, the MDA concentration in mucosa 48h after an LPS injection was
reduced by Arg supplement on day 14 but only when Zn supplement was not added to diet
(Day x Zn x Arg, P < 0.05). As mentioned previously, Arg can have an antioxidant effect
by a direct interaction with Oz (Lass et al., 2002; Dasgupta et al., 2006). However, this
effect of Arg was not associated to TAC value in mucosa and would be dependent to
dietary Zn level, mucosal concentration of MDA being not reduced when two, Arg and Zn,

were added to the diet.

Zinc supplementation increased both MT expression and TAC in the ileal mucosa, as we
previously observed (Bergeron et al., 2014). Wang et al. (2009) observed that a Zn-
supplemented diet (3,000 mg/kg) decreased oxidized GSH in the jejunal mucosa of
weanling piglets, suggesting reduced oxidative stress. As it is known, MT proteins are

characterized by high contents of cysteine and thiol groups. These thiol groups are known
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to sequester reactive oxygen and nitrogen species, suggesting an antioxidant role for MT
proteins (Formigari et al. 2007). However, this increase of TAC value in ileal mucosa did
not allow controlling the lipid oxidation estimated by MDA concentration and

inflammatory status evaluated by TNF and iNOS expression.

7. Conclusion

In conclusion, Zn and Arg supplements had no effect on growth performance. The results
of the present study showed that antioxidant and inflammatory status improve in the days
following the weaning by increasing reduced and total GSH and decreasing TNF
concentration. High Zn supplementation reduced lipid oxidation and Hapto concentration
during post-weaning period but these effects was not modified by Arg supplement.
Injections of LPS on days 5 and 12 caused an inflammatory response and modified the
antioxidant status. However, Zn and Arg supplements had limited and inconsistent effects
on inflammatory and oxidative parameters during LPS challenge. At least, the results show
that in a clean environment where there is no dietary deficiencies, the potential positive
effects of pharmacological Zn or Arg supplements on growth performances are

significantly reduced or not evident at all and need more investigations.
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1. Résumé

Dans cette étude, nous avons étudié les effets de dose élevées de ZnO et d’un supplément
d’Arg sur la capacité antioxydante et le statut oxidatif des porcelets récemment sevrés
¢levés dans des conditions commerciales. Des porcelets agés de 21 jours ont été alimentés
pendant 15 jours avec une ration supplémentée avec ou sans 2 500 mg de ZnO et 1% de
Arg. Les porcelets ont été attribués a 1’un des quatre traitements alimentaires dans un
dispositif en blocs complets aléatoires basé sur le poids initial des porcelets. Les
¢chantillons sanguins ont été prélevés sur les mémes deux porcelets dans chacun des parcs
avant I’alimentation du matin au jour 8 et 15. L’ajout de Zn augmente le gain moyen
quotidien entre les jours 0 et 7, 7 et 15 et pour la période expérimentale complete (0,289 vs
0,217 kg/j), la consommation moyenne quotidienne entre les jours 0 et 7, 7 et 15 et pour la
période expérimentale compléte (0,338 vs 0,279 kg/j) et également le ratio
gain :consommation entre les jours 0 et 7 et pour la période expérimentale complete (0,860
vs 0,777) (P <0,001). Les deux suppléments ont diminué significativement la concentration
en malondialdehyde (Zn: 4,37 vs 3,91, P<0,005; Arg: 4,38 vs 3,89 umol/L, P<0,002). La
capacité antioxytante totale et la le glutathion réduit ont augmenté entre le jour 8 et 15
(0,953 vs 1,391 pumol/L, 3,37 vs 2,22 pumol/L, P < 0,05) sans égard au traitement
alimentaire. Au jour 8, les concentrations de glutahion total et oxydée étaient plus élevées
quand I’Arg et le Zn étaient ajoutés tous les deux comparativement a lorsqu’ils étaient
ajoutés seuls (Zn x Arg interaction P < 0.01). Les porcelets ayant été nourris avec la ration
¢levée en Zn avaient un taux sérique d’haptoglobine plus bas que ceux nourris sans I’ajout
de Zn (509,5 vs 1417,6 mg/L; P<0,001). En conclusion, la ration avec une dose ¢élevée en
Zn améliore les performances de croissance des porcelets et le status oxydatif en diminuant
la concentration de malondialdehyde. L’ajout d’Arg a eu un effet limit¢ sur les

performances de croissance en en conditions commerciales.

120



2. Abstract

The effects of dietary zinc and L-arginine supplements on the weight gain, feed efficiency,
antioxidant capacity and oxidative status of weanling piglets raised under commercial
conditions were examined. Animals aged 21 days were fed for 15 days a diet supplemented
or not with 2,500 mg/kg of zinc (provided as ZnO) and 1% L-arginine hydrochloride. The
four treatments were distributed in a randomized complete block design with six initial
body weight categories (12 animals per pen). Access to feed and water was ad libitum. Data
were analyzed as a 2 x 2 factorial experiment using the SAS MIXED procedure, with zinc
and arginine as the main independent variables. Blood collection day (8 and 15, from the
same two piglets in each pen before the morning feeding) was included as a third factor.
The zinc supplement increased the average daily gain (ADG) over days 0 to 7, 8 to 15 and
0 to 15 (0.289 vs 0.217 kg/d), average daily feed intake (ADFI) from days O to 7, days 8 to
15 and 0 to 15 (0.338 vs 0.279 kg/d) and the ADG:ADFI ratio from days 0 to 7 and 0 to 15
(0.860 vs 0.77) (P < 0.001). Both supplements decreased the malondialdehyde
concentration significantly (zinc: 4.37 vs 3.91, P < 0.005; arginine: 4.38 vs 3.89 umol/L, P
< 0.002). Total antioxidant capacity and reduced glutathione increased from days 8 to 15
(0.953 vs 1.391 umol/L, 2.22 vs 3.37 umol/L, P < 0.05) regardless of dietary treatment.
Total and oxidized glutathione concentrations on day 8 were higher in response to the
combined supplements (zinc x arginine interaction P < 0.01). Piglets fed either Zn-
supplemented diet had a lower haptoglobin serum concentration (509 vs 1417 mg/L; P <
0.001). In conclusion, the zinc supplement improved piglet growth performance (ADG and
ADF]I) and oxidative status (based on MDA concentration). The arginine supplement had a

limited effect on growth performance and oxidative status under these conditions.
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3. Introduction

When piglets are raised under conditions described as natural, the process of weaning
begins at 10 days and ends at 4 months (Jensen and Recén, 1989; Jensen and Stangel,
1992). This normally involves a gradual reduction in milk intake and increase in water and
solid (cereal-based) feed intake. In contrast, weaning under commercial conditions begins
at about 3 to 4 weeks of age, when the piglets are separated from the sow and moved to
pens shared with unfamiliar cohorts. This abrupt change in diet, ambient sounds and social
environment causes the animal to experience increased systemic inflammation and over-
expression of pro-inflammatory cytokines in intestinal tissues (Pi¢ et al., 2004).
Haptoglobin, a protein marker of acute-phase inflammation, also increases in piglets
weaned in this manner (Petersen et al., 2004; Sauerwein et al., 2005), as do other signs of
systemic and intestinal oxidative stress associated with or caused by the increased
inflammation (Sauerwein et al., 2005; Zhu et al., 2012; Yin et al., 2014). Oxidative stress is
an unbalanced equilibrium between reactive oxygen species (ROS) production and the
antioxidant system of the animal, resulting in an increase in oxidation products such as

malondialdehyde, an indicator of oxidative stress (Jaeschke, 2011).

Numerous experiments have shown that feeding pharmacological doses of zinc (2,000—
3,000 mg/kg) to weaning piglets improves growth performance and reduces diarrhea
(reviewed by Sales, 2013). Other studies have shown that L-arginine supplements (0.5 to
1% of the dry feed) improve growth and feed efficiency in weaned piglets (Tan et al. 2009;
Wu et al. 2010; Yao et al. 2011). Arginine is known as an essential precursor for the
synthesis of nitric oxide, a key mediator in several physiological functions. Increased
production and concentration of nitric oxide is known to cause Zn release in endothelial
cells and to increase metallothionein expression (Wiseman et al. 2006; Li et al. 2010).
Metallothioneins are Zn-storing sulfo-proteins involved in Zn homeostasis and have
significant antioxidant properties (Formigari et al. 2007). In two previous studies, we noted
that zinc supplementation (2,500 mg/kg) reduced plasma malondialdehyde concentration in
weaned piglets (Bergeron et al. 2014; 2017). We also observed that it improved antioxidant
status under conditions of lipopolysaccharide-induced stress, especially when the diet

included an arginine supplement (Bergeron et al., 2014). However, no zinc—arginine
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interaction was observed under conditions of chronic lipopolysaccharide-induced

inflammation and oxidative stress (Bergeron et al., 2017).

It is known that deteriorating sanitary conditions in the breeding environment affect the
antioxidant status of piglets, which can be measured in terms of decreased plasma
glutathione and increased plasma haptoglobin (Le Floc’h et al. 2006; Pastorelli et al.,
2012a;b). At research stations, injections of lipopolysaccharide are used to activate the
immune system and cause oxidative stress (Y1i et al., 2016). However, the physiological
conditions induced by such injections do not mimic entirely the alterations of immune
system and antioxidant status that occur in conventional pig production facilities (Le Floc’h

et al. 2006).

The objective of this study was to determine the impact of dietary arginine and zinc
supplements on antioxidant and inflammatory status in weanling piglets raised in a
conventional pig production facility. Our hypothesis is that this status should improve

under the supplemented condition and lead to better growth performance.

4. Material and methods
4.1 Animals and housing

The experiment was carried out with 288 piglets (Génétiporc Fertilis 25 x Génétiporc G
Performer 6.0, St-Bernard, Qc, Canada) obtained from 26 litters born in a conventional pig
production facility (St-Anselme, Québec, Canada). The animals were weaned at the age of
21 days then moved to 1.62 m x 1.82 m pens such that each housed 12 piglets of similar
body weight. The six initial weight categories were 2 low (5.0-6.0 kg), 2 medium (6.0-7.0)
and 2 high (>7.0) bodyweight. Each pen was equipped with a self-feeder (4-hole space
feeder) and a watering nipple. The room temperature was initially 26°C then decreased by
0.5°C each day down to 22°C, where it was maintained until the end of experiment. All
animal procedures were conducted according to the guidelines set by the Canadian Council
on Animal Care (2009), and the experimental protocol received approval from the

Université Laval animal use and care committee. The health status of the pig farm was
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rated as stable but positive for exposure to porcine reproductive and respiratory syndrome

(PRRS), Circovirus-2, and Mycoplasma hyopleumonia.

4.2 Experimental Design and Diets

The feeding experiment was begun on day 0 (distribution of the piglets to the pens).
Formulated to meet or exceed NRC recommendations (2012) for piglets, the four dietary
treatments (Table 4.1) were designated as follows: ZNOARGO or control, ZN2500ARG0
(supplemented with 2,500 mg Zn per kg in the form of zinc oxide), ZNOARGI1
(supplemented with 10.0 g of arginine in the form of L-arginine HCl) and ZN2500ARG1
(containing both supplements). The treatments were distributed throughout the room and to
each of the six weight categories according to a randomized complete block design. Feed
and water were provided ad libitum. The piglets and uneaten feed in each pen were

weighed each day.

4.3 Blood Samples

Two piglets are randomly selected from the 12 of the each pen for blood sampling.Blood
was collected by jugular venipuncture into two Vacutainer tubes (one containing EDTA
and heparin for plasma and one empty for serum) before the morning feeding on days 0, 8
and 15. Feeders were emptied four hours before sampling to uniformize piglet nutrient
status. Samples were centrifuged at 2,000 x g for 15 min at 4°C to obtain plasma and

serum, which were frozen at -80°C for analysis.

4.4 Biochemical Analysis

Malondialdehyde generation was measured in plasma according to the method of Jain et al.
(1989) as an index of systemic lipid peroxidation and oxidative status (Michel et al., 2008).
Phosphate-buffered saline (800 uL, pH 7.4) and butylated hydroxytoluene solution (25 pL,
0.88%) were mixed thoroughly with 200 uL of plasma. Trichloroacetic acid (500 pL, 30%)

was added, and the samples were placed on ice for 2 h.
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Table 4.1: Composition of experimental diets (as fed)

ZNOARGO ZN2500ARGO ZNOARG1  ZN2500ARGI1

Ingredients® % of total diet

Ground corn 31.5 31.5 31.5 31.5
Soybean meal 22.5 22.5 22.5 22.5
Whey powder 20.0 20.0 20.0 20.0
Hamlet Protein 300 9.5 9.5 9.5 9.5
Choice fat 5.0 5.0 5.0 5.0
Spray-dried animal plasma 3.5 3.5 3.5 3.5
Blood meal 2.5 2.5 2.5 2.5
Limestone 1.1 1.1 1.1 1.1
Di-calcium phosphate 1.0 1.0 1.0 1.0
Sodium chloride 0.3 0.3 0.3 0.3
Vitamins mix! 0.25 0.25 0.25 0.25
Minerals mix? 0.25 0.25 0.25 0.25
Lysine HCI 0.25 0.25 0.25 0.25
DL-methionine 0.15 0.15 0.15 0.15
L-threonine 0.10 0.10 0.10 0.10
Corn starch 0.40 --- 1.1 0.70
Zinc oxide - 0.40 - 0.40
L-arginine-HCl - - 1.00 1.00
L-alanine 1.70 1.70 - ---
Analysed nutrient composition, %

ME; MJ/kg 18.67 18.72 18,68 18,69
CP, % 25.18 24.49 24.77 24.81
Calcium, % 0.78 0.78 0.73 0.77
Phosphorus, % 0.58 0.61 0.53 0.57
Zinc, mg/kg 134 2,224 123 2,342
Total lysine, % 1.69 1.65 1.67 1.67
Total arginine, % 1.52 1.49 2.30 2.31
Calculated nutrient composition®

Digestible lysine, % 1.89 1.89 1.89 1.89
Digestible arginine, % 1.65 1.65 2.45 2.45

'Provided per kilogram of diet: vitamin A palmitate 5,000 IU; vitamin D3 1,000 IU; vitamin E acetate 22.5
IU; menadione sodium bisulfite 3.75 mg; thiamin HCI 1.0 mg; riboflavin 4.5 mg; niacin 20.0 mg; calcium
pantothenate 25.0 mg; pyridoxine HCI 1.5 mg; biotin 0.2 mg; choline bitartrate 375 mg; vitamin B2 25.0 pg
?Provided per kilogram of diet: Zn (as carbonate) 100 mg; Fe (as ferric citrate) 100 mg; Cu (as cupric
carbonate) 25 mg; I (as potassium iodate) 0.28 mg; Mn (as manganous carbonate) 46 mg; Se (as sodium

selenite) 0.30 mg.*Values for nutritional composition were calculated according to Sauvant et al. (2004)
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After 15 min of centrifugation at 2,000 x g, 1 mL of supernatant was mixed with 75 puL of
0.1 M EDTA and 250 pL of 1% thiobarbituric acid in 0.05 M NaOH. The samples were
then placed in boiling water (100°C) for 15 min, followed by cooling to room temperature.
Absorbance was measured at 532 nm. Intra-assay and inter-assay CV values were

respectively 6.0% and 5.5%.

The total antioxidant capacity (TAC) of plasma was assayed according to the methods of
Erel (2004) and Maurice et al. (2007), which measure the concentration of antioxidants
including vitamin C, vitamin E, glutathione, polyphenols and protein thiol groups (Erel,

2004). The intra-assay and inter-assay CV values were respectively 2.5% and 3.0%.

Serum total oxidant status (TOS), which is related linearly to the molar concentration of
strong oxidizers (hydrogen peroxide, cumene hydroperoxide, tert-butyl hydroperoxide) was
assayed according to the method of Erel (2005). The intra-assay and inter-assay CV values
were respectively 2.0% and 3.5%.

Reduced and total glutathione (GSH) in plasma was determined using the fluorescent
detection kit KOO6-F5 (Arbor Assays, Ann Arbor, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The intra-assay and inter-assay CV values were respectively 3.7% and 9.1%
for reduced GSH and 3.6% and 10.0% for total GSH. The difference between total and
reduced GSH was presumed to be oxidized glutathione (disulfide-linked GSSG).

Serum haptoglobin was determined using the Pig Haptoglobin ELISA kit KT-349 (Kamiya
Biomedical Company, Seattle, USA) according to the manufacturer’s instructions. The

intra-assay and inter-assay CV values were respectively 5.0% and 6.2%.

Plasma zinc concentration was determined using the QuantiChromTM Zinc Assay Kit

DIZN-250 (BioAssay Systems, Hayward, USA).
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4.5 Feed analysis

Feed samples were ground in a sample mill (Cyloctec 1093, Foss Tecator, Sweden). Feed
energy content was measured using a bomb calorimeter (Parr Instruments Co., Moline, IL,
USA). Nitrogen content was determined according to the combustion method using the
Leco Nitrogen Determinator (model TruSpec v1.10, Leco, MI, USA). The mineral contents
(P, Ca, and Zn) were determined using AOAC methods (procedures 985.01, 2005 version).
The same samples were then analyzed with a spectroscope (Optima 4300DV ICP-OES,
Perkin Elmer. MA, USA). Lysine and arginine contents were determined by HPLC (Waters
HPLC system, Waters Corporation, MA, USA) as described by Guay et al. (2006).

4.6 Statistical Analysis

Results were analyzed as a 2 x 2 factorial experiment in a randomized complete block
design (initial body weight category) with zinc and arginine supplementation as the main
independent variables. The SAS MIXED procedure (SAS inst. Inc. Cary, NC) was used.
Treatment means and interactions were calculated for malondialdehyde, TAC, TOS, zinc,
glutathione (reduced, oxidized and total), haptoglobin and growth performance (ADG,
ADFI and G:F ratio). The model was: Yijk = p + Bi + Fj + Gk + BFij + BGik + FGjk
+BFGijk + eijk, where Yijk = dependent variable, Bi = zinc factor, Fj = arginine factor, Gk
= day of blood sampling and eijk = residual error. For each analysis, the pen was
considered as the experimental unit. Differences were considered significant at P < 0.05,
while tendency refers to 0.05 < P < 0.10. For parameters measured in plasma and serum,

the baseline value (at day 0) was added as a covariable in all statistical models.

5. Results
5.1 Growth Performance

As expected, zinc supplementation had a positive impact on the growth performance of
piglets raised under commercial conditions (Table 4.2). It was associated with a higher
ADG and G:F during the 15-day post-weaning period (P < 0.05, Table 4.2). These piglets
also had a significantly higher ADFI (P < 0.001) during the second week and for the 15

days overall.
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Arginine supplementation tended to reduce ADG (P = 0.091, Table 4.2) during the second
week and over the 15 days (P = 0.10). There was also a tendency for lower ADFI during
the second week (P = 0.108). For the 15-day period overall, this supplement was associated
with an ADFI reduced by 5% (P = 0.172). There was no significant effect of arginine on the
G:F ratio.

5.2 Antioxidant and oxidative status

The average concentration of plasma malondialdehyde was reduced from 4.37 pmol/L to
3.91 pmol/L by zinc (P < 0.005) and from 4.38 pmol/L to 3.89 pmol/L by arginine (P <
0.002), as measured on days 8 and 15 (Table 4.3). In contrast, neither supplement had any
effect on serum TAC or TOS during the same period. However, TAC averaged for all four
treatments increased from 119.1 pmol/L on day 8 to 173.9 pmol/L on day 15 (P < 0.003),
and TAC/TOS ratio did likewise, from 19.7 umol/L to 35.3 umol/L (P < 0.044). The zinc
supplement tended to increase the TAC/TOS ratio, but only in the presence of the arginine
supplement (zinc x arginine, P < 0.091). As expected, the average concentration of plasma
Zn measured on days 8 and 15 was higher in piglets fed Zn-supplemented diets (P < 0.001).
However, the increase was more pronounced when the piglets also received the arginine
supplement (zinc x arginine, P < 0.042) and tended to be greater on day 15 than on day 8
(day x zinc, P < 0.099). The presumed average daily increase in plasma Zn was 0.29
umol/L/d in piglets fed the Zn-supplemented diet versus 0.15 pmol/L/d in those fed the

control diet.

The combined supplement (treatment ZN2500ARG1) increased the total glutathione
concentration measured in plasma on day 8 but not on day 15 (Table 4.4, day x zinc x
arginine, P < 0.017), while no effect could be attributed to either supplement alone. The
reduced glutathione concentration was not affected by either supplement, although the
average for all four treatments increased from 2.22 umol/L on day 8 to 3.37 umol/L on day
15 (P <0.001). The GSSH to total GSH ratio was affected by arginine as measured on day
15 but not on day 8 (day x zinc x arginine, P < 0.001). The apparent differences between

the arginine, zinc and combined treatments on day 15 are not significant. However, the
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Table 4.2: Average daily gain (ADG), average daily feed intake (ADFI) and gain feed ratio (G:F) of wealing piglets fed a diet with
of without zinc and /or arginine supplementation under commercial conditions.

ADG, g/d ADFI, g/d G:F ratio
Treatment' 0-7 7-15 0-15 0-7 7-15 0-15 0-7 7-15 0-15
ZNOARGO 0.159 0.290 0.231 0.193 0.378 0.294 0.821 0.768 0.783
ZNOARG1 0.130 0.267 0.209 0.181 0.344 0.269 0.761 0.778 0.771
ZN2500ARGO 0.190 0.379 0.294 0.193 0.462 0.340 0.986 0.822 0.865
ZN2500ARG1 0.198 0.357 0.285 0.200 0.446 0.335 0.995 0.801 0.854
SEM 0.015 0.026 0.019 0.019 0.022 0.022 0.046 0.018 0.015
Zn 0.001 <0.001 <0.001 NS <.0001 <.001 <0.001 0.019 <0.001
Arg NS 0.091 0.100 NS 0.108 NS NS NS NS
Zn*Arg NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Weight NS NS NS NS NS NS NS NS NS

'ZNOARGO = control diet (n=12) ; ZN2500ARGO = control diet + 2,500mg of ZnO (n = 12) ; ZNOARG! = control diet + 1% Arg (n =12) ; ZN2500ARG1
= control diet + 2,500mg of ZnO + 1% Arg (n=12).
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Table 4.3: Plasma malondyaldehyde, total antioxidant capacity (TAC), total oxidant capacity (TOS), TAC:TOS ratio and zinc
concentration on days 8 and 15 in piglets fed diets with or without zinc and/or arginine supplementation

Malondialdehyde TAC TOS TAC/TOS Zinc
pmol/L pumol/L pmol/L ratio pmol/L
Day Day

Treatment' Day 8 Day 15 Day8 Day15 Day8 Day 15 8 15 Day8 Day 15
ZNOARGO 4.59 4.66 123.5 198.4 20.3 7.3 13.0 44.8 2.34 3.49
ZNOARGI1 4.09 4.14 70.5 158.3 12.2 18.9 19.3 18.6 2.26 3.25
ZN2500ARGO 4.16 4.16 149.6 152.5 37.4 7.1 12.1 30.8 542 7.89
ZN2500ARG1 4.15 3.21 132.8 186.2 254 10.4 344 46.8 6.97 8.62
SEM 0.33 29.1 9.7 8.9 0.58
Arg 0.002 NS NS NS NS
Zn 0.005 NS NS NS <0.001
Day NS 0.003 NS 0.044 <0.001
Znx Arg NS NS NS 0.091 0.042
Day x Zn NS NS NS NS 0.099
Day x Arg NS NS NS NS NS
Day x Zn x Arg NS NS NS NS NS

I ZNOARGO = control diet (n = 12) ; ZN2500ARGO = control diet + 2,500mg of ZnO (n = 12) ; ZNOARG] = control diet + 1%
Arg (n=12) ; ZN2500ARG1 = control diet + 2,500mg of ZnO + 1% Arg (n = 12).
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Table 4.4: Plasma reduced glutathione, total glutathione, oxidized glutathione and serum haptoglobin concentrations on days 8 and 15
post-weaning in piglets fed a diet with or without zinc and/or arginine supplementation

Glutathione GSH + GSSG GSSG, GSSG/ haptoglobin
umol/L umol/L pumol/L GSH + GSSG mg/L
Treatment! Day 8 Day 15 Day8  Day 15 Day8 Day 15 Day8 Day 15 Day8 Day 15
ZNOARGO 2.27 3.60 4,19%c 4.37 1.04° 0.46 0.234  0.087* 1715.2  1359.1
ZNOARGI1 2.01 2.87 3.42% 4.56 0.67* 0.84 0.202  0.195° 1303.2  1292.7
ZN2500ARGO0 1.66 3.50 2.57° 4.88 0.41% 0.72 0.141  0.134%® 768.6 5724
ZN2500ARG1 2.96 3.49 5.42°¢ 4.36 1.20° 0.40 0.224  0.103% 376.7  320.0
SEM 0.55 0.55 0.24 0.052 244.6
Arg NS NS NS NS 0.081
Zn NS NS NS NS <0.001
Day <0.001 NS 0.068 <0.001 NS
Zn x Arg NS NS NS NS NS
Day x Zn NS NS NS NS NS
Day x Arg NS NS NS NS NS
Day x Zn x Arg NS 0.017 <0.001 0.002 NS

' ZNOARGO = control diet (n = 12) ; ZN2500ARGO = control diet + 2,500mg of ZnO (n = 12) ; ZNOARG]1 = control diet + 1% Arg (n =

12) ; ZN2500ARG]1 = control diet + 2,500mg of ZnO + 1% Arg (n = 12).
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ratio averaged over the four treatments decreased from 0.201 on day 8 to 0.130 on day 15

(P <0.001).

Finally, the zinc supplement had the effect of lowering the serum concentration of
haptoglobin (P < 0.001), while the arginine supplement only tended to do so on day 8 (P =
0.081). In spite of what the values suggest, there was no interaction between zinc and

arginine.

6. Discussion
6.1 Growth performance

The objective of this study was to determine the impact of zinc and arginine dietary
supplements on the growth performance and antioxidant and oxidative status of weanling
piglets raised in a commercial pig production facility. The farm where the experiment was
conducted was positive for known pathogens including Circovirus-2, PRRSV and
Mycoplasma hyopneumoniae, which could affect the immune and antioxidant responses

(Krakowka et al., 2001).

In the present study, the zinc supplement had a positive impact on ADFI and ADG and
increased the G:F ratio. Supplementing the weanling piglet diet with 2,500-3,000 mg/kg of
Zn in the form of zinc oxide is known to improve growth performance and reduce the
incidence of diarrhea (reviewed by Sales, 2013). However, in previous studies conducted
under good sanitary conditions, such supplementation has been found not to have any effect
on growth performance, even in conjunction with lipopolysaccharide challenge of the
immune system (Bergeron et al., 2014; 2017). Other growth promoters (antibiotics and
spray-dried animal plasma) are known to be more effective at improving piglet growth and
health under poor sanitary conditions (inadequate pen maintenance, high microbiological

loads) in commercial settings (Williams et al., 1997).

In contrast, the arginine supplement tended to reduce ADG and ADFI. Studies have shown

that such supplements (0.5% to 1% for totals of 1.64% to 2.14% arginine) improve growth
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and feed efficiency and enhance small intestinal growth in weanling piglets (Wu et al.
2009; Wu et al. 2010; Yao et al. 2011). However, Chen et al. (2012) and Zhan et al. (2008)
found no effect of 0.5% to 1.2% added arginine (for totals of 1.52% to 2.14%) on ADG and
ADFI. Zhan et al. (2008) suggest that 1.2% added arginine could lead to an amino acid
imbalance by lowering the lysine to arginine ratio from 2.30 to 0.93. These authors
observed a significant reduction in the plasma lysine concentration under this condition. In
our experiment, the supplement raised the total arginine concentration to 2.45% and
lowered the lysine/arginine ratio to 0.77. This lower ratio might explain the reduced growth
performance. Since lysine and arginine share certain chemical properties, excess dietary
arginine could increase the requirement for lysine, as has been observed in chicks (O’Dell

and Savage 1966).

6.2 Antioxidant and oxidative status

Weaning is well known to decrease antioxidant status and increase oxidative stress in
piglets as measured in plasma and the intestinal mucosa (Zhu et al., 2012; Yin et al., 2014).
We found increases in TAC and total glutathione and decreased GSSG/total glutathione
ratio from days 8 to 15, suggesting a lowering of oxidative stress. The plasma Zn
concentration increased during this post-weaning period, suggesting an improvement in Zn
status and corroborating at least one study (Carlson et al., 2007). In another study, weaning

itself was associated with a reduction in plasma Zn (Davin et al., 2013).

Although neither zinc nor arginine had any impact on glutathione overall (reduced, total or
GSSG) or TAC values, both supplements reduced malondialdehyde concentration. Zinc
supplementation of the piglet diet has been found to decrease plasma malondialdehyde
measured 8 or 15 days after weaning (Bergeron et al., 2014; 2017) and to increase blood
total superoxide dismutase activity measured 14 and 28 days after weaning (Zhu et al.,
2017), although this latter effect was not observed in a similar previous study (Bergeron et
al., 2014). Zinc is known as an essential co-factor for the function of CuZn-superoxide-
dismutase (SOD), which catalyzes the dismutation of superoxide anion "'O>" to H2O» and is
stimulated during periods of oxidative stress (Fukai and Ushio-Fukai 2011). Increased zinc
intake also elevates levels of MT1 in tissues and plasma in weanling piglets (Martinez et al.

2004; 2005; Bergeron et al. 2014; 2017). The Zn-containing sulpho-protein MTI1 is
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involved in Zn homeostasis and has a significant antioxidant function (Formigari et al.
2007). Previous studies have shown no effect of increased dietary arginine (0.8% to 1.6%)
on malondialdehyde concentration in piglets 8 days after weaning (Zheng et al., 2013;
Bergeron et al., 2014, 2017). A similar arginine supplement has been found to have a
positive effect on antioxidant status measured as ferric reduction by plasma in
lipopolysaccharide-challenged piglets (Bergeron et al., 2014) and on the total antioxidant
capacity value measured in the plasma and liver of weanling piglets injected with diquat to
induce oxidative stress (Zheng et al., 2012). Arginine could provide protection against
reactive oxygen species by direct chemical interaction with "O;, thereby improving

antioxidant status (Lass et al. 2002).

Although the present results show overall that zinc and arginine supplements did not
modify glutathione metabolism or TAC value, either supplement alone (but not the
combination) did decrease total glutathione and GSSG on day 8. Combined zinc and
arginine supplementation in conjunction with LPS injection five days after weaning has
been found to increase total glutathione and GSH concentrations in plasma (Bergeron et al.,
2017). Zinc injections have been shown to increase the concentration of GSH in the liver of
rats (Iszard et al., 1995). Increased hepatic concentrations of GSSG in piglets fed diets
supplemented with 0.5% or 1% arginine have been noted after injection of
lipopolysaccharide (Li et al., 2012). However, there is no obvious explanation of how
arginine or zinc increase the release or synthesis of glutathione. It is possible that by
stimulating nitric oxide synthesis (Poeze et al., 2011), an arginine supplement acts on
glutathione metabolism through the release of Zn from the protein MT-1 (Wiseman et al.
2006; Li et al. 2010). In the present study, zinc supplementation increased plasma Zn
concentration as expected and observed previously (Walk et al., 2015), but the effect was
enhanced by the arginine supplement, suggesting either a release of Zn from tissues or

better intestinal absorption of Zn.

In addition to improving oxidative status in weanling piglets, the dietary zinc supplement
appeared to act on inflammation by reducing serum haptoglobin. This may prevent the
inflammation induced by weaning from reaching the acute phase (Peterson et al., 2004;

Sauerwein et al., 2005). Reduced haptoglobin concentrations have been observed in a study
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of piglets fed a zinc-supplemented diet and challenged with lipopolysaccharide 12 days
after weaning (Bergeron et al., 2017). It has been observed also that IL10, a known anti-
inflammatory factor (Kubo and Motomura, 2012), is overexpressed (based on mRNA) in
the mucosa of the ileum of weanling piglets fed a Zn-supplemented diet (Bergeron et al.,

2014).

7. Conclusion

In this study, we demonstrated that increasing the dietary intake of zinc had a positive
effect on the growth performance of weanling piglets through a mechanism that remains to
be determined but likely involves improvement of the systemic antioxidant capacity
(estimated as malondialdehyde concentration) and control of inflammation (haptoglobin
concentration). Also in this study, increasing the dietary intake of arginine had no positive
effect on growth performance despite a positive impact on malondialdehyde status. Zinc
and arginine supplements may act synergistically on glutathione metabolism, but the

mechanism involved remains to be determined.
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CONCLUSION GENERALE

L'hypothése générale de ce projet était que I’ajout de suppléments de Zn et Arg
permettraient d'améliorer le statut antioxydant et réduire l'inflammation systémique et
intestinale des porcelets sevrés sous différentes conditions de stimulation des systémes

inflammatoire et antioxydant.

L'objectif du chapitre 2 était de déterminer l'effet d’une supplémentation en Zn et en Arg
sur le statut antioxydant et la réponse inflammatoire chez les porcelets sevrés, lors d’une
stimulation inflammatoire aigiie provoquée par l'administration de LPS. Les résultats ont
indiqué que le Zn peut réduire le stress oxydatif systémique avant 1’injection de LPS mais
pas 3h aprés. Le Zn a aussi permis d’améliorer le statut antioxydant de la muqueuse
intestinale du jéjunum et de I’iléon. Par contre, la supplémentation en Zn et en Arg n’a pas
semblé avoir un effet synergique pour améliorer le statut antioxydant ou réduire

I’inflammation systémique ou dans la muqueuse intestinale chez les porcelets sevrés.

L’objectif du chapitre 3 était de déterminer 1'effet d’une supplémentation en Zn et en Arg
sur le stress oxydatif et la réponse inflammatoire chez les porcelets sevrés, apres I’injection
intramusculaire de LPS afin de simuler une situation d’inflammation chronique. L’essai a
démontré que 1’ajout d’une forte dose de Zn réduisait I’oxydation des lipides avant
I’injection de LPS ainsi qu’aidait au controle de I’inflammation lors d’une simulation
d’inflammation chronique, aprés 1’injection répétée de LPS. L’ajout combiné d’une forte
dose de Zn et d’un surplus d’Arg n’a eu que des effets limités sur les statuts oxydatif et
inflammatoire suivant l’injection de LPS. Conséquememt, nous n’avons pu observer

d’interaction entre les deux facteurs apres ’injection de LPS.

L’objectif du chapitre 4 était de déterminer l'impact de I’Arg et du Zn sur le statut
antioxydant et la réponse inflammatoire chez les porcelets sevrés en conditions d’élevage
commerciales. Cette fois, la ration avec une dose élevée en Zn a amélioré les performances
de croissance des porcelets et le statut oxydatif en diminuant la concentration de MDA.
Encore une fois, I’ajout de I’Arg a eu un effet limité sur les performances de croissance

bien que cet ajout d’Arg a amélioré le statut oxydatif. Cette fois, il a été possible d’observer
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des interactions entre les deux facteurs comme 1’amélioration de la concentration sérique en
Zn et des modifications positives de la concentration en GSH et en GSSG lorsque I’ajout
d’Arg était combiné au supplément de Zn, le tout suggérant un impact positif sur les statuts

oxydatif et inflammatoire des animaux.

Les résultats des trois essais ont démontré que le supplément de Zn peut améliorer les
performances de croissance et que cette amélioration pourrait s’expliquer par une réduction
I’oxydation systémique, une amélioration du statut antioxydant dans les tissus intestinaux et
un meilleur controle de I’inflammation suite au sevrage. Les résultats de 1’ Arg ont toutefois
été beaucoup moins clairs puisque les effets du supplément sur les statuts oxydatif et
inflammatoire ont été limités en période post-sevrage. Finalement, les résultats n’ont pu
démontrer d’effet synergique clair des deux suppléments sur la croissance et les principaux
parameétres tout au long de 1’étude. Toutefois, les effets observés de la combinaison des
suppléments sur le métabolisme de la GSH laissent croire a un lien possible entre ces deux

nutriments sur le contrdle du statut oxydatif en période post-sevrage.
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