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PRESENTAZIONE

Gentili Signore e Signori

Sono lieto di aprire, con brevi parole di saluto, i lavori di questa giornata
di studio che ha come argomento I'immunogenetica animale. E per me motivo
di compiacimento che abbiano accettato Iincarico di Moderatori due insigni
studiosi del tema in discussione, i professori Rognoni e Sartore;- essi per la
loro preparazione culturale e scientifica costituiscono una sicura garanzia del
successo di questa manifestazione. Esprimo ad entrambi la mia viva riconoscen-
za pet quanto hanno saputo programmare in un tempo relativamente breve.

Un sincero ringraziamento rivolgo agli Enti organizzatori, qui rappresen-
tanti dal prof. Gualandi, direttore dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale
della Lombardia ¢ dell’Emilia e dal dott, Pecorelli, Segretario Generale della
benemerita Fondazione Iniziative Zooprofilattiche e Zootecniche e della Scuola
per la ricerca scientifica di Brescia.

Un particolare saluto e un ringraziamento esprimo infine agli illustri
Relatori, ai Colleghi delle Universitd italiane, ai rappresentanti delle Societd
degli Allevatorf ¢ a voi tutti che intervenendo cosi numerosi rendete testimo-
nianza dell’interesse dell’argomento in discussione.

L’immunogenetica & scienza relativamente giovane ed in continuo, rapi-
do sviluppo, essa ha fini applicativi particolarmente interessanti ed importanti
per noi Veterinari. I! suo scopo fondamentale, in campo zootecnico, & quello
di utilizzare le risorse genetiche delle popolazioni animali per migliorarne
Vefficienza produttiva tenendo anche presenti gli aspetti igienico-sanitari.

La S.LS.VET. ha ritenuto opportunc programmare questa giornata di stu-
dio su un argomento di sicuro interesse proprio per fornire utili indicazioni
agli allevatori e per prospettate ai giovani ricercatori nuove vie da percorrere.
Mi auguro percid che guanto emergerd dalle relazioni e dalla discussione possa
essere proficuo per tutti.

Pror. A. GoseTTO






INTRODUZIONE DEL MODERATORE

Negli ultimi 30 anni si & sviluppata una linea di ricerca nel set-
tore zootecnico sui cosiddetti caratteri immunologici e pitt tardi
elettroforetici, delle tecniche del loro rilevamento, che dapprima vi-
sta con una certa diffidenza dalla zootecnia tradizionale, si & andata
sempre piti affermando.

Nel settore didattico, pet la peculiarith delle tecniche utilizzate,
per la specificitd dell’approccio di studio nell’ambito della disciplina
madre la «genetica» si & sviluppata sempre con maggiore autohomia
il capitolo dell'immunogenetica che, debitamente mirata a taluni
obiettivi, si & riconosciuta in alcuni corsi di laurea, disciplina ne-
cessaria di autonomo insegnamento.

Si sono cosl istituite le prime cattedre di Immunogenetica Zoo-
tecnica che in Italia si sono affermate nelle Facoltd dove la ricerca
zootecnica si rifd pitt specificamente ad indagini ad indirizzo biolo-
gico generale. .

L’incontro di oggi ha lo scopo di presentare al mondo operati-
vo veterinatio e zootecnico, attraverso il dibattito di pitt competen-
ze, come la ricerca sul cosiddetto marcatore genetico rilevato con
tecniche di tipo immunologico, elettroforetico e biologico similari
abbia consentito di operare nella pratica della produzione animale
e quali prospettive di ricaduta si possano intravedere nel futuro.

Pror. G. RogNONI

(Istituto di Zootecnia - Facoltd di Medicina
Veterinaria, Universitd di Milano)
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Atti della Giornata di studio su:
Immunogenetica animale

Scuola per la Ricerca Scientifica - Brescia, 20 Maggio 1983 '

G. Porr *

LA RISPOSTA IMMUNITARIA

A

1l ruolo fondamentale del sistema immunitario & quello di pre-
servare Dintegritd dell’organismo dai tentativi di invasione opetati
continuamente dai microrganismi e dall’aggressione provocata da-
gli agenti chimici.

Le molecole che sono riconosciute dall’ospite come estranee ven-
gono chiamate «antigeni». La presenza di qualunque antigene nei
tessuti ed organi rappresenta un pericolo per la omeostasi dell’orga-
nismo stesso ed & appunto il sistema immunitatio che & deputato
alla difesa verso questo insulto. Per operare in questo senso, l'orga-
nismo ha sviluppato divrsi sistemi che possono anche intervenire
contemporaneamente e le cui finalitd molteplici includono: I'asporta-
zione dell'antigene dai tessuti, la neutralizzazione di agenti infettan-
ti e di molecole biologicamente attive e la lisi delle cellule estrance.

Le cellule della risposta immunitaria .

La cellula cardine che & predisposta a svolgere il ruolo principale
nella risposta immunitaria & il «linfocita». Questa cellula, che & mo-
bile e circola in tutti i tessuti ed organi dell’organismo, & pronta ad
intervenire in difesa dell’ospite contro infezioni ovunque si realiz-
zino. Non & perd la cellula piti aggtessiva (i neutrofili ed i macrofagi
sono infatti gli elementi pili efficienti nell’eliminare gli antigeni), ma
d’altra parte & l'unico elemento che ha la capacitd intrinseca di 1i-
conoscere specificamente un antigene come «estraneo» (nof self),

* Jstituto di Microbiologia . ¢ Immunologia Veterinaria - Universitd di Milano.
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ciod come qualche cosa non appartenente all'ospite ed & quindi in
grado di innescare quei meccanismi che porteranno poi alla elimi-
nazione dell’elemento invasore.

Per queste stesse caratteristiche, il linfocita & in grado di rico-
noscere le componenti dei tessuti dell’ospite come «self» o «propries
e quindi fa si che tutti i meccanismi del sistema immunitario riman-
gano sempre funzionanti, ma areattivi verso l'ospite stesso. Questa
abilita a distinguere il «not self» dal «self» e ciod le sostanze estra-
nee e potenzialmente pericolose delle componenti tissutali dell’or-
ganismo stesso & una caratteristica essenziale ed esclusiva del lin-
focita; & cio il punto di partenza per ogni tipo di reattivitd immuno-
logica. ’

I1 riconoscimento dell’antigene ad opera del linfocita innesca una
serie di eventi che conducono alla distruzione e/o alla rimozione del-
Pagente patogeno. Inizialmente il linfocita va incontro ad alcune im-
ponenti alterazioni morfologiche: la sua dimensione aumenta marca-
tamente, quale diretta conseguenza dell’aumento della massa ‘cito-
plasmatica. 11 linfocita attivato, denominato «immunoblasto», pud
svolgere molte funzioni immunitarie, ma in genere necessita un’ul-
teriore differenziazione per realizzare la massima e completa risposta”
immunologica. - :

Le funzioni che tale cellula pud svolgere, dopo attivazione, sono
molteplici ed indirizzate a mettere due sistemi che interagiscono tra
loro e precisamente:

1) Limmunita umorale che si riferisce alla produzione degli an-
ticorpi, cioé¢ molecole glicoproteiche capaci di fissarsi all’antigene sti-
molatore. Pit precisamente, queste molecole vengono prodotte da-
gli stessi linfociti dopo essersi trasformati in plasmacellule.

2) L'immunita cellulo-mediata che si riferisce invece a quelle
funzioni operate dircttamente da cellule o da loro prodotti, diversi
perd dalle molecole anticorpali. Piti precisamente, determinati linfo-
citi non si differenziano in plasmacellule «anticorpo-secernenti» ma
partecipano direttamente alla distruzione dell’antigene. Quando per
esempio la sostanza estranea & una cellula, i linfociti attivati o altre
cellule attivate dai linfociti si fissano ad essa ed attraverso mecca-
nismi non ancora del tutto conosciuti sono capaci di distruggerla.
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Il rigetto dei trapianti di cute o di organi (es. teni) sono classici
esempi di una distruzione immunitaria cellulo-mediata.

Oltre al linfocita, cellula immunocompetente per eccellenza, al-
tri elementi cellulari, sia pur con diverse modalitd, vengono impie-
gati nella risposta immunologica dell’organismo e precisamente:

— il granulocita neutrofilo, che esercita prevalentemente una
funzione linfocitaria nei confronti degli antigeni.

— Il granulocita eosinofilo, che esercita pure una funzione fago-
citaria con predilezione perd per quei complessi antigene-anticorpo
che compaiono nel corso di malattie allergiche, nelle parassitosi e
nella ipetsensibilitd da farmaci.

— La mast-zelle ed il granulocita basofilo, che si differenziano
soprattutto perché la prima non & circolante, esplicano funzioni si-
mili: posseggono recettori specifici per la porzione Fc della mole-
cola anticorpale IgE e la legano cosi alla loro superficie. Sono re-
lattie da immunocomplessi.

— La plasmacellula, che come gid detto rappresenta un partico-
lare stadio funzionale di alcune classi di linfociti, & la principale
produttrice di immunoglobuline e quindi di anticorpi di tipo solu-
bile.
— Il macrofago, che, sebbene agisca in modo non specifico, rap-
presenta un altro elemento cardine della risposta immunitaria. Que-
sta cellula, che deriva dal monocita del sangue circolante dopo il
suo passaggio nei tessuti, & capace di almeno tre attivitd correlate ai
fenomeni immunitari: 1) rappresenta un potente fagocita e quindi
gioca un ruolo cruciale nella demolizione ed eliminazione delle so-
stanze estranee penetrate nell’organismo; 2) possiede una capacita
chemiotattica che la fa migrare attivamente nei- siti dove verra rea-
lizzata la reazione immunitaria; 3} pud esporre sulla sua superficie
gli antigeni i quali, se presentati in questo modo ai linfociti, diven-
gono fortemente immunogenici, ciot sono pilt idonei a stimolare la
risposta immunitaria del linfocita. Gli antigeni che invece stuggono a
questo «trattamentos operato dal macrofago, stimolano solo blan-
damente o per nulla la risposta immunitaria.

Il macrofago per essere efficiente deve perd a sua volta venire
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attivato dai fattori solubili liberati dai linfociti al loro incontro e
riconoscimento dell’antigene: questo fenomeno, come vedremo, le-
ga la fagocitosi macrofagica alla risposta immunitaria del linfocita.

Compartimentazione anatomo-funzionale del sistema immunitario:
linfociti B e linfociti T

Tra i due complessi universi della «immunitd umorale» e della
«immunitd cellulo-mediata» vi & una ben precisa compartimentazio-
ne anatomica: vi sono infatti due distinti organi linfoidi centrali che
sono tesponsabili dello sviluppo e mantenimento di due diverse
popolazioni di linfociti. Pilt in particolare, il timo & l'organo respon-
sabile dei linfociti coinvolti nella immunitd cellulo-mediata, mentre
Porgano linfoide centrale implicato nel controllo dei linfociti che se-
cernono anticorpi & rappresentato, nei volatili, dalla borsa di Fa-
btizio e nei mammiferi da una struttura borsa-equivalente (tonsille
palatine, apparato linfatico oro-faringeo, appendice, altto).

Si riconoscono quindi due distinte famiglie di linfociti presenti
nel sangue, nei linfonodi, nella milza e nei tessuti linfoidi: gli uni
che derivano dalla borsa di Fabtizio o da una struttura borsa-equi-
valente e per questo denominati «linfociti B» e gli altri che deri-
vano dal timo e quindi denominati «linfociti T».

-

Markers di superficie dei linfociti B ¢ T

I linfociti B non possono venire distinti, per lo meno al mi-
croscopio ottico o al microscopio elettronico a trasmissione, dai lin-
fociti T.

D’altra parte sulla superficie dei linfociti B sono state messe in
evidenza delle immunoglobuline che non paiono invece rilevabili sul-
la superficie dei linfociti T. Pitt precisamente si & osservato che il
linfocita B maturo, a riposo, veicola sulla sua superficie delle im-
munoglobuline di una determinata classe anticorpale, specifiche per
un determinato antigene, per cui solo quest’ultimo viene riconosciuto
da tale linfocita mentre tutti gli altri antigeni vengono ignorati.

16



In termini di popolazioni di cellule B possiamo quindi avere
cellule con IgG sulla loro superficie, altre cellule con IgA ed altre
ancora con IgM o IgD o IgE.

Oltre alle immunoglobuline, che rappresentano quindi i pit ca-
ratteristici markers di superficie, i linfociti B veicolano altri markers
di membrana quali dei particolari recettori per la terza componente
attivata del completamento ed altri per la porzione Fc delle immu-
noglobuline.

Diverse sono invece le caratteristiche dei markers di superficie
che ci consentono di riconoscere i linfociti T.

Gia si & accennato ai dubbi sullesistenza di immunoglobuline di
superficie sulle cellule T. La cosa certa & che se i linfociti T posseg-
gono immunoglobuline di superficie (es. IgT), queste sono sicura-
mente in numero limitato e comunque non tali da poter essere
evidenziate mediante le tecniche di immunofluorescenza che si im-
piegano per riconoscere le immunoglobuline presenti sulle cellute B.

N

L’identificazione dei linfociti T nel topo & stata invece molto
facilitata dalla scoperta di un antigene di superficie delle cellule T,
denominato theia .

Nelle altre specie animali, non & ancora stato definito compiu-
tamente un equivalente dell’antigene @ del topo. Vi & comunque
un metodo che permette un rapido riconoscimento dei linfociti T
umani e bovini, soprattutto nel sangue: le cellule T dell'uvomo e del
bovino posseggono infatti la propriety di aderire agli eritrociti di
pecora (per il bovino & necessario un pre-trattamento con neurami-
dasi) e quindi, quando una sospensione di cellule del sangue peri-
ferico viene mescolata con una sospensione di tali eritrociti, si os-
serva che circa il 50-609 (nei bovini il 35-40%) dei linfociti sono
‘circondati da un certo numero di emazie a formare delle tipiche
«rosette».

Innesco dei linfociti B per la produzione anticorpale

Ancor prima che fosse riconosciuta fa distinzione tra cellule B e
T, la teoria della selezione clonare di Burnett aveva ipotizzato che un
linfocita destinato alla produzione di anticorpi fosse predeterminato
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a riconoscere ed a rispondere ad un pumero ben limitato di antige-
ni. Oggi si ritiene addirittura che una determinata cellula B possa
riconoscere solo un determinante antigenico e perdipilt possa rispon-
dere producendo anticorpi solo di una determinata classe di immu-
noglobuline,

Come avviene questo processo di riconoscimento dell’antige-
ne? B gia stato detto che il linfocita B maturo, a riposo, possiede
sulla sua superficie delle immunoglobuline, di una determinata clas-
se, specifiche per un particolare antigene, per cui solo quest’ultimo
viene riconosciuto da tale linfocita mentre tutti gli aleri antigeni
' vengono ignorati.

Questo significa che una cellula B, anche prima di venire atti-
vata dall’antigene, possiede sulla sua membrana esterna un piccolo
«campione» di quegli anticorpi che sard poi in grado di produrre.

Queste immunoglobuline di superficie dei linfociti B sono di-
stribuite in modo piuttosto diffuso sulla membrana linfocitaria e,
parimenti ad altre proteine localizzate sulla membrana citoplasma-
tica «semi-fluida», sono presenti come «isole di proteine in un ma-
re di lipidi» e sono quindi mobili entro lo spessore della membra-
na stessa.

Questo evento pud essere dimostrato chiaramente impiegando
la misroscopia a fluorescenza: le cellule B, a riposo, presentano le
loro immunoglobuline di superficie in forma diffusa o ad anello;
quando vengono perd a contatto con l'appropriato antigene si riu-
niscono prima in ammassi e quindi si muovono a formare un cap-
pello («cap») sopra lapparato del Golgi. Dopo questo evento il
cappello pud venire inglobato oppure liberato dalla cellula o ancora
possono realizzarsi entrambi i fenomeni. Si avvia in questo modo la
trasformazione del linfocita che porterd alla divisione mitotica e,
finalmente, alla sintesi degli anticorpi.

Il ruolo dei macrofagi nella produzione anticorpale

Da molto tempo ormai & noto il coinvolgimento del macrofagi
nella produzione degli anticorpi, ma il meccanismo d’azione non ¢
ancora ben chiaro. Si & pensato ad un intervento dei macrofagi che
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digerirebbero gli antigeni complessi in modo da renderli «palatabili»
pet le cellule B. O ancora, dopo ingestione dell’antigene, i macro-
fagi sintetizzerebbero un particolare tipo di RNA informatore che,
unito o non all’antigene, verrebbe trasferito ai linfociti B competen-
ti per l'innesco della produzione anticorpale.

Comunque sia ¢ la membrana di superficie del macrofago che
gioca il ruolo principale; infatti un antigene, quando & associato alla
membrana di superficie del macrofago, si dimostra altamente immu-
nogenico per i linfociti. E chiaro che Pinterazione tra I'antigene, il
linfocita T ed il macrofago rappresenta un sistema efficacissimo per
innescare il linfocita B. D’altra parte gli antigeni T-indipendenti,
che non necessitano cioé aiuto dai linfociti T, non hanno neppure
bsogno dell’intervento dei macrofagi. Quindi tale situazione pud es-
sere generalizzata nei seguenti termini: gli antigeni T-dipendenti coin-
volgono tre tipi di cellule (linfociti T, macrofagi e linfociti B); men-
tre gli anitgeni T-indipendenti coinvolgeno solo un tipo cellulare (i
linfociti B).

Linfociti T e immunita cellulo-mediata

La possibilitd di distruggere cellule bersaglio, sulla cui superfi-
cie sia presente una sufficiente quantitd di antigene specifico, costi-
tuisce ld pitt tipica manifestazione delle reazioni della immunita
cellulare. Questi fenomeni diretti contro singole cellule o tessuti
(citotossicitd) si realizzano attraverso meccanismi diversi, non esclu-
sivi dei linfociti T, ma che coinvolgono altri elementi cellulari.

Piti precisamente, il linfocita T, attivato dall’antigene specifico,
pud esplicare fenomeni di citotossicitd aderendo dircttamente alla
cellula bersaglio e provocandone la lisi, oppure «armando», con i
suoi stessi recettori per ’antigene, i macrofagi che divengono quin-
di capaci di individuare il bersaglio specifico e di distruggerlo. An-
cora, il linfocita pud intervenire, nei confronti dell’elemento da
distruggere attraverso particolari prodotti solubili che sintetizza ra-
pidamente dopo ativazione e che vengono nel loro insieme chiamati
«linfochine» o «mediatori dell’immunita cellulo-mediata».

Le linfochine sinora individuate sono molte ma poiché per la
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maggior parte di esse non sono ancora note le caratteristiche fisico-
chimiche, Ia loro definizione e classificazione & basata esclusivamente
sulle loro attivitd biologiche, per lo pilt evidenziabili iz vitro.

Tra le linfochine piti studiate ricordiamo:

1) il macrophage inbibitory factor (MIF), che inibisce la mi-
grazione dei macrofagi e che si identifica anche con il macrophage
activating factor (MAF), che attiva il macrofago potenziandone la
capacitd fagocitaria;

2) le linfocitotossine che distruggono direttamente le cellule ber-
saglio;

3) i fattori che attivano i linfociti inducendoli a proliferare ed a
blastizzare;

4) i fattori chemiotattici, che richiamano nel sito in cui si rea-
lizza la reazione verso l'antigene sia i macrofagi, sia i leucociti, sia
gli eosinofili;

5) il leukocyte inhibitory factor (LIF) che inibisce la migrazione
dei ‘leucociti;

6) Dinterferone, sostanza che blocca specificamente la replica-
zione dei virus;

7) il transfer factor che conferisce ai linfociti non attivati una
rapida e specifica sensibilizzazione verso ’antigene che ne ha sti-
molato Ia produzione (questo prodotto non viene perd liberato
spontaneamente ma. pud essere estratto dai linfociti attivati).

Vanno infine ricordati, tra i fenomeni di citotossicitd, quelli me-
diati dalle cosiddette cellule «killers (X).

Queste cellule, che posseggono caratteri morfologici simili ai
linfociti ma che non si identificano in nessuna delle popolazioni si-
nora descritte, sono capaci di attaccare e distruggere qualunque cel-
lula betsaglio su cui abbiano aderito specificamente degli anticorpi di
tipo IgG, diretti verso antigeni di superficie. Il loro ruolo nelle
reazioni immunologiche & ancora tutto da chiarire; di sicuro & stato
osservato che agiscono contro qualunque bersaglioc e non necessi-
tano quindi di stimoli antigenici specifici (da questo intervento «cie-
co» & derivato il singolare nome che & stato loro attribuito).
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GENETICA DELLA FORMAZIONE DEGLI ANTICORPI

Le immunoglobuline (Ig) sono una famiglia di proteine caratte-
rizzate da una estrema eterogene1ta sia funzionale per quando riguar-
da Pattivitd anticorpo sia strutturale per quanto riguarda le caratte-
ristiche fisico-chimiche (peso molecolare, struttura primaria) (Ceppel-
lini, 1967; Putnam; 1977; Carbonara e De Marchi, 1978). Se da
una parte questa estrema eterogeneitd ha rappresentato la maggior
difficolta per gli studi biochimici e genetici, dall’altra essa costituisce
uno dei problemi di maggior interesse biclogico. nella genetica degli
eucarioti. Storicamente questa difficoltd & stata evitata analizzando
le proteine omogenee prodotte da cloni plasmacellulari neoplastici.
-Riassumeremo in breve i dati di base che hanno contribuito a defi-
nire il sistema delle immunoglobuline per poi esporre i recenti svi-
luppi della genetica molecolare che hanno ulteriormente sottolineato
il peculiare interesse del sistema.

Il modello molecolare di base, comune a tutte le Ig, & quelIo di
una struttura tetramerica con due catene pesanti (H) e due catene
leggere (L) unite da ponti disulfuro. Sia le catene H sia Je catene L
sono composte da una sequenza N-terminale variabile (V) e da una
porzione C-terminale costante (C). L’eterogeneitd delle Ig & stata in-
quadrata in tre categorie. Le prime due, isotipica e allotipica sono a
carico delle regioni C e risultano rispettivamente: D’eterogeneiti iso-
tipica dall’esistenza del genoma di ogni individuo di diversi loci
per ogni classe di catene H (u, al, 92, v1, ¥2, v3, v4, ¢, 8) e per
ogni tipo di catene L (%, 21 e A2); e l'eterogeneita allotipica dal po-
limorfistno genetico dei vari loci (gruppi Gm per i loci gamma, Am
per i loci alfa ed Km per i locus K) {(Van Loghem, 1978).

* Istituto di Genetica Medica, Universita di Torino.
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I terzo livello di eterogeneita, detta idiotipica, riguarda le re-
gioni V e deriva dalla diversa sequenza aminoacida nei siti combina-
tori di anticorpi con diversa specificitd antigenica {regioni ipervaria-
bili). Questi tre livelli contribuiscono diversamente alla eterogenei-
tad complessiva delle Ig: calcolando Desistenza di un minimo di 9
loci H e 3 loci L, clascuno con due varianti alleliche, ed ammettendo
la combinazione di qualunque catena H con qualunque catena L,
si pud facilmente calcolare che il numero delle possibili varianti iso-
tipiche di Ig & di 27, quello delle varianti allotipiche di 270; consi-
derando invece I'eterogeneitd idiotipica si stima che possano esistere
circa 107 diverse molecole di Ig con diverse specificita anticorpo.

Le regioni C e V, pur appartenendo alla stessa catena polipepti-
dica, sono sotto separato controllo genetico. Le basi di questa teoria,
contraria al precedente dogma «un gene - una catena polipeptidica»,
consistevano inizialmente in una seric di osservazioni indirette (ri-
scontro nello stesso clone plasmacellulare di identiche sequenze V
integrate con diverse sequenze C, mielomi biclonali con identico idio-
tipo, etc.), e sono state ampiamente confermate dalla analisi diretta
a livello del DNA come vedremo piti avanti.

L’organizzazione genomica dei geni delle Ig consiste in tre «super-
geni», uno per le catene H, uno per le catene % ed uno per le catene A,
localizzati su diversi autosomi. Ogni supergene comprende un insie-
me di vari loci C strettamente associati (come dimostrato dal linkage
dei marcatori allotipici Gm, Am) e separatamente un insieme di ge-
ni V. Il numero esatto dei geni V non & stato precisato né dai dati
immunologici né dai dati di genetica formale, ma sicuramente deve
almeno corrispondere al numero di isotipi V (chiamati gruppi o sotto-
gruppi) riconoscibili in base ai residui facenti parte della regione V,
ma non compresi nella regione ipervariabile. La diversitd di queste
ultime poteva essere variamente spiegata o sulla base di mutazioni
somatiche a pattire da un numero limitato di geni V (teoria delle
mutazioni somatiche) o ammettendo un repertorio molto elevato di
geni V trasmessi ereditariamente (teoria della linea germinale) (Au-
tori vari, 1977; Hood e Talmage, 1970; Jerne, 1971).

La possibilitd di approfondire gli studi di questa problematica
tanto complessa e di dirimere le controverse interpretazioni genetiche
sulla diversitd degli anticorpi & stata offerta dalle nuove tecnologie
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della genetica molecolare. Esse sono legate soprattutto allo sviluppo
di tecniche quali:

i) digestione del DNA con endonucleasi di restrizione, ciod en-
zimi capaci di scindere il DNA a livello di specifiche sequenze nucleo-
tidiche con la formazione di frammenti di variabile lunghezza; que-
sti possono essere separati mediante elettroforesi su agaroso e rico-
nosciuti medjante I'ibridazione con probes radioattivi;

ii) la clonazione di queste sequenze nucleotidiche mediante I'in-
serzione in adatti vettori come fagi o plasmidi con tecniche di inge-
gneria genetica; diventa cosl possibile la sintesi di grandi quantitd di
tratti di genoma identici tra loro e disponibili per analisi di sequenze.
Inoltre, come per lo studio di prodotti genici, anche lo studio a li-
vello del DNA si & servito di materiale omogeneo ottenuto da singoli
cloni plasmacellulari neoplastici. L’importanza di questo & essenziale
in quanto, come vedremo, la differenziazione clonare delle plasmacel-
lule non & limitata alla espressione selettiva del gene, ma comporta
il loro riarrangiamento fisico a livello del DNA durante le varie fasi
della differenziazione cellulare.

Schematicamente 1 principali problerm affrontati dalla genetica
molecolare delle Ig sono:

a) L’integrazione dei geni V e C sia per le catene 1. che per le ca-
tene H.

b) L’esclusione allelica, ciot la selettiva attivazione in un clone pla-
smacellulare di uno solo degli alleli in un supergene H ed in un
supergene L (esclusione allelica propriamente detta) e di uno solo
dei vari isotipi (esclusione isotipica).

¢) T riarrangiamenti a livello del DNA ¢ del mRNA durante i di-
versi stadi della differenziazione del clone plasmacellulare: dal
linfocita pre-B (che sintetizza solo catene 1+ monomeriche) allo
stadio di linfocita B maturo (con IgM e IgD di membrana) fino
alla espressione sequenziale dei diversi isotipi (il cosiddetto switch
da IgM ad IgG, IgA, etc.).

d) La problematica sulla origine somatica o germipale della diver-
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sitd degli anticorpi mediante valutazione del numero dei geni V
per corredo aploide.

L’integrazione det geni C e V

La prima dimostrazione sperimentale della integrazione dei ge-
ni C e V fu ottenuta nel 1976 da Tonegawa et al. per le catene
lambda del topo, confrontando i frammenti di restrizione ottenuti
da DNA embrionale ¢ DNA di un micloma plasmacellulare IgG
lambda. Per riconoscere la localizzazione dei geni VA e Ch furono
usati come probes I'mRNA specifico per la catena leggera isolato dal
citoplasma del mieloma o cDNA cotrispondenti ai soli tratti V e C
della stessa catena. I risultati dimostravano chiaramente che nel
DNA embrionale i geni Ck ¢ VA erano localizzati in due diversi fram-
menti di restrizione, mentre nel DNA del mieloma veniva riscon-
trato un nuovo frammento di restrizione contenente sia il gene Ch
che VA. Successivamente gli stessi dati vennero confermati per i
‘supergeni K ed H sia nel topo che nell'vomo (Autori vari, 1981
a, b). :

L'interpretazione di questa fondamentale osservazione & che la
differenziazione di un clone plasmacellulare a livello del supergene
H e di uno dei due supergeni K o L comporta un evento di ricombi-
nazione somatica mediante il quale un determinato gene V viene
integrato con il corrispondente gene C.

Le conseguenze della traslocazione V1C sono duplici:

a - La cellula acquisisce la capacitd di sintetizzare Ig grazie alla
formazione di due nuovi geni VC complessi (uno per la catena H
ed uno per la catena L) che, trascritti in mRNA, sono espressi come
catene H e catene L. '

b - Il nuovo assetto VC viene trasmesso per mitosi a tutte le
cellule derivanti dalla capostipite in cui & avvenuta la ricombinazio-
ne dando cosi origine ad un clone; questo sard caratterizzato-rispet-
to agli altri cloni plasmacellulari, dall’espressione di un determinato
gene Vi e di un determinato gene Vi che lo rendono unico e ne de-
terminano la specificitd anticorpale ed idiotipica.
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Ulteriori indagini, espletate mediante metodologie del DNA ri-
combinante, hanno fornito la sequenza nucleotidica dei segmenti di
DNA che codificano per i tratti V e C e delle sequenze ad essi adia-
centi consentendo di dedurre anche i meccanismi molecolari della in-
tegrazione (Autori vari, 1981a, 1981b; Black et al., 1978; Sakano
et al., 1980). I dati ottenuti hanno dimostrato che in realtd nei tre
supergeni la sequenza V & controllata da pil categorie di segmenti
nucleotidici (Vk e Jk per le catene K; VA e J per le catene ; Vu, Du e
Ju per le catene Hj che nel DNA embrionale sono tra loro separati,
mentre nel DNA plasmacellulare sono contigui a formare una unica
sequenza V in prossimitid della sequenza C. La sequenza intron di
circa 1000 nucleotidi che separa i geni V] o VDJ dal gene C viene
trascritta e successivamente rimossa dal mNRA (processo detto
splicing). ‘

La formazione del gene V completo avviene attraverso una tra-
slocazione sito-specifica guidata da precise sequenze nucleotidiche.
Una caratteristica essenziale del processo & la possibilitd di moltepli-
c¢i combinazioni tra uno qualunque dei geni V' ed uno qualunque
dei geni J contribuendo in parte alla diversitd del prodotto finale.
Una ulteriore variabilitd pud originare pel punto di unione tra i vari
segmenti anche se limitatamente alla terza regione ipervariabile.

Lesclusione allelica

Una delle caratteristiche pitt importanti di ogni clone plasmacel-
Tulare & la sintesi di Ig omogenee ,ciod composte da un unico tipo di
catene H e catene L. Questo risultato deriva dalla attivazione in ogni
cellula di uno solo degli alleli del supergene H e del supergene L,
fenomeno denominato esclusione allelica. Ad esempio un individuo
eterozigote Gm®/Gm' per il locus A1 risulta un mosaico, ciod pos-
siede cloni plasmacellulari (Gm (f). Questa modalitd di espressione &
peculiare dei geni Ig e pud essere paragonata solo con l'inattivazione
del cromosoma X nella femmina, anche se le basi molecolari ed il
significato biologico dei due fenomeni sono probabilmente diversi.

E risultato che molteplici meccanismi molecolari sono responsabi-
li della esclusione allelica (Coleclough et al., 1981; Joho and
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Weissman, 1980; Perry et al., 1980). Uno dei pitt semplici & rap-
presentato dalla traslocazione V] e VDJ limitata ad uno solo. dei su-
pergeni, rispettivamente L ed H. Questa situazione & stata osservata
in linfociti B normali, nei quali & ancora presente una significativa
aliquota (circa il 50% del DNA nell’assetto embrionale non riarran-
giato e corrispondente al supergene non espresso sul cromosoma omo-
logo. Altri meccanismi pitt complessi sono stati riscontrati sia in mie-
lomi che plasmacellule normali caratterizzati dalla presenza del riar-
rangiamento su entrambi i cromosomi omologhi. Tuttavia in questi
casi & stato dimostrato che solo il supergene espresso presenta un
riarrangiamento cortetto, mentre il supergene omologo ha subito una
traslocazione aberrante con un assetto genico che per diversi motivi
non pud essere espresso. Tra i possibili assetti non produttivi sono
state riscontrate traslocazioni frame-shift, delezioni di sequenze se-
gnale, traslocazioni incomplete (per esempio solo VD o solo DJ).

La differenziazione del clone plasmacellulare

I’integrazione dei geni V e C rappresenta sicuramente l'evento
fondamentale ed indispensabile per la sintesi delle catene immuno-
globuliniche. Si sa oggi che essa non & simultanea a livello dei tre
supergeni, ma avviene secondo una successione che condiziona il
caratteristico fenotipo dei vari stadi maturativi dal pre-B linfocita
“alla plasmacellula matura sia prima che dopo lo stimolo antigenico. In

un primo tempo la traslocazione interessa il supergene H con la for-
mazione del complesso VD] e la sua integrazione con il gene Cu.
Questo evento & seguito dalla comparsa nel citoplasma di molecole ©
isolate. Segue la traslocazione VC su uno dei supergeni L, la sintesi
di catene leggere e I'assemblaggio di molecole complete wl. mono-
meriche (Autori vari, 1981 a, b).
I passi successivi della differenziazione consistono:

i - nella inserzione delle molecole IgM a livello della membrana
cellulare insieme alle IgD;

ii - nella secrezione di IgM 195 e/o IgD;
iii - il cosiddetto switch del clone da IgM a IgG o IgA.
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Queste fasi successive avvengono attraverso meccanismi moleco-
lari diversi: le fasi 7 ed i sembrano controllate da processi di regola-
zione post-trascrizionali in cui un mRNA policistronico della cate-
na H pud generare quattro prodoti genici diversi IgH e/o IgD di
membrana efo secrete, con lo stesso idiotipo, grazie allintervento
di processi di splicing differenziali,

La fase i al contrario comporta rimaneggiamenti a livello del
DNA successivi e distinti dalla traslocazione VDJ. In breve si passa
da una sequenza nucleotidica VDJ-intron-Cit ad una VDJ-intron-Cy
mediante delezione dell’intero tratto del DNA compreso tra I'intron
che precede Cu fino all’intron che precede Cy (Rabbitts et al., 1980;
Autori vari, 1981a, 1981b). Particolare significativo, questa dele-
zione sembra interessare entrambi i supergeni, sia quello funzional-
mente riarrangiato, sia quello non espresso.

Origine della «diversitd degli anticorpis

Come ultimo argomento, ma non il menc impor'tante, esamine-
remo i contributi della genetica molecolare nella problematica piti
dibattuta della immunologia, cioé quella relativa alla diversita degl
anticorpi. Attualmente, sulla base di numerosi risultati sperimentali,
il problema non & piu se sia valida la teoria germinale o quella so-
matica, ma in che misura ed a quale livello questi due meccanismi,
dimostrati entrambi operanti, contribuiscono al repertoric comples-
sivo delle specificita anticorpali.

Come abbiamo gid visto la traslocazione V] e VD] generano,
grazie alle molteplici possibilitd combinatorie, una notevole varia-
bilitd delle regioni Vi e Vi soprattutto a livello della terza regione
ipervariabile. A questo dato rimane’da aggiungere I'informazione del
numero dei geni V trasmessi ereditariamente.

Impiegando in esperimenti di idridazione probes contenenti un
gene V embrionale Rabbits ¢ coll. nel laboratorio di Cambridge
(Rabbitts et al., 1980; Autori vari, 1981a, 1981b) hanno valutato in
circa 15 o 20 il numero dei geni V presenti nel corredo aploide sia
per il supergene K 7-10 geni Vw per ogni sottogruppo per un nume-
ro complessivo di 200 geni.
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Queste dimensioni relativamente elevate del repertorio V pre-
sente nlela linea germinale sono in accordo con il numero.di specifi-
cita ioditipiche trasmesse ereditariamente e potrebbero giustificare una
ampia parte del repertorio complessivo (220 geni Vk x Jx = 1000;
1000 geni Vk x 1000 geni Vi = 10° specificitd anticorpali). Su
questa base sicuramente si aggiunge un’ulteriore variabilitd derivan-
te da mutazioni somatiche che interesserebbero il genoma riarrangjato
dei linfociti B nella amplificazione e differenziazione successiva allo
stimolo antigenico. Dati preliminari di diversi laboratori concordano
nel riscontro di mutazioni puntiformi localizzate preferenzialmente
nel gene V e nelle sequenze ad esso adiacenti di ibridomi secernenti
I1gG (Bothwell et al., 1981; Gearhart et al., 1981).
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ANTICORPI MONOCLONALL.
PROPRIETA’ E POSSIBILI APPLICAZIONI
IN CAMPO VETERINARIO

Introduzione

La risposta anticorpale di un organismo & estremamente etero-
genea. Nella milza di un topo o di un vomo esiste forse un milione
(o pit) di cloni diversi di linfociti B, da cui derivano le plasmacel-
lule. Ciascun clone sviluppa la capacita di produrre anticorpi in grado
di riconoscere un solo determinante antigenico. Questa & l'idea cen-
trale della teoria della selezione clonale sull’origine degli anticorpi.
Quando si inietta un antigene, I'animale reagisce producendo anti-
corpi diversi diretti cotro i diversi determinanti antigeni: presenti
su di un singolo antigene, Ma produce anche anticorpi differenti (per
proprietd biochimiche e fisiclogiche) contro uno stesso determinante
antigenico .Kohler (1976) ha accertato che un singolo topo ¢ in gra-
do di produrre 43 diversi tipi di anticorpi contro un singolo deter-
minante antigenico della P-galattosidasi e 1.200 diversi tipi di anti-
corpi contro 'intera molecola della B-galattosidasi. In definitiva, I'im-
munizzazione, di norma, stimola una risposta policlonale (anche quan-

- do I'antigene & puro) e, di conseguenza, gli anticorpi prodotti in vivo
sono molto eterogenei.

i anticorpi monoclonali sono anticorpi prodotti da un singolo
clone di plasma-cellule: tutte le molecole anticorpali hanno la stessa
sequenza amino-acidica e quindi la stessa specificita ed affinita, Kohler
e Milstein (1975) dimostrarono che & possibile costruire un mieloma
ibrido — od ibridoma — in grado di formare anticorpi contro un an-

* Istituto di Produzione Animale - Facoltd di Agraria di Portici - Universitd di Napoli.
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tigene predeterminato. Essi fusero gli splenociti di un topo immu-
nizzato con eritrociti di pecora con una linea cellulare mielomatosa,
anch’essa di topo. Ciascuna cellula ibrida mostrd di avere ereditato
dalla linae parentale tumorale la capacita di crescere in coltura e dal
linfocita che aveva partecipato alla fusione 1a capacitd di produrre an-
ticorpi contro un singolo determinante antigenico (quello riconosciu-
to dal linfocita); in definitiva, ciog, di produrre anticorpi monoclonali.

La differenza fondamentale tra anticorpi prodotti da un ibridoma
ed anticorpi ottenuti da un animale immunizzato & chiara: i primi
rappresentano uno (ed uno solo) dei tanti anticorpi prodotti dal-
Panimale immunizzato.

Le cellule ibride possoo essere congelate (per essere utilizzate al
momento opportuno) e possono essere inoculate in topi singenici
dove formano tumori. Nel siero del fluido ascitico dei topi inoculati
si accumulano quantitd notevoli di anticorpi monoclonali (5-10 mg
per ml di fluido ascitico).

Nelle pagine seguenti sar3 delineato lo sviluppo della tecnologia
degli ibridomi, se ne illustreranno le proprietd ed alcune possibili
applicazioni nel campo veterinario.

La produzione degli anticorpi monoclonali

Gli ibridomi rappresentano certamente il metodo migliore per
la produzione di anticorpi monoclonali, ma non il primo, né I'unico
metodo. _

Il mieloma & un tumore derivato da una singola plasmacellula e
pertanto rappresenta un clone di cellule che producono anticorpi mo-
noclonali. Le proteine mielomatose hanno dato un contributo fonda-
mentale alla conoscenza della strutura e biosintesi delle immunoglobu-
line (Potter, 1972). La loro utilitd come fonte di anticorpi monoclo-
nali & perd molto modesta sia perché la loro specificitd non & pre-
determinabile sia perché alcune specie sono refrattarie alla induzione
di mielomi.

Alcuni autori (Stroberg et al., 1974; Zurawski et al., 1978) han-
no ottenuto anticorpi monoclonali da linfociti B trasformati con il vi-
rus SV40 od Epstein-Barr (EB). Le cellule trasformate secernono
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perd quantitd molto modeste di immunoglobuline e la trasformazio-
ne ¢ un fenomeno raro; in pit, il virus EB pud trasformare solo i
linfociti dei primati (Shulman e Kohler, 1979).

Quantitd-molto modeste di anticorpi monoclonali sono state ot-
tenute anche clonando linfociti B normali (cioé non trasformati) di
animali immunizzati (Eichmann, 1972).

_ La produzione di quantita illimitata di anticorpi monoclonali con

una specificitd predeterminata & possibile attraverso la produzione di
un ibridoma. Un topo ¢ immunizzato con I'antigene prescelto. Alla
fine dell'immunizzazione le cellule della milza (ricca di plasmacel-
lule che producono anticorpi specifici) vengono fuse con cellule mie-
lomatose (anche queste di origine murina) in presenza di polictilene
glicol. Le linee tumorali generalmente usate nella fusione sono «va-
rianti» che hanno perso la capaciti di produrre immunoglobuline
proprie (od almeno le catene pesanti di queste), per cui I'ibridoma
produce soltanto le immunoglobuline del linfocita che ha partecipato
alla fusione (cio¢ solo anticorpi specifici). Il prodotto della fusione vie-
ne distribuito in pozzetti contenenti terreno HAT (un terreno a cui
sono stati aggiunti ipoxantina, aminopterina, timidina). L’aminopte-
rina (A) blocca la via principale di sintesi delle basi puriniche e
pirimidiniche, La linea tumorale, ctesciuta in terreno che contiene
8-azaguanina, manca dell’enzima ipoxantina-guanina-fosforibosil tran-
sferasi (HGPRT) e pertanto, non potendo utilizzate la via alternati-
va di sintesi delle basi puriniche e pirimidiniche a partire dall’ipoxan-
tina (H) e dalla timidina (T), nel terreno HAT muore. L’altra popo-
lazione di cellule parentali (gli splenociti) muore anch’essa perché in-
capace di crescere in coltura. In definitiva, nel terreno HAT crescono
solo le cellule ibride: le cellule che hanno eteditato dagli splenociti
Penzima HGPRT e dalle cellule mielomatose la capacita di crescere
in coltura.

Alcune proprietd degli anticorpi monoclonali

Gli antisieri convenzionali sono miscugli molto complessi di an-
ticorpi appartenenti a classi differenti e con differenti proprieta fisio-
logiche. Essi sono spesso in grado di svolgere diverse funzioni con-
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temporaneamente: di fissare il complemento, per esempio, di preci-
pitare 'antigene o di agglutinarlo. Gli anticorpi monoclonali, a cau-
sa della loro estrema uniformitd, difficiimente sono altrettanto poli-
funzionali. Gli anticorpi secteti da un certo ibridoma possono funzio-
nare molto bene in un dosaggio radioimmunclogico (per esempio,
in virth della loto elevata affinitd) ma non funzionare affatto in un
test di citotossicitd (per esempio, perché di una classe che non fissa
il complemento). Oppure possono fissare bene il complemento, ma
non essere capaci di agglutinare I'antigene.

Gli anticorpi monoclonali, riconoscendo un solo determinante
antigenico, non possono formare un lattice abbastanza fitto da preci-
pitare, a meno che il determinante non sia presente pitt volte sulla
stessa molecola. Essi pertanto non possono essere impiegati nell’im-
munodiffusione doppia. Questo limite pud perd essere superato me-
scolando due anticorpi monoclonali specifici per due distinti siti an-
tigenici. :

Gli antisieri convenzionali normalmente sono polispecifici e pos-
sono — anzi il piti delle volte debbono — essere assorbiti. L’assor-
bimento & difficile (spesso insieme agli anticorpi indesiderati vengo-
no rimossi anche quelli utili) e causa una notevole diminuzione del
titolo dell’antisiero. Gli anticorpi monoclonali non richiedono alcun
assorbimento. Anche questa caratteristica deriva dalla loro peculiarita
di riconoscere un unico determinante.

Gli anticorpi monoclonali, al pari di quelli convenzionali, posso-
no perd manifestare una reazione crociata. Essa sta ad indicare che
lo stesso determinante (od uno molto simile) & presente sull’antige-
ne omologo e su quello eterologo. Gli anticorpi responsabili della
reazione crociata possono essere rimossi per assorbimento da un
antisiero convenzionale. Cid non & possibile nel caso degli anticorpi
monoclonali che non sono frazionabili (vedasi sopra),

Uno dei maggiori vantaggi certi dagli ibridomi & la possibilita
di ottenere anticorpi specifici per un singolo determinante, anche
quando I'antigene & molto complesso (una cellula, per esempio) op-
_pure non ¢ puro. La tecnica infatti offre la possibilita di clonare la
singola cellula ibrida e quindi di separare gli anticorpi diretti contro
il determinante che interessa da tutti gli altri.
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Applicazione degli anticorpi monoclonali nel campo veterinario

L'impatto della tecnologia degli ibridomi in medicina umana &
stato enorme. Marginale invece quello in campo veterinario e, pilt
in generale, delle produzioni animali, Si vogliono di seguito indi-
care alcune possibili applicazioni in questi settori.

I1 fenomeno del polimorfismo attualmente & oggetio di notevole
attenzione da parte dei genetisti animali (anche nel nostro Paese,
grazie all'importanza attribuitagli nell’ambito del progetto finalizzato
sulla «Difesa delle risorse genetiche degli animali in produzione zoo-
tecnica» (vedasi la relazione del prof. Rognoni a questo Convegno).

Gli anticorpi monoclonali possono essere applicati con successo
allo studio del polimorfismo antigenico. Molto significativi sono i
risultati ottenuti in questa direzione da Slaughter et al. (1980). La
fosfatasi alcalina placentare umana (ALPase) & sotto il controllo di
tre alleli (ALPp' - ALPp? - ALPp’), i cui prodotti (sei fenotipi) sono
elettroforeticamente distinguibili. Uno dei cloni contro 'ALPase (il
clone Sp 2/4) ha permesso di evidenziare differenze antigeniche in-
dividuali entro una stessa classe fenotipica: i 188 campioni indivi-
duali di tipo I, uniformi tra loro rispetto alla mobilita elettroforetica,
sono risultati invece eterogenei rispetto alla capacitd di legarsi agli
~anticorpi del clone Sp 2/4. In altre patole, gli anticorpi monoclonali
hanno messo in luce differenze alleliche che 1’elettroforesi non aveva
permesso di evidenziare: 14 dove ’elettroforesi indicava la presenza di
un unico allele (ALP'), gli anticorpi monoclonali hanno dimostrato la
esistenza di almeno due alleli ALPp' i quali sintetizzano enzimi che
hanno la stessa mobilitd elettroforetica ma differiscono rispetto alla
capacita di legarsi agli anticorpi del clone Sp 2/4. L’approccio utiliz-
zato da Slaughter et al. (1980) & ovyviamente estensibile a qualsiasi
proteina (enzimatica e non) ed a qualsiasi specie, il che ne estende
I'importanza anche al campo della immunogenetica animale. Esso
offre inoltre una prova della squisita specificita degli anticorpi mono-
clonali e della loro utilitd quando occotre evidenziare differenze an-
tigeniche minori tra proteine pet altro molto simili, quali sono quelle
prodotte da geni alleli.

La parassitologia ha tratto enorme vantaggio dalla tecnologia
degli ibridomi, sia sul versante della ricerca applicata (Mitchell et
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al., 1979; Mitchell et al., 1981; Craig et al., 1980) che su quello
della ricerca teotica (Pearson e Anderson, 1980). I risultati pitt si-
gnificativi riguardano:

a) la produzione di ibridomi ‘funzionali’ contro il P. (Plasmodium)
bergheii (Yoshida et al., 1980), P. Yoeli (Freeman et al., 1980), P.
knowlesi (Cochrane et al., 1982), P. falciparum (Perrin et al., 1981);
di ibridomi cioé capaci di proteggere l'ospite (il topo nel caso del
P. berghii € P. yoeli e la scimmia rhesus nel caso del P. krnowlesi) o
di inibire la crescita in vitro del parassita (come nel caso della forma
eritrocitica del P. falciparum).

b) La possibilita di distinguere spécie molto vicine tra loro, quali
la L. (Leishmania) mexicana e L. brasilensis (McMahon-Pratt et al.,
1982).

o) La immunodiagnosi delle infezioni da Schistosoma japonicum
(Mitchell et al., 1981).

La parassitologia veterinaria, sulla scia dei risultati sopra deli-
neati, potrebbe servirsi degli anticorpi monoclonali: per individuare
gli antigeni del parassita che conferiscono protezione all’ospite; per
identificare il DNA clonato del parassita {cio& come ‘tecnologia di sup-
: porto’ per la produzione di vaccini mediante DNA ricombinante);
per distinguere specie vicine; per la immunodiagnosi delle infezioni
da parassiti; per localizzare specifici siti antigenici sulla superficie del
parassita e delinearne Parchitettura.

La tipizzazione del sangue attualmente & limitata ai soli bovini,
ma si sta considerando di estenderla anche ad altre specie. Reagenti
emodiagnostici monoclonali avrebbero il vantaggio, proprio degli an-
ticorpi monoclonali, di essere disponibili in quantitad illimitata e di
non richedere confronti dei risultati tra laboratori (gli addetti ai
lavori sanno della necessitd di confrontare e standardizzare i loro
reagenti periodicamente. A questo vantaggio, di per sé notevole,
potrebbe aggiungersi anche quello di una riduzione dei costi di pro-
duzione: Voak et al. (1980) hanno prodotto anticorpi monoclonali
contro l'antigene di gruppo sanguigno A dell’vomo con una ridu-
zione del 50% del costo di produzione rispetto al metodo conven-
rionale, Longenecker (1982) ha otteuto anticorpi monoclenali con-
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tro il sistema B-G, che fa parte del complesso maggiore di istocom-
patibilita del pollo ¢ che & presente anche sugli eritrociti. Un clone
(ED-IMCA) ha reagito molto specificamente con gli eritrociti che
esprimono il prodotto dell’allele B-G*. Tuttavia, una limitata altera-
zione del pH e/o della temperatura di agglutinazione ha causato ef-
fetti profondi sulla specificita degli anticorpi (Mosmann et al., 1980).
Questa caratteristica — la necessita di definire con precisione la con-
dizione in cui il test & fatto — pud essere vista come uno svantaggio
degli anticorpi monoclonali, ma anche come un vantaggio, nel senso
che variando opportunamente le condizioni, & possibile ridurre le
reazioni crociate al di sotto del limite di identificazione, senza per-
dere il grado di specificitd inerente agli anticorpi monoclonali.

In conclusione, i tempi sembrano maturi per considerare seria-
mente la pOSSlblllta di produrre reagenti emodiagnostici monoclona-
li, sia perché essi rappresentano l'unico modo per avere dati con-
frontabili nel tempo e tra laboratori diversi, sia perché potrebbero
contribuire a ridurre i costi di gestione del programma. Inoltre, rea-
genti’ specifici per un singolo determinante antigenico permettereb-
bero di arrivare finalmente alla elucidazione di sistemi molto com-
plessi (il sistema B dei bovini e quelli analoghi delle altre specie); la
complessitd di questi sistemi ¢ infatti si di natura genetica (inerente
ai sistemi, quindi) ma, in parte, presumibilmente, anche di natura sie-
rologica (dovuta clo¢ all'impiego di reagenti convenzionali, polispe-
cifici e molto eterogenei).
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Atti della Giornata di studio su:
Immunogenetica animale

Scuola per la Ricerca Scientifica - Brescia, 20 Maggio 1983

R.L. SPooNER *

IL COMPLESSO MAGGIORE DI ISTOCOMPATIBILITA’
E MALATTIE NEI BOVINI

Risale al 1938 D'osservazione di Gorer che differenze antigeni-
che tra linee di topi influenzavano la sopravvivenza dei tumori, per
cui egli propose la teoria immunologica del trapianto. Questo Auto-
re continud a studiare le differenze antigeniche tra linee di topi e
nel 1956 descrisse un test citotossico (Gorer e O’Gorman, 1956)
che era capace di evidenziare gli anticorpi a basso titolo che defini-
scono le differenze tra linee meglio dei test di agglutinazione usati in
precedenza. . :

Questo test & alla base dei tests citotossici correntemente usati
nello studio dei sistemi maggiori di istocompatibilita di un’ampia va-
rietd di specie,

Il rinnovato interesse per il complesso maggiore di istocompati-
bilita (MCH) del topo, il sistema H-2, avvenne negli anni 60 con la
scoperta che la risposta immunitaria a polipeptidi sintetici era con-
trollata geneticamente nelle cavie e nei topi e che nei topi tale con-
trollo era situato nella regione H-2.

Studi sul sistema dell’uvomo equivalente all’H-2 del topo, ciog sul
sistema HLA erano stati condotti per un certo tempo allo scopo di
tipizzare i tessuti prima del trapianto, anche tale sistema non era sta-
to denominato HLA all’inizio. Con la scoperta del controllo della ri-
sposta immunitaria e del controllo della suscettibilitd ai tumori da
parte del sistema H-2, vennero ricercate e trovate associazioni tra il
sistema HLA e le malattie. Alcune delle prime associazioni, ad esem-
pio quella con la malattia di Hodgkin, non vennero confermate in
studi successivi, in quanto non si era compreso a quel tempo che
tali studi erano stati condotti su pazienti il cui stato di malattia e

* Department of Immunology - Animal Breeding organisation - Edinburgh.
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la cui prognosi tendevano ad essere meno gravi che nelle primitive
ricerche. Ulteriori ricerche sono state condotte e associazioni molto
strette sono state evidenziate come quella tra HLA e B27 e la spondi-
lite anchilosante dove la presenza nel patrimonio ereditario di B 27
aumenta il rischio di contrarre la mlaattia di circa 100 volte e addi-
rittura 300 volte in Giappone (Dausset e Svejgaard, 1977). Molte pitt
associazioni sono state e si stanno trovando, ma per la maggior
parte esse riguardano malattie croniche spesso non mortali. Le as-
sociazioni con malattie infettive sono molto pit difficili da studiare.

Gotze (1977) e Vaiman (1980) hanno passato in rassegna le ri-
cerche sullMHC in diverse specie mettendo-in evidenza il rimar-
chevole grado di omologia del’MHC in specie notevolmente diverse
fra loro. I geni che controllano la risposta immunitaria che sono
ora ben definiti nel topo, sono anche stati studiati nella cavia e nel
ratto mentre la situazione & meno chiara in specie geneticamente
meno omogenee.

Relativamente pochi studi sono stati condotti prima sulle rela-
zioni tra MHC e le malattie come la tubercolosi, il vaiolo o la ma-
laria. Tuttavia in alcune popolazioni coloniali Olandesi che sono
state esposte alla malattia ed al tifo interessanti cambiamenti nelle
frequenze al locus HLA sono stati evidenziati in confronto con le
_popolazioni non esposte da cui esse derivano (De Vries, 1979).

Forse queste malattie sono responsabili delle grandi differenze
tazziali nellefrequenze del locus HLA trovate nell’'nomo e che sono
anche chiaramente presenti nei bovini (Oliver e Coll., 1981).

II MHC nel topo, nell'uomo e nella cavia controlla anche altre
funzioni immunologicamente correlaie come ad esempio alcune parti
del sistema del complemento ed anche in questo caso esiste una
stretta omologia tra le specie nei riguardi dei componenti controllati.

Nessuna di queste ricerche tuttavia ci da una diretta indicazione
del vero ruolo del MHC. Forse l’area pit verosimile riguarda il tra-
sferimento di informazioni tra cellule. In effetti il meccanismo della
risposta immunitaria coinvolge numetosi tipi cellulari - macrofagi, lin-
fociti B e T e questi linfociti sono a loro volta suddivisi in vari
sottotipi incluse cellule soppressori, helper e killer.

Le informazioni chiaramente devono essere passate tra queste
cellule e sembra che al riguardo il MHC sia un importante sistema di
ricognizione.
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Il MHC dei bovini

Il primo lavoro che indica la presenza di anticorpi contro i lin-
fociti di bovini immunizzati con sangue intero risale al 1967 quando
Borovska e Demant suggetirono una possibile associazione tra que.
ste linfocitotossine ed il sistema S dei gruppi etitrocitari, mentre
Iha e Coll. (1973) dimostrarono non solo la presenza di sieri lin-
focitotossici in vacche immunizzate o multipare ma anche la pos-
sibilitd di reazioni crociate con antigeni HLA.

I primi dati sull’ereditd degli antigeni linfocitari bovini furono
presentati da Spooner e Coll. (1978) e da Amorena e Stone (1978).
Da allora i laboratori interessati alle ricerche sul MHC dei bovini
hanno collaborato a due tests' di confronto internazionale ed attual-
mente a livello internazionale sono riconosciuti 17 alleli appartenen-
ti ad un singolo locus, alleli che controllano la sintesi di antigeni
della prima classe che nell’uomo e nel topo sono costituiti da due
catene pohpeptxdlche di 12K e 44K daltons.

I! primo esempio di restrizione MHC nelle cellule T che uccido-
no cellule infestate con un parassita protozoario intracellulare & sta-
to messo in evidenza nei bovini: & stato infatti dimostrato che cel-
lule citotossiche generate in wivo*a seguito di infestazione con Thei-
leria annulata se contengono gli stessi antigeni linfocitari (BoLA) uc-
cidono linee cellulari linfoblastiche infestate da questi parassiti in
misura maggiore delle cellule che non contengono gli stessi anti-
geni (Preston e coll.,, 1983).

Nei riguardi di una malattia simile ciog la East Coast fever cau-
sata da infestazioni di Theilaria parva, abbiamo dimostrato che le li-

Tabella 1 — Mortalitd negli Zebl esposti a infestione naturale di tri-
panosomiasi
N. esposti N. morti
Zebit ' 40 30

N’ dama 37 -0

(da Murray e Coll. 1979)
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Fig. 1 — Percentuale di lisi relativa delle cellule infette da T. annwlate

ad opera dei linfociti di vitelli infestati con il parassita quando
non vi & condivisione degli alleli BOLA e quando il grado di
condivisione va da 1 a4 4 siti specifici. 100% @& la percentuale
di lisi ottenuta quando i linfociti lisano bersagli autologhi.

nee cellulari infestate da T. parve immunizzano i bovini contro il
rischio di malattia se posseggono gli stessi antigeni BoLa del rice-
vente, mentre non hanno attivitd se gli antigeni sono diversi (Dolan
e Coll.,, 1983).

11 fatto che gli antigeni linfocitari siano il bersaglio della linfolisi
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cellulare mediata nei bovini risulta dal lavoro di Teale e Coll. in
Kenia, dove cellule citotossiche generate in colture miste di linfociti
riconoscono antigeni di classe prima come bersaglio.

Finora per contro esistono relativamente pochi dati su un possi-
bile locus (o loci) relativo alla classe seconda del MHC, sebbene vi
siano dati per affermare che esso esiste e antigeni di membrana del
peso molecolare 28K e 33K daltons sono stati descritti (Hoand-Xuan
e Coll., 1982 a e b). Il controllo genetico della classe seconda sembra
essere strettamente associato alla regione degli antlgem linfocitari
della prima classe.

Resistenza alle malattie

Esistono diverse malattie, importanti dal punto di vista economi-
co, per le quali non vi sono vaccini come la tripanosomiasi, la East
coast fever e la peste suina africana. La resistenza genetica & una mi-
sura potenziale di controllo di queste malattie ed & ormai presa in
seria considerazione.

Organizzazioni internazionali come la FAO, 'ILCA e la ILRAD

e Governi nazionali stanno attivamente studiando la possibilita di
allevare razze capaci di sopravvivere in presenza di tripanosomiasi.
Tuttavia, anche quando sono disponibili vaccini o farmaci, la resi-
stenza genetica pud ben avere-un ruolo da giocare, considerato che
lo sviluppo della resistenza ai farmaci in molti parassiti & un pro-

" blema serio ed in aumento. Cid & particolarmente vero nell’alleva-
mento estensivo che & la norma nei tropici ed in molte parti dell’Au-
stralia e della Nuova Zelanda. In queste regioni & spesso impossibile
trattare tuti gli animali o somministrare la dose esatta in tutti i
casi e cid rappresenta la condizione ideale per lo sviluppo della resi-
stenza ai farmaci. Probabilmente non & casuale che i maggiori pro-
blemi di resistenza ai farmaci si stanno verificando in Australia ed
a lungo termine, I'allevamento tropicale & sottoposto a grave rischio.
Inoltre la vaccinazione funziona soltanto se il vaccino & conservato in
modo adeguato ed usato prima della data di scadenza negli animali
giusti ed al tempo opportuno. Vi sono numerosi esempi relativi al
fatto che queste condizioni non sono state rispettate ed il controllo
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della malattia & fallito: tanto per citarne uno ricordiamo la ricompar-
sa della peste bovina importata in diverse parti dell’Africa nonostante
esista un eccellente vaccino.

In aggiunta alla resistenza ai farmaci ed al cattivo uso dei vaccini
sono anche da ricordare i cambiamenti che sono avvenuti nei si-
stemi di conduzione e nelle situazioni politiche in alcune aree.

Per esempio nello Zimbabwe era pratica cortente ed intensiva
il bagno medico contro le zecche. Durante il periodo precedente al-
lindipendenza del Paese fu impossibile mantenere tale sistema in
alcune aree cosicché la popolazione sensibile alle zecche, che si era
sviluppata durante gli anni in cui il sistema era stato attuato, fu soc-
combente all’infestione e ne risultd una malattia epidemica. Se fos-
sero stati allevati animali resistenti alle zecche & probabile che que-
sti sarebbero stati meno danneggiati dall’impossibilitd di continuare
il sistema di prevenzione, tanto che da qualcuno in Zimbabwe & stato
proposto che non si debba ritornare ad un sistema completo di
prevenzione al fine di mantenere nella popolazione la resistenza alle

zecche,

Evidenza di variazioni genetiche nella suscettibilita

Esistono modificazioni relative a variazioni genetiche nei riguardi
della resistenza alle malattie che risalgono a molti anni fa, Nei primi
decenni di questo secolo vi furono molti esperimenti nei piccoli ani-
mali. Cosi ad esempio venne dimostrato che la resistenza alla tuber-
colosi nella cavia ha una forte componente genetica cosi come quella
alla salmonellosi nel topo. :

Nei grandi animali esistono notevoli indicazioni circa differenze
nella resistenza alle malattie e gli esempi pitt signficativi si eviden-
ziano quando il rischio di malattia & maggiore. Cosl nei tropici le
razze bovine indigene dell’Africa occidentale, 'N’dama a corna lun-
ghe e la Baoule a corna corte sono notevolmente pill resistenti alla
tripanosomiasi degli Zebl (tabella 1) che sono stati introdotti nella
regione pitr di recente e che originano dall’India dove la tripanoso-
miasi non esiste. Entrambe le razze Baoule e N’dama dimostrano
anche resistenza ad altre malattie inclusa l'infestione da zecche.
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Vi sono marcate differenze tra razze sulla resistenza alle zecche.
E stato dimostrato che bovini Zebt1 e Shorthorn che non erano stati
prima esposti alle zecche sono ugualmente suscettibili ad una prima
infestione. Gli zebti tuttavia sviluppano rapidamente resistenza ad
una successiva infestione mentre gli Shorthorn non ne sono capaci
(tabella 2). Il meccanismo della resistenza non & completamente co-
nosciuto, sembra tuttavia si tratti di una risposta immunologica alla
zecca che non la uccide ma la induce al distacco. Questa resistenza
degli Zebt alle zecche ha giocato un grosso ruolo nella loro introdu-
zione nelle aree tropicali dell’Australia dove essi stanno largamente
rimpiazzando gli Shorthorns ed altre razze europee.

Tabella 2 — Numero di zecche in Bos indicus e Bos taurus in seguito
a contatto sperimentale con Boophilus microplus

Contatto Brahmins Shorthorns
1° 4932 4845
2° 2026 4996
3° 1428 4685
4° 1514 ‘ 5002

(da Wagland 1975)

La resistenza genetica ai parassiti intestinali & conosciuta da di-
versi anni ma fino a poco tempo fa pochi tentativi sono stati fatti
per utilizzare scientificamente 1’informazione nell’allevamento pratico.
Variazioni nella resistenza all’Haemonchus contorius sono state mes-
se in evidenza in molti studi, mentre le attuali ricerche volte a
studiare le risposte di giovani agnelli alla vaccinazione con Tricho-
strongylus colubriformis hanno dimostrato che alcuni agnelli rispon-
dono pit precocemente di altri e che gli agnelli a risposta rapida
sono pil resistenti ai parassiti.

Dineen e Coll. hanno selezionato due linee, una a risposta rapida
ed una a risposta lenta e U'effetto sul numero dei parassiti fu notevole:
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1.560 parassiti furono raccolti dai soggetti a risposta rapida contro
24.340.dei soggetti a risposta lenta. Arieti provenienti da queste due
linee vennero quindi utilizzati su pecore non selezionate per il ca-
rattere e ne risultd che la progenie di arieti a risposta rapida erano
piu resistenti al contagio della progenie di arieti a risposta lenta (ta-
bella 3). E’ suggestivo pensare che la velocita con le due linee si se-
pararono in conseguenza della selezione indica che solo alcuni geni
siano’ coinvolti nell’effetto.

s

Tabella 3 — Risposta alla vaccinazione con larve irradiate di Trichostron-
gylus Colubriformis sulla successiva suscettibilitd delle pe-
core alla infestione parassitaria

Numero Uova per grammo di feci
Positivi 23 441
Negativi 56 1567

(da Windon, Dineen e Kelly 1980)

La cheratocongiuntivite infettiva dei bovini (Pink eye} & stato og-
getto di intense ricerche miranti ad isolare e caratterizzare I'agente
causale, Forse un approccio pitr gratificante sarebbe quello di studiare
pitt da vicino la variabilita dei bovini sulla suscettibilita. In un con-
fronto sull’incidenza della malattia dei bovini europei, Africander e
Zeblt e nei loro incroci, risultd che gli zebl erano del tutto resistenti
mentre le razze auropee erano le pill suscettibili (tabella 4) e che la
velocita di accrescimento dei soggetti affetti era significativamente
inferiore a quella dei soggetti non affetti.

La malattia di Marek & una malattia linfoproliferativa dei polli
di grossa importanza dal punto di vista economico e da diversi anni
¢ noto che esiste resistenza genetica nei suoi confronti.

Quando venne prodotto un vaccino si pensd che sebbene la tesi-
stenza genetica alla malattia poteva essere sviluppata essa non era
commercialmente importante e si poteva fare affidamento sul solo
vaccino. Venne poi dimostrato che le linee di polli resistenti erano piti
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Tabella 4 — TIncidenza della cheratocongiuntivite infettiva nei bovini
esposti a infezione naturale in Australia

Razze Percentuale di affetti a 15 mesi
Hereford x Shorthotn 725

Incroci africander ' 221

Incroci Brahmin 8.4

Africander 6.1

Brahmin 0

facilmente protette dal vaccino che non quelle non resistenti. Venne
altresi dimostrato che polli con particolari alleli MHC mostravano
differenze di resistenza alla malattia. Gli allevatori stanno ora tipiz-
zando gli alleli del locus T e stanno incorporando B21 che & I'allele
che conferisce maggior resistenza nelle loro linee (tabella 5). Varian-
ti altamente patogene del virus contro le quali il vaccino non & com-
pletamente efficace si stanno propagando per cui la resistenza gene-
tica assume sempre maggiore importanza.

Tabella 5 — Incidenza di malattia in polli infettati sperimentalmente
con vitus della fhalattia di Marek. Effetto del MHC.

Genotipo B N. esaminati % malattia di Marek

BY/B? 67 B 19.4
BY/B 148 0.6
B2 /B* 65 0.0

I meccanismi della resistenza in generale sono assai poco cono-
sciuti, Come prima ricordato, il MHC gioca un ruolo importante nella
resistenza alla malattia di Marek del pollo. A causa del suo coinvolgi-
mento nel controllo dell’intero spettro delle funzioni immunitarie &
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probabile che un coinvolgimento del MHC nella patogenesi delle
malattie dei grandi mammiferi domestici verra trovato.

Vi sono anche altre loci non associati con il MHC che control-
lano la resistenza ad alcune malattie ed i virus del sarcoma aviare sono
esempi di questo tipo. La resistenza alle infezioni da salmonella venne
dimostrata essete correlata con il livello degli anticorpi e questa sco-
perta ¢ stata seguita estensivamente da Biozzi e Coll. Egli ha selezio-
nato linee di topi per alta e bassa produzione di anticorpi rispetto ad
uno spettro di antigeni ed in molti casi le linee ad alta risposta si di-
mostrarono pin suscettibili alla maggior parte delle malattie batteri-
che e meno suscettibili ad alcune malattie protozoarie.

Cosi la risposta allimmunitd umorale pud essere un potenziale
indicatore della suscettibilitd ad alcune malattie.”

In ricerche condotte da me con Carr e Mac Leod in Zambia abbia-
mo messo in evidenza che i bovini che vivono in aree ad alto rischio
di infestione da tripanosomi hanno pelle significativamente pit spes-
sa ed una pill bassa frequenza dei gruppi sanguigni M ed E1 di sogget-
ti della stessa razza che vivono in ambienti a basso rischio (tabella 6),

Tabella 6 — Diflerenze di frequenza nei gruppi sanguigni e nello spes-
sore della pelle nei bovini Angoni della provincia orientale
dello Zambia sotto alto e basso rischic di infestione da Tri-

panosoma

Rischio di tripanosoma

alto basso

Gruppo sanguigno M ' 33% 54%
Spessore della pelle 7.22 mm 6.36 mm

I meccanismi sono importanti per due motivi: se si capiscono i
meccanismi e si possono identificare 1 passaggi nel processo della resi-
stenza, pud essere possibile indicare quali animali saranno capaci
di sopravvivere in particolari ambienti. Una seconda possibilitd e que-
sta & ovviamente proiettata nel futuro, & che se il DNA che con-
trolla un passaggio chiave potesse essere clonato, lo si potrebbe in-
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Tabella 7 — Effetto degli antigeni leucocitari bovini (BoLA) tra linea
cellulare e riceventi sull’efficienza di linee cellulari linfo-
blastoidi infestate con T. parva nella protezione contro
linfestione di T. parva

Stato della linea ‘ N. cellule N. sopravvissuti
Autologo 10° 2/2
10° 3/3
BoLA uguale al 100% 108 1/2
: 10° 2/3
BoLA uguale al 509% 100 . 0/3
| 10° 1/3
BoLA disuguale 108 0/3
10° 0/3
Non immunizzati 4 0/4

trodurre nei genomi di animali suscettibili. Questa & una possibilita
che necessita di essere considerata nel caso della peste suina africana,
una malattia per la quale non esiste vaccino ed alla quale alcuni suini

. indigeni sono resistenti.

Conclusioni

La resistenza genetica alle malattie & diffusa ed & stata messa in
evidenza praticamente in tutte le malattie nelle quali & stata cercata.

La selezione naturale & stata intensa e ha dato origine a razze
locali adatte ad ambienti particolari. Nei sistemi di conduzione esten-
siva 'uso di vaccini e di medicinali pud essere molto difficile e certa-
mente non redditizio. La resistenza genetica rappresenta forse ’unica
possibilitd per mantenere |’allevamento ‘animale in tali ambienti.

Indicatori di resistenza sono utilizzati a livello commerciale nel-
I'allevamento avicolo. Ci sono speranze che si troveranno simili indi-
catori anche nei mammifeti domestici ed i MHC sembra essere a
questo proposito il principale candidato. Il MHC dei bovini e I'omo-

-
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logo dell’MHC dell’vomo e del topo sembra essere coinvolto nella
patagenesi dell'infestione da T. annulata e nella possibilita di produr-
re un vaccino cellulare contro la parassitosi da T. parva.

1)

2)

3)

8)

9)

10)
11)

12)
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IL MARCATORE IMMUNOLOGICO ED ELETTROFORETICO
IN CAMPO ZOOTECNICO: CONSIDERAZIONI
SU UN VENTENNIO DI RICERCHE IN ITALIA

Lo studio dei marcatori immunologici negli animali domestici &
iniziato solo nel 1910 sulla base delle indagini che erano state con-
dotte in campo umano {Todd e White 1910). Sono stati evidenziati
i primi antigeni eritrocitari dei bovini mediante tecniche immunolo-
giche e ne & stato definito il loro comportamento ereditario. Succes-
sivamente queste indagini sono state estese anche alle altre specie
di interesse zootecnico in quanto, fin dall’inizio, si ravvisd I'impor-
tanza di questi caratteri per una conoscenza approfondita del corre-
do genetico sia individuale che di popolazione. (Stone W.H., Irwin M.
R. 1963 - Stormont 1962). 8i tratta, difarti, di caratteri qualitativi, a
semplice trasmissione mendeliana, la cui identificazione & univoca du-
rante tutta la vita dell’individuo e dove, per effetto della condomi-
nanza, del fenotipo & spesso possibilile risalire al genotipo.

Il gran numero di loci identificati, la grande variabilita per lo-
cus; ha fatto si che queste ricerche si ampliassero sempre pilt in fun-
zione di una sempre maggiore conoscenza del patrimonio genetico.

Oltre agli antigeni della membrana eritrocitaria sono stati cer-
cati altri caratteri ad uguale comportamento genetico. Immunolo-
gicamente vennero identificati gli allotipi, che sono varianti dei prin-
cipali costituenti plasmatici (es. immunoglobuline) e gli antigeni di
istocompatibilita che sono riferiti a caratteri evidenziabili sulla su-
petficie cellulare dei linfociti. Mediante eletiroforesi, invece, sono
state identificate le varianti genetiche delle proteine del siero, dell’e-
ritrocita, del latte, come emoglobina, albumina, transferrina ecc.

* Tstituto di Zootecnica - Facoltd di Medicina Veterinaria - Universita di Milano.
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In questi ultimi anni si & cercato anche di individuare il polimor-
fismo di costituenti che, per le loro stesse caratteristiche biologiche,
sono pilt o meno direttamente implicati in funzioni fisiologiche e/o
metaboliche come gli enzimi eritrocitari, le costanti ematalogiche di
base, gli enzimi degli spermatozoi e cetrti ormoni.

Alcuni di questi marcatori sono ancora in fase di studio, sia per
quanto riguarda la loro conoscenza, sia per la loro utilizzazione pra-
tica. Altri sono gid ampiamente noti e, in parte sono entrati nella rou-
tine della zootecnia, in parte hanno consentito di approfondire la
conoscenza biologica delle popolazioni animali oggetto di studio.

E’ sulla base anche di questa conoscenza biologica che ci si augu-
ra di poter meglio utilizzare le nostre popolazioni animali ai fini di
una intensificazione della produzione zootecnica con conseguente mi-
glioramento morfologlco-produttwo e funzionale delle specie oggetto
di studio.

Gruppi Sanguigni

Come gruppo sanguigno si intende linsieme dei fattori antigene
presenti sulla superficie della membrana eritrocitaria. In campo animale
questi antigeni vengono evidenziati per lo pili mediante sieri isoimmu-
ni ottenuti inoculando gli eritrociti di un soggetto detto donatore in
un altro soggetto, opportunamente scelto, detto recettore. In genere
si tratta di emolisine, ma in alcune specie, si ottengono anche delle
agglutinine.

Nel bovino con queste metodiche sono stati identificati almeno
settanta antigeni alcuni dei quali danno delle reazioni crociate tra di
loro (tabella 1) - (Rognoni 1962).

Geneticamente questi antigeni nel bovino sono l'espressione di
pitt geni suddivisi in dodici sistemi genetici indipendenti I'uno dall’al-
tro. Alcuni sistemi sono semplici e presentano un solo fattore antige-
ne e quindi due alleli (es. L). Altri sistemi sono pilt complessi come
il sistema B: comprendono pit fattori antigene che vengono trasmessi
o singolarmente o a gruppi (fenogruppi) préstando il fenomeno della
plurialtelia. In alcune razze si conoscono fino a 400 alleli (tabella 2).

Data la complessita dei sistemi di questo tipo non sempre & pos-
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TaserLra 1 - SISTEMI DI GRUPPQO SANGUIGNO DEI BOVINI

Sistema

genetico Fattori antigene Alleli

A AAAADHZ Az-AzZ’-AzH - a etc

B BGGGGLLKO OO0 G GY,ELQO7)
) O P P, QT T, Y/ Y- A’ B K’ OB I, Q- b etc.
DEYVELEF PG T I I,
J!I J!z i O’l O’z P’ Q’ Y7 B,’ GJ’ J”

C GGERRWNXCL CW - W - c et
F/V FV - F.V

J J ‘ J-i

L L L-1

M M M-m

S SUUGLHUHS U H' SH-U-SUH’ etc.
Z - Z ‘ Z-z

R/S R RS R .S

T T -

N’ N’ N’ - n

sibile risalire dal fenotipo al genotipo senza un’analisi di segregazio-
ne familiare (tabella 3).

Nei cavalli si conoscono 8 sistemi genetici (Tabella 4) (Sanderg
1974), negli ovini se ne conoscono 7 e nei suini 15 (tabelle 5-6) (Tu-
cker E.M. 1975 - Gahne B. 1979). :

Ogni laboratorio che lavora in questo settore si occupa anche del-
la produzione e della purificazione dei sieri immuni per ottenere i
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TABELLA 2 -

LISTA DEGLI ALLELI DEL SISTEMA B NELLE RAZ-

ZE BRUNA ALPINA E FRISONA ITALIANA A FRE-

QUENZA MAGGIORE

BRUNA FRISONA

FRISONA ITALIANA

Fenogruppo Frequenza | Fenogtuppo Frequenza
1G0O0,. 1O 0.1268 1 GY; £, @ 0.1962
20T, B P I 0.1654 20, W KO 0.0837
30, I, O 0.0746 31 0.0573
4 L EG I, 0.0672 4 E *0.0487
5Y, 0.0569 5Q 0.0462
6 BI'IP 0.0448 6b- 0.0375
7 b 0.0410 7O0.DEF GO 0.0375
S GO, EhyF I O 0.0363 8 BGKOLEs F, I’ O Hi, 0.0350
90, I KO ‘ 0.0326 9 BO, Y: D’ 1 0.0350

10 Q 0.03171 10 BO: Y A’ E5 G PP Q7 0.0350

11PEQEIY 1, 002987 11 O: K’ 0.0325

12 BI, B I"; 0.0298 | 12 Q' I’ 0.0250

13 O3 ELF, 1% 2 He Bt 0.0260 | 13 O, Y, A’ 0.0237

14 BGKE-F; G O Hyp 00252 14 O; A’ I 0.0237

L5rrnrgQ 0.0233| 15 GO, Y; I 0.0162

16 O, A’ T 0.0233| 16 Gy I 0.0162

17Y71QY 0.0214 1 17 BOy T, 0.0125

8L Y, TY' Y 0.0186| 18 BGKO, Y;: AT O’ Y’ 0.0125

19 BGKO, I O 0016871 19 I’ 1 0.0112

20Y:.E:GY 0.0149| 20 BO, Y; I, 0.0112

21 BI; Q 0.0158 | 21 BGKO, A’ E I' I'; O’ 0.0087

22 Oy B 0.0121| 22 O 0.0075

23 BO; AP Q' I 0.0112 7 23 BI, 0.0060

24 O, E1 P O 0.0111| 24 BGKO, Y, A1, O 0.0060

25 BGKYz E F’z G In 25 BO, D' I, 0.0060

O'H 0.0093 | 26 G’ O 0.0060

26 Y, D E5 I 00084 271 1" Q 0.0060

27 G O, B I 0.0084 | 280 A’ 0.0050

28 GOLEWFL, O 0.00741) 29 P, 1’ I 0.0050

29 O 00065) 30 BOs AT TP Q 0.0050

30T I, 0.0065

reagenti necessari alla tipizzazione eritrocitaria. E’ stata quindi isti-
tuita a livello internazionale una organizzazione che si occupa della
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Taserra 3 - ESEMPIO DI SEGREGAZIONE FAMILIARE DEGLI
: ANTIGENI DEL SISTEMA B IN 7 FIGLI DI UN TORO

TORO TERLING TSIS
FENOTIPO K, I' Es G’ P

genorieo | pr | [ v.Ev G

FIGLIO MADRE
1 [[pT |/BP B/ Q

2 |wee |/— GY: By [ —

s [ er |/a A/ Q

s | wee /@ G/ Q

s | vwmo |/enmcenmQ/T

6 | pT |/ BO.PQ /A

7 [ r»r /LR O |BOVD/LYKO

standardizzazione della nomenclatura e del controllo dei reagenti uti-
lizzati dai diversi laboratori di modo che le formule eritrocitarie sia-
no univoche in tutto il mondo.

Allotipi

Per allotipi 1n campo animale si intendono tutte le proteine po-
limorfe del siero, tra cui le pitt studiate e le piti interessanti sono
quelle che si riferiscono alle imm-unoglobine stesse (Harvey E.F., Stone
W.H. 1976).

I reagenti utilizzati per I'identificazione di questi fattori antigene
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TaBELLA 4 - SISTEMI DI GRUPPO SANGUIGNO NEGLI EQUINI

gséf;:tﬁ Fattori antigene Alleli
A Aa Ab Ac Ad Ae Af Ag A®* A2 Aade AD Abe Acd A-
C ey (CC
D Da Db Dc Dd De Df Dg D2 Dbe Dre Deefe Deesi Dde Dtk
‘ Dh Di Dk DI DF D=t D~
K Ka K* K-
P Pa Pb Pr P® P~
Q Qa Qb Qc Q¥ Q* Q° Q° Q-
U Ua ‘ U U-
T Tt T T-

TapeLra 5 - SISTEMI DI GRUPPO SANGUIGNC NEGLI OVINI

Sistemi

genetici Fattori antigene Alleli
A Az Ab A’ A7, A A-
C Ca Cb C- C2, C, CP, G-
M Ma Mb Mc M2, M®, M=, Me
D Da D- D?, D-
B Ba Bb Be B®, B, B
Bd Be Bf Bg B-
Bh Bi B- etc.
X XZ X, x=
R R-0O

R, r
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TaseLLa 6 - SISTEMI DI GRUPPO SANGUIGNO NEI SUINI

gsé;tg:::t Fattori antigene Alleli
A A, O A, A0
B  BaBb B, B®
C Ca Ca, C
D Da Db e, Db
E  EaEbEd Ec Ef Eg Eh  Ebdoe, Edestnm | Fasgin | efnirmnp
Ei Ej Ek El Em En Fo
Ep .
F  Fa Fb Fc Fd Fe, Pre, pbo
G GaGb G, G
H Ha Hb Hc Hd He - A® HP H®®°, H«4, Hb M, H-
1 Talb I I
J Ja Jb I AR N
K Ka Kb Kc Kd Ke Kee, Kaee, Kode Kb K~
L  LalbLcLdLfLgLh Letwi beei [bii [asi [ bk Jsai
Li Lj Lk Li
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vengono prodotti sia mediante iso che eteroimunizzazioni inoculando
le frazioni sieriche precedentemente purificate. La reazione antigene
anticorpo viene evidenziata secondo le normali tecniche immunologi-
che di precipitazione. quali I'immunodiffusione secondo Ouchterlony,
Pimmunodiffusione secondo Mancini, 'immunodiffusione radiale.
Nei bovini si conoscono almeno sette sistemi genetici che control-
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lano gli allotipi di cui i pil interessanti sono Bva e Bvb che identifi-
cano delle immunoglobuline (tabella 7).

TaperLra 7 - SISTEMI ALLOTIPICTI NEI BOVINI

N. degli Speci-

Locus Classe molecclare Catena Alleli it
Bva Ig G (H) F c 2 2
Bvb Ig G, (L) Fab 2 1
Bve ig Gi Sconosciuta 2 1
Mc Macroglobuline — 2 1
Lpc HDLp a 2 1
Ic . Sconosciuta Sconosciuta 2 1
Nac Sconosciuta Sconosciuta 2 1

Gli allotipi sono stati studiati anche in altre specie tra cui ricor-
diamo gli studi effettuati in Italia in questi ultimi anni che hanno per-
messo di identificare analoghe caratteristiche antigeniche di compo-
nenti sierologiche sia nel bufalo, che nella pecora (Iannelli D., Cap-
parelli R. 1981). y _

Per questi caratteri non ci si & limitati alla identificazione, ma &
~ stato effettuato uno studio genetico ed anche uno studio biochimico
atto ad identificare il prodotto dei differenti alleli.

Antigeni di istocompatibilita

Mi limiterd semplicemente ad accennare che si tratta di caratteri-
stiche antigeniche presenti su tutte le cellule dell’organismo e stu-
diate soprattutto a livello dei linfociti.

E’ inutile sottolineare qui I'importanza che questi caratteri han-
no in campo umano in quanto non solo sono direttamente implicati
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nel problema del rigetto e nel problema dei tumori, ma sembrano
stretiamente associati al fenomeno della resistenza alle malattie. Que-
st'ultimo aspetto ha fatto si che anche in campo zootechico si stia stu-
diando ampiamente il problema e al momento attuale si conoscono
molte specificitd antigeniche legate al sistema maggiore di istocom-
patibilita sia per il bovino, il suino, le pecore, le capre, ecc. (Leveziel
H. 1979). : :

Polimorfismi biochimici ed elettroforetici

In questo settore vengono considerati tutti i polimorfismi gene-
ticamente determinati che presentano delle differenze individuali e
sono evidenziabili mediante tecniche biochimiche. Nella maggior par-
te det casi si tratta di differenze qualitative identificabili per lo pin
mediante elettroforesi (emoglobina, transferrina): in altri casi si trat-
ta di caratteri semiquantitativi che presuppongono anche una deter-
minazione biochimica quantitativa (Na, K, GSH, ecc).

Per lo pitt sono stati considerati quei polimorfismi che possono es-
sere individuati in cellule e liquidi biologici facilmente ottenibili co-
me i vari costituenti del sangue (eritrociti, siero) ed il latte.

a) Polimorfismi elettroforetici

Questi polimorfismi biochimici vengono inviduati sfruttando la
elettroforesi zonale che permette di separare le diverse frazioni pro-
teiche in funzione di anche piccolissime differenze di carica. Si trat-
ta di una metodica biochimica relativamente semplice e di facile appli-
cazione specie quando non richiede particolari metodi di rilevazione
come le proteine del latte (Lg, La, BCn, Cn, KCn) e alcune proteine
del siero e degli eritrociti (Hb, Tf, Pa, Al) (figura 1).

in altri casi il metodo di rilevazione & pitt indaginoso in quanto
si tratta di enzimi che vengono rilevati mediante opportuna colorazio-
ne enzimatica sfruttando le proprieta biogiche degli stessi (Es, Am,
Ca...) (Dermid E.M. 1975).

Dopo elettroforesi le bande proteiche.rimangono separate e, dal
momento che ogni banda & I'espressione di un allele codominante &
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Linea di inserzicne
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Vasca di
Tampione

Figura 1 - Rappresentazione schematica di una elettroforesi su gel d’amido

possibile conoscere il genotipo individuale direttamente dal fenotipo.
Nella tabella 8 sono raggrupati i pit noti polimorfismi elettrofo-
retici dei bovini, equini, suini, avini (Ashton e coll 1967).

b) Polimorfism: biochimici

In questo settore vengono considerati alcuni caratteri che mostra-
no una variabilitd quantitativa piuttosto che qualitativa e che vengo-
no determinati con metodi biochimici specifici per ognuno di essi.
~ Questo tipo di indagini rispecchia un lento evolversi degli inte-
ressi dei ricercatori in quanto, mentre in un primo tempo ci si & ac-
contentati di rilevare delle differenze di ordine genetico, successiva-
mente queste differenze sono state ticercate a livello di proteine aven-

62



qav psd ‘I9p "uoon[8 0Js0g 9
qv *ISWOST 0S0SI0JS0,]
qv wi g 15e3n0oN 30§50,
40 IL PULIIDSUEI ] v pdo PP d 9 OISodUH
O WH-IA ®) 1SE[E1E)
ZRS gy eUIng[ed1] av €D qIES ISEIpInY
NTIT-D4 , a-v doy . BPIOE ISBILJSO,
ST4 INd FISUOST 0SOSA03S0 ogvV eV TSBUNUES(] UISOUIPY
ASd WO 1SEINUIOON] 80§50 qv s 1821215
SHd asnd-9 °p Ounﬂouﬁ.;w.nuwmom -9 >g-IGV Wy SB[y
Sdad gd PULIGIEISOA dyy ‘[ESTe 1SBIRISO]
vy 9H EuIqo[Souy Y WS euNGo[SoIeN %o
Sa 25 DHCNMMH Q uﬁ? 105 aa4D
STd SH {auieaTe) 18RIaSH V-2V IL . BUTIIRJSUBI |
'Hod 4 (3p1e) 158115 L A eurxodownpy
S-4 VId IseIoJeI(] - HVAVYN ST A0
S-4 1vVD Isg[eIe]) g-v D eugwse[doniag
SOTId VO uoqIED ISEIpIIY aody od BULNQTE 350
S -4 dv epIOE 1SBIBJSO] ogV gy BUTWUNG[Y
g v IV pUInqry d4-V ¥ BURINATE-21]
Py o[oquig SO0 BV ofequig SN0
ININOH ININS

dI1DddS ¥dd ISTAIAANS IDILTYOJOULLETH INSIAJONWITOd - 8 VITdav]

o\
D



qav U - x BUISET) - %
angy uy-ison BUISEY) - B
qav uny - A BUTASED) - A
Ng-Ey-Ly-IyY U - @ eulasEn) - @ igs HSO auoIEIN[D)
gV Bl - D BUILING[EONE] - D U1 > o1ssB10J
v F1-d BUIAqO[EoReT - z1  ud ISeI0FEH(T
S 139} ‘ ‘qIED ISRIpIUY XY X Y BuioIg
oy Wy . ey SA €D ‘qiED IseIpluy
oV diy BUITEDTE ISEILJSO] qv q eurqorSowry
oV @ § BUINQO[3 %0 § 2q-e s 1SBI318]
Sd vd PUINAEISO] dEONW gy BULIIOJSUEL],
Sd v pUIInqry 4OVl
T2 TGV I BULIIDJSUBL | 0S4 1d Butmngestq
avy  qu ruiqopowry MASd TV BUWnATY
PV oloquis STIDO] Py opequig Smoo]
INIAOY INIAO

64



ti anche un significato fisiologico, patologico (Hb, 'If, ecc.) ed anche

produttivo (Cn) ed infine si & partiti dallo studio di un particolare
sistema metabolico per ricercare le evetuali connessioni genetiche,

Tra i vari approcci effettuati ricordiamo lo studio di talune costan-
ti ematologiche di base (emoglobina, ematocrito, Na, X) di alcuni si-
stemi enzimatici eritrocitari (metaemoglobina reduttasi = NADPH
dipendente, glucosio 6 fosfato deidrogenasi, ATPasi oubaina sensibi-
le) preposti al controllo dei processi ossidativi ai danni dell’eritrocita
ed al trasporto attivo degli ioni. Questi studi hanno' permesso di in-
dividuare delle differenze anche significative tra gli individui, ma, al
momento attuale, ¢ difficile poter asserire se si tratta di differenze do-
vute a fenomeni adattativi o a base genetica (Locatelli A. 1982).

Ricordiamo inolire gli studi relativi a proteine ed enzimi solubili
degli spermatozoi e del muco cetvicale di vacche in diverse fasi del
ciclo estrale ai fini di evidenziare possibili correlazioni genetiche nei
processi riproduttivi. Sono state studiate le esterasi, fosfatasi acida,
diaforasi, latticodeidrogenasi, arilamidasi ed esochinasi; tuttavia i ri-
sultati conseguiti, anche se hanno messo in evidenza una certa varia-
bilita, non sono sufficienti a stabilire se tali differenze siano da attri-
buire ad alleli diversi di loci specifici (Sartore G. 1982).

Anche per questi parametri quindi bisogna ancora approfondire
gli studi sulla trasmissione ereditaria per potere escludere che si trat-
ti di una variazione legata allo specifico stato fisiologico.

¢) Studi su DNA

Da ultimo sono da ricordare anche gli studi che si stanno effet-
tuando per caratterizzare il DNA sia a livello di genoma (cariotipo),
sia a livello della struttura molecolare (restriction fragments per indi-
viduare anche a questo livello le differenze genetiche individuali e le
- eventuali anomalie che possono portare (Hauswirth W.W., Laipis P.J.
1982).

Tipico esempio & la ben nota traslocazione 1/29 del bovino che &
stata individuata soprattutto nella Romagnola e che sembra essere
responsabile di una minore fertilita (Succi G. 1982).

.
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Applicazione dei Marcatori Genetici.
Identificazione dell’animale.

Assieme alla determinazione della parentela & 'applicazione che
ormai & entrata nella routine della zootecnia (Rognoni G., Sartore G.
1975).

I gruppi sanguigni ed i polimorfismi elettroforetici sono caratteri
che sono identificabili univocamente durante tutta la vita dell’anima-
le senza subire alcuna influenza ambientale. Inoltre, per efietto della
plutiallelia, il numero delle possibili combinazioni fenotipiche e, quin-
di, genotipiche & talmente alto che & praticamente impossibile avere
due individui con la medesima formula eritrocitaria.

- L’importanza di questa applicazione & ovvia se si pensa alle innu-
metevoli possibilita di errore, sia in buona fede, che dolose, che si
possono avere nella pratica commerciale soprattutto oggi in cui sia
animali, che seme vengono spostati da un paese all’altro. A

Da un punto di vista pratico, attualmente, anche in Italia, le As-
sociazioni di razza richiedono la formula eritrocitaria per la registra-
zione del bestiame. In questo modo riescono a caratterizzare in ma-
niera pilt completa ogni soggetto iscritto al Libro Genealoglco e si
salvaguardano da eventuall controversie.

Controllo della parentela

E’ senza dubbio I'applicazione piti importante e quella che, in
un certo senso, ha condizionato tutto lo sviluppo degli studi immuno-
genetici,

Il controllo della parentela e, quindi, l'esclusione di paterniti ¢
matetnitd si basano sul fatto che, trattandosi di caratteri qualitativi
semplici, trasmessi secondo le leggi Mendeliane, ogni figlio non pud
presentare fattori sanguigni, che non siano presenti in almeno uno
dei genitori e che deve sempre avere un allele di origine paterna ed
uno di origine materna. (La diagnosi negativa, pertanto, ha valore as-
soluto, mentre la diagnosi positiva & valida solo in termini probabili-
stici) (tabella 9).
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Grazie alla grande variabilita ed al numero elevato di loci nei
bovini & possibile individuare con i gruppi sanguigni ed i polimorfismi
i1 95% dei casi di errata parentela, ne cavalli si arriva al 92%, negli o-
vini al 75%.

E chiara quindi I'importanza di questa analisi qualora si presen-
tino delle possibilita di errore, come ad es. nel caso di piti fecondazio-
ne durante lo stesso calore e della monta non controllata.

II controllo pud essere effettuato con almeno tre differenti fina-
lita: — controllo sporadico negli allevamenti onde scoraggiare even-
tuali false attribuzioni, — controllo di tutti i soggetti sottoposti alle
prove progenie per essere sicuri nella valutazione di riproduttori, —
controllo di tutti i soggetti iscritti al libro genealogico per comptova-
re ulteriormente la genealogia dichiarata.

Vengono riportati nella figura 2 i dati relativi alle false attribuzio-

crrad

1a6e 67 AR 60 M 71 72 73 T4 7h 76 77 78 79 8o 81 82 ANNI

Figura 2 - Percentuale di false attribuzioni di parentela identificate dal
1966 al 1982 per la FRISONA ITALIANA (——— ) e
BRUNA ALPINA (------- )
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ni della parentela all’inizio delle testificazioni in Italia fino ad oggi
per la razza Bruna Alpina e Frisona Italiana. Come si pud notare,
anche se le attribuzioni errate non sono scomparse sono nettamente
diminuite probabilmente perché I’allevatore, conoscendo questo tipo
di controllo, si & sentito pil responsablhzzato ed ha intensificato i con-
trolli.

Nelle pecore la situazione & ancora piti allarmante, probabilmente
sia per le condizioni dell’allevamento, sia per la figura dell’allevatore
che non & ancora stato «educato» ad un controllo delle monte.

Per il cavallo si sta cominciando solo da poco ad effettuare le
prime diagnosi di parentela ed anche per questa specie che pure do-
vrebbe essere essere molto pili controllata, le sorprese sono sempre
molte e gli errori pitt del previsto.

Ci augurlamo pertanto che, come per il bovino, anche per le al-
tre specie la determinazione della parentela possa dlvenlre uno stru-
mento utile ed efficace da affiancare a tutti i parametri di tipo zootec-
nico.

Distinzione dei free-martins e dei gemelli monozigotici

Le connessioni vascolari che possono instaurarsi nella vita intrau-
terina tra i gemelli dizigotici-dei bovini non solo porta alla strerilita le
femmine nel caso di gemelli a sessi diversi, ma possono determinare
uno scambio di eritroblasti per cui alla nascita ogni gemello possie-
dera eritrociti con le caratteristiche antigeniche del genotipo del fra-
tello ed eritrociti con le proprie caratteristiche (eritromosaicismo).
Con opportune analisi & possibile individuare I’eritromosaicismo, e
quindi, sapere se ¢i sono state delle connessioni vascolari nella vita in-
trauterina che porteranno alla sterilita la femmina (Zuffada A. e altri
1967). (figura 3).

L’utilitd di questo tipo di analisi & dovuta al fatto che ben il 6%
delle gemelle & normale non avendo avuto anastomosi con il fratello
e quindi pud essete destinata alla riproduzione.

Questo riconoscimento naturalmente & tanto utile, quanto piti la
progenie interessata & di alta genealogia.
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Figura 3 - Eritromosaicismo in due gemelli bovini biovulari

Prevenzione dell’ittero neonatale del puledro

E noto che nel cavallo, come per 'uomo, esiste una incompatibi-
litd materna fetale dovuta agli antigeni di gruppo sanguigno. Mentre
per 'uomo questa incompatibilita si pud manifestare anche durante la
vita intrauterina, nel cavallo si manifesta solo alla nascita in seguito
all’assunzione del colostro che pud contenere anticorpi specifici antie-
ritrociti del puledro. Con un test semplicissimo si pud sapere gia pri-
ma della nascita se il puledro corre questo rischio onde sottrarlo alla
madre e nutritlo in altro modo almeno fino a quando gli anticorpi del
colostro non sono pilt in grado di essere assorbiti. Si pud anche cer-
care di evitare certi tipi di accoppiamento in funzione del gruppo san-
guigno dello stallone e della fattrice (Lubas G. J. 1982).

Genetica di popolazioni

La definizione del genotipo di una popolazione di animali per-
mette di ottenere molte altre informazioni che vanno, oltre la sem-
plice identificazione dellindividuo, la diagnosi della sua paternita e
maternitd. Il passo dall’analisi del genotipo individuale a quella del
genotipo collettivo ci consente di definire un parametro fondamentale
negli studi di genetica di popolazione: la frequenza genica.

Le frequenze geniche possono servire essenzialmente per tre di-
versi scopi:
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1. - conoscenza della struttura della popolazmne ¢ di alcuni parame-
tri che la definiscono;

2. - conoscenza delle relazioni tra le diverse popolazioni;

3. - indagini su corrclazioni tra marcatori e caratteri quantitativi di
interesse zootecnico.

a) Struttura della popolazione

Un parametro di grande interesse che pud essere definito dalla
analisi delle frequenze geniche in una popolazione ¢ il grado di con-
sanguineita (F) presente in essa. Come & noto-le frequenze genotipi-
che, se gli accoppiamenti avvengono casualmente nella popolazione,
seguono le normali leggi della probabilita: cosi dati alleli A B allo
stesso locus, le frequenze attese dei genotipi saranno f (AA) = p?,

f (AB) = 2pq, f (BB = ¢’ postop = g(A)eq = f (B). La presenza
di accoppiamenti tra patenti e quindi di individui con F o provochera
un eccesso di genotipi omozigoti o una carenza di eterozigoti (tabella

0). Questa pud essere misurata e fornire una stima di F medio nella
popolazione (Kurczynski T. W., Steinberg A. G. 1967).

Disponendo di questa stima ad intervalli diversi, pud essere cal-
colato un AF che esprime l'incremento di omozigosi per generazione
e che ¢ inversamente proporzionale al doppio del numero effettivo
(Ne) della popoldzione. Anche se la seguente non & esatta definizio-
ne di Ne, questo pud essere pensato come il numero di individui ge-
neticamente indipendenti presenti nella popolazione (Crow J., Kimu-
ra M. 1970).

Pub capitare che una popolazione composta da molte migliaia di
individui abbia un piccolo numero effettivo per I'elevata incidenza di
consanguineitd dovuta ad es. all’esiguo numero di riproduttori in uso.
Parametri di questo genere possono essere confrontati con gli stessi
ottenuti con altri procedimenti di analisi: per es. utilizzando dati
demografici e anagrafici,

b) Relazioni tra popolazioni
Le frequenze geniche, quando non esistono forze selettive, ten-
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Figura 4

Dendrogramma che rappresenta le relazioni fllogenetiche tra alcune razze

bovine italiane tricostruite in base alle frequenze gemche di 13 loci di po-

limorfismo ematico ed eritrocitario,

(PZ = Pinzgau, TA = Tarina, GA = Grigia Alpina, BA = Bruna Alp1-

na, PO = Pezzata d’Oropa, PV = Peszata Nera V aldostana, RF = Pez-

zata Rossa Friulana, RG = Reggiana, MO = Modenese, RE = Rendc-

na, PI = Piemontese, RV = Pezzata Rossa Valdostana, MD = Modica-

na, MM = Maremmana, MA = Marchigiana, CH = Chianina, CS =

Cinisara, PP = Podolica Pugliese, RO = Romagnola),

I1 test «treenes» ripottato a fianco esprime 'accordo tra le relazioni espres- -
se dall’albero e l'ipotesi di evoluzione indipendente che questo rappre-.
senta.
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dono a rimanere stabili da una generazione all’altra o, al limite, si
spostano lentamente ed a caso per un fenomeno detto deriva geneti-
ca. E ovvio, quindi, che un gene selettivamente neutrale avra fre-
quenza simile in due popolazioni che hanno un’origine comune e vi-
cina nel tempo. Su questo principio si basano i numerosi metodi
di analisi statistica multivariata che, a partire dalle frequenze geni-
che, calcolano la. distanza tra popolazxom e rappresentano queste di-
stanze con metodi grafici di vario genere (figura 4).

La conoscenza delle frequenze di uno stesso allele in varie popo-
lazioni consente di stimare la varianza tra le frequenze e quindi di in-
dividuare la presenza di forze estranee a quelle casuali nella distribu-
zione delle frequenze geniche (Cavalli Sforza L. L., Bodmer W. F.
1971).

In questo modo & stato accertato (almeno ﬁno prova contraria)
che gli alleli che vengono oggi riconosciuti per i sistemi di gruppo
sanguigno e di polimorfismo ematico nel bovino sono selettivamente
neutrali: la loro variabilitd & ampiamente spiegata dalla deriva (figu-
ra 5) (Astolfi P. e coll. 1983). :

In altre parole la selezione neutrale o artificiale non agisce su
questi geni o vi agisce in modo impercettibile ai nostri sistemi di ana-
lisi. Questo fatto ci introduce al 3° punto (Pagnacco G. e coll. 1983
Atti ASP.A)).

c) Correlazioni con caratteri quantitativi

Fin da quando furono scoperti si pensd che una eventuale asso-
ciazione -tra caratteti quantitativi e marcatori facilmente testabili
avrebbe consentito: un enorme incremento e semplificazione nella
velocita di selezione.

I risultati scaturiti dalle numerosissime indagini condotte sono
stati largamente deludenti e contradditori. Questo fatto non stupi-
sce se & vero che i marcatori — comunemente testati — sono seletti-
vamente neutrali,

Un’eccezione importante, che viene acquisendo un sempre mag-
giore peso, & il complesso dei loci che controllano la qualita delle pro-
teine del latte: caseine e sieroproteine.

La qualita di queste proteine, ossia il genotipo della bovina, in-
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La variabilitd delle frequenze geniche tra le varie razze bovine & comple-
tamente spiegabile  dalla deriva genetica. Nessun allele risulta «spinto»
in alcun modo da forze selettive.

fluenza in modo notevole le qualita del latte sotto molti profili, il pii
importante dei quali & attitudine alla caseificazione. Si ritiene che il
genotipo Cn™®® sia superiore agli altri, ma sicuramente anche I'assetto
genetico dei rimanenti loci e le interazioni tra questi hanno un peso
determinante e probabilmente l’eterozigote & il genotipo favorito,
Nel caso delle caseine il marcatore acquisisce un ruolo di grande
rilievo: non si tratta semplicemente di antigeni sulla parete del glo-
bulo rosso, ma di geni che hanno un significato metabolico e pil an-
cora una diretta interferenza con processi che interessano le produ-
zionj zootecniche, Probabilmente, esaurito il filone dell’analisi tasso-
nomica tra popolazioni, sard verso marcatori di questo genere che
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dovra orientarsi la ricerca: caratteri qualitativi in funzione di aspetti
quantitativi delle produzioni.

1)

2)

)

10)

11)

12)
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G. SARTORE *

CONSIDERAZIONI SUI POLIMORFISMI _GENETICI

Introduzione

I1 polimorfismo genetico & un tipo di variazione in cui individui
con nettamente distinte qualitd coesistono come membri normali di
una popolazione. Questa condizione & stata definita da Ford (1940)
‘come la contemporanea presenza nello stesso ambiente di due o pit
forme o fasi discontinue di una specie, in proporzioni tali che la piu
rara di esse non pud essere mantenuta semplicemente come conse-
guenza della mutazione ricorrente,

Questa definizione & estremamente significativa perché esclude da
una parte le razze geografiche, le forme stagionali e le variazioni con-
tinue, come peso e statura, che danno origine a curve di distribuzione
gaussiana, e dall’altra altresi esclude la segregazione di geni mende-
liani responsabili di forme patologiche o di difetti, poiché queste
anormalitd vengono contrastate dalla selezione naturale, I'effetto del-
la quale & bilanciato soltanto dalla mutazione.

Il controllo genetico della fase polimorfe pud derivare dalla se-
gregazione di un singolo locus mendeliano o di un super gene, inteso
sia come un complesso genico strettamente associato, sia come una
inversione o un intero cromosoma.

Variazioni di questo tipo sono note da tempo, anche se in nu-
mero limitato e riferite particolarmente a caratteristiche esteriori de-
gli individui. Sono perd stati gli studi e le ricerche di immunogene-
tica e di genetica biochimica a dimostrare che una enorme ricchezza

* Cattedra di Zootecnica II: Genetica e allevamento - Facoltd di Medicina Veterina-
ria - Universita di Torino.
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di variazioni genetiche esiste nelle popolazioni naturali della maggior
parte degli organismi.

Le variazioni messe in evidenza dall’elettroforesi su mezzi di
supporto pilt 0 meno sofisticati, dalla carta alla poliacrilamide, accop-
piata a tecniche di colorazione istochimica, e da altre tecniche come
i metodi immunologici e sierologici, il sequenziamento della protei-
ne, ecc., consistono in differenze nella sequenza degli aminoacidi del-
le- proteine. Tuttavia recenti studi suggeriscono che variazioni nella
regolazione genica, modificando per esempio la quantitd o il tempo
della sintesi proteica, possono essere abbastanza comuni in natura e
potrebbero essere di grande significato nell’evoluzione, ma l’accerta-
mento di variazioni nella regolazione genica risulta essere un proble-
ma assai difficile ¢ indubbiamente costituisce un grande campo di stu-
dio al fine di definirne il livello ed il significato adattivo (Mc Donald
e Ayala, 1978),

In riferimento a quanto & appena stato detto, le considerazioni
che verranno fatte riguarderanno soltanto le variazioni strutturali
qualitative, intendendo con il termine «locus» una sezione di DNA
che specifica una singola catena polipeptidica, ciod un cistrone (Ro-
berston 1966), a carico del quale eventi mutazionali pitt o meno re-
moti hanno determinato la comparsa di alleli che specificano le attuali
varianti.

Da questo punto di vista derivano alcuni problemi fondamentali
della genetica di popolazioni che verranno brevemente discussi.

a) Frequenza di loci polimorfi nelle popolazioni naturali

Per. quanto riguarda questo aspetto & evidentemente importante
considerare che 'aumento di variazione genetica‘in una popolazione
ne determina il potenziale evolutivo. A questo proposito negli ultimi
anni considerevoli progressi sono stati fatti al fine di ottenere stime
delle variazioni genetiche nelle popolazioni attraverso I'applicazione
di concetti e tecniche della biologia molecolare. In particolare, come
gia detto, I'elettroforesi ha fornito stime del livello di variazione dei
loci che specificano enzimi ed altre proteine.

.

L’ammontare di tali variazioni & notevole e al momento attuale
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sappiamo che i singoli individui appartenenti ai vertebrati, uomo in-
cluso, sono eterozigoti per almeno il 6% dei loro loci, mentre un
invertebrato pud essere eterozigote per pitt del doppio dei loci di un
vertebrato (Selander, 1976; Dobzhansky e coll., 1977).

Due importanti problem1 non ancora risolti influiscono sulle sti-
me della variazione genetica ottenute mediante Pelettroforesi. 11 pri-
mo 2 che questa tecnica evidenzia soltanto una frazione di tutte le so-
stituzioni di aminoacidi nelle proteine e non sappiamo ancora quanta
vatiazione esista, anche se questo & un problema oggetto di attive ri-
cerche.

Il secondo problema detivaidal fatto che attraverso tale tecnica
vengono esaminati soltanto i loci che influiscono qualitativamente
sulla struttura delle proteine, mentre ben poco si conosce su quanta
variazione esista in altri loci, particolarmente in quelli la cui fun-
zione & di regolare il tempo e la quantitd della sintesi proteica.

b) Numero di alleli per locus

Riguardo a questo punto, ciod quanti alleli competano ad ogni
locus, sempre tenendo conto del concetto di locus prima indicato, la
risposta pud essere «non molti», in quanto generalmente nell’ambito
delle popolazioni si trovano due o tre varianti e soltanto di rado il
numero degli alleli arriva a sei o sette.

Alcune eccezioni riguardano determinati sistemi immunogenetici,
in particolare il locus B dei bovini, petr il quale venivano riportate
centinaia di alleli, mentre sembra ormai chiaro che si tratta di un
locus multiplo. D’altra parte & vero che per esempio sonc conosciute
molte emoglobine anormali nell’'uomo, o diverse varianti proteiche in
altri animali, ma & altresi da segnalare che si tratta per la maggior
parte dei casi di varianti assai rare e che le popolazioni polimorfe
generalmente presentano soltanto poche forme alternative. Piuttosto
¢ da rilevare che nelle popolazioni vi & una considerevole variazione
tra loci nell’ammontare dei polimorfismi genetici, che ad ogni locus
vi & somiglianza tra le popolazioni nell’ammontare ¢ nel comporta-
mento delle variazioni genetiche e che una differenziazione genetica
tra popolazioni esiste per alcuni loci (Zanotti e Pagnacco, 1983}, il
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che comporta un notevole grado di eterozigosi nell’ambito delle sin-
gole popolazioni.

c) Significato adattativo dei polimorfismi genetici

Si ¢ detto in precedenza che I'equilibrio tra mutazione ricorrente
e selezione naturale giustifica la presenza nelle popolazioni di geni
patogeni o indesiderabili, i quali a bassa frequenza causano la com-
parsa di rari individui anormali o mutanti recessivi. Geni di questo
tpo, la cui frequenza al punto di equilibrio tra le due forze & data da
q = V u/s, dove u & la frequenza di mutazione ed s & il coefficiente
di selezione, costituiscono la parte minore della variabilita genetica
trovata nelle popolazioni.

Cid che interessa in questa sede sono i geni che non sono né rari,
né patogeni o indesiderabili ¢ per i quali non si pud chiamare in
causa I'equilibrio tra pressione di selezione da una parte e frequenza
di mutazione dall’altra, si tratta ciot di loci nei quali sono presenti
alleli a frequenze intermedie. I valori delle frequenze intermedie, per
i quali i loci vengono considerati polimorfi, sono atbitrari e variano
secondo alcuni tra 0,01 e 0,99 e secondo altri tra 0,05 e 0,09, inten-
dendo con cid che la frequenza dell’allele pit comune non eccede il
~valore di 0,99. Il punto essenziale & che gli alleli pitt rari presentano
frequenze troppo alte rispetto al valore di q = V u/s per essere
considerate frequenze di equilibrio tra mutazione ricorrente e sele-
zione.

by

A questo punto & necessatio chiamare in causa altre spiegazioni
per giustificare la grande diffusione dei polimorfismi genetici prima
accennata e questo & un aspetto sul quale si riversano U'interesse e le
controversie di molti genetisti.

In termini generali e con riferimento alle popolazioni naturali, Ia
controversia maggiore & tra selezionisti e neutralisti, intendendo con
i primi coloro -che ritengono che i polimorfismi genetici siano bilan-
ciati, ciod siano equilibrii stabili mantenuti da forze selettive che agi-
scono sulla «fitness» o efficienza riproduttiva, mentre i secondi sono
coloro che ritengono che molti polimorfismi siano neutrali rispetto
alla «fitness», ciod non abbiano significato funzionale e detivino da
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eventi mutazionali e dal ridotto numero di invidui che costituisco-
no le popolazioni.

Dal punto di vista teotico, i meccanismi pilt significativi che pos-
sono determinare i polimorfismi genetici sono i seguenti.

1) Vantaggio selettivo degli eterozigoti o superdominanza: & il
caso classico dell’anemia falciforme nelle zone malariche del golfo di
Guinea, ma qualche esempio esiste anche nei bovini, come la sindro-
ne «artrogrifosi, idromielia e palatoschisi» dei bovini Charollais. In
questi casi risultano sfavoriti entrambi gli omozigoti, sia pure per
motivi diversi, per cui ponendo si il coefficiente di selezione contro
gli omozigoti normali ed s il coefficiente di selezione contro gli omo-
zigoti difettosi, il punto di equilibrio viene raggiunto quando q =
Sl/ 81 + S2. '

Affinché si verifichi superdominanza nei riguardi dell’efficienza
riproduttiva gli alleli devono influenzare due componenti della «fir-
ness» in direzioni opposte: nel caso della falcemia un omozigote la
riduce attraverso la sensibilita alla malaria, I’altro attraverso ’anemia.

Poiché la superdominanza in favore dell’efficienza riproduttiva
mantiene le frequenze geniche a valori intermedi e poiché esistono
diverse modalitd attraverso le quali questa superdominanza pud deri-
vare, essa rappresenta una spiegazione attraente dei polimorfismi
genetici.

I casi in cui questo meccanismo & stato provato sono relativa-
mente pochi, ma questo non costituisce un grave problema, poiché
sarebbe sufficiente un vantaggio estremamente piccolo e non facil-
mente evidenziabile per mantenere il polimorfismo. Piuttosto ci sono
serie difficoltd derivanti dal fatto che nella selezione basata su effi-
cienze riproduttive moltiplative la fitness dei singoli individui omo-
zigoti per n loci pud essere rappresentata da 1 - s)", dove s & il coefli-
ciente di selezione associato con 'omozigosi ad ogni locus (Wills,
1978), per cui se s & sufficientemente grande il carico genetico, ciog
la percentuale della popolazione che va incontro alla morte genetica
per l'incapacitd a sopravvivere o a riprodursi, diventa cosi elevata
da portare all’estinzione della popolazione man mano che il numero
dei loci segreganti diventa grande.

2) Selexione dipendente dalla frequenza: il fatto che un individuo
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possieda un fenotipo rato pud rappresentare di per sé un vantaggio,
indipendentemente da quale fenotipo si tratti, per cui la direzione
della selezione dipende dalla frequenza del gene e, quindi, un allele
a bassa frequenza & favorito perché produce il fenotipo raro, mentre
lo stesso allele ad alta frequenza & controselezionato.

Cosl, ad esempio, & stato dimostrato che uccelli e pesci assumono
sproporzionatamente pitr alimento del tipo pili frequente, per cui si
esercita una selezione frequenza-dipendente su prede polimorfe, attri-
buendo un ‘vantaggio agli individui con colorazioni rare (Clarke,
1969). .

In generale lo sviluppo di speciali metodi di attacco e di difesa
nella relazione tra predatore e preda ¢ tra patogeno ¢ ospite sembra
dare origine ad una selezione di questo tipo.

3) Eterogeneita di ambiente: I'ambiente in cui vivono gli indivi-
dui di una popolazione non & costante, in quanto varia con le loca-
'lita e con il tempo, per cui se un allele & vantaggioso in un ambien-
te ed un altro allele lo & in un ambiente differente, ne puod risultare
un polimorfismo stabile, senza che necessariamente vi sia un vantag-
gio selettivo degli eterozigoti, in quanto la selezione tende ad adat-
tare ai differenti ambienti i differenti individui, con la formazione di
un gradiente di frequenze geniche tra una localitd ed un’altra,

4) Transizione: gli attuali polimorfismi genetici possono essere
considerati come stadi di transizione nel rimpiazzo evolutivo di un
allele con un altro che & diventato pitt vantaggioso attraverso qual-
che cambiamento ambientale del passato. Questa dpotesi, tuttavia, &
verosimile per non pit di una piccola parte dei polimorfismi.

5} Mutazioni newutrali :i meccanismi fin qui esaminati richiedono
la sclezione come forza responsabile dei polimorfismi. E’ possibile
tuttavia che i coefficienti di selezione siano cosi piccoli che le fre-
quenze di mutazione diventino fattori significativi. Infatti le muta-
zioni che potrebbero dare origine ai polimorfismi proteici devono es-
sere considerate come eventi unici, poiché le varianti proteiche diffe-
riscono per uno o pochi’ aminoacidi e la probabilitd di ottenere la
stessa sostituzione aminoacidica attraverso mutazioni ricorrenti &
molto piccola. '

Quando ogni mutazione & trattata come un evento unico, il pren-
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dere in considerazione la grandezza della popolazione dimostra che
mutazione e cosa possonc dare origine ai polimorfismi: infatti quan-
do una popolazione & piccola un unico evento mutazionale ha una
probabilitd piccola, ma diversa da zero, non solo di sopravvivere,
ma anche di diffondersi attraverso popolazione e pid piccola & la
popolazione ¢ maggiore & la probabilita del mutante di sopravvive-

re (FALCONER, 1981).

Secondo la teoria neutralista alcuni dei polimorfismi presenti ad
un dato tempo rappreseniano geni che, praticamente neutrali rispet-
to all’efficienza riproduttiva, sono mutati in un passato remoto e sono
ancora presenti nella popolazione.

Le opinioni sono controverse su quanti polimorfismi possono es-
sete attribuiti a mutazioni neutrali ed il problema & principalmente
legato alla forza delle selezione, che agisce su di esse, ed alla gran-
dezza della popolazione.

Conclusioni

Da questa rapida rassegna risulta evidente che le opinioni sono
contrastanti: in alcuni casi i dati riportati dalla letteratura sono net-
tamente a favore dell’'una o dell’altra ipotesi, cioé selezionista o neu-
tralista, ma la maggior parte delle evidenze spetimentali ottenute
sembra essere coerente con entrambe le ipotesi.

Se la situazione apare quindi complicata a livello di popolazioni
naturali, nelle quali & solo la selezione naturale ad operare sulla effi-
cienza riproduttiva, il discorso diventa ancora pit complesso negli
animali da allevamento, dove oltre alla selezione naturale per la eff-
cienza riproduttiva si effettua anche la selezione artificiale per I'effi-
cienza produttiva ¢ dove la grandezza effettiva delle popolazioni di-
pende dalla sproporzione esistente tra i due sessi; percio popolazioni
apparentemenite numerose, soprattutto in condizioni di inseminazio-
ne strumentale, si riducono notevolmente e riproduttori eterozigoti
possono diffondere nella popolazione stessa determinati polimorfismi.
In una situazione di cosi complesse interazioni sembrerebbe quindi
accettabile I'ipotesi neutralista, anche se quella selezionista potrebbe
apparire pili suggestiva.
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Riassunto

Vengono passati in rassegna alcuni aspetti relativi ai polimorfi-
smi genetici prendendo in considerazione la frequenza dei loci poli-
motfi nelle popolazioni, il numero di alleli per locus ed il loro possi-
bile significato adattativo,

Summary

Considerations on genetic polymorphisms.

Some aspects of the genetic polymorphisms are reviewed consi-
dering the frequency of polymorphic loci in populations, the number
of alleles per locus and their possible adaptive significance.
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CONCLUSIONI DEL MODERATORE

LY

A conclusione di questo incontro che & stato seguito dai parte-
cipanti con viva attenzione appare utile richiamare sinteticamente
alcuni punti che potrebbero aiutare ad' evidenziare la tematica che
si sviluppa nell’ambito della ricerca Zootecnica e Veterinaria e che
si svolge a sostegno dell’attivitd pratica. '

~— Si tratta di una via di concreta operativitd scientifica e tec-
nica nella moderna produzione animale rivolta ad utilizzare I’atti-
tudine alla risposta immunitaria mediante lo studio del complesso di
istocompatibilitd in chiave di miglioramento genetico del bestiame
in una zootecnia che sempre pitt & portata a lavorare al limite del
fisiologico scivolando nel fisiopatologico.

— Si afferma il significato dell’interdisciplinarieta in una ricerca
zootecnica che richiedera sempre pitt di privilegiare gli aspetti bio-
logici nella problematica degli sfruttamenti economici del bestiame.

— Si evidenziano aspetti nuovi di approccio di studio con rica-
duta concreta nel mondo dell’operativita in modo particolare per
il veterinario impegnato direttamente a promuovere nella futura ge-
nerazione di bestiame buona attitudine alla risposta immunitaria in
genere, resistenza naturale geneticamente determinata alle forme
morbose, dismetaboliche, infettive, parassitarie, qualificate caratte-
ristiche biologiche collegate alla valorizzazione della produzione qua-
liquantitativa.

Dall’'interesse manifestato dai partecipanti nel seguire le relazio-
ni, si deve ritenere che questa giornata di studio ha risposto allo
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scopo: quello di aggiornare il mondo veterinario e zootecnico su
nuove linee di frontiere della ricerca zootecnica e veterinaria.

Bene ha fatto la SISVET a promuovetla.

Un vivo ringtaziamento alla Fondazione Iniziative Zooprofilatti-
che e Zootecniche e all’Istituto Zooprofilattico della Lombardia e
Emilia Romagna che con la loro consueta sensibilitd per iniziative
del settore ne hanno curato I'organizzazione.

Pror. G. ROGNONI

(Istituto di Zootecnia - Facoltd di Medicina
Veterinaria, Universitd di Milano)
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PRESENTAZIONE

Gentili Signore e Signori

a nome della Societd Italiana delle Scienze Veterinarie mi & gradito por-
gere un cordiale saluto a tutti coloro che partecipano a questa giornata di
studio.

Desideto rivolgere un partlcolare ringraziamento alla’ Fondazione Inizia-
- tive Zooprofilattiche e Zootecniche ed alla Scuola per la Ricerca Scientifica di
Brescia, ‘qui rappresentate dal dott. Pecorelli, e all'Istituto Zooprofilattico Spe-
rimentale della Lombardia e dell’Emilia, qui rappresentato dal suo D1rettore
il prof. Gualandi.

Un vivo ringraziamento esprimo anche al Moderatore, il prof. Marcato
dell’Universita di Bologna, e ai Relatori italiani e stranieri: i professori Poli e
Genchi dell’Universita di Milané, la dott.ssa Cerruti Sola dell’Universita di To-
rino, il prof. Hoorens dell'Universith di Gent e il prof. Trautwein della Tie-
rirziliche Hochschule di Hannover. Essi hanno aderito di buon grado all’invito
di- venire a Brescia per esporre i risultati delle loro indagini e le loro consi-
derazioni personali sul tema oggetto di studio.

La SIS.VET. ha voluto privilegiate quest’anno gli argomenti riguardanti
i processi immunologici degli organismi animali, ptogrammando due giornate
di aggiornamento ¢ di studio, una sull’immunogenetica, svoltasi un mese fa in
questa sede, ¢ altra sulla immunopatologla

Per il prossimo anno & gia prevista una Tavola rotonda sulle malattie a
base autoimmunitaria. -

La scelta dei suddetti temi non & casuale: i processi immunologici, com’®
noto, costituiscono Ia base principale dei fenomeni di difesa dell’organismo ani-
male contro gli agenti patogeni di qualsiasi natura, e, in alcuni casi, lo sresso
sistema immunitario pud dare luogo, se alterato, all’insorgenza di particolari
malattie.

La S.IS.VET. percid si augura che da questi incontri si riesca a favorire
sempre di piti I'aggiornamento scientifico dei veterinari e a stimolare linteres-
se per nuove, approfondite indagini tra i giovani ricercatori, siano essi giovani
per etd o conservatisi tall nello spirito.

Pror. A. GOBETTO
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INTRODUZIONE DEL MODERATORE

Signore e Signori,

questa giornata di studic sull’Immunopatologia & un segnale ulte-
riore ed importante del risveglio nel nostro Paese dell’interesse per
gli studi di patologia veterinaria. L’immunopatologia & infatti un set-
tore fondamentale di quella «Patologia» che, in Europa, non ha biso-
gno di nessun’altra aggettivazione se non quella di «veterinaria» per
qualificare le sue competenze.

Come coordinatore del Convegno sono grato agli Enti organizza-
tori, e in particolare al presidente della Societa Italiana Scienze Vete-
rinarie, prof. Gobetto, per la fiducia con la quale mi & stato conferito
un compito cosi impegnativo. Ma & soprattutto come socio della
Associazione Italiana Patologi Veterinari, e a nome del suo presi-
dente, prof. Romboli, che ic tengo ad esprlmere profonda riconoscen-
za non solo agli Enti organizzatori, ma anche ai Relatori € a tutti gli
ascoltatori intervenuti.

A proposito dei relatori, sono certo che i colleghi italiani, Poli,
Genchi e Cerruti Sola, non avranno nulla da eccepire se antepongo
il mio caloroso benvenuto ai professori Hoorens e Trautwein. Ono-
randoci con il prestigio della loro esperienza di studiosi di fama in-
ternazionale, essi hanno risposto con puntuale cortesia all’invito
della SISVET di tenere qui a Brescia una relazione su problemi di
immunopatologia che hanno approfondito specificamente con le loro
ricerche. '

Consentitemi a questo punto di dedicare una nota introdutti-
va agli argomenti che saranno oggetto di relazione e di dibattito
in questa giornata di studio.

Prof. P. S. MarcaTo

(Istituto di Patologia Generale e Anatomia Patologica -
Facoltad di Medicina Veterinaria, Universitd di Bologna)
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Att della Giornata di studio su:
Immunopatologia veterinaria

Scuola per la Ricerca Scientifica - Brescia, 26 Giugno 1983

_P. S. MarcaTo *

ORTOLOGIA E PATOLOGIA
DEI FENOMENI IMMUNOLOGICI.
LINEAMENTI ATTUALI

L’immunita (stato immunitatio) ¢ uno stato di difesa dell’orga-
nismo basato su un sistema immunitario (sistema immunocompeten-
te) che reagisce (risponde) a stimoli patogeni immunogeni (antigeni).
Si pud dividete la risposta a un antigene in due categorie: I'immunita
umorale e 'immunitd cellulare, sovente coinvolte in una stretta col-
laborazione. La prima ha come funzione principale I'eliminazione di
agenti patogeni extracellulari (batteri, miceti, protozoi, elminti, ecc.),
la seconda funziona contro patogeni intracellulari facoltativi (come
virus, salmonelle, brucelle, micobatteri) e nell’eliminazione di cellule
aberranti, come quelle neoplastiche. Nel caso dell’'immunitd umorale
il sistema immunitario risponde all’antigene con la sintesi di un anti-
corpo (anticorpo umorale), ciod con la sintesi di una proteina effet-
trice complementare, che riconosce ’antigene e interagisce specifica-
mente con esso. Gli anticorpi (Ig = Immunoglobuline) sono secreti
dalle plasmacellule (che originano per differenziazione da linfociti B -
stimolati dall’immunogeno)-e si trovano nel plasma, nei liquidi extra-
cellulari e alla superficie delle mucose, dove partecipano all’azione lo-
cale protettiva dei secreti mucosi (c.d. immunita locale). L’interazione
dell’anticorpo con I’antigene attiva un meccanismo protettivo idoneo |
a eliminarlo (fagocitosi, lisi per attivazione del complemento, ecc.).
Nel caso dell’immuniti cellulare, la protezione, ad esempio contro un
virus, & operata da cellule effettrici citotossiche specificamente sensi-
bilizzate (derivate da linfociti T), che riconoscono le cellule infettate
dal virus e le distruggono. Le due ramificazioni del sistema immuni-

* Istituto di Patologia Generale e Anatomia Patologica della Facoltd di Medicina
Veterinaria - Universita degli Studi di Bologna.
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tario (umorale e cellulare) hanno origine da cellule staminali del
midollo osseo che acquistano «immunocompetenza» emigrando nel ti-
mo (linea delle cellule T, deputate alla risposta cellulare) e nella mil-
za e nei linfonodi (linea delle cellule B, deputate alla risposta umo-
rale). Per semplificare, si pud immaginare un modello del sistema
immunitario (tabella 1) concepito come un sistema autoregolato me-
diante una retroazione negativa (megative feedback), dato che il ri-
sultato dell’anticorpo, o della cellula T, che si combina con I'immuno-
geno ¢ quello di diminuirne o bloccarne l'ingtesso, Al centro del si-
stema vi & il tessuto linfatico, che «tratta» 'immunogeno che gli per-
viene (branca afferente), produce e smista gli elementi effettori spe-
cifici, cioe anticorpi e cellule T (branca efferente).

Fin qui & stato schematizzato il meccanismo della risposta immu-
nitatia nel mantenere un normale stato di salute. Ma la risposta im-
munitaria (paradosso non nuovo nella biologia) pud entrare anche
nella patogenesi delle malattie. Si vedrd poi (altro apparente para-
dosso) che certi fenomeni patoimmunitari a volte possono risultare
benefici. Fu all’inizio del sacolo che gli effetti biologici dell’immuni-
13 si rivelarono per la prima volta gravemente lesivi per l'organismo,
e tale sconvolgente scoperta emerse da una ricerca di patologia vete-
rinaria sperimentale: Portier e Richet (1902), inoculando cani con un
estratto tossico dell’anemone di mare, constatarono una reazione si-
stematica mortale, che chiamarono anafilassi, cioé il contrario della
protezione immunitaria o profilassi che si attendevano. Da allora si &
sviluppato lo studio della immunopatologia.

I fenomeni immunopatologici si possono dividere in tre grandi
categorie:

a) deficienza immunitaria,
b) ipersensibilitd immunitaria,

¢) autoimmunitd (autosensibilitd immunitaria)

Deficienza immunitaria

Le sindromi da deficienza immunitaria sono primarie, da impro-
prio sviluppo del sistema immunitario umorale o cellulare, e seconda-
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rie, acquisite, associate a malattie tossiche (da sostanze immunosop-
pressive e citostatiche), a malattie neoplastiche (mieloma multiplo),
a sindrome nefrosica, a enteropatia protidodisperdente, a difetto di
trasferimento passivo di Ig materne.

Nel micloma multiplo, neoplasia plasmacellulare  osservabile nel
cane, l'atipia delle plasmacellule fa si che vengano sintetizzate in ec-
cesso Ig anomale (paraproteinemia) e in difetto Ig normali (ipogam-
maglobulinemia). Si tratta dunque di una deficienza immunitaria delle
cellule B.

Un’ipogammaglobulinemia neonatale & relativamente frequente
nei vitelli e dipende per lo pitt da insufficiente assunzione o assorbi-
mento intestinale di colostro {Tennant e Hornbuckle, 1980), 1 wvitel-
li ipogammaglobulinemici sono pit soggetti a infezioni setticemiche
e enteropatie diarroiche acute.

Tabella 2 - Classificazione delle deficienze immunitarie ed esempi dei
vari tipi : :

A) Deficienze immunitarie primarie -

1) delle cellule B

(sindrome di Bruton, ipogammaglobulinemia legata al sesso)
2} delle cellule T

(ipoplasia timica congenita) - BOVINO
'3) delle cellule B e T

(immunodeficienza grave combinata) - CAVALLO

4) Turbe della fagocitosi
(sindrome di Chédiak-Higashi) - BOVINO, GATTO

B) Deficienze immunitarie secondarie
1} delle cellule B
(mieloma multiple) - CANE

2} delle cellule T
(morbo di Hodgkin)

Le deficienze immunitarie primarie possono riguardare le cellu-
le B (sindrome di Bruton o ipogammaglobulinemia legata al sesso),
le cellule T (sindrome di Di George o aplasia timica congenita), en-

98



-

trambe le linee cellulari B e T (ipogammaglobulinemia di tipo sviz-
zero), e la funzione fagocitaria (sindrome di Chédiak-Higaschi).

In vitelli pezzati neri di discendenza frisona & segnalata la sin-
drome ereditaria «lethal trait A 46», caratterizzata da deficienza im-
munitaria cellulare associata ad ipoplasia timica (Ansay 1975). E si-

‘mile alla sindrome di Di George dell’uvomo (Mc Guire, 1976).

In puledri di razza araba & conosciuta una deficienza immunitaria
combinata delle ecllule B e T, che presenta il quadro di una ipopla-
sia timica associata ad assenza di strutture linfoidi organizzate (cor-
puscoli) nei linfonodi e nella milza (Mc Guire, 1976). E analoga alla
ipogammaglobulinemia di tipo svizzero dell’'uomo.

Un esempio di turba della fagocitosi, uno dei piti importanti mec-
canismi cffettori della risposta immunitaria, lo troviamo nella sin-
drome di Chédiak-Higaschi, individuata nel bovino e nel gatto (Prieur
e Collier, 1978): i fagociti hanno una ridotta capacity di distruggere
i batteri e presentano lisosomi giganti a causa di un’anormale fusio-
ne dei lisosomi con i fagosomi. Cid dlpenderebbe anche da un difetto
nell’assemblaggio dei microtubuli. :

Lesioni da ipersensibilitd immunitaria

Alla base di varie lesioni immunologicamente indotte, c.d. lesioni
immunitarie, troviamo lipersensibilita, cioé lo stato di un animale,
precedentemente immunizzato, nel quale la reazione immunitaria a
una ulteriore dose di antigene ptovoca una lesione tessutale. In altre
parole compare una iperreattivitd patologica a fronte di un antigene
normalmente innocuo.

Le lesioni immunitarie variano in rapporto alle due principali
forme di reattivitd immunitaria, umorale («anticorpo- d1pendente») e
cellulare («linfocito T- dlpendente»)

" Lesioni immunitarie da anticorpi umorali

La lesione da reazione «anticorpo-dipendentes» (detta anche im-
mediata) pud essere di tre tipi:
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a) anafilattica,
b) citotossica o citolitica,

¢} da immunocomplessi.

Come si pud vedere dalla tabella 3 ognuna di queste lesioni &
collegata a una certa classe di Ig, a un certo tipo di cellula ,e a speci-
fici mediatori biochimici. A proposito di questi si deve ricordare che
il danneggiamento tessutale & principalmente 'effetto dell’attivazio-
ne immunologica di mediatori cellulari e biochimici (meccanismo le-
sivo indiretto). Infatti la combinazione dei reagenti immuni (Ag, Ac)
causa solamente effetti diretti di minima entitd, ma come meccani-
smo d’innesco fa entrare in gioco fattori lesivi per lo pitt di natura
inflammatoria (c.d. inflammazione allergica). In merito si conside-
ri che le vere e proprie allergie (dette anche atopic) sarebbero quelle
sindromi di ipersensibilitd verso uno specifico antigene, nelle quali
si constata una forte predisposizione, spesso ereditaria, e un alto li-
vello sierico di Ig della classe E (reagine). Le reagine sono chiamate
anche anticorpi citotropi, petché si legano mediante il frammento Fc
della molecola anticorpale alle Mastzellen e ai granulociti basofili:
all’incontto con DPantigene queste cellule liberano mediatori chimici
flogogeni come listamina. Intervengono allora i granulociti eosino-
fili a modulare I’attivitd di questi mediatori (Weller e Goetzl, 1979).

A differenza dell’'uvomo, nell’ipersensibilita allergica degli animali
non & sempre dimostrabile una correlazione diretta con il tasso sie-
rico di IgE (Geroldi, 1980)..

Lesioni anafilattiche

Le atopie appartengono alle reazioni d’ipersensibilita di tipo ana-
filattico. Di queste tuttavia ’espressione piti grave & lo shock anafi-
lattico (anafilassi sistematica), caratterizzato in tutte le specie da una
serie di fenomeni comuni: aumento della permeabilita capillare, con-
trazione della muscolatura liscia, ipotensione, emoconcentrazione, ipo-
coagulabilitd del sangue, ipotermia. Pud variare invece l'organo di
shock: nel cane & il fegato, nel bovino e nel cavallo i polmoni, Tali
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profonde reazioni generali sono dovute a una massiva liberazione di
mediatori farmacologici da parte dei granulociti basofili in circolo.

L’atopia spontanea da pollini (microspore delle piante anemoga-
me) con rinocongiuntivite e asma & molto conosciuta nel cane (polli-
nosi da ragweed) e meno nel bovino («Summer snuffles»). Casi di
atopia sono segnalati inoltre in cani allergici a vari alimenti. Mani-
festazioni orticarioidi e dispnea possono comparire nelle vacche a se-
guito di ritenzione del latte (c.d. allergia da latte) quando vengono
messe in asciutta © quando non possono essere munte (Bienfet, 1976).
Il meccanismo di ipersensibilith viene attivato dal riassorbimento in
circolo di componenti proteiche del latte. ’

Reazioni atopiche e anafilattiche sistemiche indote, iatrogene, si
registrano talvolta con I'uso di antibiotici e ormoni (responsabile la
carbossimetilcellulosa impiegata come mezzo di sospensione) e vacci-
ni antiaftosi (responsabile un complesso di formalina e sierc norma-
le bovino presente nei vaccini).

Anche le punture di insetti possono provocare reazioni cutanee
di tipo anafilattico: nel cavallo & nota una dermatite da punture di
pulci (Culicoides robertsi).

Lesioni citolitiche

La lesione immunitaria citotossica comporta una reazione di Ig,
della classe G ed M, con antigeni delle plasmamembrane specialmen-
te di cellule del sangue: segue la lisi cellulare, di solito con la media-
zione del complemento attivato nelle sue componenti terminali; C8
e C9, che hanno effetto citotossico. Un altro tipo di distruzione cel-
lulare mediata dal complemento avviene tramite 'immunoaderenza:
le molecole della frazione complementare C3b, attivata sulla membra-
na cellulare agiscono da recettori che facilitano la captazione delle
cellule (emazie, piastrine, leucociti) da parte dei macrofagi del SRE,
che le fagocitano ed eliminano.

Recentemente & stato descritto un nuovo meccanismo di citoli-
si anticorpo-dipendente non mediato dal complemento (Perlmann,
1976): la distruzione cellulare anticorpo-dipendente da parte di cel-
lule killer (K) «naturali», cos? dette per distinguerle dalle cellule K
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specificamente sensibilizzate (linfociti T «effettori») che intervengono
nelle lesioni immunitarie a mediazione cellulare. In questa reazione
anticorpo-dipendente la specificita deriva dalla reazione Ag-Ac alla
superficie della cellula bersaglio, mentre la cellula killer «naturales
agisce in modo aspecifico, liberando fattori biochimici letali (citotos-
sine) per la cellula bersaglio, alla quale si & legata tramite un recet-
tore per il frammento Fc dell’anticorpo *

Un meccanismo citolitico a mediazione complementare & alla ba-
se delle reazioni da isoimmunizzazione trasfusionale (trasfusione di
sangue incompatibile) nell’'uomo. Quando il ricevente non possiede
Ac (agglutinine) contro Ag che sono situati alla supetficie dei globuli
rossi (agglutinogeni), la trasfusione pud essere tollerata. Diversamen-
te si ha emoagglutinazione e poi emolisi. Negli animali domestici so-
no stati identificati diversi antigeni eritrocitari specie-specifici appar-
. tenenti a vari sistemi di gruppi sanguigni, ma le corrispondenti emoag-
glutinine sono presenti in genere in concentrazioni ridotte o mancano
del tutto (Schalm, 1975). Di conseguenza I'intensith e I’ occorrenza del
danno da -trasfusione di sangue incompatibile variano nelle differen-
ti specie (Allan, 1980): lieve nel cavallo, raro se non dopo ripetute
trasfusioni nel bovino e nella pecora, heve nel suino, intenso nel ca-
ne, assente nel pollo.

Un’altra malattia da isoimmunizzazione eritrolitica & la malattia
emolitica neonatale (cavallo, mulo, bovino, suino), che risulta dalla
immunizzazione della madre ad opera degli eritrociti del feto e com-
pare dopo l'assunzione del colostro. Nelle cavalle una lieve lesione
della placenta durante il parto del primo puledro provoca Iisoimmu-
nizzazione materna e alle successive gravidanze i puledri possono am-
malarsi (Allan, 1980). Altra possibilita & che le madri vengano sti-
molate a produrre anticorpi contro antigeni eritrocitari da vaccini
contenenti componenti del sangue o di altti tessuti omologhi (vacci-
ni antianaplasmosi e antibabesiosi nel bovino, vaccino antiaborto vi-
rale preparato da tessuto fetale nel cavallo, vaccino antipestoso al cri-
stalvioletto nel suino).

La porpora trombocitopenica neonatale dei suini & anch’essa ba-
sata su una isoimmunizzazione materno-fetale: la trombocitopenia,

* Come tramite di lesione tessutale questa reazione & importante in condizioni in
cui le cellule presentano antigeni di superficie (virali, tumorah indotti da farmact)
strettamente legari agli antigeni di istocompatibilita. .
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che causa la sindrome emorragica, consegue all’intervento di anticorpi
agglutinanti antipiastrine. :
I.’adsorbimento sulla superficie cellulare di antigeni batterici o di
farmaci che si comportano da apteni, pud rendere le cellule tempo-
rancamente esposte all’effetto citolitico anticorpo- dlpendente mediato
dal complemento. :

L’antigene polisaccaridico di Salmonella gallinarum, agente ezio-
logico della tifosi aviare, viene adsorbito sui globuli rossi che vanno
incontro a lisi a contatto con Panticorpo e ne consegue anemia (Al-
lan, 1980). '

Lesioni da immunocomplessi

La lesione da immunocomplessi (c.d. reazione di tipo Arthus)
rappresenta probabilmente la pitt frequente lesione immunologica. E
causata da anticorpi precipitanti che formano con I'antigene presente
in circolo dei complessi solubili, che attivano frazioni chemiotattiche
del complemento (C5a) che richiamano le cellule effettrici di questa
reazione immunologica, i granulociti neutrofili. Gli enzimi lisoso-
miali liberati da queste cellule inducono alterazioni tessutali contras-
segnate da flogosi dei piccoli vasi (microvasculite). Nel prototipo
sperimentale (reazione di Arthus) quest’alterazione vascolare & segui-
ta da edema, emorragia, trombosi e necrosi.

Nell’innesco di reazioni da immunocomplessi pud assumere im-
portanza un meccanismo istaminergico, come & dimostrato nella rea-
zione generalizzata a forti somministrazioni di siero eterologo (malat-
tia da siero): i granulociti basofili, cui si sono legate IgE (che inter-
vengono in aggiunta alle IgG e IgM), liberano il fattore di attiva-
zione piastrinica (PAF) allorché incontrano I'antigene specifico. I
PAF causa 'aggregazione delle piastrine, le quali liberano istamina,
che aumenta la perimeabilitd vasale, consentendo agli immunocom-
plessi di depositarsi pili copiosamente nelle pareti vasali.

Nell’alveolite allergica estrinseca dei bovini (malattia di Ronca),
analoga al farmer's lung dell’vomo, vi & un'ipersensibilita di tipo
Arthus verso gli antigeni di Micropolyspora faeni, un actinomicete
- termofilo presente nei fieni umidi ed ammuffiti. Gli antigeni fungini
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si uniscono negli alveoli agli anticorpi prec1p1tant1 specifici, causando
alveolite e vasculite (Wilkie, 1976).

. Nelle glomerulonefriti da immunocomplessi, questi, arrestandosi
nej capillari glomerulari, attivano il complemento. Sono segnalate in -
‘corso di virosi croniche, come ’anemia infettiva equina, la peste
suina, I'«Aleutian disease» dei visoni, la coriomeningite linfocitaria
murina, Le uveiti, cheratiti e nefriti che si sovrappongono all’epatite
virale del cane sono provocate da immunocomplessi. La stessa pato-
genesi si avrebbe nella glomerulonefrite del lupus eritematoso dis-
seminato dei cani. In questa malattia gli immunocomplessi sono for-
mati da anticorpi che hanno reagito con nucleoproteme del soggetto
{(autoanticorpi).

Nel cane e nel cavallo sembra possibile osservare una glomerulo-
nefrite conseguente al deposito glomerulare di immunocomplessi for-
mati con antigeni streptococcici {glomerulonefrite post-streptococci-
ca. o

Una vasculite immunitaria tipo Arthus sarebbe responsabile delle
lesioni- edematose emorragiche sottocutanee diffuse dell’anasarca o
febbre petecchiale del cavallo, che fa segnito all’adenite streptococ-
cica.

Secondo alcuni i ponfi cutanei romboidi caratteristici del Mal
Rosso suino avrebbero come base patogenetica una reazione tipo

" Arthus.

Lesioni immunitarie mediate da cellule

Si tratta di lesioni indotte da reazioni cellulari, dette ritardate,
perché nei prototipi sperimentali si sviluppa una flogosi a evoluzione
rallentata. Il fenomeno centrale & Pintervento di cellule specificamen-
te sensibilizzate (linfociti T), che riconoscono gli antigeni e secernono
sostanze non anticorpali, dette mediatori chimici linfocitari o linfo-
chine, che hanno svariati effetti: stimolatori, flogogeni e inibitori
{Rocklin, 1980). Le linfochine inibitorie comprendono sostanze che
producono lisi di cellule bersaglio (linfotossine) o inibiscono la loro
moltiplicazione (fattori citostatici); le linfochine stimolatorie com-
prendono fattori di moltiplicazione (mitogeni) per i linfociti e i ma-
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crofagi, e fattori che mediano la collaborazione tra cellule T e B; le
linfochine flogogene infine comprendono fattori che intervengono nel-
Iimmunita cellulare (MIF e MAF = fattori di immobilizzazione e
attivazione dei macrofagi), fattori chemiotattici, fattori procoagulanti
e permeabilizzanti il microcircolo.

Alla base di queste reazioni si considera tradizionalmente l'infil-
trazione tessutale di linfociti e macrofagi (cellule spesso collegate da
stretti rapporti di collaborazione) e un meccanismo destinato alla
comunicazione intercellulare che induce lesioni granulomatose (ad
es. granulomi tubercolati, micotici e parassitari) oppure lo sviluppo
della c.d. allergia da contatto (eczema causato da svariati corpi chimici
semplici che fungono da apteni e formano antigeni completi con le
proteine dell’epidermide). Un meccanismo immunopatologico citotos-
sico a mediazione cellulare (linfociti T killer o «eflettori») interviene
inoltre nel danno tessutale di certe infezioni virali, come dimostra
il caso della coriomeningite linfocitaria virale murina.

Nelle lesioni immunitarie mediate da cellule ha una parte impor-
tante la collaborazione tra linfociti e macrofagi: i macrofagi «presen-
tano» gli antigeni ai linfociti T, i quali una volta sensibilizzati re-
clutano e attivano, miediante le linfochine, nuovi macrofagi, che a
loro volta producono sostanze {monochine) attivanti i linfociti. Que-
ste intetazioni cellulari fanno st che la sensibilizzazione non possa
essere trasferita ad altro animale della stessa specie tramite il siero
(come avviene per la sensibilizzazione da anticorpi umorali), ma sola-
mente tramite linfociti specificamente sensibilizzati.

Rapporti tra i vari tipi di ipersensibilitd immunitaria

L’inquadramento delle lesioni immunologiche da ipersensibilita,
alla luce delle pitr recenti acquisizioni, non pud essere mantenuto ri-
gido come quello sopra prospettato per motivi di chiarezza espositi-
va, Ad esempio, in certi casi la reazione anafilattica ¢ accompagnata
da una reazione da immunocomplessi. Ciog di fronte a un medesimo
antigene si ha una risposta allergica di tipo misto, sebbene sempre
anticorpo-dipendente. :

. E noto poi che i linfociti T collaborano con i linfociti B, sia per
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quanto riguarda 'induzione sia per quanto riguarda la regolazione
della risposta umorale verso numerosi antigeni. Linfochine stimolato-
rie prodotte dai c.d. linfociti T «coadiutori» (T helper cells) media-
no la collaborazione fra cellule T e B e stimolano o reprimono la
produzione di anticorpi da parte delle plasmacellule. Tnoltre i mono-
citi, elementi tipici delle reazioni a mediazione cellulare, sarebbero
capaci di attivare direttamente i linfociti B. Si prospetta pertanto
anche una compartecipazione di reazioni umorali e cellulari nelle le-
sioni immunologiche. Ad esempio & dimostrato che il riconoscimento
di antigeni da parte di linfociti T pud essere condizionato da mole-
cole di Ig poste sulla superficie di queste cellule. Si aggiunga che Ig
umorali o legate a cellule (basofili, Mastzellen, linfociti B) potrebbe-
ro modulare alcuni tipi di reazioni a mediazione cellulare (Dvorak et
al., 1980). E significativo cid che si constata nell’ipersensibilita cuta-
nea basofila della ‘cavia (fenomeno allergico sperimentale di Jones-
Mote): quando si aumentano le dosi di antigene la reazione allergica
ritardata recede e lascia il posto a una reazmne da anticorpi umorah
di tipo Arthus.

Anche il tradizionale criterio discriminatorio, che vuole le reazio-
ni di tipo immediato o umorali espresse da flogosi acute essudative e
le reazioni di tipo ritardato o a mediazione cellulare esptesse da flo-
gosi croniche produttive o granulomatose, & attualmente in fase di
superamento. Infatti vi sono reazioni c.d. immediate che mostrano
caratteri di flogosi cronica, come la glomerulonefrite da immunocom-
plessi, e reazioni c.d. ritardate che svelano fenomeni tipici delle rea-
zioni flogistiche acute, come 'essudazione fibrinosa che ha una parte
importante nel pit noto modello di flogosi allergica ritardata, la rea-
zione tubercolinica (Colvin e Dvorak, 1975). :

Nemmeno il pit consolidato criterio differenziale tra le due clas-
si di reazioni immunologiche (il trasferimento passivo della sensibiliz-
zazione mediante il siero per le reazioni umorali, solamente mediante
linfociti per le reazioni cellulari) & esente da qualche eccezione. In-
fatti in date circostanze & possibile trasferire ad animale della stessa
specie mediante il siero la sensibilizzazione che consente la compar-
sa del fenomeno di Jones-Mote (ipersensibilitd cutanea basofila della
cavia), una delle piti tipiche espressioni delle reazioni ritardate a me-
diazione cellulare. Tuttavia in tutte le lesioni immunologiche di que-
sto tipo permangono fondamentali le ampie facoltd di «memorias ed
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«esecutive» dei linfociti T, che sono in grado di sostenere da prota-
gonisti le eterogenee espressioni dei fenomeni immunologici a me-
diazione cellulare, attivando ¢ regolando altre cellule e vatri mecca-
nismi biochimici.

Lesioni autoimmunitarie

Solitamente diretta verso antigeni esogeni, la risposta immunita-
ria pud talvolta essere diretta verso antigeni endogeni (determinanti
autoantigenici), ossia componenti dell’organismo stesso. Cio. costitui-
sce apparentemente un’aberrazione (borror autotoxicus di Erlich,
1900) in rapporto ad un sistema immunitario concepito assiomatica-
mente come tollerante, inerte, verso le sostanze riconosciute come
proprie” dell’organismo (self), e invece sensibile, reattivo, verso le
sostanze riconosciute estranee (zof self).

In realta un difetto della tolleranza immunologica & stato indivi-
‘duato nel recente passato come base patogenetica di varie malattie
animali. Bendixen e Carlstromr (1929) furono i primi a suggerire I'in-
tervento di un autoanticorpo patogeno, un’autolisina sicrica, nella
emoglobinuria cronica intermittente del cavallo.

La risposta autoimmunitaria pud causare lesione ai tessuti sia
‘con un meccanismo umorale sia con un meccanismo cellulare, cioé
con le gia ricordate reazioni di ipersensibilit, in questo caso da auto-
sensibilitd, immunitaria.

A questo punto si ricorda che le risposte autoimmunitarie non
sono sempre necessariamente dannose. Vi sono casi in cui si registra
la presenza di autoanticorpi in assenza di malattia palese. In altri
casi ¢ accertato che gli autoanticorpi rimuovono dalla circolazione i
prodotti delle lesioni tessutali oppure, come nel caso delle immuno-
conglutinine, favoriscono leliminazione di batteri da parte del SRE,
A partire da queste constatazioni di autoanticorpi «fisiogeni», con-
trapposti ad autoanticorpi patogeni, si & arrivati fino a concepire che
le risposte autoimmunitarie regolino le reazioni umorali e cellulari
del sistema immunitario (Jerne, 1974): & la teoria della rete idiotipi-
ca. Gli idiotipi sono i determinanti antigenici della molecola anticor-
pale, che com’® noto pud diventare immunogena anche nell’animale
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che la produce. Gli anti-idiotipi sono gli anticotpi di cui gli idiotipi
hanno stimolato la sintesi, ciot sono anti-autoanticorpi, che a loro
volta inducono sintesi di anticorpi anti-(anti-idiotipi), e cosi via. Que-
sta rete di interazioni di idiotipi-anti-idiotipi, di natura essenzialmen-
te autoimmunitaria, assicurerebbe 1’omeostasi del sistema.

Alcuni hanno proposto che certe malattie possano venire domina-
te inducendo una autoimmunizzazione jatrogena: I’immunitad autoanti-
idiotipica potrebbe eliminare reazioni immunitarie dannose. Ad esem-
pio, in certe forme di diabete in cui I'insulina & prodotta normalmen-
te mentre & ridotta la sua capacitd di legarsi a specifici recettori cel-
Iulari inattivati da autoanticorpi, 'uso di anticorpi-anti-idiotipici dj-
retti contro gli anticorpi bloccanti i recettori dell’insulina potrebbe
sbloccare azione dell’insulina (Schechter et al., 1982).

Le malattie da lesione autoimmunitaria si possono dividere in
due gruppi:

a) sistemiche o non organo-specifiche,

b) organo-specifiche.

Le prime sono caratterizzate da risposte autoanticorpali verso
determinanti autoantigenici largamente diffusi, ad esempio verso com-
ponenti del nucleo cellulare come il DNA. E il caso del lupus erite-
matoso sistemico del cane. Le malattie organo-specifiche sono invece
contraddistinte da reazioni abnormi contro un antigene confinato in
un dato organo, come nel caso delle tiroiditi autoimmuni.

La comparsa di fenomeni autoimmuni ¢ condizionata da vari fat-
tori esogeni (virus, batteri) o endogeni (ormoni, geni anormali) che
concorrono ad alterare la tolleranza del sistema immunitario verso il
self.

Il meccanismo reattivo & mediato da uno, o pilt di uno, dei se-
guenti fenomeni: ‘

a) formazione di autoanticorpi diretti contro strutture intracellu-
lati o supetfici cellulari modificate o immodificate,

b) formazione di immunocomplessi autoantigene-autoanticorpo
nei liquidi intercellulari o nel circolo,

¢) intervento dei linfociti T sensibilizzati.
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In a) e b) si pud avere una mediazione finale del complemento, in
c) intervengono le linfochine a causare la lesione tessutale diretta-
mente o innescando la flogosi,

E stato recentemente dimostrato un interessante meccanismo au-
toimmune capace di provocare un danno funzionale senza distruzione
cellulare: la formazione di autoanticorpi contro recettori funzionali
di superficie delle cellule con il risultato di stimolare o inibire parti-
colari funzioni specializzate delle cellule stesse. Ad esempio: anti-
corpi contro i recettori dell’acetilcolina delle giunzioni neuromuscola-
ri, nella miastenia grave (Theofilopoulos e Dixon, 1982).

Il problema patogenetico di base nelle autoimmunopatie & Ia
comptensione del difetto di tolleranza immunologica che innesca la
reazione autolesiva. In proposito esistono solo delle ipotesi pilt o me-
no fondate (tabella 4).

Tabella 4 - Ipotesi patogenetlche sulle autoimmunopatie (da Theoﬁlo
poulos e Dixon, 1982, modificata)

Liberazione di antigeni inaccessibili (desegregazione di antigeni)
Attenuazione della funzione di soppressione delle cellule T
«By-pass» delle cellule T

Difetti del timo

Presenza di cloni anormali di cellule B «autoreattives

Attivazione quoliclonale di cellule B

Insensibilita delle cellule B al messaggio delle cellule T «soppressotier
Difetti nella «presentazione» dell’antigene da parte di macrofagi
Difetti delle cellule staminali che generano gli immunociti

Difetti nella «rete idiotipo-anti-idiotipo»

Anomalie dei geni codificanti le risposte immunitarie

Fattori virali

Difetti nel meccanismo ormonale che regola l'omeostasi del sistema - im-
munitario.
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Nell'induzione sperimentale di vari stati antoimmunitari & neces-
sario ricorrere ad un adiuvante per rendere efficace 'introduzione del-
Pautoantigene, e cid significa che. lo stato autoaggressivo non & una
semplice risposta ad autoantigeni, ma un fenomeno pilt complesso.

L’ipotesi pilt accreditata & che la lesione autoimmunitaria sia il
risultato di un perturbamento delle normali vie d’interazione delle
cellule T e B tra loro € con gli autoantigeni (Nakamura e Tucker,
1979). Cid potrebbe accadere con un meccanismo di by-pass della
specificita dei linfociti T helper che tollerano gli autoantigeni, in pre-
senza di linfociti B non tolleranti stimolati in vario modo a produr-
re autoanticorpi. Oppure potrebbe verificarsi una caduta dell’attivi-
ta dei linfociti T soppressori, ciog capaci di sopprimere la sintesi lin-
focito B-dipendente degli autoanticorpi.

In alternativa all’anomalia autoaggressiva incentrata su un difet-
to primario delle cellule T regolatrici (helper e suppressor), & stato
proposto che il difetto primario sia a livello delle cellule B: queste
cellule potrebbero venire indotte direttamente (senza necessita del-
lintervento delle cellule T helper) a produrre autoanticorpi da mito-
geni endogeni ed esogeni (c.d. attivatori policlonali). L’attivazione
policlonale pud essere stimolata da componenti batterici e virali, da
parassiti e da varie sostanze tra cui enzimi proteolitici e antibiotici
(Goodman e Weigle, 1981).

Un interesse notevole riveste attualmente il possibile intervento
di virus nella patogenesi delle autoimmunopatie. Infezioni virali per-
sistenti delle cellule potrebbero modificare antigeni autologhi di su-
perficie conferendogli la proprieta di far apparire autoanticorpi, op-
pure potrebbero far compatire, per derepressione genica, degli auto-
antigeni embrionali verso i quali Porganismo non ha acquisito tolle-
ranza. Altra eventualitd & che i virus danneggino le cellule T che re-
golano la risposta immunitaria (Rose, 1981). E noto inoltre che certi
virus possono agire da attivatori policlonali dei linfociti B inducendoli
a produrre antoanticorpi,

Le relazioni tra virus e autoimmunocpatie trovano un fertile terre-
no di ricerca in modelli animali di autoimrnu’nopatie a eziologia virale
accertata (Aleutian disease dei visoni, anemia infettiva equina) o pro-
babile (lupus eritematoso del cane).

Per concludere questa rassegna si riporta (tabella 5) un elenco di
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Tabella 5 - Sindromi immunopatologiche umane che hanno corrisponden-
ze nella patologia spontanea degli animali domestici

Malattia dell’uomo

Animali domestici che
presentano ['equivalente
malattia

Ipoplasia timica congenita
(Sindrome di Di George)

Immunodeficienza combinata {grave)
(Agammaglobulinemia di tipo svizzero)

Sindrome di Chédiak-Higashi

Immunodeficienza secondaria al mieloma
multiplo (malattia di Kalher)

Macroglobulinemia . -
(malattia di Waldenstrom)

Dermatite allergica (atopica)
Rinocongiuntivite allergica (Pollinosi)

Malattia da siero

Farmet’s lung
_ Glomerulonefrite da immunocomplessi

Anemia emolitica autoimmune
Trombocitopenia autoimmune
Lupus eritematoso sistemico
Artrite reumatoide
Glomerulonefrite da autoanticorpi
Amiloidosi secondaria

Pemphigus vulgaris (e sue varianti)
Miastenia grave
Tiroidite di Hashimoto

BOVINO
{«Lethal trait A 46»)

CAVALLO

BOVINO, GATTO
CANE

CANE

CANE
CANE, BOVINO

(«Summer snuffless)
VARIE SPECIE
BOVINO (alveolite

allergica estrinseca)

CAVALLO, SUINQ,
CANE

CANE
CAVALLO, CANE
CANE

SUINO, CANE
CAVALLO, CANE

" CANE (Amiloidosi spon-

tanea associata all’emopoie-
si ciclica o «Gray Collie
Syndrome»)

CANE
CANE
CANE

(tiroidite linfocitaria)
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note malattie immunologiche dell’'uomo di cui a tutt’oggi si sono po-
tuti definire gli equivalenti spontanei negli animali domestici.

Lo studio di questi modelli animali delle immunopatie umane col-

loca indubbiamente la patologia veterinatia al centro di un campo di
indagini dalle prospettive assai vaste.
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J. Hoorens anp R. DUCATELLE *'

LE TECNICHE DELL'IMMUNOPEROSSIDASI NELLO
STUDIO DELLE INTERAZIONI VIRUS-CELLULA OSPITE *

La marcatura immunologica di antigeni nei tessuti ¢ stata per lun-
go tempo un privilegio dei microbiologi. In effetti quando Coons
agli inizi degli anni ’40 sviluppd per primo. le sue tecniche di immu-
nofluorescenza non aveva altro scopo se non la dimostrazione dia-
gnostica di alcune ‘infezioni batteriche e virali. Con queste tecniche
gli antigeni reagiscono con gli anticotpi specifici i quali sono a loro’
volta marcati con una molecola chiamata fluorescina. Questa mole-
cola pud essere resa visibile mediante 'osservazione con luce -ultra-
violetta. '

Molti anni pitt tardi, nel periodo d’oro degli anni 60 fu-
rono sviluppati metodi alternativi alla microscopia a fluorescenza. La
prima delle novitd di interesse per i patologi fu la zecnica di Sainte
Marie. Egli descrisse per primo una metodica per la microscopia a
fluorescenza su sexioni in paraffina, nel 1963. Nonostante cid questa
tecnica non ebbe un grosso successo, probabilmente in quanto essa
non era applicabile ad un gran numero di antigeni differenti.

Il maggior problema che derivava dall’immunofluorescenza era la
difficoltd di correlare la localizzazione piti fine dell’antigene con la
morfologia del tessuto. Un importante passo avanti per superare que-
sto problema fu fatto da Awvrameas. Egli per primo inizid ad utiliz-
zare la perossidasi del rafano, un enzima vegetale come marcatore
- degli anticorpi invece della fluorescina.

La perossidasi del rafano & un enzima che ha la capacita di allon-
tanare un protone dalla molecola di perossido di idrogeno. Questo

]
! Istituto di Patologia animale - Universitd di Gent {Belgic).

* Questo lavoro & stato finanziato dallo IWONL (Institute for the Encouragement of
Research in Industry and Agricolture).
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protone a sua volta agisce su una sostanza solubile, la diaminobenzi-
dina idrocloruro, che diviene marrone, Queste tecniche immunologi-
che utilizzanti la perossidasi del rafano possono essere esaminate
con un comune microscopio a luce ordinaria; Da questo punto inizia
la nostra storia.

Nello schema n. 1 sono rappresentati i principi della colorazione
di antigeni con la tecnica dell’'immunoperossidasi diretta ed indiretta
in sezioni di tessuto. Ag sta per antigene presente in una sezione di
tessuto. Asx sta per anticorpi che sono stati ottenuti in una specie
animale X e che sono specifici per I’antigene presente nella sezione.
Questi anticorpi sono quindi evidenziati con la perossidasi del rafano.
Nel metodo indiretto si pud vedere come esista un passaggm ulterio-
re che necessita d1 anticorpi contro le globuline della specie animale X.

DAB =— H,0
\‘,. . 272
P
ANTI Xy
ASy
AG AG
SECTION SECTION
DIRECT IMMUNOPEROXIDASE METHOD INDIRECT IMMUNOPEROXIDASE METHOD

Schema n. 1

L’immunoperossidasi diretta ed indiretta vengono ampiamente
utilizzate per la dimostrazione precoce della replicazione virale in
colture cellulari e per la dimostrazione di diversi antigeni in sezioni
di tessuto al criostato. Un esempio di ¢id & I'uso del metodo dell’im-
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munoperossidasi indiretta per la dimostrazione precoce della repli-
cazione del virus della pseudorabbia in colture cellulari, recentemente
descritto da Chasey in Inghilterra. Esso si & dimostrato molto utlle
pet una diagnosi tapida ed efficiente.

Un ulteriore decisivo passo avanti nell’immunoistologia ¢ stato ot-
tenuto da Sternberger. Egli descrisse per primo la cosidetta tecnica
PAP nel 1971. Nello schema n. 2 sono rappresentati i principi di due
tipi di tecnica PAP. Da un lato vi & il metodo enzima-ponte e dall’al-
tro il metodo PAP originale di Sternberger. Queste tecniche offrono
il vantaggio di poter essere pili facilmente applicate alle sezioni in pa-
raffina di materiale fissato in formalina. Il principale vantaggio di que-
ste tecniche sta nel fatto che esse non richiedono alcuna marcatura.
Essenzialmente sono simili ad una reazione di immunoperossidasi in-
diretta ad eccezione del fatto che richiedono un passaggio addizionale.
In effetti il secondo antisiero in questa metodica non & matcato con
perossidasi. Esso reagisce semplicemente dal punto di vista immunolo-
gico con un terzo antisiero che & ottenuto come primo antisiero da
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una specie animale X. Questo terzo antisiero & un’immunoglobnlina
che funge da anticorpo nei confronti della perossidasi del rafano. Di
conseguenza, la perossidasi & legata all’antigene tissutale attraverso
una serie di reazioni antigene-anticorpo e cid non richiede alcuna mar-
catura chimica, Questo metodo ha enormemente aumentato Iefficien-
za del legame Ag-Ac. E questa & la principale ragione per cui le tec-
niche PAP sono da preferirsi per 'immunoistochimica su sezioni in
paraffina.

La differenza tra il metodo enzima-ponte ed il metodo PAP ori-
ginale sta nel fatto che con lenzima-ponte ogni componente la rea-
zione viene aggiunto singolarmente, mentre con il metodo PAP di
Sternberger I'antiperossidasi e la perossidasi vengono aggiunte in un
unico complesso in soluzione consentendo cosi una semplificazione
della procedura. Da tutto cid possiamo renderci conto anche di uno
dei maggiori svantaggi del metodo PAP. Esso & infatti una reazione
“immunologica estremamente complessa che richiede molti passaggi e
quindi presenta notevoli possibilita di insuccesso.

L’applicazione pratica del metodo PAP necessita quindi una stan-
dardizzazione completa delle procedure da seguire. D’altro canto una
volta che il sistema funziona bene & possibile utilizzare un qualsiasi
antisiero primario decente per la dimostrazione di un qualsiasi anti-
gene, una volta che si sia ottenuto V'antisiero da una specie anima-
le X. Noi abbiamo utilizzato la tecnica originale di Sternberger nel
nostro laboratorio da molto tempo. Abbiamo ottenuto tutti i nostri
sieti usando soltanto due specie animali diverse. Conigli New Zea-
land-White sono stati utilizzati per la produzione degli antisieri pri-
mari e dell’antiperossidasi, Per la produzione di globuline anti-coni-
glio sono utilizzate delle capre.

Negli ultimi 2 0 3 anni & stato sviluppato un metodo alternativo
alla tecnica PAP. Queste metodo & conosciuto come metodo dell’im-
muno-oro, Esso utilizza particelle d’oro colloidale del diametro di
5-20 pm come marcatori per la reazione immunologica, invece della
comune fluorescina o della perossidasi del rafano. Come si pud osser-
vare nello schema n. 3 il procedimento dell’immuno-oro & sostanzial-
mente identico a quello dell'immunofluorescenza o dell’immunoperos-
sidasi, sia diretta che indiretta. Una stupenda colorazione rosa si ot-
tiene attraverso un effetto ottico di diffrazione dei raggi luminosi da
parte delle particelle d’oro colloidale. Questa tecnica pud essete an-
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che utilizzata per materiali fissati in formalina ed inclusi in paraffina.
Deve essere comunque tenuto presente che i metodi dell’immuno-
oro tichiedono una marcatura chimica dei sieri con particelle d’oro.
Ritorniamo ora al metodo PAP e cerchiamo di metterne a fuoco le
potenzialitd, i vantaggi e gli svantaggi.

F
N
ANTT Xy
ASy
SECTION SECTION A
DIRECT IMMUNOFLUORESCENCE METHOD INDIRECT I1MMUNOFLUGRESCENCE METHOD
Schema n. 3

Abbiamo gia ricordato che la PAP & una reazione immunologica
complessa che richiede tecniche di laboratorio altamente standardiz-
zate. Questo implica anche che la PAP richiede lunghi tempi di ese-
cuzione. Si devono mettere in preventivo interi giorni di lavoro a tem-
po pieno per tagliate e colorate una serie di sezioni. Tuttavia que-
sta tecnica non richiede affatto alcuna apparecchiatura o strumenta-
zione da laboratorio sofisticata. E quindi possibile per un qualsiasi
laboratorio di patologia accedere a queste tecniche. Le uniche attrez-
zature necessarie consistono infatti in una camera umida a temperatu-
ra costante di 25°C ed una piattaforma agitatrice.

Vediamo ora i risultati di una reazione di immunoperossidasi. Si
utilizzano, ad esempio, sezioni in paraffina della corteccia cerebrale
di un suinetto infettato sul campo con il virus della malattia di
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Aujeszky (I’animale mori spontaneamente e fu sottoposto ad autopsia
parecchie ore pilt tardi). T campioni di tessuto furono fissati in for-
malina 109 e passati in alcool e toluolo per linclusione in paraffi-
na. Furono eseguite sezioni di 5 u, che vennero colorate con ema-
tossilina-eosina come controllo e con la tecnica PAP per la dimostra-
zione dell’antigene virale della Pseudorabbia. Le comuni procedure di
laboratorio comprendono una reidratazione della sezione. Quindi la
sezione trattata viene preincubata con siero normale di capra per pre-
venire legami aspecifici con i successivi antisieri; la sezione viene poi
coperta con una piccola quantitd di siero iperimmune molto diluito,
contenente anticorpi diretti contro 'antigene da dimostrare, in questo
caso il virus della pseudorabbia. Con i virus lintervallo delle dilui-
zioni da utilizzare varia da 1:200 fino a 1:1000.
Con gli antigeni ormonali si utilizzano diluizioni fino a 1:10000.
‘La qualita di questo antisiero primario & essetiziale per il successo
della colorazione. In vero, si-dovrebbe tenere a mente che a seguito
della fissazione in formalina e dell’inclusione in pataffina gran parte
dei siti antigenici perdono la sttuttura originale. Di conseguenza & ne-
cessario un antisiero di ottima qualitd per mettere in evidenza quello
che & rimasto dell’antigene originario. L’antisiero primario deve es-
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sere lasciato .reagire sulle sezioni per 24 ore a 4°C oppure solo per -
2 ore a temperatura ambiente. Tra ognuna delle incubazioni con i

sieri & necessario un lavaggio accurato. Il secondo antisiero dovrebbe

essere pitl concentrato in modo che esso possa legarsi sia al primo
che al terzo antisiero, Il terzo antisiero & il complesso PAP solubile.

La colorazione viene eseguita in un tampone contenente diaminoben-

zidina e perossido di idrogeno.

I neuroni infetti appaiono di colore marrone intenso. La localiz-
zazione dell’antigene virale & intracellulare e strabrdinariamente pre-
cisa. Tuttavia il neuropilo risulta debolmente colorato in marrone
giallastro. Questa «colorazione di fondo» dovrebbe essere evitata per
~ quanto possibile perché essa potrebbe interferire con I'interpretazio-
ne della colorazione specifica, Altre colorazioni aspecifiche sono do-
vute alle attivitd perossidasica endogena e pseudoperossidasica dei
globuli bianchi e degli eritrociti. Queste reazioni aspecifiche possono
essere bloccate con fenilidrazina o metanolo. L’attivitd perossidasica
endogena & dovuta alla presenza di una perossidasi tissutale attiva,
che si trova principalmente nei granulociti neutrofili. Sopratiutto nel
cane, questo enzima & molto resistente e pud permanere attivo dopo
la fissazione e linclusione.

Altro esempio: una sezione di corteccia cerebrale di maiale viene
colorata con I'immunoperossidasi e contrastata con il metodo comu-
ne ematossilina-eosina. Questo & il modo pit valido da cui si pud par-
tire per studiare le lesioni patologiche e contemporaneamente dimo-
strarne I’agente eziologico. In veritd & possibile contrastare facilmente
sezioni colorate con diaminobenzidina con una gran varieta dei comu-
ni coloranti per istologia. Si pud cosl osservare come l'antigene virale
sia presente principalmente nel citoplasma dei neuroni; contempo-
raneamente il citoplasma mostra una moderata degenerazione vacuo-
lare. In effetti & stato descritto da Fujiwara che il sito di sintesi delle
proteine virali in cellule infette dal virus della Pseudorabbia, & nel
citoplasma e che le proteine virali si dirigono nel nucleo delle cellule
infette solo in un momento successivo. Pud essere molto vantaggio-
s0, in un gran numero di situazioni, utilizzare differenti colorazioni
di contrasto. Per le ghiandole mucose, ad esempio, il PAS/ematossi-
lina/verde luce offre un contrasto molto valido.

Lavorando con tecniche di marcatura immunologica di antigeni vi-
rali occorte sempre ricordare che la maggior parte degli antigeni
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che vengono dimostrati nei tessuti sono proteine virali neosintetizza-
te che generalmente non si sono ancora trasformate in particelle vi-
rali mature. Di regola le proteine virali sono prodotte sul reticolo
endoplasmatico rugoso della cellula ospite. Questo & il motivo per
cui nei neuroni il prodotto di reazione della diaminobenzidina & prin-
cipalmente localizzato a livello della sostanza tigroide di Nissl. Que-
sta sostanza, osservata al M.O., si presenta in forma di masserelle
di materiale eosinofilo nel pericario dei neuroni. Esse sono in realtd
composte di cumuli di lamelle parallele di reticolo endoplasmatico
rugoso.

Altri esempi di antigeni virali che possono essere evidenziati con
la PAP: epitelio tracheale di pulcino. La sezione di controllo pre-
sente in un normale epitelio ciliato pseudostratificato, contenente
ghiandole mucose intraepiteliali. La sezione di epitelio tracheale prele-
vato 25 ore dopo 'infezione intratracreale con un ceppo a bassa virulen-
za del virus della Bronchite infettiva aviare, dimosira che le ciglia
dell’epitelio sono scomparse; sono pure assenti le ghiandole mucose
e le restanti cellule epiteliali prestano profili irregolari. Alcurie sono
desquamate nel lume tracheale, altre, che sono ancora fissate alla loro
membrana basale, hanno un citoplasma nettamente vacuolizzato. La
lamina propria e la sottomucosa sono infiltrate da cellule infiammato-
rie. Quando queste sezioni vengono colorate per I'antigene IBV con
la tecnica PAP si ottengono i seguenti risultati: Pepitelio del control-
lo & come immaginabile assolutamente negativo per il virus della bron-
chite infettiva, Tuttavia & possibile osservare come i globuli rossi nei
capillari della lamina propria e della sottomucosa si siano colorati a
seguito della loro attivita pseudoperossidasica. I gruppi di cellule epi-
teliali delle trachee infette sono intensamente colorati con la diamino-
benzidina; cid significa che le cellule infette non sono sparse qua e 4
lungo Ia trachea, ma esiste una tendenza alla formazione di focolai di
infezione.

Un altro Coronaviras in questo caso infettante il canale alimenta-
re ¢ il Coronavirus bovino, in passato conosciuto come Coronavirus
della Diarrea neonatale dei vitelli. L’esame istologico di sezioni del-
intestino di vitelli infettati con questo virus rivela sempre una
desquamazione molto precoce e drammatica delle cellule epiteliali
degli apici dei villi. Cid & associato con una degenerazione vacuolare

122



all’estremitd di tali cellule epiteliali. Dopo colorazione con immuno-
perossidasi per evidenziare la presenza del Coronavirus bovino, le
cellule epiteliali desquamate appaiono nettamente positive; la desqua-
mazione delle cellule epiteliali pud quindi essere considerata una
conseguenza diretta della replicazione virale. Correlando questi dati
con studi ultrastrutturali & possibile mettere in evidenza come la va-
cuolizzazione citoplasmatica delle cellule epiteliali sia in relazione alla
gemmazione dei Coronavirus che acquisiscono il loro involucro peri-
capsidico a spese delle cisterne del reticolo endoplasmatico, provocan-
done la dilatazione.

La diagnosti istologica del Cimurro nel cane & in genere fatta sulla
base dell’esistenza di corpi inclusi intracitoplasmatici eosinofili in un
gran numero di epiteli quali quelle della vescica urinaria, della muco-
sa gastrica, dei bronchioli ed anche dei neuroni del sistema nervoso
centrale, Questa diagnosi istopatologica pud essere confermata immu-
nologicamente utilizzando la tecnica PAP. -

In un cane affetto da cimurro l'antigene virale ¢ caratteristica-
mente presente nell’epitelio di transizione della vescica urinaria. L’an-
tigene virale si accumula in certe aree nelle cellule epiteliali che spic-
cano come macchie marrone scuro mentre i sottostanti strati sotto-
mucoso e muscolare non contengono il virus. Con ingrandimenti piu
forti noi possiamo studiare la distribuzione intracellulare dell’anti-
gene virale del cimurro. Le macchie scure sono per lo pit localizzate

“nel citoplasma perinucleare. Esse possono essere paragonate con se-
zioni colorate con la tecnica di Shorr per i corpi inclusi. Anche in
questo caso 1 corpi inclusi sono localizzati nel citoplasma perinuclea-
re, Nelle cellule epiteliali piti pesantemente infettate, il citoplasma &
completamente stipato di proteine virali. Nonostante cid, si pud os-
servare come il nucleo non contenga antigeni virali. Questo ¢ in ar-
monia con le proprietd biochimiche del virus, infatti esso & un para-
mixovirus che si replica nel citoplasma della cellula ospite. Il nucleo
della cellula ospite non ¢ interessato alla morfogenesi del virus.

Per contro, possono esistere condizioni eccezionali in cui gli an-
tigeni virali sono presenti allo stesso modo anche nel nucleo. Cio &
vero ad esempio in alcuni neuroni del sistema nervoso centrale, net
quali appaiono inclusioni intranucleari positive per I'antigene virale
del Cimurro del cane. Con I'uso dell'immunoperossidasi si pud vede-
re come un neurone dell'ippocampo di cane sia infetto da virus rabi-
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do. L’applicazione della PAP al virus della rabbia & stata eseguita dal
Dr. Palmer di Zurigo. Finora sono state descritte alcune modificazio-
ni patologiche virus indotte associate con il virus della bronchite in-
fettiva del pulcino con il coronavirus bovino nei vitelli e con il vi-
rus del cimurro nel cane. Tutti questi sono RNA virus che si repli-
cano nel citoplasma delle cellule ospite.

Ora vorrei indicatvi alcuni casi di tessuti infetti da DNA virus.
Una di questi & I"Adenovirus suino. A Gent noi abbiamo scoperto la
relazione tra il sierotipo 3 dell’Adenovirus suino e la steatorrea dei
suinetti lattanti di 2-3 settimane. Istologicamente era stato dimostra-
to che questi Adenovirus si replicano nelle cellule epiteliali intestina-
li del digiuno e dell’ileo. In una sezione semifine colorata con blu di
toluidina si pud osservare un villo intestinale contenente due cellule
epiteliali infette. Queste cellule hanno perso il loro orletto striato
¢ si presentano pallide ed arrotondate. Il nucleo & molto rigonfiato
ed arrotondato. Nel nucleo si osserva un corpo incluso di tipo A di
Cowdry. Le cellule infettate vengono spinte verso il lume intestinale
e sono sul punto di desquamarsi. Con la colorazione con I'immuno- .
perossidasi si osserva una cellula pesantemente infettata il cui cito-
plasma & particolarmente positivo e mostra una specie di colorazione
fibrillare. '

Tutto cid corrisponde alle nostre osservazioni al M.E. che mo-
stravano un reticolo endoplasmatico dilatato. Come precedentemen-
te dimostrato, il reticolo endoplasmatico & il sito di produzione delle
proteine virali, Usando I'immunoperossidasi abbiamo esaminato pifi
a fondo i corpi inclusi. La PAP colora i corpi inclusi di tipo A di
Cowdry diversamente dall’ematossilina-eosina, Il corpo incluso in sé &
difficile a riconoscersi ed il nucleo presenta una distribuzione a
chiazze del colorante. Con'la reazione Feulgen si pud capire che il
DNA & presente in tutto il nucleo e soprattutto alla sua periferia. I
corpo incluso di tipo A di Cowdry ed il suo alone circostante conten-
gono proteine virali ed acidi nucleici.

Noi abbiamo anche studiato un’altra infezione da Aderovirus
associata con fenomeni di polmonite nei cani. Cid & stato fatto in coo-
perazione con il Dipartimento di Patologia di Zurigo, dal momento
che lantisiero verso il virus dell’epatite infettiva del cane & stato ot-
tenuto dal Dr. Palmer che & uno degli assistenti del Prof. Stiinzi.
Questo tipo di polmonite del cane & principalmente un’alveolite;
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come si pud ossetvare in sezioni colorate con I'immunoperossidasi, i
macrofagi intralveolari sono pesantemente infettati con un titolo
di antigene virale significativamente pilt alto nel citoplasma che nel
nucleo. Occasionalmente possono anche essere infettati i pneumociti
di tipo uno o di tipo due. Nelle sezioni colorate con ematossilina-
eosina le cellule infette possono essere riconosciute per la presenza
di corpi inclusi intranucleari tipo A di Cowdry anfofilici ed omoge-
nei. Quando queste cellule vengono esaminate con il M.E. si osser-
vano nei loro nuclei grandi raggruppamenti paracristallini di parti-
celle dell’ Adenovirus e tra questi raggruppamenti si osservano aggre-
gati di un materiale granulo-fibrillare elettrondenso. Questa peculiare
distribuzione delle strutture intranucleari pud giustificare la colora-
zione a chiazze dei nuclei infetti con I'immunoperossidasi. Come dato
di fatto & interessante conoscere come la reazione PAP sia correlata
ad altri metodi immunologici. _

Noi abbiamo quindi iniziato uno studio comparativo con 4 diffe-
renti tecniche diagnostiche per la Pseudorabbia. Queste tecniche era-
no 'isolamento del viras (VI) I'immunofluorescenza (IF) l'esame isto-
logico (EI) e I'immunoperossidasi. Nessuna delle tecniche utilizzate
pud essere considerata realmente superiore alle altre e per inciso
occorre notare che questi erano casi di autopsie su suinetti o feti
naturalmente infetti, :

© Da cid possiamo concludere che 'immunoperossidasi rappresenta
un'utile alternativa all’isolamento del virus ed all'immunofluorescen-
za a scopo diagnostico. Questo potrebbe essere particolarmente inte-
ressante in quei casi in cui & particolarmente difficile preservare o
trasportare campioni di tessuto fresco, In paesi a clima caldo ad
esempio, potrebbe essere consigliabile fissare immediatamente i cam-
pioni in formalina e provvedere al loro trasporto solo successivamente.

Nella terza parte della mia conferenza dimostro come la tecnica
PAP possa essere consigliata nello studio della patogenesi di una ma-
lattia. Il Morbo di Aujesky & una malattia molto importante per le
conseguenze economiche che essa determina nel nostro Paese e per-
cid noi abbiamo compiuto notevoli sforzi per sviluppare metodi
ottimali di marcatura immunologica per tale malattia. Il virus infetta
sia I neuroni che le cellule gliali del sistema nervoso centrale e l'in-
fezione virale & associata dal punto di vista istologico con una meni-
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go-encefalite non purulenta. Attraverso uno studio comparativo com-
pleto di sezioni colorate con ematossilina-eosina e con la PAP le lesioni
caratteristiche si possono riassumere nel modo seguente. I neuroni
infetti vanno incontro a necrosi eosinofila; d’altro canto il nucleo
dei neuroni infetti non appare picnotico ma mostra un caratteristico
aspetto anfofilico. Possono esistere foci necrotici anche nel neuropilo
mentre la glia e gli infiltrati perivascolari raramente contengono I’an-
tigene virale. Nei neuroni infetti [’antigene virale pud spingersi nei
dendriti e negli assoni. Nella cripta tonsillare di un giovane suinetto
infetto, la quale pud essere considerata la porta di ingresso del virus,
Iantigene virale pud essere osservato nelle cellule epiteliali della cripta
tonsillare e principalmente nei nuclei. Un’altra via di ingresso del
virus della Pseudorabbia sono i polmoni. Nel focus necrotico peri-
bronchiolare infetto si possono osservare alcune cellule dell’epitelio
- bronchiolare colpite dall’infezione. Dopo la penetrazione nell’orga-
nismo ospite il virus di Aujesky si moltiplica nei punti di ingresso.
Questo & in accordo con gli studi al M.E. che hanno dimostrato co-
me il virus venga poi trasportato lungo gli assoni nelle cellule di
Schwann e nello spazio perineurale. Percid & logico aspettarsi che
nei suini il virus possa essere trasportato dalle tonsille lungo il nervo
trigemino e dal polmone lungo il nervo vago o.i nervi simpatici e
dalla cavitd nasale lungo i nervi olfattivi.

Nel sistema nervoso centrale il virus & inizialmente rilevabile nel
citoplasma perinucleare di un limitato numero di neuroni. Dapprima
nei neuroni, non ¢ ancora presente alcuna proteina virale nel nucleo,
il che significa che le particelle virali complete non si sono ancora
formate. L'infezione pud continuare e quindi produrre una lesione
nella quale la grande maggioranza dei neuroni & infetta e si colora
con diaminobenzidina a livello nucleare od anche a livello citopla-
smatico. Tale differente localizzazione pud dipendere dal grado di
infezione della cellula.

Una lJesione di questo genere & probabilmente causa di morte
per P'ospite. Nondimeno essa non pud essere considerata la tappa fi-
nale nella patogenesi della pseudorabbia. Infatti un altro problema
epidemiologico importante correlato con la patogenesi riguarda Ieli-
minazione del virus dall’ospite nell’ambiente. Ad esempio si & di-
scusso a lungo sulla possibilitd che le secrezioni siano un importante
vettore nella diffusione della malattia di Aujesky; per stabilire con
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certezza tutto cid abbiamo esaminato un gran numero di organi le cui
secrezioni si riversano nell’ambiente.

I virologi conoscevanc da tempo infettivitd della saliva, In un
lobulo infetto di una ghiandola salivare si possono osservare corpi
inclusi intranucleari tipo A di Cowdry, perd tali corpi sono rari nella
pseudorabbia del suino. Cosi 'infettivithd della saliva & conseguenza
dell’infezione delle cellule epiteliali secretrici delle ghiandole salivari.

L’infettivita dell’urina & state un punto controverso tra i virologi;
cid soprattutto per l'effetto tossico dell’urina sulle colture cellulari,
effetto che potrebbe causare interpretazioni errate nelle prove di iso-
lamento del virus. Nel materiale a nostra disposizione abbiamo osser-
vato la presenza dell’antigene virale nelle cellule endoteliali ¢ mesan-
giali del glomerulo renale. Questo fatto pud portare all’eliminazione
di particelle virali con il filtrato glomerulare. Esaminando i tubuli
renali si possono incontrare file di cellule epiteliali infettate dal virus
della pseudorabbia e si osservano anche cellule epiteliali desquamate,
che entreranno nell’uretere e saranno eliminate con l'urina. E quindi
altamente probabile che 'urina del maiale contenga proteine e pro-
babilmente anche .particelle virali; tuttavia i nostri risultati possono
soltanto confermare che & possibile che 'urina contenga particelle
virali, E compito dei virclogi provarne l'infettivitd attraverso test
opportuni.

Il virus della pseudorabbia penetra attraverso le tonsille ed i
polmoni e giunge nel S.N.C. attraverso i nervi, si tratta quindi di una
infezione sistemica i cui loci multipli possono essere osservati in gran
parte degli organi quali il fegato e le surrenali. Quindi concludendo vi
ho indicato alcuni esempi di interazioni virus-cellula ospite che pos-
sono essere studiati utilizzando la tecnica dell'immunoperossidasi. Un
gran numero di lesioni sono associate alla presenza di virus quali il
virus della bronchite infettiva, il Coronavirus bovino, il virus del
Cimurro del cane e cosi via. Vi ho anche ricordato nell’introduzione
alla mia conferenza che esiste una nuova tecnica alternativa all’im-
munoperossidasi, quella dell'immuno-oro. Con tale tecnica i neuroni
assumono un gran numero di particelle di 20p di oro colloidale
le quali erano state legate ad un siero antipseudorabbia. In tale tipo
di colorazione non esiste colorazione di fondo, tuttavia il contrasto
non & molto netto. Questa tecnica all'immuno-oro originariamente
non ¢ infatti stata ideata per I'uso con il M.O., ma per una marcatura
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immuno-chimica ultrastrutturale. Anche nella cosiddetta «fabbrica di
virus» intranucleare con molti capsidi del virus di Aujesky, si osser-
vano piccole macchie nere arrotondate costituite da particelle d’oro.
Esse marcano sia le particelle virali che il nucloplasma, cosi vengo-
no evidenziate sia le proteine virali strutturali che quelle non anco-
ra assemblate. La tecnica dell’immuno-oro apre cosi un nuovo campo
di indagine che potra dare risposta ad un gran numero di reperti
patomorfologici -ultrastrutturali.
Per dare a Cesare quello che & di Cesare, devo ringraziare i mem-
“bri dello staff del mio laboratorio a Gent ed in particolar modo il
Dr. Ducatelle che & stato il responsabile di gran parte degli esperi-
menti e I'Issituto IWONL di Bruxelles che ha finanziato questo pro-
gramma di ricerca.

Tecnica di Zabomtorm per la colorazione PAP dz antigeni virali
secondo Sternberger

. Tagliare sezioni di 51 di materiale incluso in paraffina
Sparaffinare ed idratare
Incubare con siero normale di capra diluito 1:5 per 20 min.

B OW N -

Incubare con antisiero primario di coniglio diluito in modo ap-

propriato per 2 ore a 25°C

.5. Risciacquare con soluzione salina tamponata con TRIS a pH 7,8
per 5 min. a 25°C

6. Incubare con siero di capra anti-coniglio 1:40 per 20 min. a

25°C

Risciacquare

Incubare con complesso solubile PAP 1:300 per 20 min. a 25°C

Risciacquare

10. Colorare con 3,3’ diaminobenzidina-idrocloruro 0,019% e H.O:
0,005% in soluzione salina 0,05 M. tamponata con TRIS per
3-7 min.

11. Contrastare, disidratare e montare,

I
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Riassunto

Negli ultimi anni lo sviluppo delle tecniche immunoistochimiche
ha fornito strumenti altamente efficienti per lo studio istopatologico:
delle malattie infettive. Tra queste tecniche, I'immunofluorescenza &
largamente utilizzata per lidentificazione degli antigeni virali come
tali mentre i metodi con I'immunoperossidasi offrono ulteriori im-
portanti informazioni sulla localizzazione intracellulare e sull’associa-
zione tra virus e concomitanti lesioni istopatologiche. Per questi sco-
pi il metodo perossidasi-antiperossidasi (PAP) elaborato da Sternber-
ger si & dimostrato il metodo di elezione.

Nella presente trattazione vengono discussi i vantaggi ¢ gli svan-
taggl del metodo PAP in particolar modo per quanto riguarda le ap-
plicazioni ed i particolari tecnici. Nella seconda parte di questa re-
lazione vengono forniti alcuni esemipi di infezioni virali studiate con
l'ajuto della PAP. Sia gli RNA virus (IBV nel pulcino, BCV nel vi-
tello, CDV e virus rabido nel cane) che i DNA virus (Adenovirus ed
Herpesvirus del suino ed Adenovirus del cane) possono essere evi-
denziati nelle comuni sezioni in paraffina di materiale fissato in for-
malina. La gran parte di questi lavori & stata eseguita presso il Di-
partimento di Patologia veterinaria di Gent. La distribuzione ca-
ratteristica dei diversi antigeni virali nei tessuti e le lesioni ad essa
associate sono descritte e paragonate le une con le altre. La terza
parte di questa conferenza riguarda la sensibilita, la specificith e la
riproducibilitd del metodo PAP utilizzato a scopi diagnostici. Viene
fatto un paragone tra Disolamento del virus, I'immunofluorescenza,
la PAP e gli esami istopatologici per la diagnostica del Morbo di
Aujeszky nel suino. Si trae la conclusione che anche in questo caso la
PAP fornisce uno strumento diagnostico attendibile.

L'ultima parte di questa relazione mette a fuoco il valore del-
TI'immunoperossidasi come strumento di ricerca. Cid viene fatto uti-
lizzando a titolo di esempio lo studio della patogenesi della Pseudo-
rabbia nel suino illustrando la via di penetrazione, la diffusione del
virus nell’organismo e la sua disseminazione nell’ambiente.

Infine viene riportato un breve commento sul metodo dell’immu-
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no-oro per la dimostrazione degli antigeni virali. Questo metodo po-
trebbe rappresentare un’alternativa alle tecniche dell’immunoperossi-
dasi. Si dimosira come esso sia particolarmente utile per la localiz-
zazione del virus in sezioni di tessuto in microscopia elettronica.
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Atti della Giornata di studio su:
Immunopatologia veterinatia

Scuola pet la Ricerca Scientifica - Brescia, 26 Giugno 1983

G. TRAUTWEIN *

MALATTIE DA IMMUNOCOMPLESSI NEGLI ANIMALI

Durante l'interazione tra anticorpi ed antigeni molto frequente-
mente si possono formate complessi antigene-anticorpo. Il formarsi
di tale immunocomplesso (IC) dapptrima rappresenta un evento fi-
siologico, che ovviamente & necessario per neutralizzare ed eliminare
materiale estraneo. Tuttavia & conoscenza comune che in certe situa-
- zioni- si possono formare immunocomplessi che sono patogeni per
Pospite. N

L’organismo sensibilizzato pud reagire immunologicamente in mo-
di diversi con I'antigene omologo. In-accordo con la classificazione di
Gell e coll. (1974) si conoscono quattro modi di reazione di base.

Reazione di tipo 1

L’antigene omologo reagisce con anticorpo IgE (reagina) sulle
Mastzellen sensibilizzate nel tessuti o con i granulociti basofili del
sangue. Questa interazione causa degranulazione di queste cellule e
la liberazione di sostanze vasoattive (istamina, serotonina).

Reazione tipo 2

In questo tipo di reazione Dattivitd di un anticorpo & diretta con-
tro determniate cellule betsaglio. Le cellule bersaglio possono essere

* Istituto di Patologia animale - Facoltd di Medicina Veterinaria - Hannover (Ger-
mania).
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danneggiate direttamente; esse possono essere preparate per la sus-
seguente fagocitosi e possono essere attratte da macrofagi o da cel-
lule citotossiche.

Reazione di tipo 3

~

La reazione di tipo 3, fulcro essenziale di questa relazione & cau-
sata dai complessi antigene-anticorpo. Ci sono due possibilita di base
nella patogenesi delle malattie mediate da immunocomplessi:

1) Gli immunocomplessi si possono formare localmente nel tes-
suto, come si osserva nel fenomeno di Arthus, sia nella cute che negli
altri organi.

2) Gli immunocomplessi circolanti si repertano nel sangue come
nelle malattie da siero.

Essi si depositano in determinati «organi bersaglio» dove attiva-
no il complemento ed il sistema di coagulazione ed eventualmente
possono causare danni tissutali.

E ormai acqu13121one certa che in certe malattie infettive dell’vo-
mo e degli animali i sintomi clinici e le alterazioni patologiche negli
. organi non siano dovuti all’azione diretta degli agenti infettivi, ma

- piuttosto siano dovuti ad immunocomplessi patogeni. L'obiettive di
questa relazione & discutere:

1) I parametri della patogenecita di certi complessi immuni;
2) Gli effetti biologici dei complessi immuni;
3) La patogenesi delle malattie da immunocomplessi;

4) Esempi conosciuti di malattie da immunocomplessi negli ani-
mali,

Reazione di tipo 4

Questo gruppo comprende le reazioni allergiche di ipersensibilita
ritardata in cui le cellule T sono i mediatori cellulari essenziali.
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Parametri di patogenicita degli immunocomplessi

La formazione di IC, i loro effetti biologici e le proprieta flogoge-
ne ovviamente dipendono da fattori quali la natura dell’antigene e
dell’anticorpo, il rapporto molare di questi immunoreagenti, la reatti-
vitd dei sistemi complementari e del sistema monocitomacrofagico
{Theofilopoulos e Dixon, 1979, 1980).

Tabella 1 - Parametri di patogenicitd degli immunocomplessi circolanti

1) Antigene

Grandezza e valenza dell’antigene
Composizione chimica dell’antigene
Quantita di antigene e velocitd di formazione

-2y Anticorpo

Classe e sottoetasse 'dell'immunoglobulina
Valenza dell’anticorpo

Quantitad di anticorpo

-Affinita (capacita di attrazione tra Ab e Ag)
Avidita (solidita del legame antigene-anticorpo)

3) Rapporto molare dell’antigene e dell’anticorpo

IC con eccesso di antigene
IC ad equivalenza
IC con eccesso di anticorpo

Antigene

La grandezza e la valenza dell’antigene sono fattori importanti.
Gli antigeni monovalenti formano reticoli molto piccoli con i loro an-
ticorpi, che rimangono in circolazione per lunghi periodi; mentre an-
tigeni multivalenti formano grossi reticoli e complessi di varia com-
posizione.
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Anticorpo

In relazione all’anticorpo, la patogenicitd dell’IC sara determina-
ta dalla classe e sottoclasse dell’immunoglobina e particolarmente dal-
Paffinita dell’anticorpo con il suo antigene. Anticorpi precipitanti con
alta affinita formano complessi con grossi teticoli e si forma una gran
quantitd di immuno-precipitato che & rimossa prontamente dal siste-
. ma monocitario-macrofagico. ‘

Dall’altro canto, se I’anticorpo ha scarse affiniti, I'immunocom-
plesso, in eccesso di antigene, che si verra a formare sari piccolo ed in-
stabile. In tale situazione si pud instaurare una malattia da immuno-
complesso. : '

Rapporto molare di antigene ed anticorpo

Un fattore determinante della patogeneciti & il rapporto molare
tra antigene ed anticorpo (Dixon et al. 1961; Dixon, 1963; Cochrane
e Koffler, 1973; Theofilopoulos e Dixon, 1980). Da esperimenti ese-
ghiti utilizzando il modello delle malattie da siero acute si & com-
preso che IC con scarso eccesso antigene & patogeno; d’altro canto in
condizioni di notevole eccesso antigene, I'IC & piccolo, fissa poco
complemento ed ha scarso potenziale flogogeno. Gli immunocomples-
si formati sono di notevole dimensione, tendono a precipitare e sono
. rapidamente eliminati dal sistema reticolo endoteliale; in tal modo
hanno scarso potere patogeno.

Effetti biologici degli immunocomplessi

Uno degli effetti fondamentali dei complessi immuni & I’attivazio-
ne del sistema complementare sia secondo lo schema classico sia se-
condo quello alternato (properdina). Ii passo essenziale & la frammen-
tazione del fattore complementare C3. I prodotti di frammentazione
hanno effetti biologici diversi: C3a possiede proprictd chemiotatti-
che e percid attrae i granulociti sul sito di deposizione dell’IC. C3b
attiva i susseguenti {attori complementari C5, C6 e C7. I prodotti
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di frammentazione pil piccoli di C5, C5a, ed anche il complesso C5,
C6, C7 sono chemiotattici per i granulociti. Petcid Pinfiammazione
focale avviene nel sito di deposizione dell'immuncomplesso (IC).

Gli stessi fattori C3a e C5a, sono anche potenti tossine anafilat-
tiche, poiché sono capaci di liberare istamina e sostanze vasoattive.
dalle Mastzeller e dai granulociti basofili,

Patogenesi delle malattie da immuno-complessi

Si devono considerare tre meccanismi di base nella patogenesi
delle malattie da immuno-complessi (Theofilopoulos e Dixon, 1979).

1) Gli anticorpi reagiscono con i determinanti antigenici sulla
superficie delle sostanze e strutture intercellulari. Se 1’anticorpo & di-
‘retto contro le membrane basali «cosiddette sostanze mdotte anti-
membrana basale» pud causare malattia.

I1 modello sperimentale & la nefrite di Masugi indotta da anticor-
pi antimembrana basale glomerulare. Una malattia spontanca del-
Tuomo che segue questa modalita patogenetica & la sindrome di
Goodpasture caratterizzata dallinstaurarsi di una glomerulonefrite,
nefrite tubulo-interstiziale ed emorragie polmonari.

2) Reazione di Arthus. Nel secondo meccanismo patogenetico gli
anticorpi circolanti nel sangue reagiscono con un antigene nel tessu-
to; il prototipo di questa reazione & il fenomeno di Arthus. Gli im-
munocomplessi si localizzano nella parete delle piccole artetie e di
conseguenza viene attivato il sistema complementare. Fattori chemio-
tattici del complemento (C3a, C3a, C5, 6, 7) induce accumulo di
leucociti polimorfonucleati che fagocitano i complessi immuni, I1 pun-
to finale & la liberazione di enzimi lisosomiali con distruzione delle
pareti vasali, trombosi e necrosi ischemica del sito tissutale colpito.

3) Malattie sistemiche da immunocomplessi. Nella reazione di ter-
'zo tipo l'anticorpo reagisce con antigeni solubili in circolo. Gli IC
che si sono formati possono essere rimossi mediante fagocitosi nel
sangue e nel tessuto oppure depositarsi in certe strutture vascolari
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ed organi con funzione di escrezione e di filtro, dove inducono lesioni
tissutali (Cochrane e Dixon, 1978). La deposizione di IC ovviamente
dipende dalla struttura degli organi bersaglio: IC sono stati trovati
in quegli organi che hanno un elevato flusso ematico per unitd di
tessuto; es. i glomeruli renali, i plessi corioidei, la membrana sinovia-
le delle articolazioni, la cute e 1'uvea. Per ragioni anatomiche gli 1C
circolanti vengono intrappolati in questi siti. Nelle malattie da com-
plessi immuni tali organi possono essere considerati come «organi di
rischio» (Cochrane e Koffler, 1973)..

Gli immuno-complessi circolanti nel sangue non sono primaria-
mente patogeni; & solo dopo penetrazione nel tessuto e ['attivazione
di mediatori cellulari ed umorali che essi danno origine ad effetti pa-
togeni. In accordo con le ipotesi di Cochrane e Koffler (1973) gli
anticorpi IgE aumentano la permeabilita vasale fatto necessario per
la penétrazione dell’IC attraverso la parete vascolare. Le IgE aderi-
scono ai recettori sui granulociti basofili nel sangue e sulle Mastzellen
nei tessuti e quindi sensibilizzano queste cellule. Dopo un suc-
_cessivo contatto queste cellule sensibilizzate liberano un fattore atti-
vante le piastrine (PAF) che causa aggregazioni di trombociti e libe-
razione di sostanze vasoattive (istamina, serotonina). Tali mediatori
aumenteranno la permeabilita vascolare; quest’ultima & anche media-
-ta dall’azione di tossine anafilattiche del sistema complementare (C3a,
C5a). Dopo la deposizione dell’IC nei tessuti ed organi. (es. rene,
arterie, plessi corioidei, cute), 'attivazione del complemento conti-
nua e vengono attratti pitt leucociti polimorfonucleati. Dopo la fa-
gocitosi di IC tali cellule liberano enzimi lisosomiali che inducono
danni tissutali focali e flogosi. Queste lesioni sono intensificate dalla
azione di enzimi (es. elastasi, collagenasi) liberati dai macrofagi.

Diagnosi di- malattia da immunocomplessi

La dimostrazione di immunocomplessi circolanti in qualunque ma-
lattia non vuole ancora dire che essi esplichino effetti patogeni. E
necessario dimostrate la deposizione di immunocomplessi negli orga-
ni e la loro associazione con lesioni tissutali. I metodi elettivi sono
le tecniche dell’immunofluorescenza ed immunoperossidasi. Questi
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Tabella 2 - Metodi per individuare gli immun-complessi (IC)

A) Individuazione di IC net tessuti

Metodi immunoistologici
Immunofluorescenza
Immunoperossidasi

Eluizione di immunoglobuline dei tessuti

B) Individuazione di IC nel sangue

1) Metodi fisico-chimici
Ultracentrifugazione analitica
Gradiente di densith zuccherina per centrifugazione
Precipitazione glicole polietilenico (PEG)

2) Metodi biologici
Clq immunodiffusione in agarosio
Clq fase solida per radicimmunodiffusione
Test di aggregazione delle piastrine
Test cellulare Raji (Clq, C3b recettori)

metodi possono individuare componenti dell’IC come immunoglobu-

line e fattori del complemento ed in alcuni casi anche ’antigene,
Quali metodi antigene-non specifici per individuare IC circolanti

sono disponibili metodi fisico-chimici e metodi basati sulle caratteri-

stiche biologiche degli IC, quali I'interazione di IC con C1 g purificati,

o la reazione di IC con recettori su cellule quali le plastrme e le.

cellule linfoidi.

Malattie da immuncomplessi negli animali

In un modesto numero di malattie definite da immuno-complessi
negli animali & stato possibile identificare 1C circolanti e negli IC de-
positati nei tessuti. Tuttavia noi ora conosciamo che sia gli antigeni
endogeni che esogeni possono essere componenti degli IC. Per quanto
riguarda i batteri si pud affermare che durante determinate infezioni
streptocacciche € da E. coli nei cani pud insorgere una glomerulo-
nefrite, e cid & stato provato in modo definitivo.

137



Tabella 3 - Malattie da immunocomplessi negli animali

A) Antigeni esogeni

1) Batteri e miceti
Glomerulonefrite (Streptococchi, E. coli)
Polmonite bovina (Micropolyspora faeni)

2) Virus
Virus della leucemia murina (MLV)
Virus della leucemia felina (FLV)
Coriomeningite linfocitaria nel topo (LCM)
Lattato-deidrogenasi virus nel topo
Malattia del visone aleutino (Parvovirss)
Anemia infettiva nei cavalli (Oncornavirus)
Malattia delle mucose - diarrea da virus nel bovino (toga virus)
Peste suina europea {Togavirus)
Peste suina africana :
Infézione da Adenovirus canino, tipo 1 (CAV-1)
Peritonite infetiva felina (FIP, Coronavirus)

'3} Parassiti
Glomerulonefrite {Dirofilaria immitis)

B) Antigeni endogeni

1) Antigeni immunoglobulinici
Poliartrite da Erysipelotbrix {fattore reumatoide)

2) Antigeni nucleari
Lupus eritematoso disseminato (LES) nel topo
Lupus eritematoso disseminato nel cane

C) Antigeni sconoscinti

1) Panatterite
2) Glometulonefrite cronica
3) Pemfigo canino

“Formazione di immuno-complessi locali del tipo di Arthus sono
stati descritti nella polmonite allergica bovina causata da Micropo-
lyspora faeni (Wilkie, 1976). Si trovano numerosi esempi di malattie
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da immuno-complessi nell’ambito delle infezioni virali. Nelle infezioni
da virus della leucemia murina (MLV) e da virus della leucemia fe-
lina (FeLV) esiste un’interessante associazione tra IC circolanti e la
presenza di glomerulonefrite ed arterite da immuncomplessi, L’anti-
gene virale della leucemia del topo ¢ stato dimostrato nei glomeruli
e gli anticorpi eluiti dai glomeruli reagisce con gli antigeni gp 70, gp
45 e p 30 del virus della leucemia del topo (Izui e al. 1979, 1981
Oldstone et al. 1976),

La coriomeningite linfocitaria (LCM) virale e l1nfez1one da «Lat-
tato-deidrogenasi» nel topo sono ulterioni esempi di una chiana asso-
ciazione tra IC circolanti e la deposizione di IC nei glomeruli renali
(Cochrane e Koffler, 1973).

La malattia del visone aleutino pud essere considerata un proto-
tipo di malattia da immuno-complessi. L’agente casuale, un Parvovirus,
non causa modificazioni tissutali, ma piuttosto esercita il suo potere
patogeno-in modo indiretto. In questa malattia i complessi- circolan-
ti virus-anticorpo mel siero sono correlati con la deposizione di
immuno-complessi nei glomeruli renali e pareti vasali. Il continuo
depositarsi di IC patogeni causa progressiva glomerulo-nefrite ed
arterite sistemica (Trautwein e Miiller-Peddinghaus, 1981).

Aspetti di malattie da immuno-complessi sono anche riscontrati in
malattie virali quale Uanemia infettiva equina (Banks e al. 1972, Mc
Guire e al. 1972), nella forma persistente di BVD/MD nel bovino
(Prajer e Liess, 1976 Cutlip e al.,, 1980), in determinate forme di
Peste suina europea e Peste suina africana (Cheville e al., 1970; Slau-
son e Sanchez-Vizcaino, 1981).

Una affezione oculare da immuno-complesso definita «occhio
blu» & stata riscontrata in cani spontaneamente infetti o vaccinati
contro I’Adenovirus canino (CAV. 1) (Charmichael, 1965). La malat-
tia & caratterizzata da iridociclite con opacamento della cornea. In
altri esperimenti & stata indotta, mediante tale virus una glomerulo
nefrite non progressiva del tipo da immuno-complessi (Morr1son e
erght 1976, Wright e al. 1981.

Si & ultimamente evidenziato che nella Peritonite infettiva felina
causata da un Coronavirus, si formano immuno-complessi che si depo-
sitano nei glomeruli renali (Horzmek e Osterhaus, 1979; Jacobse e
Geels, al. 1980).

Recentemente ¢ stata dimostrata tra infezione con Dirofilaria im-
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mitis e I'insorgere di una glomerulopatia indotta da IC (Abramowsky
e al. 1981, Aikawa e al. 1981).

Antigeni endogeni: Uno degli aspetti della artrite reuwmatoide
nell'vomo e Partrite cronica negli animali, es. la poliartrite indotta da
Erypelothrix rhusiopathiae & la presenza del fattore reumatoide
(RF). RF & un’immunoglobulina (IgM, IgG) diretta contro IgG au-
tologa, che pud combinarsi con i complessi antigene-anticorpo circo-
lanti e formare complessi antigene-anticorpo circolanti e formare com-
plessi pitt grandi. Questi ultimi si depositano quindi nelle articola-
zioni dove mantengono la forma artritica in atto (Theofilopoulos e
Dixon, 1979, 1980). _

Gli immuno-complessi che contengono come componenti antigenici
autologhi degli antigeni nucleari (DNA, RNA, proteine ribonuclei-
che, antigeni nucleari solubili} giocano un ruolo nella patogenesi del
Lupus erythematosis sistemico (SLE) nell’'uvomo ed in numerosi mo-
delli animali es. cani, gattl e ratto {Dixon e al., 1978; Trautwein,
1982).

Reperti lmmun01stolog1c1 nella glomerulonefrzte cronica (GN) di
parecchie specie animali mettono in evidenza.che queste lesioni rena-
li sono anche indotte da complessi immuni. Diverse forme morfolo-
giche di GN possono essere differenziate, essendo il quadro comune
costituito da depositi di granuli grossolani o fini di immunoglobuline
e fattori complementari. Tuttavia si conosce poco circa la natura de-
gli antigeni in causa (Trautwein e Miiller-Peddinghaus, 1978).
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LE MALATTIE AUTOIMMUNI

SINTESI

Per molto tempo si & creduto che gli animali, in condizioni nor-
mali di salute, non fossero in grado di produrre alcun tipo di anti-
corpo verso i propri tessuti (antigeni self). Attualmente & invece
acquisito che un certo grado.di reattivitd immunitaria verso costi-
tuenti normali dell’organismo sia un evento fisiologico.

In effetti & stato dimostrato che, nella milza, & sempre presente
‘un certo numeto di linfociti reattivi vetso i tessuti dell’ospite.

Infatti, la stimolazione di queste cellule, utilizzando mitogeni
non specifici, quali le endotossine batteriche, & in grado di indurre
una temporanea compatsa di autoanticorpi nel siero, a livelli rileva-
bili; questi anticorpi possono reagire con i tessuti normali dell’ospi-
te ma non provocano danni. In genete, comunque, questi linfociti
auto-reattivi vengono soppressi e pertanto non producono significative
quantitd di anticorpi,

In altre situazioni, una certa reattivitd verso gli auto-antigeni (ri-
sposta autoimmune) gioca un tuolo fisiologico. Per esempio, gli anti-
corpi anti-idiotipo, che compaiono naturalmente, hanno la funzione
di agire quali regolatori fisiologici del sistema immunitario.

Talvolta, invece, la soppressione nelle cellule autoreattive pud
non funzionare: quando cid avviene, alcuni cloni linfocitari, che
normalmente sono quiescenti, iniziano a replicarsi e a produrre gran-
“di quantitd o di autoanticorpi o di linfociti T autoreattivi. Quando
si realizza questa situazione, I'imponente risposta immunitaria verso

* Istituto di Microbiologia ed Immunologia della Facoltd di Medicina Veterinaria -
Milano.
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cellule o tessuti normali determina fenomeni patologici anche impo-
nenti che vengono per questo motivo, definiti malattie autoimmuni.

Per quanto riguarda i meccanismi che possono essere responsabi-
fi del difetto della normale tolleranza verso il self si possono ricor-
dare:

1) Pesposizione di antigeni cellulari o tissutali ptecedentemente
mascherati;

2) la comparsa di determinanti antigenici nuovi;

3) una cross-reattivitd degli antigeni dell'ospite con quelli di
alcuni microrganismi;

4) lo sviluppo di cellule immunocompetenti precedentemente
soppressec; ' ‘

5) l'azione di virus che interferiscono con i meccanismi di con-
trollo del sistema immunitario.

MALATTIE AUTOIMMUNI DEGLI ANIMALI DOMESTICI

Anem;’a emolitica autoimmune

Questa malattia rappresenta uno di quei disordini immunologici
che si possono effettivamente definire «autoimmuni», in quanto com-
paiono autoanticorpi che sono responsabili direttamente della distru-
zione dei globuli rossi e, quindi, dell’anemia. Questa, pertanto, si di-
stingue da quelle patologie in cui si pud pure dimostrare nel sicro
la presenza di anticorpi contro i tessuti dell’ospite, ma tali anticorp
non giocano alcun ruolo nella patogenesi della malattia: in effetti
possono essere il risultato piuttosto che la causa della condizione
morbosa.

Trombocitopenia immuno-mediata

Questa malattia pud comparire a seguito di interazioni diverse
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del sistema immunitario con le piastrine. Il termine precedentemen-
te usato di «porpora trombocitopenica idiopatica» appare pertanto
limitativo in quante in molti casi, nel cane, & stata dimostrata una
eziologia immunomediata, primaria (autoimmune vera) o secondaria,
attraverso il rilievo di anticorpi anti-piastrine e della loro capacita
distruttiva.

Lupus erythematosus sistemico

Questa malattia, cosi chiamata per I'aspetto «lupino» che assu-
me 'uomo a causa di particolari manifestazioni dermatologiche, non
¢ confinata alla cute, ma pud interessare diversi altri distretti del-
I'organismo, come dimostrato dal rilievo di autoanticorpi a diversa
specificita. :

Artrite reymatoide

Si tratta di una malattia grave e debilitante, conosciuta da tempo
nell’uomo, che recentemente & stata descritta anche nel cane. Ricerche
piuttosto approfondite non sono per ora state in grado di rilevare
differenze significative della patologia nelle due specie e pertanto, il
cane pud rappresentare un modello sperimentale estremamente valido
anche per lo studio dell’artrite reumatoide dell’uomo.

Malattie cutanee boliose autoimmuni

Recentemente, diverse malattie di questo tipo, che si pensava non
potessero manifestarsi negli animali domestici, sono state riconosciu-
te nel cane. In questa specie animale, 'epidermide & caratteristica-
mente molto sottile e cid comporta una fase «bollosa» di durata mol-
to breve ¢ pertanto gli animali arrivano alla visita del veterinario pre-
sentando esclusivamente lesioni ulcerative e, successivamente, croste
e cicatrici.

Per questo motivo, il riconoscimento di queste forme come «bol-
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lose» & stato possibile solo grazie alla messa a punto di valide tecni-
che istologiche e immunologiche. La patogenesi & da riferire a rea-
zioni autoimmuni nei confronti di antigeni cutanei e poiché la speci-
ficita degli autoanticorpi varia nelle diverse malattic si pud giustifi-
care la varietd dei rilievi clinico-patologici. Per la diagnosi si posso-
no avere indicazioni utilizzando principalmente tre procedure e pre-
cisamente: l'esame istopatologico, I'immunofluorescenza diretta per
la dimostrazione di depositi di anticorpi e complemento e 'immuno-
fluorescenza indiretta per la ricerca di autoanticorpi circolanti.

Vengono considerate quali malattie cutanee bollose autoimmuni
il: pemphigus valgaris, foliacens vegetans, erythematosus e il pemfi-
goide bolloso.

Altre malattie autoimmuni

Vengono ricordate, seppure brevemente, alcune altre patologie che
hanno alcune caratteristiche in' comune e precisamente: :

a) Sono rare.
b) La loro patogenesi autoimmune non & ancora ben documentata.
Si ricordano in particolate: la myasthenia gravis, la tiroidite au-

toimmune, la glomerulonefrite antoimmune, 1 lupus discoide, la der-
matite erpetiforme, e la panniculite nodulare.
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ALTERAZIONI DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA
-NELLE INFESTIONI DA ELMINTI

I fenomeni immunitari che intervengono nell’infestione parassita-
ria sono complessi e non sempre comportano una efficace difesa del-

Porganismo nei confronti del parassita.

Il parassitismo infatti & il risultato di processi selettivi che han-
no determinato I'adattamento di un organismo vivente (il parassita)
ad un altro, da cui esso dipende per quanto riguarda le sue esigenze
trofiche e r1produtt1ve.

E evidente che se consideriamo questo fenomeno dal punto di
vista immunologico, esso hon pud essere che la risultante di un

certo grado di immunotolleranza e della capacitd del parassita «di

mascherarsi» per non esscte 1dent1ﬁcato quale estraneo e quindi di-
strutto.

. In questo senso molto chiarificatori sono gli studi di Capron e
coll. (1968) sulla struttura antigenica degli elminti e sulle «comunita
antigeniche» tra i parassiti ed i loro ospiti. Partendo dalle ipotesi sul-
Padattamento e sulla filogenesi del parassitismo (Chabaud 1955-1957;
Sprent 1962; Dineen 1963; Inglis 1965), Capron (1968) non solo
conferma dal punto di vista immunologico «le somiglianze» (comu-
nita antigeni) che permettono al parassita di sfuggire almenc in par-
te alla ricognizione immunitaria, ma dimostra che questa tolleranza
immunologica & pitt elevata quanto piti spinti sono i processi di adat-
tamento tra patassita ed ospite.

Tenuto conto che i trematodi sono filogeneticamente parassiti dei
molluschi (Cameron 1964), & interessante notare come Fasciola be-
patica induca la formaziope di anticorpi precipitanti soprattutto in

* Istituto di Patologia Generale, Cattedra di Parassitologia Veterinaria - Facoltd di
Medicina Veterinaria - Milano.
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ospiti non abituali quali 'uvomo ed il coniglio, mentre la risposta
¢ molto meno evidente nell’ovino e nel bovino, ospiti abituali del
parassita (Capron e coll. 1968). ,

La struttura antlgene nel parassita & alla base della risposta im-
munitaria che con i suoi complessi fenomeni pud rappresentare di per
se stessa la componente preponderante della malattia parassitaria: ba-
sti pensare alle alterazioni patologiche dovute alla formazione di com-
plessi antigene-anticorpo in corso di infestazione spontanea o speri-
mentale da Schistosoma spp. (Colley 1981). _ :

Le acquisizioni sulla funzione antigene del parassita sono in que-
sti- ultimi anni enormemente aumentate e molto si & aggiunto alle
ptime teorie sulle comunitd antigeni (Capron e coll., 1968) e sulle
convergenze antigeniche (Hudson 1973; Ogilvie e Wilson, 1976).
Ad esempio le rapide variazioni antigeniche dei protozoi endocellu-
lari (Babesia, Trypanosoma, Leishmania, Plasmodium) possono de-
terminare fenomeni di immunosoppressione che favoriscono la eva
sione della risposta immunitaria da parte del parassita e di altri agen-
ti patogeni che possono venire a contatto dell’ospite (Terry e coll.
1980).

Ugualmente i nematodi possono evocare risposte contradditorie,
che portano ad un «esaurimento» della matrice immunitaria, soprat-
tutto se il ciclo endogeno del parassita & lungo ed interessa differenti
organi, come nel caso degli ascaridi e dei nematodi bronco-polmona-
ri: a fenomeni di questo tipo sarebbero da ascrivere le gravi infe-
zioni batteriche e virali, sovente ad esito letale, che insorgono in con-
comitanza alle infestazioni ed alle reinfestazioni da nematodi (Woo-
druff e coll., 1966).

Infatti mentre in alcuni casi la risposta immunitaria anche se
comporta fenomeni patologici nei confronti dell’organismo che la ela-
bora pud essere ancora considerata «nociva» per il parassita, in altri
casi il bersaglio degli anticorpi non sono pitt solo i parassiti, ma strut-
ture elaborate dall’organismo (blocco della risposta efferente),
non lorganismo stesso (induzione di fenomeni di autoimmunita).

Nel caso delle infestioni elmintiche possiamo affermare che:

N

— la risposta immunitaria & una importante componente selettiva
nella dinamica dei fenomeni di interazione tra ospite e parassita;
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— gli antigeni responsabili della risposta immunitaria diretta contro
Paccrescimento del parassita e la sua replicazione, sono oggetto
di una selezione convergente nei confronti dell’ospite o quanto
meno vengono «mascherati» dalle proteine dell’ospite;

— la risposta immunitaria alle infestioni eltintiche si esercita a li-

~ velli soglia della informazione antigenica e i fenomeni di premu-
nizione sono una normale componente della naturale interazione
tra ospite e parassita, e dunque non rivestono solo un significato
difensivo (Dineen e Wagland, 1982); ‘

— antigeni in grado di stimolare Ia risposta immunitaria e che non
derivano dalla attivitd riproduttiva del parassita, sono quelli pit
efficaci nell’evocare risposte difensive in quanto non sottoposti a
selezioni convergenti nei confronti dell’ospite, ma sono anche
quelli che possono comportare un eccesso di stimolazione con ri-
sposte patologiche (Cohen, 1982; Dineen ¢ Wagland. 1982).

L’intreccio tra processi immunitari difensivi e patologici & molto -
stretto ed & difficile chiarire la genesi e la dinamica dei differenti fe-
nomeni, sovente dovuti alla stimolazione simultanea e contradditoria
della matrice immunitaria.

D’altronde la risposta difensiva & gid di per se stessa la risultante
di un complesso meccanismo conseguente ai fenomeni di resistenza
naturale ed acquisita, specifica ed aspecifica, che necessita di rigorosi
processi di immunoregolazione.

 Appare dunque intuibile come un otganismo antigenicamente

complesso, in continuo cambiamento a seconda della localizzazione e
del suo stadio evolutivo (o in rapida replicazione come nel caso dei
protozoi), e che contrae stretti rapporti con lospite, possa indurre
alterazioni della tisposta immunitaria fino alle estreme conseguenze -
patologiche, inducendo la formazione di anticorpi diretti contro le
strutture stesse dell’ospite. :

Infatti la presenza del parassita pud determinare nell’ospite la
evidenziazione dei cosi detti antigeni segregati che possono diventare
bersaglio della risposta immunitaria..

Numerosi autoanticorpi sono stati evidenziati in corso di schi-
stosomiasi sia nell'uvomo che negli animali da esperimento (Calley,
1980), e si possono mettere in evidenza soprattutto all’inizio della
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risposta immunitaria, nella fase di aumento anticorpale, (Bout e coll.,
1980) e potrebbero essere la conseguenza di una «evasione» dal con-
trollo immunologico a causa dellattivazione policlonale delle cellule
B (Tety e coll. 1980).

~ Similmente una delle caratteristiche proprie delle tripanosomiasi
africane & I'aumento degli anticorpi, soprattutto delle IgM, Nella fa-
se precoce dell'infezione infatti si assiste ad una attivazione policlo-
nale delle celule B, T e dei linfociti «Killers, dovuta apparentemente
alla stimolazione di prodotti ad elevato peso specifico derivati dal
metabolismo~del protozoo e contenenti componenti delle membrane
(Cohen, 1982). Ne deriverebbe un aumento di immunoglobuline non
specifiche e la formazione di auto-anticorpi ed eventualmente un
esaurimento del potenziale produttivo anticorpale con perdita della
memoria B ¢ T (Cohen, 1982). Seed e Gam (1967) suggeriscono che
" Pautoimmunita in"corso di tripanosomiasi possa giocare un suo ruo-
lo patogeno originale. TgM anticervello, fegato, cuore e rene sono
state isolate in diverse forme di tripanosomiasi in animali di laborato-
tio infestati sperimentalmente (Houba e coll., 1969; Mackenzie e
Borehan, 1974), forse dovute alla liberazione di antigeni dai tessuti
danneggiati o in- conseguenza di attivazioni policlonali (Vickerman
e Barry, 1982). Gli elevati titoli di conglutinina che si osservano nei
pazienti colpiti dalla malattia del sonno potrebbero essere dovuti ad
-autoanticorpi contro componenti alterate del complemento (Pautri-
zel e coll., 1962).

Forse il caso che interessa piti da vicino la medicina veterinaria &
la babesiosi per la quale fin dagli anni 60 furono chiamati in causa
fenomeni di autoimmunita, responsabili dell’anemia che accompagna
Iinfezione del protozoo (Zuckerman, 1964; Schréeder e coll., 1966;
Zwart e Brocklesby, 1979).

E evidente dai pochi esempi riportati che il parassita induce un
«eccesso» di risposta immune che, se non regolata, determina conse-
guenze patologiche gravi: il modello della infestione protozoaria ha
contribuito a chiarire molti di questi aspetti, tenuto conto che lo stu-
dio della risposta immunitaria nell’infestazione elmintica & molto
complesso per l'elevato numero di antigeni che compongono questi
organismi.

c
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Fenomeni immunopatologici conseguenti all’infestazione elmintica

Le difese che Porganismo utilizza per resistere alla infestazione
elmintica si basano su meccanismi non immunitari:

— refrattavietd naturale,

— vresistenza individuale: la razza, et ed il sesso sono importanti
fattori di resistenza individuale; nota & l'influenza esercitata su-
gli elminti dai fattori ormonali legati al sesso ed allo stato fisio-
logico dell’ospite quali la maturiti sessuale e la gravidanza:
(Szidat, 1971; Dineen e Kelly, 1972; Kelly e Dineen, 1973; Ng-
wenda, 1976; Dargie, 1982),

— resistenze inter e intraspecifiche: ad esempio la presenza di ce-
“stodi adulti a livello enterico rallenta o impedisce I'invasione so-
matica di forme larvali di questi parassiti (Tizard, 1977), e su
meccanismi immunitari umorali e/o cellulari.

Tra i fattori umorali, oltre quelli non specifici, particolare impot-
tanza assumono nella rispota alla infestazione elmintica le immuno-
globuline E. Infatti Paumento dei livelli sierici di questi anticorpi,
accompagnato da un incremento significativo del numero di eosinofili,
basofili € Mastzellen (Capron e Capron, 1982), sono i segni «classi-
ci» delle infestazioni elmintiche,

In questi ultimi anni sono stati chiariti i meccanismi chemiotatti-
ci ed il ruolo delle linfochine eosinofiliche nei confronti dei parassiti.

Infatti gli eosinofili sono probabilmente le cellule piti importanti
nell’evoluzione dei meccanismi offensivi, sovente letali, nei confronti
di questi particolari patogeni (Butterworth, 1980; Warren, 1980 -
1982},

Per quanto riguarda le IgE, fin dalla loro prima evidenziazione
(Joansson & Bennich, 1967) fu chiaro il ruolo patogeno e non sem-
plicemente «difensivo» sostenuto da questa classe di immunoglobu-
line (Ischizaka & Ischizaka, 1967). Ogilvie e Jones (1973) fornirono
una suggestiva interpretazione del fenomeno, sostenendo che le IgE
sono un residuo ancestrale di un meccanismo difensivo necessario
quando anche I'uomo era obbligato a convivere con i parassiti. La
genesi dei fenomeni di auto-eliminazione e di premunizione presenti
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nelle popolazioni animali ed umane che vivono a stretto contatto
con i parassiti, sembrano dare ragione a questa ipotesi (Larsh e Race,
1975; Tizard, 1977). Negli animali domestici le IgE sono state mes-
se in evidenza relativamente di recente (Nielsen e coll. 1976, 1977).
Ancora nel 1970 non vi erano segnalazioni certe della presenza di
questi anticorpi negli animali domestici, eccetto per il cane (Herbert,
1970).

Negli animali domestici, soprattutto nei piccoli e nei grandi rumi-
nanti, non & sempre facile controllare il ruolo patogeno sostenuto
da queste immunoglobuline.

E noto che le difese messe in atto contro Fasciola hepatica, so-
prattutto nella specie bovina, sono da ascrivere in larga parte ad una
risposta cellula-mediata (Corba e coll., 1971; Armour e Dargie, 1974;
Genchi ¢ coll., 1973; Doy e coll.,, 1980; Duffs e coll., 1980). D’al-
tronde nella fase di migrazione nel parenchima epatico delle adole-
scarie linflammazione allergica sostenuta dalle IgE e gli eosinofili
hanno una importante funzione nell’ostacolare I'invasione del parassi-
ta (Doy e coll.; 1980). Elevati livelli sierici di questi anticorpi per-
mangono anche nei soggetti affetti da distomatosi cronica {Genchi -
coll., 1973, 1974) probabilmente in conseguenza ai fenomeni di rein-
festazione a cui gli animali sono soggetti nel corso della loro cartiera
produttiva.

~ 11 coinvolgimento delle IgE nella infezione da Fasciola bepatica,
assume un particolare significato patologico: infatti i metaboliti del
parassita ed i prodotti derivati dal catabolismo cellulare lungo i tra-
gitti parassitari, probabilmente detivati anche dall’effetto citotossico
operato sulle Mastzellen dal legame antigene-IgE determinata la libe-
razione di sostanze vascattive (ammine e Slow Reaction Substance
of Anaphylaxis: SRS-A). Tale fenomeno pud coinvolgere anche gli
epatociti non direttamente interessati dalla migrazione del giovane di-
stoma: ne consegue l'alterazione delle strutture della cellula, con li-
berazione di enzimi citoplasmatici unicrosomiali con conseguente dra-
stica diminuzione delle attivita metaboliche e disintossicanti del fe-
gato (citocromo P-450 e glicuronazione) (Maffei Facino e coll., 1981,
1983; Genchi e coll,, 1981).

Significativi sono anche gli elevati livelli di IgE specifici rag-
giunti nell’'uomo in caso di distomatosi (Genchi e Falagiani, 1983)
dove la risposta iperergica potrebbe essere giustificata dallo scarso
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adattamento di questa specie animale alla infestazione da Fasciola
bepatica. ' ,

Reazioni anafilattiche di tipo immediato sono probabilmente alla
base anche delle gravi sintomatologie cliniche che si osservano in
corso di ostertagiosi bovina di tipo II, causata dal risveglio delle lar-
ve ipobiotiche, e dalle forme tardive di broncopolmonite parassitaria
(Drctyocaulus viviparus (Jorgensen, 1981; Euzéby, 1982).

- Perché la reazione anafilattica sfoci nel dramma clinico sono co-
munque necessarie particolari condizioni (entitd della carica parassi-
taria, sincronizzazione dei fenomeni di ipobiosi larvale, ecc.), tipiche
del pascolo e difficilmente realizzabili nei nostri allevamenti intensivi.

Resta comunqgue il fatto che la componente allergica nelle infesta-

-zioni elmintiche, anche se asintomatica, complica notevolmente il
quadro di malassorbimento intestinale e di alterato metabolismo
epatico conseguente alla presenza di parassiti (Euzéby, 1971; Genchi
e coll., 1981; Genchi, 1982), -

Un ruolo particolare assumono le IgE nella invasione da parte dei
nematodi in ospiti paratenici (aspecifici). (Beaver e coll., [1952). In
questo ambito le indagini piti approfondite sono state condotte in cor-
so di Toxocariasi umana che si differenzia in due forme cliniche:
sindrome da larva migrans viscerale e larva migrans oculare (per una
rassegna: Ehrhard e Kernbauman, 1979; Brunello e coll., 1982).

L’aumento dei livelli sierici di questa classe di immunoglobuline
e la presenza di IgE specifiche & stata messa in evidenza da Genchi
e Falagiani (1980), Genchi e coll. (1982) Brunello e coll. (1981 -
1983), Desonitz e coll. (1981) e Rockey e coll. (1981).

La forma piti grave sicuramente & quella oculare, anche per la dif-
ficoltd di una diagnosi precoce (Zinkham, 1978). Recentemente Ro-
ckey e coll. (1981) e Genchi e coll. (1983) hanno avanzato lipotesi
che le lesioni oculari potrebbero essere conseguenti anche all’azione
lesiva delle IgE, che legandosi con ['antigene parassitario, determi-
nerebbero la degranulazione delle Mastzellen uveali,. con il conse-
guente richiamo di eosinofili e formazione di essudato della coroide,
con evidenti fatti infiammatori {Rockey e coll., 1981). Tale ipotesi
troverebbe conferma nel comportamento delle IgE specifiche in cotso
di migrazione oculare di larve di Toxocara canis (Genchi e «coll.,
1983). :

Poche conferme ci sono fino ad ora su possibili reazioni citotossi-
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che, mediate da anticorpi (IgG, IgM, IgA) contro strutture cellulari
o antigeni di membrana, conseguenti alle infestazioni da elminti
(Ogilvie e Mackenzie, 1981) mentre & stata dimostrata la forma-
zione di immunocomplessi anomali, con effetto patologico. Le indagi-
ni pit approfondite sono state condotte nelle infestazioni da trichi-
nella e da schistosoma (Warren 1978 e, b). Dopo la sensibilizzazio-
e operata dalle larve in migrazione ¢ dal parassita adulto, soprattut-
to nella schistosomiasi, gli antigeni provenienti dalle uova possono
indurre reazioni crociate con antigeni di altei stadi del parassita: in-
fatti poco tempo dopo I'ovo-deposizione, vi & un marcato aumento -
degli anticorpi circolanti. E possibile che in questa fase in cui & pre-
sente un eccesso di antigene, si formino degli immunocomplessi
(Warren, 1978; Colley 1981) che a seconda delle loro origini o delle
loro dimensioni possono comportare gravi danni ai tessuti, in parti-
colare alle strutture glomerulari del rene e dell’occhio, come nel caso
delle filariosi umare (Ogilivie e Mackenzie, 1981).

Alterazioni patologiche possono derivare anche da reazioni di
ipersensibilita ritardata. Il modello pitt studiato & ancora quello della
schistomatosi (Warren 1978 a, 1982; Colley 1981), ma & possibile
che in corso diinfestazione da filarie cutanee (Dirofilaria spp., Onco-
cerca spp. Setaria spp.), possono essere dovute a fenomeni di iper-
sensibilita ritardata, che nell'nomo si manifestano soprattutto nei
-soggetti con infestazioni relativamente contenute, mentre in quelle
massive sembra sussistere uno stato anergico (Ogilvie e Mackenzie,
1981), a conferma della interferenza dei parassiti sulle capacita reat-
tive dell’ospite.

Sicuramente una «rilettura» in chiave immunologica e immuno-
patologica delle infestazioni parassitarie aprirebbe in medicina vete-
rinaria nuove prospettive nella comprensione della patogenesi e della
clinica di molte malattie parassitarie, Ad esempio di grande importan-
za sarebbe definire il ruolo sostenuto dalle larve infestanti e dai pa-
rassiti adulti nel mantenimento dello stato immunitario dell’orga-
nismo ospite e sulle conseguenti reazioni immunopatologiche. Infatti
nelle infestazioni elmintiche dell’vomo si & visto che I'induzione im-
munitaria determinata dai diversi stadi del parassita & fondamentale
per il controllo ed il decorso della malattia, oltre che nello stimolare
la formazione di capsule fibrose, atte ad isolare organismo parassita.

Inoltre anche se recenti indagini hanno evidenziato che nel bovi-
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no e nella pecora infestati da strongili gastro-intestinali non vi sono
deficit nella risposta cellulo-mediata (Ross e Halliday, 1979), la sua
efficacia sembra limitata a fenomeni di premunizione, mentre I'ino-
culazione di un estratto dializzato .di linfociti sensibilizzati, prove-
nienti da animali infestati, & in grado di potenziare la risposta speci-
fica nei confronti dei parassiti. L’effetto di immunopotenziamento
della risposta cellulo-mediata ¢ di evidente importanza nello sviluppo
della resistenza (Klesius, 1981),

Si tratta evidentemente di fenomeni complessi, lo studio dei qua-
li trova in Medicina Veterinaria ulteriori difficolta nelle caratteristiche
immunitasie, sovente diverse, délle vatrie specie animali di interesse
zooeconomico e zooiatrico. Di certo parte della sintomatologia tipica
delle malattie parassitarie & ascrivibile a risposte immunopatologiche
che possono innescare reazioni il cui bersaglie & sovente imprevedi-
bile e di importanza vitale.
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Atti della Giornata di studio su:
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S. CERRUTI SOLA *

ASPETTI IMMUNOLOGICI DELLA PATOGENESI
DELL’ENCEFALITE CIMURROSA DEL CANE

L’encefalite cimurrosa del cane & una malattia demielinizzante
causata dal virus del cimurro, un paramyxovirus antigenicamente cot-
relato con il virus del morbillo dell’uvomo e della peste bovina (Ap-
pel, 1971}.

L’encefalite cimurrosa & considerata un modello per lo studio di
disordini neurologici associati a paramyxovirus nell’vomo (Koestner,
1975) e della sclerosi multipla (Dal Canto e Rabinowitz, 1982).

Le numerose ricerche condotte negli ultimi anni nel tentativo di
chiarire il complesso meccanismo alla base della patogenesi della de-
mielinizzazione non hanno ancora portato a risultati conclusivi.

Gia da tempo & noto come il decorso della malattia nella sua for-
‘ma sistemica sia influenzato dalla risposta immunitaria umorale (Ap-
pel, 1969). ~

Studi condotti su animali sperimentalmente infettati hanno di-
mostrato che, soltanto nei soggetti che non sviluppano una risposta
anticorpale adeguata, il virus del cimurro & in grado, dopo una prima
fase di replicazione negli elementi linfoidi del sangue e dei vari orga-
ni, di colonizzare epiteli e tessuto nervoso.

Secondo recenti ricerche (Krakowka e coll., 1975; Ho e Babiuk,
1980; Appel e call., 1982), anche l'efficienza dei meccanismi immu-
nitari cellulo-mediati & fondamentale al fine di limitare la diffusio-
ne del virus nell’organismo.

Alla luce delle attuali conoscenze & altrettanto chiaro (Wisniew-
ski e coll., 1972; Cerruti Sola e coll., 1983) che il comportamento
del sistema immunitario nei diversi soggetti non soltanto condizio-

* Istituto di Patologia Generale e Anatomia Patologica e Patologia Aviare - Uni-
versitd di Torino.
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na la progressione dell'infezione, ma anche Pinstaurarsi e lo svilup-
po della demielinizzazione. '

Nel corso di infezioni sperimentali si & infatti osservato come le-
lesioni encefaliche vadano incontro ad una evoluzione temporale (Mc
Cullough e coll., 1974; Raine, 1976; Vandevelde e coll. 1982 h). In
corrispondenza del 21° giorno circa P.I., esse consistono essenzial-
mente in ipertrofia degli astrociti, accompagnata da demielinizzazio- -
ne dapprima lieve, poi aggravantesi fino alla formazione di un vero e
proprio stato spongioso. La localizzazione preferenziale corrisponde
alle aree sottomeningee e subependimali di midollo allungato, cer-
velletto e zone limitrofe al IV ventricolo. In questo stadio le lesioni
possono andare incontro a processi di remielinizzazione e guarigione.
Intorno al 30° giorno, negli animali che sopravvivono, la demieliniz-
zazione & intensa; spesso sono anche presenti cellule giganti multinu-
cleate di origine gliale.

Queste lesioni, comunemente classificate di tipo acuto, cortispon-
dono, come dimostrato da studi recenti (Vandevelde e coll., 1982b;
Cerruti Sola e coll,, 1983), ad un periodo di completa inerzia del
sistema immunitario caratterizzato, oltre che da una marcata linfope-
nia nel sangue periferico, dall’assenza di proliferazione dei linfociti
coltivati «in vitto» in presenza di mitogeni policlonali.

Negli animali che sviluppano questo tipo di alterazioni encefali-
che, sono inoltre assenti, sia nel siero sia nel liquor cerebro-spinale,
anticorpi contro il virus del cimurro e contro i principali costituenti
della mielina; negativo appare anche il reperto, nella sede delle lesio-

ni, di immunoglobuline locali, la cui presenza & invece dimostrata
nella successiva fase della malattia (Vandevelde e coll., 1982a-b).

E pertanto opinione condivisa da molti ricercatori che la demie-
linizzazione nella fase acuta si sviluppi indipendentemente dall’inter-
vento del sistema immunitatio, il quale rivestirebbe invece un ruolo
- fondamentale nel determinare la successiva evoluzione delle lesioni.

Infatti intorno al 42° giorno P.I. alcuni animali sviluppano, nel-
'ambito delle lesioni preesistenti, una reazione flogistica di tipo non
purulento, associata ad un aggravamento dello stato spongioso, che
puo portare alla formazione di vere e propric aree malaciche.

In questi soggetti si osserva costantemente una ripresa della fun-
zionalita del sistema immunitario, testimoniata dalla capacitd prolife-
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rativa dei linfociti e dalla presenza, in alcuni casi, in siero e liquor, di
anticorpi contro il virus del cimurro ed i costituenti dellla mielina.

Le ipotesi circa il meccanismo della demielinizzazione nella fase
acuta vertono in favore dell’azione diretta del virus sul tessuto cere-
brale. .

La presenza dell’agente infettante nell’ambito delle lesioni & pro-
vata dal riscontro di cotpi inclusi (Vandevelde e coll., 1981) e di an-
tigeni virali (Kristensen e Vandevelde, 1977), dalla formazione di
cellule giganti, probabilmente conseguente all’azione citocinetica del
virus, dai fenomeni di degenerazione e necrosi cellulare.

Oscuro rimane comungue il meccanismo in base al quale il virus
sarebbe in grado di danneggiare le guaine micliniche. Infatti Pinfezio-
ne sistemica degli oligodendrociti non & stata dimostrata con Iim-
piego di metodi immunocitochimici (Kristensen e Vandevelde, 1977)
e raramente & stata osservata al microscopio elettronico (Raine, 1976).

La recente dimostrazione della distruzione segmentale delle guai-
ne mieliniche nelle lesioni acute (Higgins e coll., 1982) depone tut-
tavia a favore di un’alterazione dell’oligodendroglia. :

Un attualissimo studio di Vandevelde e coll. (1983), in cui una
serie di encefali interessati da demielinizzazione viene esaminata con
tecniche immunoistologiche per la dimostrazione di proteine associate
alla mielina, nega che nel cimurro la perdita della proteina basica del-
la mielina (MBP) preceda la scomparsa della glicoproteina associata
alla mielina (MAG), evento invece stabilito in malattie conseguenti
all'infezione degli oligedendrociti.

Probabilmente il danneggiamento degli astrociti & fondamentale
nel processo di distruzione della mielina (Frauchiger ¢ Fankhauser,
1970).

Recenti studi ultrastrutturali hanno dimostrato ipertrofia ed iper-
plasia dell’astroglia (Higgins e coll., 1982), attivita fagocitaria (Rai-
ne, 1976) fusione delle membrane cellulari di astrociti infetti (Sum-
- mers e coll,, 1979) «sttappo» delle guaine mieliniche mediante I'in-
serzione di prolungamenti cellulari tra i vari strati concentrici che le
compongono (Raine, 1976; Higgins e coll., 1982).

'La presenza del tessuto danneggiato dalla invasione e replicazio-
ne virale pottebbe inoltre stimolare le cellule locali (astroglia e mi-
ctoglia) a rilasciare enzimi idrolitici. .

La produzione di una linfochina — interleuchina 1 — da parte
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di astrociti murini coltivati in vitro dimostrata recentemente da Fon-
tana ¢ coll. (1982) rende ancora pili verosimile ipotesi che le cel-
lule gliali infette rilascino fattori in grado di richiamare cellule immu-
nocompetenti nella sede delle lesioni.

Se I'apparizione tardiva di elementi linfocitari sia collegata alla
presenza di antigeni virali o ad una reazione di tipo autoimmune
diretta contro costituenti normali od alterati del tessuto nervoso, ri-
mane argomento controverso.

La persistenza del virus nel tessuto celebrale & dimostrata (Tsai e
coll., 1982), ma la sporadicita e I'inconsistenza dei dati relativi alla
presenza di anticorpi neutralizzanti contro il virus del cimurro nel
sangue di animali con malattia cronica {Vandevelde e coll., 1982a-b)
sembrerebbe escludere la possibilitd di un meccanismo di citotossicita
umorale.

Per quanto riguarda I'ipotesi di una reazione di tipo autoimmune,
& stato dimostrato che antisieri contro tessuto cerebrale, mielina pu-
rificata e frazioni della mielina provocano demielinizzazione od ini-
biscono la mielinizzazione nelle colture di tessuto netvoso (Bornstein
e Rame, 1976; Seil, 1977); demielinizzazione & inoltre stata ottenu-
ta «in vitro» medxante siero proveniente da animali affetti da encefa-
lite cimurrosa (Koestner e coll., 1974). _

Il ruolo di questi anticorpi nella patogenesi delle lesioni net-
vose nella fase cronica non & tuttavia chiarito. :

La risposta contro la mielina e le sue componenti & infatti, anche
se presente, piuttosto debole e soltanto alcuni soggetti sviluppano
un titolo anticorpale relativamente elevato (Vandevelde e coll.,
1982a-b), specialmente nel liquor.

I1 riscontro di anticorpi specifici in questa sede & d’altronde giu-
stificato dalla presenza di numerose cellule recanti Ig sulla superficie
nelle lesioni e nelle zone in prossimitd del liquor (Vandevelde e coll.,
1982a.b). ,

Il reperto di anticorpi sierici contro la mielina in cani infetti dal
virus del cimurro in assenza di lesioni cerebrali (Krakowka e coll.,
1973) suggerisce che queste immunoglobuline rappresentino in reaI
ta un epifenomeno. Un supporto a questa teoria viene fornito da un
recente esperimento (Cerruti Sola e coll., 1983) in cui’ linfociti sen-
sibilizzati nei confronti di antigeni cerebrali sono stati ritrovati sia
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in animali con alterazioni encefaliche di tipo cronlco, sia in soggetti
senza lesfoni.

D’altronde merita sottolineare che, se la demielinizzazione nella
fase cronica dipendesse da una reazione autoimmune sistemica diret-
ta contro componenti della mielina alternati durante la fase precoce
di distruzione della sostanza bianca, le lesioni sarebbero probabilmen-
te disseminate, come nella encefalite allergica sperimentale, ¢ non
si manifesterebbero come un ulteriore sviluppo delle lesioni acute,
nelle stesse aree di predilezione. La responsabilita di una risposta im-
munjtaria locale nella progressione della demielinizzazione trova una
convincente testimonianza nel reperto, nell’ambito del tessuto dan-.
neggiato, di Ig, parte delle quali appaiono per di pil legate a guaine
mieliniche in via di disintegrazione (Vandevelde e coll., 1982a-h).

La presenza -contemporanez di cellule Ig negative probabﬂmente
linfociti T-e di ant1corp1 tavorisce poi lipotesi dell’esistenza di un
meccanismo di citotossicitd cellulo-mediata dipendente dagli anticor-
pi, mentre le difficolta tecniche finora incontrate nella dimostrazione
della frazione Gs del complemento nell’ambito delle lesioni non per-
mettono di escludere lintervento di meccanismi quali la fissazione
del complemento. . ‘

Una recente teoria suggerisce inoltre (Krakowka e coll., 1981)
che la demielinizzazione autoimmune sia basata su anticorpi linfoci-

- totossici, formatisi in seguito alla fase linfotropica dell’infezione, in
grado di reagire con il tessuto cerebrale per via di antigeni comuni.
Infine, non si pud assolutamente escludere che la progressione della
demiclinizzazione nello stadio cronico della malattia, piuttosto che
rappresentare una lesione immunomediata, possa essere il risultato
non specifico di una violenta flogosi diretta contro la persistenza del
virus; & dunque possibile che l'attivazione dei macrofagi da parte di
immunoglobuline o linfochine possa risultare nella cosiddetta «de-
mielinizzazione bystanders (Wisniewski e coll,, 1980),

Oltre all’incertezza riguardo alla natura del meccanismo alla base

della demielinizzazione, rimane oscuro perché alcuni cani sviluppino
una inflammazione progressiva ed altri no.
« Difterenze nell’evoluzione collegate all’attivita dei vari ceppi vi-
rali sono chiaramente stabilite, mentre finora non & stata trovata al-
cuna correlazione tra antigeni di istocompatibilita e decorso della
malattia.
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F. possibile che una differente suscettibilita delle varie sottopopo-

lazioni di linfociti, come suggerito da Appel e coll. (1982), giochi un
ruolo importante nella patogenesi dell’infezione cimurrosa.
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