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RESUMEN

Aves de un dia de edad fueron bursectomizadas y timecltomizadas
por métodos quirirgicos. Dentro de las 48 hs. posteriores al nacimiento
se aplico radiacion X en dosis sub-letal. Los trasplanies de tejidos
o células, de Bolsa de Fabricius, se realizaron en diferentes formas
y localizacion, segin el disefio experimental,

En casos en que el trasplante consistié en trozos de Bolsa de Fa-
bricius o el organo completo, se observd la caracteristica reaccion de
rechazo por parte del hospedador.

La falta de tejido dependiente de la Bolsa de Fabricius en bazo,
luego de la bursectomia quirdrgica e irradiacion fue un hallazgo
frecuente,

En las condiciones experimentales empleadas la reconstitucion
funcional de las aves no pudo ser lograda.

SUMMARY

One day old chickens were bursectomized-thymectomized by sur-
gical procedures. Forty eight hours after hatching they were X-radia-
ted by a sub-lethal dose.

The grafted bursa cells or tissue were performed at differente
times.

Types and localizations of grafted tissue$ were variable according
with the experimental design.

In some of the grafted birds wasting sindrome was observed.
The absence of limphoid dependent bursa tissue in the spleen. was
a common findig in bursectomized-X radiated birds.

Under our experimental conditions we were not able to reconsti-
tute functionally the bursectomized-X radiated birds by bursa grafts.

* Trabajo realizado con una beca externa del CNICyT.

w* J, P. Précticos. Chtedra de Virologia, UNLP. Miembro de Ia Carrera de Investigador del Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CNICyT).
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ANTECEDENTES

En forma accidental Glick, Chang
y Japp en 1856 (8) encuentran una
reduccion substancial en la capaci-
dad formadora de anticuerpos en po-
lles bursectomizados en forma qui-
rargica u hormonal. Posteriormente
esos resultados son confirmados por
otros, Mueller, Wolfe y Meysel 1960
(10).

El papel del timo y la Bolsa de
Fabricius en el desarrollo del siste-
me inmunolégico de las aves ha
sido aclarado en cuanto al mecanis-
mo de respuestas (2), y si bien, am-
bos 4rganos son necesarios para el
legro de una tctal potencialidad in-
munolégica hay una disociacién fun-
cional muy marcada (13).

La Bolsa de Fabricius controla la
produccion de anticuerpos humora-
les (6); y el timo controla las reac-
cicnes inmunolégicas en las que in-
tervienen elementos celulares, caso
de rechazo de 6rganos e hipersensi-
bilidad retardada (9).

La Bolsa de Fabricius es un 6rga-
no linfoepitelial que ocupa la parte
dorsal de la cloaca comunicandose
con ella por un estrecho conducto.
Consta de un estroma conjuntivo, y
foliculos linfaticos con una bien di-
ferenciada zona cortical y medular.
(Hay numerosas revisionss que ac-
tualizan lcs conceptos ya enunciados,
Cooper, Peterson, South y Good 1956
(2); Warner y Szenberg 1964 (13).

La extraccién de la Bolsa de Fa-
bricius por métodos quirdrgicos, o
por métodos hormonales, lleva a una
disminucién o falta total de respues-
ta a algunos antigenos; sin embargo
el mecanismo por el cual esta fun-
cién opera no estd completamente
aclarado. Varios intentos de probar
1a existencia de sintesis de vy globu-
lina en Células de Bolsa de Fabri-
cius, o en los foliculos linfaticos de-
pendientes de Bolsa de Fabricius en
bazo, han resultado infructuocsos,
Dent y Good 1985 (4) y Takahaski

1667 (i2). El ultimo de los nombra-
des probd en forma conclusiva la
necesidad del aporte inicial de cé-
lulas linfoideas de Bolsa de Fabri-
cius y la produccién de un factor
humoral que promueve la prolifera-
cion de células linfoideas y su ma-
durez inmunolégica.

En 1960 Glick (7) publicé resul-
tados poco claros en cuanto a la
recenstitucién funcional de aves bur-
sectomizadas por inoculacion de ex-
tractos de Bolsa de Fabricius,

St. Pierre y Ackerman en 1965
(11) reconstituyen aves bursectomi-
zadas en forma hormonal (propi-
natc de testosterona) con porciones
d= tejido de Bolsa de Fabricius en
Camaras millipore, empleando como
prueba funcional la inoculacién con
Salmonella Pollorum.

Cooper, Schwartz y Good 1966 (3)
logran aves agamaglobulinémicas
luego de bursectemizadas e irradia-
das con 740 r. en las primeras 48
horas de vida. Si las aves asi tra-
tadas son inoculadas por via intra-
peritoneal con una suspension celu-
lar de Bcelsa de Fabricius (autolo-
gas), logran produccion de inmuno-
globulinas y presencia de foliculos
linfaticos en bazo con presencia de
células plasmaticas; sin embargo las
aves fallan en la reconstitucién fun-
cional de Bolsa de Fabricius frente
a dos antigenos, Brucella Abortus
y Alblimina Sérica Bovina.

Arnason y Jankovic 1967 (1) no
pudieron obtener aves agamaglobu-
linémicas luego de efectuar bursec-
tomia en el dia del nacimiento.
Elaine, Rose y Orlans en 1968 (5) ob-
tienen resultados similares emplean-
dc bursectomia hormonal e irradia-
cién.

El presente trabajo trata por lo
tanto, de clarificar estos confusos
resultados bajo nuestras condiciones
experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

Aves: Se emplearon aves (Gallus
Domesticus) de un dia de edad de
la linea L 151, provenientes del Pro-
grama Libres de Patogenos Especi-
ficos. Esta linea no es histocompa-
tible pase a que se la ha mantenido
en forma consanguinea por varias
generaciones. Durante el periodo ex-
perimental se mantuvieron en con-
diciones de aislamiento, aunque en
algunos aisladores se registraron ca-
sos de Enfermedad de Marek. Reci-
bieron ademds Terramicina en el
alimento y Peniciling durante los
primeros 30 dias de vida en el agua
de bebida, Al nacer cada pollo fue
individualizado mediante banda nu-
merada en ala.

Anestésico: Se empled 0,03 cc. de
Combutal (750 mg. thiopental Na y
250 mg. Pentobarbital Na, 1-1,5 mg./
ave) en forma intramuscular en po-
llos de un dia de edad.

Bursectomia: En las primeras ho-
ras luego del nacimiento, se desin-
fecta la region inmediatamente su-
perior a la cloaca y debajo de la
cola, se extraen las plumas de la
region y se hace una incisién lige-
ramente curva sobre la cloaca ()
con una tijera de punta curva luego
con tijera de punta roma se divul-
siong y se libera la Bolsa de Fabri-
cius de sus fascias de soporte, se
evita cortar los uréteres y con pin-
za, anatomica se toma por la base
extrayendo la Bolsa en forma com-
pleta, La incisién se sutura con cat-
gut (0000) o con ganchos metalicos.

Timectomia: Inmediatamente des-
pués de realizada la Bursectomia se
desinfecta la region del cuello, ex-
trayendo ademaés las plumas de la
zona dorsal del cuello. Se realiza
luego una larga incision desde el
extremo occipital de las vértebras
cervicales hasta la mitad de las vér-
tebras dorsales. Se divulsiona a am-
bos lados de la piel, los lébulos del
timo se observan a ambos lados de
la arteria carétida, y se extraen con
pinza anatémica evitando causar da-
no en la arteria cardtida o nervios

del lugar. Se sutura con catgut
(0000) o ganchos metalicos.

Operacion simulada: Desinfeccién
e incisiéon de la piel en region de
Bursectomia y Timectomia en la for-
ma, descripta, y sutura,

Irradiacion: Todas las aves fueron
irradiadas con radiacién X en forma
total en las primeras 48 hs de vida,
en forma simulténea, con el mismo
Kv y penetracién, La distancia a la
fuente de irradiacién fue constante
en los distintos experimentos y la
variaciéon individual en cada aplica-
cién menor del 2 %. Las condiciones
de irradiacién fueron 225 PKV, 20
ma con 0,25 Cu mas 1 mm de Al
agregado, con un hvl de 0,25 Cu a
una dosis de 6,4 R/minuto, en un
aparato General Electric Maxitron
300 X-ray. La aplicacion se realizéd
en forma simultinea a lotes de 100
pollos por vez. La dosis de radiacion
fue de 800 r con la que se obtuvo
una mortalidad del 50 % para la
linea L 15I.

Trasplante: Se utilizaron varios
procedimientos:

a) Trasplante de Bolsa de Fabri-
cius completa, extraida de un
ave de la misma edad y fijado
con catgut (0000) sobre la
cloaca en el lugar que normal-
mente ocupa.

b) Bolsa de Fabricius extraida con
asepsia y cortada en pequeiics
trozos, luego puestos en plie-
ges musculares pectorales, teji-
do subcutianeo e intraperito-
neal.

¢) Tripsinado de Bolsa de Fabri-
cius, centrifugado y resuspandi-
do en medio 199 (DIFCO) 1
por 106 células viables por via
endovenacsa, por ave.

d

-~

El mismo tratamiento anterior;
pero las células viables fueron
introducidas en una camara
Millipore con membrana de 0,2
mu de didmetro de poro, colo-
cadas en cavidad peritoneal



186 ANALECTA VETERINARIA

Sangria: La extraccion se efectud
por puncién cardiaca, colectando las
muestras cobtenidas en tubos y pro-
cesando el suero en las 10 hs. post2-
riores a su extraccién., Todos los
sueros se mantuvieron congelados a
—20°C

Inmunoelectroforesis: (Microtécni-
ca de Scheidiger). Realizada en agar
15 9% con Bufer Veronal-Barbital
pH 8,6, enfrentando sueros prbble-
ma a sueros de conejo anti-pollo,
preparados con sueros de la linea
L 15I. Antes de poner los reactivos
para la difusion se sumergio el gel
en CINa 8 % durante 30’

Test Funcional de la Bolsa de Fa-
bricius: Se realizaron dos inocula-
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ciones de Albumina Sérica Bovina
(Fraccion V), 40 mg/kg de peso por
via intramuscular y con intervalos
de 14 dias. La sangria se efectud a
los 7 dias de la ultima inoculacion.
Parg la deteccién de anticuerpos se
utilizé la técnica de Aglutinacion
pasiva descripta por Gordon, Rose
y Sehon (8).

Necropsias: Todas las aves muer-
tas durante el periodo experimental
fueron necropsiadas y, bazo, higado.
Bolsa de Fabricius, trasplante o zo-
na de Bolsa de Fabricius en aves
bursectomizadas fueron procesados
histopatoldogicamente.

RESULTADOS

Se realizé un experimento a {in
de preobar la sensibilidad del test
funcional de Bolsa de Fabricius en
aves bursectomizadas e irradiadas
con 800 r en las primeras 36 hs. de
vida, Para ello se inoculé Albimina
Sérica Bovina a las 4 y 6 semanas
de edad, sangrando en la séptima
semana. La prueba de hemoagluti-
nacién pasiva arrojo los resultados
que se detallan en TABLA N° 1. En
este grupo de aves se realizdé un
andlisis inmunoelectroforético, en
busca de individuos agamaglobuli-
némicos, con resultados negativos,
aunque en el grupo Bursectomizado
e irradiado se observaron algunas
anormalidades en el patréon de pre-
cipitacion en el area de las globuli-
linas gama, sin embargo, ninguna
de las aves resultd agamaglobuliné-
micas

Con un disefio experimental dife-
rente se realizd6 un nuevo experi-
mento a fin de probar la capacidad
de restauracién funcional de los
trasplantes de Bolsa de Fabricius,
para ello todas las aves- excepcion
de los controles, fueron Bursectomi-
zados y Timectomizadas dentro de
las primeras 36 hs. de vida. Inme-
diatamente de finalizada la timec-
tomia, TABLA N°? 2, se procedio a
trasplantar a los lotes 2-3 con trozos

des Bolsa de Fabricius de aves de
un dia de edad colocando los trozos
de Bolsa en fascias musculares y
subcutanea. El lote 4, a los 14 dias
fue inoculado por via intravenosa
con una suspension de 1x106/ave
células viables, obtenidas por trip-
sinizacién de Bolsa de Fabricius de
aves de 14 dias de edad. Estas aves
se examinaron a los 99 dias a fin
de detectar la presencia de aves
agamaglcbulinémicas, con resultados
negativos. Al término del periodo
experimental, 210 dias, todas las aves
sobrevivientes fueron mnecropsiadas,
observandose detalladamente la efec-
tividad de la bursectomia, descar-
tando todas las aves bursectomiza-
das o bursectomizadas y trasplan-
tadas que presentaban restos de Bol-
sa de Fabricius en el lugar normal.
Se observd ademéas una mortalidad
del 50 % en las aves del lote 4 hasta
las 8 semanas de vida. Las aves so-
brevivientes se retardaron enorme-
mente con respecto a los controles
mostrando el tipico aspecto de “des-
gaste” (wasting-runting) caracteris-
tico del sindrome de rechazo de ér-
gano. El estudio anatomopatolégico
del lugar del trasplante revelo la exis-
tencia de una cicatriz de tipo infla-
matorio con tejidos-de granulaciéon y
restos necréticos. En bazo, en los
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lotes 2-3-4 se (_)bservc’) una marcada
amiloidosis a nivel de los centros
germinales dependientes de 1a Bolsa
de Fabricius.

En un tercer experimento se tra-
té de reconstruir aves bursectomi-
zadas y timectomizadas e irradiadas
con 800 r en las primeras 36 hs. de
vida, por implantacién de Bolsa de
Fabricius ccmpleta (homologa) a los
4 dias de edad. En TABLA N9 3, se
detallan los resultados, Es posible
observar que en el lote bursectomi-
zado solamente no se logré una dis-
minucién muy marcada en la capa-
cidad funcional de elaborar anti-
cuerpos, sin embargo cuando en el
tratamiento interviene bursectomia e
irradiacion, el efecto es muy signifi-
cativo.

Por ultimo, en un cuarto experi-
mento, se bursectomizaron e irra-
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diaron aves de 1 dia de edad selec-
cionando a los 60 dias los negativos
al test funcional de Bolsa de Fabri-
cius, e implantindoles camaras Mi-
llipore con membranas de 0,22 mu
de diametro de poro en cavidad pe-
ritoneal, conteniendo 1x106 células
viables, provenientes de un tripsina-
do de Bolsa de Fabricius de aves
de la misma edad y linea. TABLA
N9 4, resume los resultados obteni-
dos con ¢l test de hemoaglutinacién
pasiva, realizado a los 60 dias y lue-
go del implante, como respuesta a
una nueve inoculacion Al lote con-
trol no se le implanté camara Milli-
pore. Todas las camaras se inspec-
cionaron a la necropsia y sélo en
una de ellas se constatd la presencia
de células viables al momento de la
necropsia. En el resto se observéd
una marcada reacciéon conjuntiva y
exudado serofibrinoso.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Aun con los resultados obtenidos
no es facil aclarar las controversias
existentes en el mecanismo de los
fenomenos inmunolégicos goberna-
dos por la Bolsa de Fabricius, Nues-
tros resultados demuestran que no
se logra una absoluta agamaglobuli-
niemia en aves bursectomizadas e
irradiadas a dosis subletales, datos
que concuerdan con los obtenidos
por Arnason y Jankovic (1), Ealaine
Rose y Orleans (5); pero no con los
logrados por Cooper y col. (3). Pue-
de que esta variacion se deba a la
linea de aves empleada o a las con-
diciones del test de hemoaglutina-
ciébn pasiva, ya que se utilizaron
diferentes antigenos.

En TABLA N9 1, se observa en
forma clara la falta de influencia
de radiacién X en dosis subletales
en cuanto a meodificar por si sola la
capacidad funcional de Bolsa de Fa-
bricius, sin emkargo junto 2 bursec-
tomia quirtrgica la disminucion de
la actividad funcional es muy sig-
nificativa. Tal como se observa en
la TABLA N? 2, cuando a la bursec-
tomia quirturgica se le adiciona ti-
mectomia, la disparidad funcional

no se manifiesta, ello nos permite
demostrar que la extraccién del ti-
mo no juega un papel relevante en
la sintesis de anticuerpos, si en
cambio la extraccién de Bolsa de
Fabricius e irradiacion total.

_La correlacién entre el test fun-
cional de Bolsa de Fabricius y pre-
sencia de elementos celulares depen-
dientes de la Bolsa de Fabricius en
bazo, TABLA N° 2, estd en comple-
to acuerdo con los resultados obte-
nidos por Cooper y col. (3).

Los resultados detallados en TA4-
BLA N° 4, son sin duda los mas
interesantes, pues se trabajo con
aves negativas al test funcional de
Bolsa, de Fabricius determinadas
prgvio al trasplante, aplicandoles el
material a trasplantar en camaras
Millipore, que impiden la reaccion
de rechazo, ya que las células im-
plantadas en la camara no se ponen
en contacto fisico con el hospedador
al mediar entre ambas una barrera
de 0,22 mu de diametro de poro.
So6lo dos aves resultaron reconsti-
tuidas luego del implante y en una
de ellas el examen histolégico de-
mostré la presencia de células via-
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bles en la camara Millipore. Aun
cuando no se puede excluir la pre-
sencia de roturas microscdpicas en
las camaras el examen final demos-
tro que no existian alteraciones ma-
croscopicas de las mismas. Estos
resultados sugeririan la presencia de
una accién estimulante ds la acti-
vidad funcional de Bolsa de Fabri-
cius lograda al reimplantar células
de Bolsa viables, y posiblemente la
existencia de un factor soluble pro-
ducido por estas células. Aungque cri-
ticamente el nlimero de aves recons-
tituidas es muy bajo, creemos con-
veniente la repeticion de este ulti-
mo disefio experimental contemplan-
do la posibilidad de reconstituir las
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aves con su propia Bolsa de Fabri-
cius o bien lograr lineas de aves
compatibles a trasplantes a fin de
climinar la reaccién por rechazo,
causa probable de las fallas en ex-
periencias anteriores.

TABLA N¢ 1

LOTE TRATAMIENTO RESULTADO *

1 Bursectcmizadaos

e irradiados 1/12
2 Irradiados 12/12
3 Control 15/15

* Representa el nimero de aves positivas a la prueba funcional de Bolsa de Fabricius, sobre el nu-

mero de aves testadas.

TABLA

Ne 2

LOTE TRATAMIENTO

RESULTADOS
A - B ok

1 Bursectomizados
y timectomizados

2 Bursectomizados,
Timectomizados y
trasplantados por
via subcutinea

3 Bursectomizados,
timectomizados y
trasplantados por
via intramuscular

4 Bursectomizados,
timectomizados e
inoculados por via
intravenosa

5 Control

/117 11/15

5/14 6/14

7/24 3/21

6/10 1/6

9/9 6/6

* Respuests a la prueba funcional de Bolsa de Fabricius, el numerador representa el total de positivos

3 el denominador el total analizado.

44 Similar al anterior pero representa la presencia de células dependientes de Bolsa de Fabricius en baza.
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TABLA N°¢ 3

LOTE TRATAMIENTO

RESULTADO *

1 Bursectomizado,
timectomizado e
irradiado y tras-
plantado

2 Bursectomizado,
timectomizado e
irradiado

Bursectomizado
4 Control

5/45

2/12
14/33
32/34

* Resultados de !z pruebs de Hemoaglutinacién pasiva, represcenta el ntimero de positivos sobre el total,

TABLA N° 4
RESULTADOS *
LOTE TRATAMIENTO Antes Después
1 Bursectomizados,
irradiados e
implantados 0/10 2/10
2 Control 35/38 21/21

* Resultado de la prueba funcional de Bolsa de Fabricius, representa el niimero de aves positivas sobre
el total examinado antes y después del implante de cdmara Millipore con células de Bolsa de Fabricius.
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