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1. RESUMEN

Introduccion: El periodo postdestete en los cerdos esta caracterizado por una serie
de alteraciones organicas de tipo estructurales y funcionales, que predisponen al
desarrollo de enfermedades entéricas y del tracto respiratorio. Un agente patégeno
importante en este periodo es la Escherichia coli, una bacteria gram negativa que
posee en su pared celular lipopolisacarido (LPS), factor patogénico importante en la
presentacion de procesos endotoxicos e importante activador de la respuesta inmune
innata. Actualmente se desconoce el efecto de LPS sobre la distribucion de mucinas
en el tracto respiratorio de los cerdos y su relacion con la presentacion de procesos
inflamatorios en el pulmoén. Objetivo: determinar el efecto del LPS de E. coli sobre la
distribucién de las mucinas en el pulmén de lechones postdestete. Ademas se espera
establecer el efecto de LPS sobre la respuesta leucocitaria. Metodologia: Para este
estudio se utilizaron tejidos incluidos en parafina obtenidos de una investigacion
anterior que se encuentran almacenados en el Laboratorio de Patologia Animal de la
Universidad de Antioquia. Las muestras se obtuvieron en un estudio experimental
previo que se realizo con 52 lechones destetados a los 21 dias de edad. Los animales
fueron alimentados con una dieta basal adicionada con cuatro niveles de LPS (0.0,
0.3, 0.5 y 1.0 pg/mg de alimento) durante 10 dias. Los cerdos se sacrificaron
escalonadamente los dias 1, 5, 7 y 10 postdestete y se tomaron muestras de pulmoén.
En estas muestras se efectuaron cortes histolégicos de 4 ym de espesor y se
realizaron coloraciones histoquimicas para determinar la cantidad de células
caliciformes expresando mucinas acidas, neutras y sulfatadas y el tipo de infiltrado
leucocitario, todo lo anterior mediante andlisis computarizado de imagenes. Para el
analisis estadistico se empleard el disefio bloques al azar en un arreglo factorial 4 x
4. Resultados y discusion: En los lechones testigo se observd una disminucién en
el numero de células caliciformes en bronquios y bronquiolos, con una recuperacion
de los valores para el dia diez, el LPS inhibié dicha recuperacion de esta estirpe
celular, y de las mucinas neutras producidas por ellas. En todas las unidades
experimentales las mucinas acidas aumentaron en los bronquios en el dia 5

postdestete y no hubo mucinas acidas en sus bronquiolos. Por otro lado la mayor



concentracion de LPS caus6 una disminucion en el numero de neutrofilos en el dia
diez y no produjo efectos sobre la cantidad de los otros leucocitos. Conclusion: El
LPS afecta la recuperacion de las células caliciformes del epitelio de las vias
respiratorias del pulmon y disminuye la cantidad de neutrdfilos, alterando la inmunidad
innata en el destete precoz, lo que puede favorecer el ingreso de patdgenos y la

sensibilizacion a alérgenos.



2. ABSTRACT

Introduction: The postweaning period in pigs is characterized by a series of organic
alterations of functional and structural type, which predispose to the development of
enteric and respiratory tract diseases. An important pathogen in this period is the
Escherichia coli, a gram-negative bacterium that has in its cell wall lipopolysaccharide
(LPS), which is an important pathogenic factor in endotoxic processes and a potent
activator of the innate immune response. The effect of LPS on the mucin distribution
in the respiratory tract of pigs and their relationship with the presentation of
inflammatory processes in the lung is unknown. Objective: To determine the effect of
LPS of E. coli on the distribution of mucins in the lung of piglets after weaning. It is also
expected to establish the effect of LPS on leukocyte response. Methodology: For this
study, paraffin-embedded tissues obtained from a previous study were used. These
tissues were stored at the Laboratory of Animal Pathology, University of Antioquia. The
samples were obtained in a previous experimental study conducted with 52 piglets
weaned at 21 days of age. The animals were fed a basal diet supplemented with four
levels of LPS (0.0, 0.3, 0.5 and 1.0 ug / mg of food) for 10 days. Pigs were sacrificed
stepwise days 1, 5, 7 and 10 post-weaning and lung samples were taken. In these
samples, histological sections were made with a thickness of 4 um and histochemical
stainings were performed to determine the number of goblet cells expressing neutral
and acid mucins and the type of leukocyte infiltration, using a computerized image
analysis. For statistical analysis the random block design was used on a 4 x 4 factorial
arrangement. Results and discussion: In control piglets was observed a decrease in
the number of goblet cells in bronchi and bronchioles, with a recovery of values for the
tenth day, the LPS inhibited this recovery of this cell line and neutral mucins produced
by them. In all experimental units increased acidic mucin in the bronchi on day 5
postweaning and no acidic mucins were observed in their bronchioles. In addition the
higher concentrations of LPS caused a decrease in the number of neutrophils on day
tenth and no effects on the amount of other leukocytes. Conclusions: LPS affects the

recovery of goblet cells in the airway epithelium of the lung and decreases the number



of neutrophils, altering the innate immunity in early weaning, which may favor the entry

of pathogens and allergen sensitization.



3. INTRODUCCION

En la mayoria de los paises productores de carne de cerdo, la practica mas habitual
es destetar a las tres o cuatro semanas de edad, cuando los lechones alcanzan mas
de 6 kilogramos, sin embargo en otros paises, como es el caso de los Estados Unidos,
es habitual el destete antes de tres semanas de edad. El principal motivo expuesto
para realizar un destete precoz es aumentar los parametros productivos y minimizar
la transferencia de enfermedades de la cerda, pero los lechones con menor peso
requieren un nivel superior de manejo, una mejor nutricion y unas mejores condiciones
ambientales (Pluske 2006).

El lech6n posee la capacidad de crecer de manera extremadamente rapida después
del destete, aunque hay una serie de factores que limitan el grado en el que se expresa
este potencial. El peso del lechon al destete, su nutricion e indice de crecimiento en
el periodo posterior al destete, asi como el ambiente fisico, microbiologico y social,
son factores que interactian para determinar la ingesta de alimento y el subsiguiente

crecimiento (Pluske et al 2006).

A nivel histologico, se ha demostrado que el destete causa cambios en la morfologia
del intestino delgado de los cerdos (Hampson 1986, Parra et al 2011), estos cambios
incluyen la reduccion de la altura de las vellosidades (un indicador de la muerte de
enterocitos), una mayor profundidad de la ldmina propia (un indicador de la
profundidad de las glandulas, la proliferacion celular y la madurez de las vellosidades
de los enterocitos), reduccién de la concentracién y actividad de enzimas intestinales

y disminucién de la absorciéon (Ospina et al 2012).

La relacion entre la funcién de la mucosa como barrera epitelial y la atrofia de las
vellosidades en el destete no esta bien entendida actualmente. La alteracion de la
morfologia intestinal posiblemente aumenta la permeabilidad paracelular. Con el
aumento de la permeabilidad intestinal pueden ingresar a circulacion general y por

ende a los tejidos extra-intestinales toxinas, compuestos alergénicos o agentes
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patégenos, lo que resulta en respuestas inflamatorias o inmunolbgicas adversas
(Deitch 1993, Wang 1995).

Como consecuencia de lo anterior, al momento del destete los lechones son mas
susceptibles a retos antigénicos nutricionales y microbiolégicos potenciales,
provocando la reduccién en el crecimiento y el aumento en la tasa de mortalidad (Reis
et al 2005).

Algunos autores argumentan que el destete estimula cambios negativos en intestino,
que pueden ser de tipo microbiologicos, inflamatorios, morfolégicos y enziméticos
(Parra et al 2011, Ospina et al 2012), pudiéndose presentar enfermedades de origen
infeccioso que afectan principalmente las mucosas digestivas y respiratorias y a su

vez generan pérdidas econdmicas a la industria porcina (Pluske et al 2006).

Adicionalmente, en el destete se provoca un periodo breve de ayuno y la desaparicion
de la poblacion de lactobacilos predominante en estdmago e intestino, favoreciendo
el aumento de la poblacion de bacterias gram negativas como E. coli, que liberan

lipopolisacéaridos (LPS) desde sus paredes (Amador et al 2007).

El LPS es un agente patogénico importante, que actia como un estimulador potente
de la inmunidad innata y de la inflamacion, causante de incremento en el transporte
paracelular indiscriminado de moléculas en el intestino, aparicion de diarreas,
alteraciones estructurales y funcionales (Zhenfeng 2008); que acopladas inducen un
déficit en los procesos de absorcién y aprovechamiento de nutrientes (Pitman 2000,
Fan 2002, Garcia-Herrera 2004).

La hipersecrecion de moco, como parte de la respuesta de las células epiteliales de
los tractos gastrointestinal, respiratorio, reproductivo y urinario, se ha asociado con la
inflamacion causada por infeccién bacteriana y constituye un mecanismo importante
de defensa del hospedero, ya que actia como barrera fisiologica para prevenir el
acceso de agentes infecciosos a la mucosa (Burgel 2006). Los componentes viscosos

y elasticos mas importantes del moco son las mucinas, proteinas heterogéneas,
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glicosiladas, de alto peso molecular, que son producidas y secretadas por las células

caliciformes en dichos epitelios (Moniaux 2001).

Estudios de otros investigadores demostraron la capacidad del LPS para inducir
cambios morfologicos en las células caliciformes y en su proliferacion en diferentes
tipos de mucosas (Shimizu 1996, Enss 1996). También se ha reportado que el LPS
estimula la secrecién de mucina in vitro en células de la vejiga urinaria (Choi et al
1999) e in vivo en el epitelio del colon (Enss 1996), oido medio (Hunter 1999) y cavidad
nasal. Ademas incrementa la transcripcion génica de las mucinas en las células
epiteliales (Li 1997, Hauber et al 2007).

La habilidad de las células caliciformes para responder a un amplio rango de
agresiones, mediante cambios en la produccion y secrecion de mucinas indica que
estas células hacen parte de la primera linea de defensa de las mucosas y si bien, las
mucinas son consideradas un factor importante y determinante del estado de salud
intestinal en varias especies animales, los resultados reportados en los cerdos al
respecto son escasos e inconsistentes (Brown et al 2006). Para el caso especifico del
sistema respiratorio no existe informacion suficiente que explique el efecto del LPS de
E. coli sobre la produccion de mucinas en el epitelio de las vias respiratorias, y su

relacion con el desarrollo del complejo respiratorio porcino.

Adicionalmente, en cerdos se ha reportado que el nUmero de células caliciformes y la
produccién de mucinas en el intestino delgado, se reducen en el destete y comienzan
a aumentar entre el dia 3 y 15 postdestete (Dunsford 1991). En un estudio realizado
por Hooper y Gordon (2001), se encontré que las bacterias residentes en la mucosa
envian mensajes a las células del hospedero interfiriendo la expresion y la actividad
de las glicosiltransferasas celulares, o que induce cambios en el repertorio de
carbohidratos de las mucinas. Esos cambios pueden ser benéficos o desfavorables
para el hospedero dependiendo de los tipos de bacterias que se adhieran a los nuevos
sitios en el epitelio (Hooper 2001). Aunque se ha comunicado la existencia de un
efecto del LPS sobre la cantidad de células caliciformes y el tipo de mucinas
secretadas en el intestino de lechones destetados precozmente (Zapata et al 2013,

sin publicar), se desconoce si el LPS absorbido en el intestino puede provocar
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alteraciones en las células caliciformes y la secrecion de mucinas en el pulmén. La
obtencién de esta informacion permitiria una mejor comprensién de la fisiopatologia

de las enfermedades respiratorias en lechones en ese periodo critico del desarrollo.

Otros estudios como el de Brown et al en 2006 sugieren que las alteraciones en la
microbiota intestinal de los lechones, inducida por el tipo de alojamiento puede
influenciar la composicion de las mucinas en el epitelio; es asi que se propone que
cambios en las poblaciones de células caliciformes con secrecion de mucinas acidas
y sulfatadas podrian servir como proteccion adicional al lechén contra las infecciones
entéricas; informacion como la anterior acerca de la distribucion de las mucinas en las
vias respiratorias y la forma como esta se altera en respuesta a agresiones directas
por algunos agentes, o por el tipo de alojamiento, alin no ha sido presentada. Dicha
informacion ayudaria a determinar posibilidades terapéuticas y de manejo que puedan
prevenir la presentacion de enfermedades que intervengan en el desarrollo del

complejo respiratorio porcino.

Por lo anterior y considerando que algunos autores han encontrado cuadros sépticos
y alteraciones multiorganicas, especificamente en el pulmon, al administrar LPS de E.
coli en lechones postdestete (Zuluaga et al 2010), se desconoce su efecto sobre el

pulmén, especificamente, sobre la distribucion de mucinas en el epitelio respiratorio.

Por todo lo anterior, en esta investigacion se propone la siguiente hipétesis:

El LPS de E. coli, adicionado oralmente, puede afectar el nimero de células
caliciformes y las mucinas expresadas por ellas y la respuesta leucocitaria en

el pulmon de lechones destetados precozmente.

Con este proyecto se pretende generar informaciéon sobre los mecanismos del LPS de
E. coli para la induccion de afecciones en el sistema respiratorio. Esta informacion
podria servir a los productores porcinos y a los profesionales del sector pecuario, para
implementar medidas de manejo en cerdos que permitan prevenir dichos efectos y

mejorar los estandares productivos que puedan estar afectados. Mas auln
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considerando que tanto el destete precoz, como la presencia de E. coli, han sido

relacionados con pérdidas econdmicas importantes para la industria porcina.

Este estudio es una continuacion del trabajo titulado “Efecto del Lipopolisacarido de
E. coli sobre las caracteristicas clinicas, productivas y fisioldgicas a nivel intestinal de
cerdos destetos”, en el que se realiza un trabajo interdisciplinario entre el grupo
BIOGEM de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin y el grupo de
investigacion en patobiologia QUIRON de la Universidad de Antioquia, con el que se
viene generando informacion sobre la fisiopatologia del LPS de E. Coli en cerdos
postdestete. Se espera que los resultados de este estudio aporten informacion
relevante sobre los efectos de las enterobacterias en tejidos extra intestinales, con el
objetivo de mejorar los estandares productivos, sanitarios y el bienestar animal en la

produccién porcina.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general:
Determinar el efecto de la adicion oral LPS de E. coli sobre la cantidad de células
caliciformes, la distribucion de mucinas y la respuesta leucocitaria el pulmén de

lechones postdestete.

4.2. Objetivos especificos:
Determinar el efecto de la adicion de LPS de E. coli sobre el numero de células
caliciformes y la distribucién y el tipo de mucinas estimuladas en el pulmén.

» Determinar el efecto del LPS de E. coli sobre la cantidad de leucocitos en el pulmon

de lechones postdestete.
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5. MARCO TEORICO

5.1. Generalidades del destete en lechones

En la actualidad, la tendencia en la porcicultura es realizar un destete temprano, que
incluso puede ser a las tres semanas de edad. Sin embargo el destete precoz implica
una disminucion del crecimiento del lechdn y la presentacion de entidades patogenas,
principalmente del tracto gastrointestinal y respiratorio. Debido a lo anterior esta
practica afecta la eficiencia productiva, teniendo un impacto no solo sobre el
rendimiento econdmico, sino ademas bién sobre el bienestar animal (Aldaz 2002,
Pluske et al 2006).

En condiciones naturales, el destete del lechén se realiza aproximadamente a las 22
semanas, donde éste comienza a variar su dieta por alimento soélido, constituido
principalmente por insectos, larvas, algunos follajes entre otros, siendo este un cambio
gradual que permite la adaptacion del medio intestinal a otras fuentes nutricionales.
Por otro lado en condiciones de explotacion porcina el destete se pueda dar de dos
formas, el destete tradicional que puede hacerse a los 28 6 35 dias, y el destete precoz
que se puede realizar incluso desde los 7 a los 21 dias de edad (Gomez et al 2008).

El destete precoz permite mejorar el nivel sanitario del lechén, el rendimiento
productivo de las cerdas, (garantizando un mayor nimero de partos por afio) y reduce
el costo en instalaciones (Touchette et al 2002). Pero a nivel de granjas poco
tecnificadas el destete puede causar problemas que afectan negativamente su

desempeiio productivo (souza et al 2005).

En el destete que se realiza precozmente hay varios factores que intervienen para
afectar negativamente la salud del lechdn, estos cambios son de tipo nutricional, al

realizarse un cambio en el sustrato alimenticio; medioambientales, como lo son el

16



cambio de instalaciones; y psicolégicos, donde juega un papel clave el

reagrupamiento y las interacciones sociales (Reis 2005, Gomez et al 2008).

5.2. Sistemainmunologico del lechdn

El lechon en sus primeras semanas de vida depende de la inmunidad pasiva
suministrada por la madre a través de la lactancia, mas especificamente la inmunidad
es conferida en forma de inmunoglobulinas (Ig’s) a través del calostro, estas moléculas
atraviesan la pared intestinal en las primeras horas de vida, llegando a circulacién para
proveer inmunidad sistémica, sin embargo los niveles de estas Ig's sistémicas
descienden en el tiempo. Posterior a esto el animal continda consumiendo leche
materna, la cual se encuentra enriquecida con IgA, encargada de proporcionar

inmunidad local (Pesta et al 2007).

El lechdén no es capaz de producir su propia actividad inmunoldgica en cantidades
adecuadas hasta alcanzar al menos 28-30 dias de edad. Por tanto, cualquier estrés,
bien sea digestivo, de manejo o combinado, puede afectar al lechén en momentos
criticos de su vida (Vente-Spreeuwenberg et al 2004). Niekamp en 2006 refuerza lo
anterior argumentando que una respuesta de estrés agudo puede ser provocadas por
repentinos cambios sociales, nutricionales y ambientales durante el destete, y esto
puede alterar la homeostasis y por tanto poner en peligro el bienestar del animal. La
exposicién a nuevos patdégenos y a antigenos inocuos en este momento puede dar
lugar a respuestas inmunitarias indeseadas, pues el reto de un sistema inmunitario
intestinal capacitado debe ser el de mantener un equilibrio entre su funcion reguladora
y efectora ante los organismos patdgenos y los antigenos inocuos (Vente-

Spreeuwenberg et al 2004).

La pared intestinal representa una barrera fisica de defensa, que evita el ingreso de
agentes patdgenos y compuestos toxicos a la circulacién sanguinea, que puedan
afectar de forma sistémica al animal. Al tener contacto con uno de esos agentes las
células epiteliales pueden activar la respuesta inmune innata y adquirida a través de
la produccién de citoquinas, las cuales tienen un rol vital en el reclutamiento y

activacion de neutréfilos, macréfagos y linfocitos Ty B (Wang 1995, Pié et al 2004).
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La exposicion a antigenos activa el sistema de defensa para intentar neutralizarlos
antes de que pongan en peligro el bienestar del lechon. La activacion del sistema
inmune (SI) afecta tanto los procesos metabdlicos como el crecimiento por medio de
la interaccion con el sistema nervioso central (eje hipotalamo-hipdfisis); interaccion
con el sistema endocrino, mediante la liberacion de corticoesteroides y tiroxina; y
liberacion de citoquinas proinflamatorias por medio de los leucocitos (Klasing y
Johnstone 1991). Estas citoquinas tienen la capacidad de producir hiperlipidemia y
aumentar el catabolismo proteico, lo que permite la formacion de péptidos,
generalmente de origen muscular que son utilizados para la sintesis de proteinas de
fase aguda, para la gluconeogénesis y para la actuacion de células Ty B del Sl y la

produccion de inmunoglobulinas (Wang 1995).

Aunque algunas citoquinas son expresadas en condiciones normales durante el
destete, hay una sobreexpresién de ellas durante el periodo postdestete (Pié et al
2004).

Todo lo anterior implica una fuerte demanda y competencia entre los diferentes tipos
de células y tejidos por nutrientes, principalmente aminoacidos (Pluske et al 2006).
Otro factor importante es que la activacidén y posterior respuesta del sistema inmune
ante dichas agresiones puede disminuir algunas funciones productivas del animal,
como su desarrollo y crecimiento (Klasing y Johnstone 1991). Lo anterior se vera
reflejado en la disminucion del bienestar y salud animal y por lo tanto, en pérdidas

econdémicas para el productor.

Tras el destete, se produce un periodo de ayuno y un cambio radical de tipos de
alimento, pasando de una dieta liquida a una sélida y desconocida, que resulta en una
alteracion de la disponibilidad de sustrato especifico para microorganismo normales
en todos los segmentos del tracto digestivo. Debido a lo anterior, el destete estimula
la disminucion e incluso la desaparicion de lactobacilos y estreptococos que son
predominantes en estobmago e intestino delgado (Dauphinee y Karsan 2006, Parra et
al 2011). La insuficiente produccion de acido gastrico resulta en una insuficiente

barrera acido-protectora, provocando la llegada masiva de patdégenos al intestino
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delgado, principalmente E. coli, el cual posee en su membrana externa
lipopolisacarido (Amador et al 2007), este lipopolisacarido o LPS estimula la
produccion citoquinas proinflamatorias que alteran la funcionalidad intestinal. Los
agentes productores de LPS son bacterias gram-negativas, por ejemplo Salmonella,
Shigella y Escherichia (Dauphinee y Karsan 2006) y tienen en comun que son

patégenos para el hombre y una amplia variedad de especies animales.

La caracteristica que permite que el LPS sea capaz de ser reconocido por cualquier
hospedero mamifero, es a través de sus receptores ubicados en las superficies
celulares de éstos, donde puede inducir cambios estructurales que influiran en su
funcion (Amador et al 2007). Esta propiedad estd4 dada por la estructura propia del
LPS, especificamente su lipido A que se estudiara en fases posteriores de esta

revision

5.3. Factores patogénicos causantes de enfermedad intestinal en lechones

Debido al fuerte cambio que sufre el lechén en el periodo postdestete, mas aln si éste
se realiza precozmente, el tracto digestivo se ve retado por una amplia variedad de
agentes infecciosos que pueden desencadenar una reaccion inflamatoria, causar una

enfermedad clinica e incluso provocar a la muerte (Pluske et al 2006).

Los agentes que comunmente se encuentran asociados a enfermedad digestiva,
generalmente acompafiada de diarrea (el signo clinico méas claro), son los causantes
de colibacilosis, coccidiosis, clostridiosis, salmonelosis, ileitis y disenteria porcina,

ademas, de agentes virales rotavirus y coronavirus porcino. (Plonait y Bickhardt 2001).

En la etapa de lactancia el lech6n posee una poblacién bacteriana en estbmago e
intestino delgado que se encuentra representada principalmente por lactobacilos y
estreptococos, las cuales se encuentran adaptadas al sustrato de origen lacteo,
mientras que en el intestino posterior hay una gran variedad de bacterias,
generalmente anaerobias, donde se incluyen bacterias de tipo Eubacterium,
Fusobacterium, Clostridium y Bacterioides. Cuando se presenta un cambio en el

sustrato alimenticio estas poblaciones bacterianas se ven afectadas, causando
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principalmente muerte de lactobacilos y promoviendo la llegada de agentes patdégenos
a los tractos anteriores, especificamente de E. coli, quien de acuerdo a su cepa, puede
patogenizar y causar enfermedad clinica aguda (Plonait y Bickhardt 2001, Pluske et
al 2006).

5.4. Factores patogénicos causantes de enfermedad respiratoria en lechones

De todos los sistemas organicos, el tracto respiratorio puede ser Unico en su
vulnerabilidad a agentes injuriantes, la exposicion por las vias aerégena o por
ventilacion y cardiogénica, establece dos fuentes determinantes en la expresion de

enfermedad pulmonar (Caswell y Williams 2007).

Aunque desde principios de la década de los 80 han aparecido agentes virales que
afectan el aparato respiratorio y que son nuevos para el cerdo, como es el caso del
PRRSv (causante del sindrome respiratorio y reproductivo porcino), la mayoria de
patdgenos que afectan este sistema son bien conocidos histéricamente. Las
enfermedades emergentes estdn en plena actualidad y gran cantidad de estudios
estan siendo realizados para intentar comprender y resolver los problemas de campo
(Thacker Sin afio, Aldaz 2002).

A pesar de que los patrones clinicos clasicos de las enfermedades respiratorias han
cambiado con respecto a los reportados histéricamente, Aldaz (2002) reporté que los
agentes que se encuentran en el medio y afectan las poblaciones porcinas siguen
siendo los mismos. Entre los agentes bacterianos mas comunmente relacionados con
infeccion respiratoria se encuentran Micoplasma hiopneumoniae, Haemophilus
parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, bordetella bronchiseptica, pasterella
multocida, salmonela cholerasuis, streptococcus suis; entre los agentes virales se
hallan, PRRS, circovirus, influenza porcina y el virus de Aujezki, ademas, se
encuentran neumonias parasitarias causadas por Metastrongylus, Ascaris y
Toxoplasma (Taylor 1999, ICA, ACP y FNP 2000, Aldaz 2002). Comunmente se
encuentran asociados dos o mas agentes dentro de un mismo proceso patoldgico,

generando el llamado complejo respiratorio porcino.
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Las enfermedades de tipo neuménico no se manifiestan en una granja como un
problema individual, existiendo factores predisponentes y desencadenantes de los
gue dependera su prevalencia y severidad. Muchos de esos factores relacionados con
el mencionado complejo respiratorio son de origen multifactorial, siendo eventos
estresantes aunados a agentes bacterianos, virales, parasitarios, alimenticios y de
manejo, algunos de los mas importantes; los cuales se encuentran asociados a un
agente etiologico causante de un comportamiento patolégico predominante (Taylor
1999).

En los animales en crecimiento hay mayor probabilidad de agudizacién de problemas
sanitarios, debido a que los lechones son reagrupados y mezclados, son sometidos a
diferentes niveles y fuentes de estrés, comenzando a perder su inmunidad pasiva,
muchas veces resultando en casos de neumonia de dos a tres semanas después del
destete (Taylor 1999, Aldaz 2002)

En ese periodo de transicibn ha comenzado a aumentar la incidencia de
enfermedades como la producida por circovirus tipo Il (PCV 1l), este agente tiene la
capacidad de generar co-infecciones con otros agentes virales como influenza,
parvovirus, PRRS; y bacterianos como M. hyopneumoniae, H. parasuis, A.
pleuropneumoniae (Plonait y Bickhardt 2001, Caswell y Williams 2007). En el periodo
postdestete la mortalidad de los cerdos aumenta cuando PCV Il se encuentra

asociado con M. hyopneumoniae e influenza porcina (Aldaz 2002).

Aunado a lo anterior, hay algunos agentes capaces de causar una respuesta sistémica
sin importar su via de ingreso; en el caso de las bacterias gram negativas, potenciales
productoras de respuestas endotoxicas, usan al LPS para desencadenar una
respuesta local o sistémica en el hospedero. Se estudiaran las caracteristicas de esta

molécula en general y mas especificamente la que compone a E. coli.

5.5. Generalidades de LPS

El LPS es una molécula exclusiva de la [Amina externa de la membrana externa de

las bacterias gram negativas, a quien se le atribuye gran parte del potencial patogénico
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de este tipo de bacterias; ademas puede interactuar directamente con el hospederoy
se considera un potente activador de respuesta inmune innata (Dauphinee y Karsan
2006).

5.5.1. Estructura del LPS

Las bacterias gram negativas presentan una envoltura celular compuesta por una
doble membrana, donde la membrana externa esta formada por una bicapa lipidica,
organizada de forma que su cara interna estd compuesta por fosfolipidos, mientras
que la cara externa esta compuesta principalmente por moléculas de LPS (Llompart
2009).

El lipopolisacarido es un glicolipido complejo que esta compuesto por varias regiones
o dominios: un lipido A, un nucleo polisacarido y un antigeno O (Choi et al 1999, Caroff
2003, Llompart 2009).

El lipido A es una region hidrofébica, es idéntica para todas las bacterias Gram-
negativas y esta formado por un disacarido (dos unidades de glucosamina). Este
compuesto es el responsable de las propiedades fisiopatoldgicas de las endotoxinas
y se encuentra unido covalentemente a un polisacarido hidrofilico, que es quien esta
compuesto por el nucleo y el antigeno O especifico (Erridgea et al 2002, Llompart
20009).

El nacleo, también llamado oligosacarido medular, es la porcién del polisacarido que
protruye de la membrana externa, se divide en dos regiones principales, una externa
denominada core externo, conformado por hexonas, que proveen adhesién al
antigeno O y una region interna o core central formada por heptosas, con la cual se
une al Lipido A. Finalmente el core se encarga de unir el antigeno O al lipido A
(Erridgea y Poxton 2002).

El antigeno O, esta conformado por un polisacarido repetitivo de unidades tri, tetra o
pentasacaridas, que se proyecta hacia el exterior celular, es de caracter hidrofilico y

constituye la porcién inmunodominante de la molécula LPS (Caroff 2003).
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5.5.2. Funciones del LPS en las bacterias

El LPS cumple una amplia variedad de funciones, es un componente esencial de la
membrana externa de bacterias gram negativas, y que constituye su capacidad
endotoxica. Su lipido A es responsable de la resistencia fisica a disolventes organicas
y a moléculas antibioticas hidrofébicas y proporciona estabilidad a la membrana

externa (Erridgea et al 2002).

El antigeno O es quien condiciona la virulencia de las bacterias gram negativas
patdgenas y se ha reportado quien confiere las propiedades necesarias para realizar

una interaccion hospedero — parasito (Choi et al 1999).

La administracion de LPS de E. coli es un modelo apto y ampliamente empleado en
el estudio de procesos infecciosos agudos, ya que tiene acciones reproducibles y
carece de los efectos asociados a las infecciones cronicas y efectos adversos

diferentes a los esperados.

5.5.3. Mecanismo de accion de LPS

El LPS es un agente causante de sepsis y reconocido por cualquier hospedero
mamifero como una entidad patogénica importante. La administracion de LPS de E.
coli es uno de los modelos mas empleados en estudios de procesos infecciosos
agudos, ya que tiene acciones altamente reproducibles y carece de los efectos
secundarios asociados a las infecciones crénicas. Una vez que se inicia la cascada
de reacciones que conducen a un estado séptico, sobreviene una respuesta sistémica
no regulada que puede progresar a fallo organico mdaltiple. El fallo organico multiple
inducido por la sepsis esta asociado a una alta mortalidad en humanos y se caracteriza
por severa disfuncion pulmonar, cardiovascular, renal y gastrointestinal (Hewett y Roth
1993, Parra et al 2011, Ospina et al 2012).

Aungque las consecuencias de la exposicién al LPS pueden variar bajo diversas

condiciones, esta claro que muchos de sus efectos adversos son dependientes de
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mediadores enddgenos generados por el hospedero en respuesta a la endotoxina.
Una gran cantidad de mediadores han sido implicados incluyendo mediadores
lipidicos como el acido araquidénico y el factor de activacion plaquetario, citoquinas
tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), interferon gamma (IF-
gamma), e Interleuquinas (ILs), y metabolitos de oxigeno reactivo, particularmente
superoxido, Oxido nitrico y sus derivados. Asi mismo, factores derivados de los
sistemas de coagulacion y del complemento pueden contribuir al dafio tisular bajo

ciertas condiciones (Ulevitch et al 1990).

Tanto la inflamacion aguda como la crénica tienen un papel central en la patogénesis
de muchas enfermedades, tales como enfermedad inflamatoria intestinal (IBD)
enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa, entre otras (Waetzig et al 2002). El lugar y
las caracteristicas de la respuesta inflamatoria podrian ser diferentes en cada una de
estas enfermedades y de los sistemas organicos, pero tienen en comun la infiltracion
de leucocitos en el foco del dafio tisular, y la activacién de células inflamatorias y del

sistema inmune (Ono y Han 2000).

La migracion y activacion de leucocitos es iniciada por el dafio fisico o una respuesta
inmune local, o ambas, y requiere una serie coordinada de sefales y de vias de
sefalizacion. Una de las muchas vias implicadas es la via de las proteinas quinasas
activadas por mitdgeno o MAPK (Herlaar y Brown 1999). Los mediadores liberados
durante las enfermedades inflamatorias activan cascadas de sefializacion
intracelulares reguladas por enzimas quinasas y fosfatasas, siendo la familia de las
MAPK parte de tales cascadas, a las cuales convergen diversos estimulos
extracelulares para iniciar respuestas bioldgicas en las células (Ono y Han 2000). En
los mamiferos las MAPK desempefian un papel central en la regulacion de una
variedad de respuestas inflamatorias, entre las que se encuentran la expresion de
mediadores proinflamatorios como el TNF-alfa y las interleucinas (Herlaar y Brown
1999).

Las MAPK son un grupo de serina/treonina quinasas presentes en todas las células
eucariotas y participan en mdultiples procesos celulares (Waetzig et al 2002). Son

activadas en respuesta a una gran variedad de estimulos y median sefiales de
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transduccion desde la superficie celular al nicleo. En combinacién con algunas otras
vias de transduccién de sefiales, pueden alterar diferencialmente el estado de
fosforilacibn de otras quinasas o0 proteinas nucleares tales como factores de
transcripcion situados en el citoplasma o en el nacleo (Waetzig et al 2002), esto puede
conducir a un incremento o disminucién en la expresiébn de ciertos genes que

desencadenan una respuesta biologica (Herlaar y Brown 1999).

Un estudio realizado por Smirnova et al 2003, demostroé por medio de investigaciones
in vitro el efecto de LPS en los procesos moleculares en las células caliciformes
humanas, determinando que el LPS estimula la expresion de mucinas y mRNA de
citoquinas, como lo es interleucina 8 (IL 8), de manera dependiente del tiempo y de
concentracion. Estos autores sugirieron que la secrecion de mucinas estimulada por

LPS, puede ocurrir en parte gracias a la via de Il 8.

5.6. Secrecién de moco y mucinas

El moco es una secrecion adherente y viscosa sintetizada por las células caliciformes
en el epitelio cilindrico que rodea todos los 6rganos que son expuestos a ambientes
externos; estos incluyen el tracto respiratorio, el tracto gastrointestinal, el tracto
reproductivo y los tractos dculo-rino-laringeo. Este moco tiene diferentes funciones de
acuerdo a su localizacion, entre las que se encuentran lubricacion, mantenimiento de
la hidratacion del epitelio, una barrera contra patdgenos y sustancias nocivas; ademas
como un gel permeable que contribuye con el intercambio de gases y nutrientes para

el epitelio subyacente (Rama y Bradley 2006).

El moco esta compuesto primordialmente de agua (aproximadamente 90%) pero
también contiene sales, lipidos tales como acidos grasos, fosfolipidos y colesterol.
Aunque contiene gran cantidad de proteinas, como son las lisozimas,
inmunoglobulinas, defensinas, factores de crecimiento, entre otros, el principal
componente que es responsable de su viscosidad y propiedades elasticas similares a
un gel, son las mucinas (Rama y Bradley 2006, Pierre-Regis y Nadel 2008). Las
mucinas son definidas como una amplia familia de glicoproteinas de alto peso

molecular y altamente glicosiladas.
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Historicamente se reconocieron las mucinas como solo una parte estructural del moco,
sin embargo, nuevos conocimientos relacionados con la biologia molecular de las
mucinas indica que algunas mucinas estan adicionalmente involucradas en vias de
sefializacion que llevan a la coordinacion de respuestas celulares tales como
proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis y secrecion de productos celulares

especializados (Farzana 2011).

5.6.1. Estructura de las mucinas

La estructura basica de las mucinas se basa en la presencia de un dominio central
polimorfico, el cual estd compuesto de un variable nUmero de motivos repetidos ricos
en residuos de serina, treonina y prolina (Farzana 2011). El peso molecular de las
mucinas es aproximadamente de 200 kD y estan representadas como unidas a
membrana o mucinas secretadas, ambas contienen carbohidratos en un 80%
aproximadamente conformados por N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina,
fructosa, galactosa, acido N-acetilneuraminico o derivados del acido siélico y algunas
trazas de manosa. Ademas se pueden encontrar usualmente azlcares sulfatadas
(Olof y Thomas 2010). Los oligosacaridos estan organizados en cadenas
moderadamente ramificadas con 2 a 15 monomeros ligados a la cadena de
polipéptidos por medio de grupos hidroxilo en serina y treonina. En los extremos de la
proteina hay presencia de regiones de aminoacidos que recuerdan proteinas
globulares con relativamente poca glicosilacion y altas cantidades de cisteina, las
cuales demuestran similitudes composicionales con dominios del factor de Von
Willebrand C y D y con el factores de crecimiento (Pierre-Regis y Nadel 2008, Olof y
Thomas 2010).

5.6.2. Mecanismos de secrecidon de mucinas

La producciéon de mucinas esta principalmente atribuida a las células caliciformes, que
componen algunos epitelios, ante estimulos nocivos estas células se ven aumentadas
en numero (Farzana 2011). Los principales estimulos identificados y que pueden

causar metaplasia de células caliciformes y sobre-regulacion de produccién de
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mucinas en el tracto respiratorio, incluyen presencia de alergenos, estrés oxidativo y
actividad neutrofilica, humo (hidrocarburos, cigarrillo), heridas mecanicas en las vias
aéreas, infecciones virales y bacterianas y moléculas como PAF (factor activador de

plaguetas), elastasa y acroleina, entre otras (Pierre-Regis y Nadel 2008).

La red de sucesos regulatorios que media la respuesta de las células caliciformes a
diferentes sefales es pobremente definida. Se han reconocido dos escenarios que
pueden estar relacionados. La microbiota propia del hospedero puede directamente
afectar a dichas células a través de liberacion local de factores bioactivos.
Alternativamente, la funcion de las células caliciformes puede verse alterada en
respuesta a factores bioactivos, generados por las células epiteliales o su lamina
propia subyacente después de su contacto con otras bacterias (Deplancke y Gaskins
2012).

En el pulmdén del humano adulto normal, se han identificado ocho genes asociados a
la produccion de mucinas, MUC1, 2, 4, 5A, 5B, 7, 8 y 13, que son expresados como
MRNA. Usando hibridacion in situ, el patron de expresion normal de diferentes genes
MUC son restringidos a tipos especificos de células en el epitelio del tracto respiratorio
inferior y superior. MUC 1 y MUC4 estan presentes en todas las células superficiales
de las vias aéreas. MUC2 esta presente en los niveles bajos de las vias respiratorias
superficiales, MUC5AC se encuentra predominantemente expresada en las células
caliciformes. MUC5B es expresada en las células mucosas de las glandulas
submucosas. MUC7 se ha encontrado expresada en las células serosas de las

glandulas submucosas (Voynow 2002, Degroote et al 2003).

Las mucinas ademas han sido clasificadas en dos subtipos; &cidas y neutras, el
subtipo &acido se puede subdividir en mucinas sulfatadas (sulfomucinas) y no
sulfatadas (sialomucinas). Las mucinas neutras son predominantemente expresadas
en la mucosa gastrica. Las mucinas acidas han sido reconocidas en el epitelio
intestinal y predominan en el intestino grueso (Deplancke y Gaskins 2012). La
relevancia fisiolégica de los distintos subtipos de mucinas no es bien entendida, pero

se ha creido que las mucinas acidas protegen contra translocacion bacteriana, debido
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a que las mucinas sulfatadas parecen ser menos degradables por glicosilasas
bacterianas y proteasas de bacterias del hospedero (Deplancke y Gaskins 2012).

5.6.3. Mucinas y agentes infecciosos

La naturaleza protectora de las mucinas radica en su capacidad de atrapar agentes
patdogenos. Se ha sugerido que la diversidad de los residuos de azlcares en las
mucinas, esta implicada en la unibn a macromoléculas presentes en agentes
bacterianos y virales; por lo tanto, se considera que tienen un papel en los

mecanismos de defensa del organismo (Parillo et al 2009).

Deplanckem y Gaskins (2012) afirman que la composicion de las comunidades
bacterianas intestinales estan fuertemente relacionadas con la distribucion de las
mucinas en el epitelio de ese 6rgano, ademas debido a que los patégenos son
tipicamente residentes del intestino, una estrategia defensiva consiste en la
produccion por parte del hospedero de epitopes de carbohidratos capaces de unirse

a las adhesinas patégenas.

Smirnova et al (2003) demostraron que la exposicion a diferentes concentraciones de
LPS en 24 horas estimul6 a las células caliciformes para la secrecion de mucinas de
manera directamente proporcional a la concentracién de LPS inoculado, tanto por
estimulo a MUC5AC como a MUC5AB. Ademds, encontraron que LPS estimula
expresion de mRNA de IL 8.

En otro estudio realizado en ratas, donde se administré lipopolisacéarido de E. coli, se
encontré un incremento de las mucinas neutras en colon, lo que mejor6 la adhesion a
ellas de la bacteria, reflejando su habilidad para alterar la estructura quimica de las

mucinas, probablemente para su propio beneficio (Deplancke y Gaskins 2012).
A nivel del tracto respiratorio, se encontré que la mucosa respiratoria de cerdos no

infectados tenia una menor expresion de mucinas tanto secretadas como unidas a

membrana, mientras que los que presentaban bronconeumonia inducida por A.

28



pleuropneumoniae incrementaron la expresion de MUC2, MUC5AB, MUC5AC vy
MUC4 (Chung et al 2012).

Por otra parte se ha demostrado que la accidon de neutrofilos, especificamente su
secrecion de elastasa incrementa MUC4 y MUC5AC, en células epiteliales humanas
(Park et al 2005, Voynow 2002). En el estudio realizado por Chung et al (2012), se
encontré una fuerte inmuno-reactividad de mucinas detectadas en los bronquiolos y
bronquiolos respiratorios, que poseian neutréfilos en su luz, mucho mayor que en los
bronquiolos donde se encontré ausencia de neutrofilos, con lo que los autores
sugirieron que la expresion de mucinas puede ser causada secundariamente por el

efecto de los neutrofilos.

Se esperaria entonces que cualquier agente que tenga la capacidad de estimular la
llegada de neutrdfilos a la luz bronquiolar provoque un cambio en la composicion de

mucinas de manera secundaria.

Algunos autores expresan que la sobre-regulacion de la expresion de mucinas por
agentes infecciosos es benéfica para el hospedero. La produccion de moco es un
mecanismo adaptativo que funciona para proveer una barrera entre las células
pulmonares y los patégenos bacterianos (McNamara y Basbaum 2001, Chung et al

2012)). La importancia clinica de las mucinas se estudiara en la siguiente seccion.

5.6.4. Importancia clinica de las mucinas

La Infeccién bacteriana del tracto respiratorio es comunmente asociada con
hipersecrecién de mucinas (Voynow 2002, Chung et al 2012). Bacterias y productos
de la pared celular de las bacterias, tales como LPS pueden llevar a inflamacién y
sobre-regulacion de genes relacionados con mucinas (Chung et al 2012).

Ejemplos bien conocidos de agentes patégenos que pueden tener efectos directos
sobre la secrecion de moco son entre otros Actinobacillus pleuropneumoniae en el
tracto respiratorio (Chung et al 2012), Entamoeba histolytica en el tracto

gastrointestinal; toxina colérica de Vibrio cholerae, que activa el mecanismo
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dependiente de cAMP, ademas se han realizado estudios con bacterias tanto gram
positivas como gram negativas en los que se ha demostrado que hay sobre-
regulacién sobre genes MUC en células epiteliales, como lo son Staphylococcus
aureus y epidermidis, streptococcus pyogenes, pseudomona aeruginosa y escherichia
coli (Deplancke y Gaskins 2012).

Mas especificamente se ha comprobado que LPS de bacterias gram negativas tiene
la capacidad de inducir cambios morfolégicos en células caliciformes y estimular su
proliferacion en diferentes mucosas tanto in vitro, en cultivos de células transicionales
del epitelio de la vejiga urinaria, como in vivo en colon, oido medio y epitelio nasal
(Smirnova et al 2003).

Hipersecrecion cronica de moco ha sido también asociada en humanos con
disminucion en la funcion pulmonar y morbilidad en enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC). La produccién de esputo asociada con obstruccion de moco juega
un papel importante en la patogenia de fibrosis quistica y asma severo y fatal, en el

caso de la primera siempre acompafiado de inflamacién neutrofilica (Voynow 2002).

5.6.5. Identificacion histoquimica de glucocomponentes

Para la identificacion de glucocomponentes, se cuenta con una variedad de tinciones
histoquimicas (Arias y Zuluaga 2010), las cuales también pueden ser usadas para
determinar el subtipo de mucina expresada en los diferentes tejidos, de acuerdo a su
clasificacion en mucinas neutras y acidas sulfatadas y no sulfatadas, la cual se plante6

en secciones anteriores en la presente revision.

Las mucinas neutras estan constituidas por un azucar y acetilglucosamina, que con
frecuencia se hallan unidas a una proteina formando glicoproteinas o mucoproteinas.
Estas sustancias son Periodic Acid Schiff (PAS) positivas. La técnica del PAS consiste
en oxidar los tejidos mediante el acido periodico para incrementar el nimero de
carbonilos (aldehidos o cetonas) presentes en ellos, de forma que puedan ser
demostrados posteriormente mediante el reactivo de Schiff, el cual al reaccionar con

grupos aldehidicos contiguos rodeados por los correspondientes grupos OH, aparece
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de nuevo el doble enlace (grupo cromoforo) y con él, la coloracion rojo fucsia
caracteristica (Garcia del Morral 1993, Prophet et al 1995).

Para el caso de las mucinas acidas no sulfatadas, las cuales pueden contener acido
sidlico en combinacion con los grupos carboxilo, casi todas son labiles frente a la
neuraminidasa y resistentes a la accion de la hialuronidasa. Estos compuestos son
positivos para tincion de PAS, reaccionan frente al Azul de Alcian a pH de 2.5, pueden
ser coloreadas ademas con el método de hierro coloidal y son metacromaticos frente

al azul de toluidina (Garcia del Morral 1993, Lev y Spicer 1964).

Los mucopolisacaridos acidos sulfatados contienen ésteres sulfatados y son
resistentes a la accién de la hialuronidasa. Este grupo de glucopolisacaridos
generalmente se muestran PAS negativos y reaccionan frente a azul de alcian a pH
de 1, y es metacromatico frente al azul de toluidina (Garcia del Morral 1993).

El azul de alcian es un compuesto quimico derivado del grupo de las ftalocianinas, las
cuales tienen un atomo de cobre central en torno al cual se disponen rodeandolo,
cuatro anillos aromaticos nitrogenados. En general todas estas sustancias son basicas
y se ligan a los grupos acidos de los mucopolisacéaridos dando lugar a la formacién de
un compuesto salino entre ambos, principalmente cuando el nivel del pH es
suficientemente acido. Se ha comprobado que usando en condiciones de pH en torno
a 2,4-2,6, el azul de alcian no sélo colorea los mucopolisacéridos acidos sulfatados,
sino también los grupos carboxilicos de los &cidos urdnicos. Si por el contrario se
emplea a un pH alrededor de 1, los grupos sulfatados siguen siendo facilmente
ionizables, mientras que los mucopolisacaridos acidos no sulfatados pierden esa
capacidad, de forma que Unicamente se colorearan los sulfatados (Garcia del Morral
1993, Scott 1982).

Por otra parte la técnica del hierro coloidal, consiste en ligar el compuesto (hierro
férrico) a los mucopolisacaridos acidos mediante un mecanismo de atraccion
electrostatica, luego se realiza la técnica de azul de Perls para el revelado de los
depasitos férricos (Gil Nam et al 2006).
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6. CUERPO DEL TRABAJO

De la presente investigacion se derivd un articulo para publicacion que incluye los

resultados finales del trabajo. A continuacion se presenta dicho articulo:

Effect of E. coli lipopolysaccharide (LPS) on the distribution of mucins in the lungs of

weaning piglets.
Mufioz, J.D.>®, Rodriguez, B.>®, Ramirez, M.C.13, Lopez, A.>4, Parra, J.E. 24

Professor, Faculty of Agricultural Sciences, Universidad de Antioquia. ? Professor, Faculty
of Agricultural Sciences, Universidad Nacional de Colombia, Medellin. *Pathobiology
Research Group QUIRON, Faculty of Agricultural Sciences, Universidad de Antioquia,
Colombia. # Research Group BIOGEM, Universidad Nacional de Colombia, Medellin.

Abstract:

Introduction: Currently, little is known about the effect of lipopolysaccharides (LPS) derived
from E. coli on the number of goblet cells and the type of mucins secreted in the airways of
piglets. Likewise, the differential distribution of these mucins and their relationship with the
development of respiratory infections in the post-weaning period is not well understood.
Obijective: This study aimed to evaluate the effect of the oral intake of E.coli LPS on the mucins
distribution and the number of leukocytes in the lungs of early weaned piglets. Methods: 52
piglets weaned at 21 days were used. Animals were fed a basal diet with four levels of LPS
(0.0,0.3, 0.5, and 1.0ug /mg feed) for 10 days. Pigs were sequentially slaughtered on days 1, 5,
7, and 10 after weaning. Lung samples were taken for histochemical stainings (H-E, Alcian
blue pH 1.0, 2.5, and PAS) in order to determine the amount and type of leukocytes as well as
the number of goblet cells and their type of mucins produced. Mucins were classified according
to their biochemical structure as: acidic sulfated, non-sulfated, and neutral, all by computerized
image analysis. The statistical design used was a randomized blocks in a 4x4 factorial

arrangement (four experimental diets and four days post-weaning). Results and discussion:

Results showed a decrease in the number of goblet cells and neutral mucins in both bronchi and

bronchioles in the control piglets, followed by a recovery in day 10 post-weaning. In groups
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with LPS such recovery was inhibited. In all study groups acidic mucins increased in bronchi
on day five. There were no acidic mucins in their bronchioles. Moreover, the treatment with the
higher concentration of LPS caused a decrease in the number of neutrophils on day 10 and had
no effects on the amount of other leukocytes. Conclusions: LPS affects the recovery of goblet
cells in the lung airway epithelium and decreases the number of neutrophils altering the innate
immunity in early weaning. Consequently, it may facilitate the entry of pathogens and an

allergen sensitization.

Keywords: goblet cells, histochemistry, swine, weaning.

Introduction

The swine industry has advanced in the development of enhanced genetic lines with better
production rates and has standardized management protocols in which early weaning can fall
between seven and 21 days of age (Gomez et al., 2008). The pig immune response can be
negatively compromised due to stressful practices including abrupt nutritional alterations,
housing modifications, and animal regrouping (Dunlop and Malbert, 2007). Consequently,
these changes are associated with predisposition to gastrointestinal and respiratory diseases,
evidenced by a decrease in weight gain (Plonait and Bickhardt, 2001; Pluske et al., 2006).

Early weaning causes a short period of fasting and a diminution of the beneficial lactobacilli
populations, allowing an increase in the pathogenic enterobacteria populations, specially E.
coli, causing the release of lipopolysaccharide (LPS) from their cell wall (Amador et al., 2007;
Parra et al., 2011).

The LPS is a pathogenic compound that stimulates innate immunity and inflammatory response
(Zhan et al, 2008). Some studies have shown that it can induce changes in the morphology of
goblet cells and thus the expression of mucins in different epithelia (Smirnova et al., 2003;
Hauber et al., 2007).

Mucins are highly glycosylated proteins, which forms a barrier that protects epithelial cells
from noxious agents (Deplancke and Gaskins, 2001). Mucins are produced by goblet cells and

are an important component of mucus (Farzana, 2011). According to their biochemical nature,
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mucins can be classified as neutral and acidic, and at the same time acidic mucins can be
sulfated and non-sulfated. The physiological application of the different subtypes of mucins is
not well understood, but it is considered that acidic mucins, mainly sulfated, protects against
bacterial translocation since they are less degradable by glycosylases and bacterial proteases
(Deplancke and Gaskins, 2001; Machado-Neto et al., 2013).

The effects of E. coli LPS on the normal distribution of the different types of mucins in the lung
of the post-weaned pig is currently unknown. Understanding the effect of LPS on mucins
distribution is of great importance for the pathophysiology of respiratory diseases in the
weaning period and also it can contribute in knowing the effects of management practices on

these diseases.

The following study aims to evaluate the effect of weaning and E. coli LPS on mucins
distribution in the lungs of weaning piglets and aims to provide a methodology for the study of

cell populations in the lung.

Materials and Methods

Ethical considerations

All experimental procedures were conducted according to guidelines suggested by "The
International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals™ (CIOMS, 1985).
The experimental procedures were approved by the Experimentation Ethics Committee for
Animals of the Universidad Nacional de Colombia, Medellin (CEMED 001del January 26,
2009).

Location

Fieldwork was conducted in the San Pablo Experimental Unit, of the Universidad Nacional de
Colombia, Medellin, located in the municipality of Rionegro, at an altitude of 2100 meters
above the sea level, with average temperatures between 12 and 18°C, corresponding to an area

of very humid low montane forest (bomh-MB).

Type of study
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Four experimental diets were evaluated: a control diet (basal diet), and three others containing
LPS from E. coli, serotype 0111: B4 (Sigma- Aldrich, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), as
follows:

1. Basal Diet (BD): without LPS.

2. Diet 1 (D1): BD plus 0.3ug of LPS/mg of feed.

3. Diet 2 (D2): BD plus 0.5ug of LPS/mg of feed.

4. Diet 3 (D3): BD plus 1.0ug of LPS/mg of feed.

Animals and diet

A total of 52 crossbred pigs (Duroc x Landrance) with an initial body weight of 6.5 + 0.5kg and
an age of 21 days were used. Animals were randomly allotted in groups of eight with water ad
libitum and with a controlled temperature of 26 £ 3 °C. The basal diet consisted of milk and
milk by-products enriched with vitamins, minerals, and lysine HCL. Pigs were fed based on the
NRC (2012) nutritional requirements. The experimental diets were fed during the first 10 days

of weaning at a rate of 300g/day. During lactation no solid food was offered to the piglets.

Sampling

Throughout the experiment, animals were slaughtered sequentially, as follows: the first day
(day of weaning, day 1), four piglets representing the reference or control group for all diets
studied were sacrificed. On days 5, 7 and 10 post weaning four pigs from each diet were
sacrificed, so a total of 52 pigs were used during the experimental phase. Sedation was
performed by inhalation of carbon dioxide for three minutes with subsequent exsanguination.
Pigs were placed in supine position, the chest cavity was exposed, and lung tissue was extracted
by taking fragments of 1cm long and 0.5cm thick. The airways were clearly visible in the

extracted tissue. Samples were preserved in 10% buffered formalin.

Histotechnical procedures

Samples were processed and analyzed in the Laboratory of Animal Pathology at the
Universidad de Antioquia. Tissues were paraffin-embedded by standard techniques and sliced
to 4um thick cuts. Four glass microscope slides of each sample were mounted for histochemical
staining with Hematoxylin-eosin (H-E) for goblet and white blood cell count (neutrophils,
macrophages, lymphocytes, eosinophils, plasma cells, and globular leukocytes); Alcian Blue

pH 2.5 was used for identification of acid mucins; Alcian blue pH 1.0 for the identification of
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sulfated acidic-mucins; finally, PAS staining was used to identify neutral mucins; according to
the method by Armed Forces Institute of Pathology (AFIP, 1994).

Microscopic evaluation and morphometric analysis of images

For quantitative evaluation of histological sections an optical microscope Leica DMLB (Meyer
Instruments, Houston, TX, USA) was used, then the corresponding images were captured using
a digital camera for instant Leica EC3 microscopy (Leica Microsystems, Heerbrugg,
Switzerland). Images were analyzed with the image processing software ZEN (blue edition,
Carl Zeiss, 2011). The procedure was performed as follows: For leukocytes identification and
counting per mm? with the H-E stain, three assessments by slide were carried with a 1000X
magnification evaluating a total area of 90mm?. For goblet cells and mucins analysis a contour
was performed, using the program Zen® 2011, of three bronchial and three bronchioles
epithelium per slide. Goblet cell counting (cellss/mm?) was performed on slides stained with H-
E. Identification of mucins was done with the previously described histochemical staining
procedure. A total area of 6mm? for bronchial and bronchiole epithelium was analyzed. Margins

were determined by the apical and basal limits of these structures.

Statistical analysis

The experiment was conducted as a randomized block design in a 4x4 factorial arrangement
(four experimental diets and four periods after weaning) (Steel and Torrie, 1985). Each animal
was assigned one of 16 treatments, and each treatment had four replicates. Experimental data
was analyzed by a multivariate general linear model with the statistical program SPSS® (version
19, 2010). Duncan test was used to compare treatment means (p<0.05).

Results

Pigs fed the basal diet showed good health, whereas those receiving LPS showed sporadic
increases in rectal temperature (above 38 °C). However, animals did not show severe clinical
manifestations that would force their exclusion from the study. No diet rejection was observed
during the experiment. In order to determine the effect of early weaning on each of the variables,
and to define a baseline to compare with data obtained from animals with LPS, a comparison
between the different days of animals consuming the basal diet (BD) was conducted. In day
“zero” a baseline leukocyte population was found. The number of neutrophils increased to day

seven and decreased (p<0.05) at day 10 post-weaning. Macrophages significantly increased
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(P<0.05) at day five compared to the weaning day. There was absence of plasma cells in all
evaluated slides. Also lymphocytes, eosinophils, and globular leukocytes counts were not

significantly different (p>0.05) between the evaluated groups (Table 1).

Table 1. Number of leukocytes in the post-weaning period in pigs fed the basal diet

(weaning effect)

Post-weaning period (cells/mm?)
Variable

Dayl Day5 Day7 Dayl0 SEM
Neu 0.345% 0.365° 0.425° 0.275° 0.016
Macro  1.725° 2.028° 1.633% 1.368%° 0.066
Linf 0.175 0 0.158 0.425 0.135
Eos 0.008 0 0.008 0.018 0.005
Leucglob 0.255 0 0 0 0.063

Neu: neutrophils; Macro: macrophages; Linf: lymphocytes; Eos: eosinophils; leucglob: globular leukocytes.

ac Means with a different super index within the same row are statistically significant differences (p<0.05).
SEM: Standard Error of the Means.

In animals treated with LPS, the number of neutrophils showed a similar behavior to the basal
diet but with a greater decrease (P <0.05) at day 10. Other leukocytes did not show a significant
difference (P >0.05) compared to the basal diet (Table 2). Animals on D3 showed the major
decrease in the number of neutrophils (P <0.05) (Table 3). No statistical interaction was
observed between the LPS concentrations and postweaning periods for any of the studied

variables. Therefore, it was not necessary to analyze or break down said factors independently.

Table 2. Effect E.coli LPS on the number of leukocytes at different post-weaning periods.

Weaning period (cells/mm?)
Variable

Dayl Day5 Day7 Dayl0 SEM

Neu 0.335° 0.365% 0.440° 0.288° 0.0419
Macro  1.715* 2.023" 1.900" 1.536% 0.0386
Linf 0.043 0 0.056 0.087 0.0077
Eos 0.002 0.002 0.010 0.008 0.0052
Leucglob 0.002 0.066 0.188 0.333 0.0642

Neu: neutrophils; Macro: macrophages; Linf: lymphocytes; Eos: eosinophils; leucglob: globular leukocytes.
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3¢ Means with a different super index within the same row are statistically significant differences (p>0.05).
SEM: Standard Error of the Means.

Table 3. Effect of E. coli LPS dose on the number of leukocytes at different post-weaning

periods.
Diets with LPS (cells/mm?)
Variable
BD D1 D2 D3 SEM
Neu 0.335% 0.360° 0.414® 0,128° 0.0149

Macro  1.710 1.900 1.836 1.8367 0.0385
Linf 0.043 0.075 0.043 0.0250 0.0078
Eos 0.002 - 0.003 0.0217 0.0024
Leucglob 0.002 0.182 0.167 0.2167 0.0642

Neu: neutrophils; Macro: macrophages; Linf: lymphocytes; Eos: eosinophils; leucglob: globular leukocytes.
ac Means with a different super index within the same row are statistically significant differences (p<0.05).
SEM: Standard Error of the Means.

In animals fed only the BD, a significant decrease (P<0.05) was observed in the number of
goblet cells on days five and seven, while on day 10 reached similar values to the baseline
levels (Figure 1). With the different doses of LPS, the behavior was similar to the basal diet
until day seven, however by day 10 values decreased significantly compared to day one
(P<0.05).

Both in the bronchus and in the bronchioles, all doses of LPS caused a significant decrease (P

<0.05) in the number of goblet cells compared to the group of control animals (Figure 2), except
for the diet 2 in the bronchus (P> 0.05).
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Figure 1. Effect of diets on the average number of goblet cells (GC). (A) Basal diet on bronchiole: GC average
decreased on days five and seven, followed by an increase in day 10. (B) Diet with LPS in bronchiole: GC average
did not increased in day 10. (C) Basal diet on bronchus: showed a similar behavior as BD on bronchiole. (D) Diet

with LPS in bronchus: GC average did not increased in day 10 (SEM: standar error of the means).
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Figure 2 Decreases in the number of goblet cells with different concentrations of LPS. In the bronchiole significant
decrease was observed in all doses compared with the basal diet. In the bronchus there was no significant reduction

with dose 2.

In the bronchioles of all study units no goblet cells were observed expressing acidic mucins,

this means that were not positive for Alcian Blue staining. Bronchioles were only positive for
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PAS staining (neutral mucins). Neutral mucins count in the BD had no significant differences
until day seven, but increased by day 10 (p<0.05). In contrast, the different doses of LPS showed
no increase at day 10 and no differences were found between any of the remaining days (Table

3). When comparing between LPS treatments, no statistically differences (p> 0.05) were found.

Table 4. Effect of LPS on the expression of different types of mucins in post-weaning

piglets (cells/mm?).

Post-weaning period (basal diet)
Variable

Dayl Day5 Day7 Dayl1l0 SEM

NMBI 552 549 437° 755" 0.35
NMBr 4.75* 461° 3.87° 6.33 0.26
AM 258 6.0° 4.33° 4.44° 0.30
ASM 2.66% 4.89° 354 355° 0.21

Diets with LPS

Variable
Dayl Day5 Day7 Dayl1l0 SEM

MN Bl 552% 540° 4.46° 544% 0.162
MNBr 4.75% 506 351° 314" 0.185
AM 2.58% 458" 295% 3.86* 0.171
ASM 266 351 275 334 0214

NM BI: Bronchiole neutral mucins; NM Br: bronchial neutral mucins; AM: Acidic Mucins; ASM: acidic-sulfated
mucins.

abe Means with a different super index within the same row are statistically significant differences (p>0.05).
SEM: Standard Error of the Means.

The bronchi were positive for all types of evaluated mucins. The number of neutral mucins
(positive for PAS) in the BD showed a similar behavior to the bronchiole, in contrast, diets

with LPS showed a significant decrease (p<0.05) on day 10 compared to day one (table 3).
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BASAL DIET (BD) DIET 2 (0.5 ug/mg)

Figure 2. Histochemical stainings in bronchi of control pigs (Basal Diet) and treated with D2 (0.5ug LPS/mg). A
decrease in the number of GC with H-E (B) and PAS (D) staining’s at day 10 was observed in LPS-treated animals
compared to control animals (A and C). There was no difference between the number of goblet cells expressing
acidic mucins (A.A 2.5 and A.A 1.0) between the control animals (E and G) and LPS-treated animals (F and H).
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In the basal diet (weaning effect), acidic mucins stained with A.A 2.5 showed a significant
increase at day five (p<0.05), with a subsequent decrease for days seven and 10 post-weaning
(p<0.05). Acidic-sulfated mucins (positive for A.A 1.0) showed a similar behavior to the acidic
mucins (positive for A.A 2.5); however, no significant differences (p>0.05) were found for days

seven and 10 compared to day one.

With the different LPS treatments, goblet cells stained with both AA 2.5 and AA 1.0, had a
similar behavior compare to the basal diet, with an overall decrease in cells number, but without

significant differences (p>0.05).

Discussion
This study shows that E. coli LPS, after early weaning, affects the recovery of goblet cells in

airway epithelium and the number of neutrophils in the interstitium of the lung.

In terms of leukocyte response, it was observed that during weaning there is a resident
population of leukocytes in the lung interstitium (granulocytes), lymphocytes appeared and
increased over time, whereas plasma cells were not observed in the evaluated period. Time of
exposure of LPS caused a gradual decrease in the number of neutrophils in the lung interstitium.
These findings are similar to those found by Kandasamy et al. (2012), who demonstrated that
after intravenously and aerogenous administration of LPS in pigs, the sequestration of
neutrophils in the intravascular space of the lung increased. This is due because LPS alters
homing receptors expression and vascular addressins such as P-selectin and the ICAM 1 (Basit
et al., 2006; Kathirvel et al., 2012).Additionally, other reports suggest that leukocyte retention
is jgreater in the interior of the capillary of the pigs’ lung due to its little deformability
(Doerschuk, 2001).

Moreover, it has been proposed that a sustained exposure to LPS can decrease the expression
of some cytokines such as Il 1B and Il 8 (Yi-Hong et al., 2012), thereby inhibiting chemotactic
stimuli and depressing the antimicrobial effect of neutrophils and macrophages. This
phenomenon and the effect of pre-exposure to LPS, which reduces sensitivity to subsequent
challenges, have been termed LPS tolerance (Cagiola et al., 2006). Some human and murine
studies have associated LPS tolerance with a marked imbalance in the production of

inflammatory mediators derived from leukocytes. It has been reported that deregulation of
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TNFa and a reduced expression of the Toll Like Receptor 4 (TLR4) in the cell membrane are
the characteristics of the LPS tolerance (Cavaillon et al., 2003; Cagiola et al., 2006).

The gradually appearance of lymphocytes and the absence of plasma cells during the study
suggests that an adaptive immune response has not been established in tissue. It also suggests
that the effects of LPS in the post-weaning period are given exclusively by stimulation and

alteration of the innate immune responses.

Furthermore, early weaning also caused a decrease on the number of goblet cells in the airways
of control animals, in which a recovery in the last period was seen. Goblet cells stained with H-
E behave similar to the goblet cells expressing neutral mucins (PAS). In both cases the LPS
showed an inhibitory effect on the recovery of the number of goblet cells producing neutral

mucins. LPS caused no variations on the acidic mucins in control animals.

Some authors have reported that both LPS and early weaning have negative effects on intestinal
epithelial cells, causing damage to the intercellular junctions and allowing the passage of
harmful agents through the epithelial barrier (Parra et al., 2011). Moreover, this effect is
enhanced when the two factors (LPS and weaning) act in combination (Hoang et al., 2010;
Danicke et al., 2013). Even though the effect of LPS on non-digestive organs epithelium cells
is not determined, the present study showed a marked decrease in the number of goblet cells in
the respiratory epithelium after early weaning. The pathogenic mechanisms by which occurs
this diminution on goblet cells are not well understood, but it is suggested that the early weaned
animals can suffer the effects from the LPS that enters via systemic and airborne ways (Danicke
et al., 2013) and also that LPS may induce apoptotic activation pathways in some cells (Ansari
et al., 2011; Dholakiya and Benzeroual, 2011); however, the specific effects on the goblet cells

are to be determined.

Goblet cells have a fundamental role in innate defense, they are responsible for mucus and
mucins production which is a protection against biological, enzymatic, chemical, and
mechanical hazards of the respiratory tract (Smirnova et al., 2003; Pierre-Regis and Nadel,
2008). Also, goblet cells produce proteins of the trefoil factor family that promotes

epithelialization and epithelial renewal after erosion (Brown et al., 2007). Therefore, a decrease
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of goblet cells in the post-weaning period in conjunction with the negative effects of LPS in the
recovery of cell number, could indirectly affect epithelial renewal against damage.

A profound description of the genes that are expressed in the respiratory mucosa and are
involved in mucins production has been made (Degroote et al., 2003; Pierre-Regis and Nadel,
2008). But a description of the distribution according to their biochemical nature has not been
yet well defined, considering that it varies according to posttranslational changes (Olof and
Thomas, 2010). However, some reports suggest that LPS up-regulates the expression of genes
associated with mucins in goblet cells (Smirnova et al., 2003). In the present study it was
observed that LPS had an effect on the diminution in the number of goblet cells and the
expression of neutral mucins. Similarly, there are reports suggesting that the action of bacteria,
both gram positive and gram negative, up-regulate mucins production in the human respiratory
tract (McNamara and Basbaum, 2001), but there is not clear information on its biochemical
nature. Studies by Lo-Giudice et al. (1997) and Degroote et al. (2003) demonstrated that the
predominant mucins in patients with chronic bronchitis and bacterial infections were acidic
sulfates. However, these studies analyzed the material exuded from the patient and were not a
histopathological study. These findings suggested that after bacterial infection sulfated acidic-
mucins are stimulated; this is consistent with reports founds in the gastrointestinal tract
(Deplancke and Gaskins, 2001).

In a study conducted by coworkers, they evaluated the effect of weaning and different diets
containing E. coli LPS on pigs intestines. They observed that there was a decrease in acidic
mucin-producing cells during the weaning period and an increase, in similar proportions, of
neutral mucins. These effects were enhanced by the effect of LPS (Zapata et al., 2013,
forthcoming). Deplancke and Gaskins (2001), suggested that the radius of neutral to acidic
mucins in the intestine, generally increases between birth and weaning and decreases thereafter.
Our findings show that after early weaning there is a decreasing tendency of goblet cells
expressing neutral mucins, but in day 10 there is a significant increase, which could explain that
neutral-mucins may have a different behavior in the respiratory tract compared to the intestinal
tract during weaning period. However, it is necessary to perform additional studies to describe

the normal distribution of the different types of mucins in the respiratory tract of the pigs.
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The results of this study and the mechanisms mentioned in this discussion suggest that E. coli
LPS reduces the innate immune response in the airways and may favor pathogen infection and
allergen sensitization. Additionally, it is suggested that early weaning itself can generate this

effect and that the presence of LPS have synergistic effects on the response.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo se realizé una descripcion del nimero de células caliciformes
y la distribucion de los diferentes tipos de mucinas con respecto a su clasificacion
bioquimica en las vias respiratorias de pulmones de cerdos tras realizar un destete
precoz, estos conocimientos sirven como base para nuevos estudios con miras a
describir la distribucion de mucinas y el numero de células caliciformes durante todo
el ciclo productivo del cerdo. Esta informacion es relevante para disefar estrategias

de diagndstico, prevencion y control de las enfermedades respiratorias porcinas.

Adicionalmente se encontr6 que LPS tiene un efecto deletéreo sobre la inmunidad
innata, representada en la disminucién del numero de células caliciformes en las vias
respiratorias y de Neutrofilos en el parénquima pulmonar, esto significa una deficiencia
en la respuesta protectora en el pulmoén contra diferentes noxas. Lo anterior justifica
disefiar de pautas de bioseguridad y de manejo que permitan mantener el equilibrio
de las mucinas en el tracto respiratorio de los cerdos con el propésito de disminuir las
enfermedades de este sistema orgénico, en el periodo postdestete.

Nuestros resultados sugieren que el mecanismo por el cual LPS disminuye el nUmero
de células caliciformes es la activacion de vias apoptéticas, como sucede en otras
células y tejidos. Las vias por las cuales se da este proceso aun no estan bien

entendidas, lo que resalta la necesidad de futuras investigaciones al respecto.

Los resultados de este estudio evidencian efectos negativos del destete precoz sobre
el tracto respiratorio, que son intensificados con la exposicién a LPS. Esto contradice
lo expuesto por algunos autores, que consideran el destete precoz como un manejo

zootécnico beneficioso desde el punto de vista sanitario y productivo..

Adicionalmente los resultados antes mencionados pueden motivar la realizacion
nuevos estudios con el fin de complementar los conocimientos sobre la fisiopatologia

de los cuadros digestivos y respiratorios en el periodo postdestete y su relacién con el
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LPS de E.coli. Algunos de esos estudios pueden ser la evaluacion de los niveles de
LPS en sangre en relacion con el nUmero de células caliciformes y de leucocitos en el
pulmdn; la medicién de inmunoglobulinas asociadas a la mucosa y la medicion de las

citoquinas expresadas en el pulmon; entre otros trabajos.

En el presente estudio se implementd un modelo animal in vivo y técnicas
histoquimicas para estudiar algunos aspectos de la fisiopatologia de las
enfermedades respiratorias en el destete precoz en los cerdos y su asociacion con
LPS E. coli. Este modelo podra utilizarse posteriormente para evaluar esquemas de
manejo y estrategias terapéuticas que beneficien al sector porcicola en lo referente a

mejorar los estandares sanitarios y productivos.

Este modelo fue adecuado para caracterizar poblaciones de células caliciformes en
las vias respiratorias del pulmén, adicionalmente permitié evaluar la positividad de
estas células a las diferentes técnicas histoquimicas. EI modelo podra adaptarse en
nuevas investigaciones para caracterizar las poblaciones de células caliciformes en

las vias respiratorias del cerdo y otras especies.
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