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DETERMINACION DE APOPTOSIS EN EXPLANTES INTESTINALES PORCINOS COLONIZADOS CON
LAWSONIA INTRACELLULARIS Y TRATADOS CON UN ANTIBIOTICO CON EFECTO PROTECTOR

Pérez Gaudio, D.S*"; Mozo, J.%; Martinez, G."; Decundo, J."; Romanelli, A."; Caeiro, V'.; Dieguez, S.; Soraci, A.",
"Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil (CIVETAN-CONICET), FCV-UNCPBA, Tandil, Bs. As., Argentina; ?Actividad Privada

INTRODUCCION

Lawsonia intracellularis  (LAW) es un
microorganismo intracelular obligado, agente causal de
la enteropatia proliferativa porcina (EPP). Se especula
que la apoptosis tienen importancia en esta patologia,
aunque esto aun necesita ser mejor elucidado. Por otro
lado, entre los antibidticos (ATB) utilizados en
produccion porcina se encuentra la fosfomicina (FOS),
la cual ha mostrado tener efectos extra-ATB. En
estudios anteriores hemos demostrado que FOS es
capaz de proteger a diversas lineas celulares de los
cambios morfoldgicos nucleares compatibles con
apoptosis (CMNCA) inducidos por deoxinivalenol (DON)
(Pérez Gaudio y cols., 2016) y que es capaz de penetrar
en explantes intestinales colonizados por LAW (Pérez
Gaudio y cols., 2018). Sin embargo, hasta el momento,
no se han realizado estudios sobre su rol protector
sobre explantes intestinales colonizados con LAW. Los
objetivos de este trabajo fueron determinar el %CMNCA
en explantes intestinales porcinos colonizados con LAW,
confirmar que los mismos se deben a apoptosis y
evaluar el rol protector de FOS.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron cuatro cerdos clinicamente sanos
en etapa de terminacion. Luego del sacrificio, el intestino
se extrajo inmediatamente, se removié su contenido y
se transporté a 4°C al Lab. de Toxicologia (FCV-
UNCPBA). Se cortaron fragmentos de 3 cm de longitud,
se abrieron a lo largo del borde mesentérico y se
colocaron en placas de Petri a fin de ser lavados por
agitacion. La mucosa fue cortada en piezas circulares
de 1,30 cm? (explantes), las cuales se fijaron sobre
esponjas con las vellosidades hacia arriba y se
colocaron dentro de cada pocillo de una placa de cultivo.
Se adicion6 1 mL de DMEM con GlutaMaxTM | (Gibco)
y 1 mL de F-12 Nutrient Mixture (Gibco). Por accion
capilar, el medio cubri6 las vellosidades y mantuvo
viable el tejido. Los explantes se incubaron durante 24
hs, por duplicado, de la siguiente manera: Control
negativo: Explantes incubados con solucion fisiolégica;
FOS: Sal calcica; 580 pg/mL (Bedson S.A.); LAW:
2,2x108 mL™"; LAW + FOS: LAW 2,2x108 + FOS calcica
580 pg/mL. Finalizada la incubacion, los explantes se
colocaron en formol al 10% para su fijacion y posterior
realizacion de cortes histolégicos, por cuadruplicado.
Para cada tratamiento, dos de los cortes fueron
desparafinados, fijados con paraformaldehido (PFA) al
1% (tincion DAPI) y observados bajo microscopio de
fluorescencia. Los %CMNCA se calcularon utilizando el
macro de apoptosis del software FIJI®. Para confirmar
la apoptosis, los otros duplicados fueron fijados con PFA
al 4%, tefidos con TUNEL y observados bajo
microscopio 6ptico a fin de calcular el indice apoptotico
(IAp) utilizando la formula: IAp = [(células TUNEL
positivas/células totales) x 100].

RESULTADOS

La figura 1 muestra cortes de explantes
intestinales tefidos con DAPI (fluorescencia en células
con CMNCA) y la figura 2 muestra cortes tefiidos con
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TUNEL (color marrén oscuro en células apoptdticas).
Existieron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,01) entre los %CMNCA vy el IAp inducido por LAW
y el de los demas tratamientos y el control negativo,
mientras que no existieron diferencias (p=0,01) entre
estos ultimos tres. Por otro lado, se demostré que los
CMNCA se corresponden con células apoptoticas.
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Figura 1. Explantes intestinales. A) DAPI; B) TUNEL
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Figura 2. Porcentaje de CMNCA e IAp en explantes intestinales.
DISCUSION

Una disminucién de la apoptosis ha sido
postulada como la causa de la proliferacion celular que
se produce en la EPP. Sin embargo, en las primeras 24
hs de exposicion, LAW mostré inducir apoptosis en
explantes intestinales porcinos. Por su parte, Guedes y
cols. (2017) demostraron que enterocitos infectados con
LAW tienen un aumento en los eventos apoptéticos.
Ademas, Oh y cols. (2010) sefialan que los genes
proapoptéticos aumentan a las 48 hs post-infeccion. Por
otro lado, FOS fue capaz de proteger a los explantes de
la apoptosis. Estos hallazgos concuerdan con nuestros
estudios en células intestinales CACO-2 y en otras
lineas de diverso origen, utilizando al DON como
inductor de apoptosis (Pérez Gaudio y cols., 2020). Se
necesitan mas estudios para dilucidar el mecanismo por
el cual LAW induce apoptosis y por el que FOS protege
a las células de dicho evento.
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