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Riassunto. Gli eicosanoidi derivano dal metabolismo dell’acido arachidonico e svolgono mol-
teplici attivita biologiche. Il presente lavoro si pone l'obiettivo di valutare 'espressione della
5-lipossigenasi (5-LOX) e della cicloossigenasi-2 (COX-2) — enzimi chiave per la produzione
rispettivamente di leucotrieni e prostaglandine — e la rilevanza patogenetica delle succitate vie
enzimatiche in corso di differenti pneumopatie inflammatorie del suino.

A tal fine, campioni di parenchima polmonare sono stati prelevati sia da suini sani di control-
lo, sia da suini affetti da polmonite enzootica, da pleuropolmonite e da polmonite interstiziale
PCV2-associata. I suddetti campioni sono stati processati e sottoposti ad idonee indagini isto-
patologiche, immunoistochimiche e biochimiche (Western bloz, WB).

Nei soggetti di controllo, espressione della 5-LOX e della COX-2 ¢ apparsa di modesta entita
e pressoche esclusivamente limitata alle cellule dell’epitelio bronchiolare. Per contro, in con-
dizioni patologiche, le stesse indagini immunoistochimiche ed in WB hanno dimostrato una
maggiore espressione di entrambi gli enzimi oggetto di studio da parte di una vasta gamma
di tipi cellulari.

I risultati delle nostre indagini inducono a ritenere che leucotrieni e prostaglandine possano
partecipare attivamente alla patogenesi di differenti pneumopatie inflammatorie del suino.

Summary. Eicosanoids are products of the arachidonic acid metabolism and play a multitude of
biologic actions. The present study aims at investigating the role of 5-lipoxygenase (5-LOX) and
cyclooxygenase-2 (COX-2) dependent enzymatic pathways in the pathogenesis of different porcine
inflammatory lung diseases (enzootic pneumonia, pleuropneumonia, PCV2-associated interstitial
pneumonia).

Pulmonary tissue samples from healthy control and diseased pigs were collected and processed for
histopathological, immunohistochemical, and biochemical investigations (Western blot, WB). In
control animals, immunobistochemistry demonstrated both 5-LOX and COX-2 expression, which
were almost exclusively limited to the bronchiolar epithelial cells. Diseased pigs showed a stronger

422



5-LOX and COX-2 specific immunoreactivity, which involved a wide range of cell types, as confir-
med by immunohistochemical and WB investigations.

On the basis of what above, our results demonstrate that 5-LOX and COX-2 are differently ex-
pressed in normal versus diseased lungs, thus suggesting the likely involvement of both biochemical
pathways in the pathogenesis porcine lung inflammatory diseases.

INTRODUZIONE

La patologia respiratoria, nell'accezione pitt ampia del termine, ¢ causa di ingenti danni eco-
nomici e sanitari in suinicoltura. Leziologia delle malattie respiratorie del suino ¢ quantomai
complessa e diversificata; infatti, le sindromi respiratorie negli allevamenti intensivi rappresen-
tano il risultato finale dell'interazione fra molteplici microrganismi dotati di potere patogeno
(virus, micoplasmi, batteri), nonché fra questi ultimi e fattori “manageriali” di varia natura.
Quanto appena premesso rende ragione della definizione di “complesso respiratorio multi-
fattoriale” (Porcine Respiratory Disease Complex, PRDC), la quale racchiude al suo interno
I'insieme delle problematiche respiratorie proprie della suinicoltura moderna.

Lavvento di nuovi strumenti investigativi, con particolare riferimento alle tecniche di indagi-
ne biomolecolari, ha condizionato positivamente 'approccio diagnostico al PRDC. Parallela-
mente, nel tempo sono stati sviluppati numerosi presidi terapeutici e profilattici allo scopo di
limitare i danni osservati in corso di PRDC (5).

I farmaci anti-inflammatori di comune impiego nella terapia delle sindromi respiratorie svol-
gono la loro azione inibendo la sintesi degli eicosanoidi. Tuttavia, le conoscenze relative al
coinvolgimento patogenetico degli eicosanoidi in corso di pneumopatie inflammatorie del
suino risultano al momento lacunose.

Gli eicosanoidi derivano dal metabolismo dell’acido arachidonico e regolano una vasta gam-
ma di processi biologici, inflammazione in primis. 11 metabolismo dell’acido arachidonico
puo procedere lungo due vie enzimatiche principali: a) lipossigenasi (LOX), responsabili della
produzione dei leucotrieni e lipossine; b) cicloossigenasi (COX), responsabili della produzione
di prostaglandine e trombossani (8).

Il presente lavoro si pone l'obiettivo di valutare l'espressione della 5-LOX e della COX-2 — enzi-
mi chiave per la produzione rispettivamente di leucotrieni e prostaglandine — e la rilevanza pa-
togenetica delle succitate vie enzimatiche in corso di differenti pneumopatie infiammatorie del
suino. Lespressione della 5-LOX e della COX-2 verra valutata dal punto di vista qualitativo e
semi-quantitativo, attraverso idonee indagini morfologiche e biochimiche (Western blot, WB).

MATERIALI E METODI

Sono stati finora oggetto di indagine 10 animali cosi ripartiti: 2 soggetti sani di controllo, 4
suini affetti da polmonite enzootica da Mycoplasma hyopneumoniae, 2 suini affetti da pleuro-
polmonite da Actinobacillus pleuropneumoniae e 2 suini affetti da “sindrome PCV2-associata”
(Porcine Circovirus type 2 Associated Disease, PCVAD). In sede autoptica, da ciascun soggetto
sono stati prelevati campioni rappresentativi di parenchima polmonare.

I tessuti destinati alle indagini morfologiche sono stati immediatamente fissati in formalina
neutra tamponata al 10% ed inclusi in paraffina come di routine.

Sezioni di parenchima polmonare sono state colorate mediante ematossilina-eosina per le va-
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lutazioni istopatologiche del caso.

Limmunoistochimica nei confronti della 5-LOX ¢ stata eseguita utilizzando un anticorpo po-
liclonale caprino (C-19, Santa Cruz Biotecnologies, CA, USA) alla diluizione finale di 1:500.
Al fine di ottenere un efficace smascheramento antigenico, le sezioni sono state sottoposte a
trattamento termico in tampone citrato 0.01 M (pH 6.0) a 96°C per 45 min. Limmunoi-
stochimica nei confronti della COX-2 ¢ stata eseguita utilizzando un anticorpo policlonale
caprino (C-20, Santa Cruz Biotecnologies, CA, USA) alla diluizione finale di 1:250. In questo
caso, lo smascheramento antigenico ¢ stato ottenuto autoclavando le sezioni tessutali in tam-
pone citrato 0.01 M (pH 6.0) a 121°C per 2 min, come gia descritto da Cho e Chae (2002).
I campioni di parenchima polmonare destinati alle indagini in WB sono stati conservati a
-80°C e successivamente risospesi in ghiaccio, sonicati e centrifugati. Le concentrazioni pro-
teiche sono state misurate con il metodo Bradford (1976). Gli estratti cellulari proteici (20 pg/
pozzetto) sono stati quindi caricati in gel SDS-poliacrilamide al 10% e trasferiti su membrane
PVDE Sono stati utilizzati gli stessi anticorpi primari sopra citati anti-5-LOX (1:500) ed anti-
COX-2 (1:1000). Le reazioni sono state sviluppare impiegando un sistema di chemilumine-
scenza.

RISULTATI

Le indagini istopatologiche hanno documentato I'assenza di lesioni microscopiche nei 2 suini
di controllo e, nel contempo, hanno permesso una dettagliata caratterizzazione delle diverse
forme morbose oggetto di studio.

Negli animali affetti da polmonite enzootica si & osservata la tipica iperplasia del tessuto lin-
fatico associato ai bronchi (Bronchial Associated Lymphoid Tissue, BALT) e, pitt in particolare,
del BALT peribronchiolare. Il lume dei bronchi/bronchioli era spesso occupato da un ab-
bondante infiltrato inflammatorio, costituito in prevalenza da granulociti neutrofili, mentre
I'epitelio bronchiolare appariva iperplastico. Si notava, inoltre, il coinvolgimento alveolare con
ispessimento dei setti ed iperplasia dei pneumociti di tipo II (“alveolite interstiziale”), mentre
il lume degli alveoli conteneva un essudato composto in prevalenza da macrofagi (“alveolite
desquamativa’).

Nei suini affetti da pleuropolmonite, si notava I'intensa congestione dei setti alveolari, mentre i
lumi alveolari erano occupati da fibrina, detriti cellulari e soprattutto da neutrofili degeneranti
fusiformi (“oat cells”). Si osservavano, inoltre, la marcata dilatazione dei setti interlobulari ed il
coinvolgimento pleurico.

Le lesioni microscopiche osservate in corso di PCVAD coincidevano con una classica polmo-
nite interstiziale alveolo-settale, caratterizzata dal marcato ispessimento dei setti alveolari, infil-
trati da macrofagi e linfociti, associato ad ipertrofia ed iperplasia dei pneumociti di tipo II.

Le indagini in WB hanno dimostrato I'espressione di entrambi gli enzimi oggetto di studio,
sia nei suini sani di controllo sia negli animali affetti da diverse patologie polmonari, confer-
mando la specificita degli anticorpi primari impiegati. Il segnale ¢ risultato pili intenso nei
campioni “patologici” — soprattutto in corso di polmonite enzootica e di pleuropolmonite —
rispetto ai soggetti sani di controllo.

In questi ultimi, le indagini immunoistochimiche hanno dimostrato una modesta espressione
della 5-LOX e della COX-2, limitatamente alle cellule dell’epitelio bronchiale/bronchiolare,
con pattern nucleare elo citoplasmatico.

Limmunoreattivita nei confronti della 5-LOX ¢ apparsa molto piti diffusa ed intensa in corso
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di polmonite enzootica, soprattutto in corrispondenza delle cellule infiammatorie che occu-
pavano il lume di bronchi, bronchioli ed alveoli. Un chiaro segnale immunoistochimico si &
osservato anche all'interno dei pneumociti di tipo II iperplastici, nelle cellule muscolari lisce e
nell’endotelio dei vasi sanguigni (soprattutto in sede sub-pleurica), nelle cellule dell'endotelio
dei vasi linfatici ed in minor misura nell’epitelio bronchiolare e nei condrociti.

Parimenti diffusa ed intensa ¢ risultata 'immunoreattivita nei confronti della 5-LOX in corso
di pleuropolmonite, con marcato coinvolgimento anche della superficie pleurica e delle oar
cells.

Di minore entita ¢ risultata, invece, 'espressione della 5-LOX nelle forme di polmonite in-
terstiziale oggetto di studio, con immunoreattivita specifica in corrispondenza dell’epitelio
bronchiale/bronchiolare, di macrofagi presenti nei setti alveolari, di piccoli clusters di granulo-
citi neutrofili e delle cellule endoteliali dei vasi sanguigni (soprattutto in sede sub-pleurica).
Lespressione della COX-2 ¢ risultata pilt intensa e soprattutto pit diffusa rispetto alla 5-LOX
in tutti i campioni “patologici” oggetto di indagine, raggiungendo i massimi livelli in corso
di polmonite enzootica e di pleuropolmonite. Limmunoreattivita specifica nei confronti del-
la COX-2 si ¢ rivelata particolarmente marcata in corrispondenza delle cellule dell’epitelio
bronchiale/bronchiolare e delle ghiandole bronchiali, delle cellule infiammatorie (soprattutto
macrofagi alveolari) e dell'endotelio dei vasi sanguigni. Da sottolineare I'intensa immunore-
attivitd osservata in sede pleurica in corso di pleuropolmonite.

DISCUSSIONE

Lenzima 5-LOX ha importanza cruciale nella sintesi dei leucotrieni, potenti fattori vasoat-
tivi e spasmogeni coinvolti in diversi processi patologici. Si ritiene che i leucotrieni possano
intervenire attivamente nella patogenesi di molte malattie, anche a carico dell’apparato re-
spiratorio (11).

I risultati delle nostre indagini dimostrano che la 5-LOX ¢ fisiologicamente espressa dal pa-
renchima polmonare e che la via enzimatica 5-LOX-dipendente viene attivata nel corso di
differenti pneumopatie inflammatorie del suino, il che suggerisce il coinvolgimento attivo
dei leucotrieni nella patogenesi delle malattie oggetto di studio. Al riguardo, gli approcci
investigativi impiegati — immunoistochimica e WB — concordemente indicano che l'espres-
sione della 5-LOX ¢ particolarmente esaltata in corso di polmonite enzootica e di pleuropol-
monite.

Si ¢ alungo ritenuto che la 5-LOX fosse espressa in quantitd apprezzabili soltanto dai “leuco-
citi”. Tuttavia, studi recenti hanno dimostrato che il 7ange dei tipi cellulari in grado di espri-
mere la 5-LOX ¢ ben pitt ampio (6, 7, 9). In accordo con quanto sopra, i risultati delle nostre
indagini dimostrano che anche le cellule epiteliali dei bronchi/bronchioli, i pneumociti, le
cellule muscolari lisce, le cellule endoteliali ed i condrociti possono partecipare attivamente
alla sintesi dei leucotrieni in corso di pneumopatie infiammatorie del suino.

E interessante notare che l'espressione della 5-LOX ¢ indotta in modo differente e specifi-
co a seconda della malattia in atto e delleziologia della stessa. Ad esempio, in nessuno dei
campioni oggetto di studio si & osservata immunoreattivita specifica nella muscolatura liscia
bronchiolare; quest’ultima risulta, al contrario, intensamente immunoreattiva in corso di
broncopolmonite verminosa del suino (10).

La COX esiste in due isoforme distinte: a) la COX-1 ¢ espressa in modo “costitutivo” da
parte di mold tipi cellulari; b) la COX-2 ¢ “indotta” in seguito all’azione di stimoli pro-
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inflammatori (8). Tale distinzione non ¢ tuttavia esente da critiche. In linea con la letteratura
pitt recente (12) i nostri dati confermano che la COX-2 viene espressa, seppur in quantita
modeste, anche in condizioni fisiologiche. Nel contempo, le nostre indagini confermano
il carattere altamente “inducibile” della COX-2 in corso di malattie polmonari a carattere
inflammatorio (3, 4).

CONCLUSIONI

In conclusione, i risultati delle nostre indagini indicano che le vie biochimiche 5-LOX-di-
pendente e COX- 2-dipendente sono entrambe esaltate nel corso di pneumopatie inflamma-
torie del suino sostenute da agenti eziologici diversi e caratterizzate da quadiri lesivi specifici.
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