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RIASSUNTO

Gli eicosanoidi derivano dal metabolismo dell’acido arachidonico e svolgono molteplici
funzioni, ben oltre la nota proprieta di mediare alcuni eventi chiave dei processi flogistici. Si
riportano i dati relativi all’espressione della 5-lipossigenasi (5-LOX) e della cicloossigenasi-2
(COX-2), ed alla conseguente produzione di leucotriene B4 (LTB,) e di prostaglandine E2
(PGE,), in corso di varie pneumopatie inflammatorie del suino, sostenute da agenti eziologici
differenti e verosimilmente caratterizzate da meccanismi patogenetici specifici. Sono stati
oggetto di studio campioni di parenchima polmonare prelevati da soggetti sani di controllo e
da suini affetti dalle seguenti patologie: broncopolmonite verminosa da Metastrongylus spp.,
polmonite enzootica da Mycoplasma hyopneumoniae, pleuropolmonite da Actinobacillus
pleuropneumoniae, polmonite interstiziale da Porcine Circovirus type 2 (PCV-2). I risultati
delle nostre indagini, condotte attraverso opportune tecniche immunoistochimiche e
biochimiche, dimostrano che I’attivita di 5-LOX e COX-2, nonché la sintesi di LTB, e PGE,,
si modificano in senso quali-quantitativo in corso di pneumopatie inflammatorie del suino.
Cio induce a ritenere che leucotrieni e prostaglandine possano contribuire significativamente
alla patogenesi delle malattie inflammatorie del polmone.

ABSTRACT

Eicosanoids are products of the arachidonic acid metabolism and play a multitude of
biologic actions, not only as chemical mediators of inflammation. We report herein data
about 5-lipoxygenasae (5-LOX) and cyclooxygenase-2 (COX-2) expression, as well as about
leukotriene B4 (LTB,) and prostaglandin E2 (PGE,) synthesis in porcine inflammatory lung
diseases, which are caused by different etiologic agents. Pulmonary tissue samples were
collected from healthy controls and from pigs affected by parasitic bronchopneumonia
(Metastrongylus spp.), enzootic pneumonia (Mycoplasma hyopneumoniae), pleuropneumonia
(Actinobacillus pleuropneumoniae), interstitial pneumonia (Porcine Circovirus type 2, PCV-
2). Immunohistochemical and biochemical investigations showed that 5-LOX and COX-
2 activities, as well as LTB, and PGE, synthesis, are significantly increased in porcine
pneumonia, thus suggesting their likely involvement in the pathogenesis of porcine lung
inflammatory diseases.

INTRODUZIONE

Le malattie respiratorie del suino sono solitamente il frutto di complesse interazioni che
vengono a stabilirsi tra agenti patogeni e fattori ambientali. Per tale motivo, ¢ attualmente in
uso la definizione di “complesso delle malattie respiratorie del suino” (Porcine Respiratory
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Disease Complex, PRDC) per descrivere un insieme di pneumopatie, sostenute da agenti
eziologici diversi, in grado di indurre manifestazioni cliniche e di compromettere le
performances produttive degli animali. I meccanismi patogenetici coinvolti in corso di
PRDC sono in buona parte ancora sconosciuti. Virus e batteri pneumotropi agiscono spesso
in sinergismo e posseggono fattori di virulenza che permettono loro di resistere alle difese
immunitarie dell’ospite e di causare alterazioni morfologiche e funzionali (Brockmeier et
al., 2002).

Gli eicosanoidi sono metaboliti dell’acido arachidonico (AA) in grado di svolgere molteplici
funzioni biologiche. Il metabolismo dell’AA pud procedere lungo due vie enzimatiche
principali. Le lipossigenasi (LOX) sono responsabili della produzione di leucotrieni (LT) e
lipossine, mentre le cicloossigenasi (COX) sintetizzano prostaglandine (PG) e trombossani
(Kumar et al., 2007).

Obiettivo della presente indagine & stato valutare il ruolo delle vie metaboliche 5-LOX e
COX-2 dipendenti nella patogenesi di varie pneumopatie infiammatorie del suino, sostenute
da agenti eziologici diversi e verosimilmente frutto di meccanismi patogenetici specifici.

MATERIALI E METODI

Sono stati oggetto di studio campioni parenchima polmonare prelevati da suini sani
di controllo regolarmente macellati (n = 4) e da suini affetti dalle seguenti patologie
respiratorie: broncopolmonite verminosa da Metastrongylus spp. (n = 4), polmonite
enzootica da Mycoplasma hyopneumoniae (n = 4), pleuropolmonite da Actinobacillus
pleuropneumoniae (n = 4), polmonite interstiziale da Porcine Circovirus type 2 (PCV-2, n
=4). In tutti i casi, la diagnosi eziologica ¢ stata confermata mediante idonee indagini di
laboratorio.

Aliquote di ciascun campione tessutale sono state fissate in formalina neutra tamponata al
10%, incluse in paraffina e destinate alle indagini istopatologiche ed immunoistochimiche.
In particolare, I’immunoistochimica per 5-LOX e COX-2 ¢ stata eseguita seguendo un
protocollo gia precedentemente pubblicato ed al quale si rimanda per ulteriori dettagli
(Marruchella ez al., in press).

I campioni destinati alle indagini biochimiche sono stati, invece, immediatamente congelati
e stoccati a -80°C. L’espressione di 5-LOX e COX-2 ¢ stata valutata mediante Western
Blotting e specifici test di attivita enzimatica, secondo quanto gia riportato in letteratura
(Marruchella et al., in press).

I metaboliti dell’AA (LTB, e PGE,) sono stati quantificati utilizzando kit disponibili in
commercio (Leukotriene B, EIA Kit™; Prostaglandin E2 EIA Kit™, Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, USA).

Irisultati delle indagini biochimiche sono stati sottoposti ad analisi statistica (Mann-Whitney
U test, InStat 3™ program , GraphPAD Software for Science, San Diego, California).

RISULTATI

Le indagini istopatologiche hanno confermato ’assenza di lesioni apprezzabili nei suini
di controllo e, nel contempo, hanno permesso la caratterizzazione dettagliata delle diverse
forme morbose oggetto di indagine.

Nei soggetti di controllo, le indagini immunoistochimiche hanno dimostrato una modesta
espressione di 5-LOX e COX-2, per lo pil circoscritta alle cellule dell’epitelio bronchiale/
bronchiolare. L’ immunoreattivita nei confronti di 5-LOX e COX-2 &, invece, risultata
molto pill intensa in tutte le pneumopatie oggetto di studio, coinvolgendo una vasta gamma
di citotipi differenti (vedi Tabelle 1-2).
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Epitelio Muscolatura . | Granulociti .. . .
PHENO . Macrofagi - Pneumociti | Endotelio | Mesotelio
bronchiolare | liscia neutrofili
Controllo +
Broncopolmonite
. ++ 4+ ++ + ++ +
verminosa
Polmonite
. ++ - 4+ 4+ ++ +
enzootica
Pleuropolmonite | ++ - + ++ + +++
Polmonite
. . . ++ - ++ + + +
interstiziale

Tabella 1. Valutazione immunoistochimica dell’espressione della 5-LOX da parte di differenti
tipi cellulari ( = assenza di immunoreattivita; + = immunoreattivita modesta; ++ = intensa
immunoreattivita; +++ = immunoreattivita estremamente marcata).

Epitelio Muscolatura . | Granulociti .. . .
piene . Macrofagi - Pneumociti | Endotelio | Mesotelio
bronchiolare | liscia neutrofili
CONTROLLO +
Broncopolmonite
. ++ + + + + +
verminosa
Polmonite
. o+ - +++ +++ + ++
enzootica
Pleuropolmonite | +++ - +++ +++ + ++ +++
Polmonite
. .. ++ - +++ + ++ +
interstiziale

Tabella 2. Valutazione immunoistochimica dell’espressione della COX-2 da parte di differenti
tipi cellulari ( = assenza di immunoreattivita; + = immunoreattivita modesta; ++ = intensa
immunoreattivita; +++ = immunoreattivita estremamente marcata).

Il Western Blotting ha dimostrato 1’espressione di 5-LOX e COX-2 in tutti i suini oggetto di
studio. Tuttavia, il segnale immunobiochimico ¢ risultato pil intenso in corso di polmonite
enzootica, pleuropolmonite e polmonite interstiziale da PCV-2. Anche I’attivita enzimatica di
5-LOX e COX-2, nonché le concentrazioni di LTB, e PGE, sono risultate significativamente
pil elevate in corso di polmonite enzootica, pleuropolmonite e polmonite interstiziale da

PCV-2.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Gli eicosanoidi sono mediatori chimici di natura lipidica in grado di mediare la maggior parte
degli eventi che caratterizzano I’inflammazione acuta (Ackermann, 2007). I LT determinano
vasodilatazione e broncocostrizione, svolgendo un ruolo rilevante nella patogenesi dell’asma
bronchiale (Lewis et al., 1990; Peters-Golden and Henderson, 2007). Tuttavia, la sintesi di LT
¢ dimostrabile — in vivo ed in vitro — in corso di infezioni sostenute da batteri (Hopkins ez al.,
1989; Coftey et al., 2004), virus (Hennet ef al., 1992), funghi (Castro et al., 1993), protozoi
(Locksley et al., 1985) e parassiti (Marruchella et al., in press). In vivo, i LT contribuiscono
alle difese immunitarie innate sia direttamente, stimolando la chemiotassi dei leucociti (Ford-
Hutchinson et al., 1980; Tager et al., 2003) e la fagocitosi (Coffey et al., 1998; Talvani et
al., 2002), sia indirettamente inducendo la sintesi di altri mediatori (Peters-Golden et al.,
2005). I risultati delle nostre indagini dimostrano che la via metabolica 5-LOX dipendente
viene attivata in diverse patologie polmonari, pur diverse per eziologia, quadri lesivi macro/
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microscopici e meccanismi patogenetici. Pertanto, 5-LOX e LTB, sono verosimilmente parte
integrante delle difese dell’ospite nei confronti di parassiti, virus e batteri responsabili delle
patologie respiratorie oggetto di studio. I dati qui presentati confermano, inoltre, che molti
tipi cellulari sono in grado di esprimere livelli apprezzabili di 5-LOX, soprattutto in corso di
pneumopatie infiammatorie. E interessante notare che I’espressione della 5-LOX & indotta in
modo differente e “specifico” — dal punto di vista quali-quantitativo — a seconda dell’agente
eziologico coinvolto e verosimilmente dei meccanismi patogenetici implicati.

Le PG sono prodotte da quasi tutte le cellule ed agiscono con meccanismo autocrino,
paracrino ed endocrino, attraverso 1’interazione con recettori specifici. L’espressione della
COX-2 ¢ fisiologicamente modesta o del tutto assente nella maggior parte dei tessuti. I
lipopolisaccaridi batterici sono notoriamente in grado di indurre 1’espressione della COX-
2. Precedenti indagini hanno dimostrato il coinvolgimento della COX-2 nella patogenesi di
alcune patologie respiratorie del suino ad eziologia batterica (Cho and Chae, 2002, 2003,
2004) e parassitaria (Marruchella ez al., in press). Le nostre indagini hanno evidenziato che
’attivita della COX-2 ¢ esaltata in corso di patologie infiammatorie del polmone. I metaboliti
della via metabolica COX-2 dipendente possono avere attivita pro- od anti-infiammatoria;
pertanto, non ¢ semplice stabilire in che modo le PG possono intervenire nelle fasi di inizio,
progressione e risoluzione del danno.

In conclusione, i risultati delle nostre indagini dimostrano che le vie enzimatiche 5-LOX e
COX-2 dipendenti vengono esaltate entrambe nelle patologie infiammatorie del polmone e
che gli eicosanoidi verosimilmente contribuiscono in modo significativo alla patogenesi delle
stesse.
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