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Biologia. — Studio comparativo morfologico ed istologico del timo
e della borsa di Fabrizio di giovani pulcini (Gallus gallus L.) i
razsa Wyandotte in seguito ad irradiazione . Nota di GIANCARLO
G1BERTINI, AssUNTA PELost e Nicora Cartarini, presentata ® dal
Socio A. STEFANELLI.

SUMMARY. — A morphological and histological study of the thymus and of the bursa
Fabricii of young chicks (Gallus gallus, Wyandotte race) submitted to X-ray treatment (600 7)
was undertaken for comparative purposes. The two irradiated lymphoid organs displayed
different histological patterns. Picnotic lymphocytes were found in the most peripheral cor-
tical region of the thymus (where small lymphocytes represent the majority of the cells) only
during the first 3 days after irradiation. In the bursa, instead, the picnotic lymphocytes could
be observed until the end of the experiment (30 days), both in the cortical and in the medullar
region.

The lymphocytic repopulation is effected by the small cortical lymphocytes, at least
in the thymus.

The morphological modifications of the Hassall corpuscles and of the epithelial cysts
were also studied. These cysts may have different characters, paticularly the ‘“ involution
epithelial cysts”” in the bursa of Fabricius.

In tutte le classi dei Vertebrati esiste un solo organo linfoide centrale,
il timo, che, in tutti gli animali nei quali sono state eseguite ricerche di Anato-
mia comparata, ¢ anche il primo organo che si sviluppa nell’ontogenesi.

Gli Uccelli, o meglio la maggioranza di essi, costituiscono una eccezione
a questa regola, in quanto dispongono di un secondo organo linfoide centrale,
non reperibile in altre classi, la borsa di Fabrizio.

Il timo e la borsa presentano notevoli somiglianze per quanto riguarda
la loro derivazione epiteliale, la loro natura linfoide, la loro crescita durante
la vita embrionale ed immediatamente post-natale, la loro prima fase invo-
lutiva.

In conseguenza di cid e, soprattutto, del fatto che esiste notevole discor-
danza tra i diversi Autori sull’origine dei linfociti della regione corticale e
midollare della borsa e del timo, epiteliale secondo alcuni (Auerbach 1960;
1961; 1964), o da cellule epiteliali indifferenziate con la partecipazione di cel-
lule mesenchimatiche (Ackermann e Knouff 1959; 1964; Ackermann 1961,
1962; Ruth 1960; Bosch 1968; Hostetler e Ackermann 1969) o da solo mesen-
chima (per gli studi sul timo: Moore e Owen 1965, 1967 a, 1967 b; Owen e
Ritter 1969 — sulla borsa: Moore e Owen 1965, 1966, 1967 a; sulle tonsille:
Leene 1972; sul timo e sulla borsa: Leene e coll. 1973), & stato effettuato uno

(*¥) 11 lavoro & stato eseguito nell’Istituto di Anatomia comparata « G. B. Grassi» del-
I'Universitd di Roma.

(**) Nella seduta del 26 novembre 1973.
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studio per seguire, dopo una prima fase involutiva, conseguente ad irradia-
zione, il meccanismo di ripopolamento linfocitico della zona corticale e midol-
lare sia nella borsa che nel timo.

MATERIALE E METODI

Sono stati usati 94 pulcini di gallo domestico di razza Wyandotte, di 6
giorni di eta, di entrambi i sessi, del peso medio di 47,7 43,1 g.

Lotto I (47 pulcini): questi animali, previa anestesia con Nembutal
(0,016 ml/g di peso corporeo), sono stati sottoposti ad irradiazione totale del
corpo in posizione supina.

Lotto II (47 pulcini): animali di controllo, semplicemente anestetizzati.

La dose di raggi X era di 6007 (407/min), a 180 KV, 6 mA, distanza
focale di 40 c¢m, filtro di 3 mm di Al 4+ o,1 di Cu.

Prima di ogni stadio di fissazione, venivano pesati i pulcini, il timo e la
borsa di entrambi i Lotti; lo schema delle fissazioni era il seguente: dopo 8 ore,
ad 1, 2, 3, 5, 8, 10, 15, 20 e 30 giorni dall’inizio dell’esperimento, secondo il
rapporto indicato nella Tabella I.

In ogni stadio di fissazione del Lotto I e II, per ogni pulcino venivano
effettuati preparati istologici sia del timo che della borsa e veniva eseguita
una conta percentuale sia dei linfociti picnotici che di quelli in attivitd mito-
tica: sono stati conteggiati circa 1000 linfociti per ciascun timo e circa 1000
per ciascuna borsa, in tutti i pulcini dei due Lotti.

DESCRIZIONE DEI RISULTATI

Variazioni ponderali del timo, della borsa di Fabrizio e dei pulcini nei
Lotti I e II: in seguito ad irradiazione, si registra una generale diminuzione
del peso complessivo degli animali trattati, rispetto ai controlli; pero tale dimi-
nuzione ponderale risulta essere significativa solo al 2° giorno e al 3° giorno
sperimentale. Per quanto riguarda la significativith della differenza dei valori
ponderali tra i timi dei pulcini irradiati e non, essa & stata riscontrata ad
8ore, 1, 2, 3 gg ed al 20° giorno, mentre negli altri giorni, il calo ponderale del
timo irradiato non ¢ significativo rispetto ai controlli. Anche la borsa di Fa-
brizio subisce una notevole diminuzione in peso e si mantiene significativa,
rispetto ai controlli, dall’inizio dell’esperimento e fino al 5° giorno compreso.

Cambiamenti morfologici ed istologici del timo e della borsa di Fabrizio.

Timo: dopo trattamento con raggi X, quest’organo linfoide presenta una
considerevole diminuzione di volume; ed & soprattutto la regione corticale
a subire le maggiori modificazioni morfo-istologiche: infatti, oltre a ridursi
¢ ad assottigliarsi in misura rilevante, questa zona comprende una notevole
percentuale di linfociti picnotici e rarefazione cellulare. Nella regione midol-
lare, nella fase pitt acuta del danno (8 h-1 g) accanto a corpuscoli di Hassall



504 Lincei — Rend. Sc. fis. mat. e nat. — Vol. LV — novembre 1973

tipici, si riscontrano corpuscoli con forma atipica, con cellule periferiche non
embricate; sono state inoltre notate formazioni cistiche, non sempre tra di
loro morfologicamente simili. In quest’organo non sono pili riscontrabili
linfociti picnotici a partire dal 3° giorno sperimentale (graf. T).
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Grafico 1. — Andamento della percentuale dei linfociti picnotici del timo e della
borsa in seguito ad irradiazione. *: linfociti timici; =: linfociti della borsa.

L’attivitd mitotica, assai ridotta ad 8 ore, mantiene una differenza per-
centuale significativamente piu bassa, rispetto ai controlli, anche ad 1 giorno,
raggiunge valori normali a 2—3-5 gg, ridiscende in modo significativo tra gli
8 ed i 15 giorni, e ritorna normale al 200 e 30° giorno (graf. 2; Tav. I, figg. 1—4;
Tav. I1%figg. 5-8).

IM. %

123 5 8 10 15 20 giorni dopo itradiazione 30

Grafico 2. — Indice mitotico percentuale dei linfociti timici dopo irradiazione.
——————— : animali di controllo; ———————: animali irradiati.

Borsa di Fabrizio: dopo irradiazione ¢ rilevabile una considerevole dimi-
nuzione di spessore delle pareti della borsa che la rende molto meno consi-
stente di quella dei controlli.
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Dal punto di vista istologico, i follicoli appaiono diminuiti volumetrica-
mente, soprattutto a causa dell’assottigliamento stabilitosi a carico della zona
corticale del follicolo stesso; alcuni di essi presentano inoltre un aspetto defor-
mato (generalmente una forma allungata).

Si riscontrano linfociti picnotici sia nella sostanza corticale che midollare,
dove ¢ inoltre evidenziabile una discreta rarefazione cellulare (Tav. I1I, fig. o—
12). E stata notata la tendenza da parte dei linfociti picnotici, di altrl detriti
nucleari e talora di leucociti polimorfonucleati, di accumularsi verso il centro
della sostanza midollare del follicolo, dove & stata rilevata la presenza di alcune
«cisti involutive epiteliali », soprattutto numerose nel momento di maggior
danno linfocitico della borsa.

Il numero percentualmente pitt elevato di linfociti picnotici & raggiunto
dopo 8 ore (19%) (graf. 1), dopo di che la percentuale diminuisce gradatamente,
anche se linfociti danneggiati sono presenti fino al termine dell’esperimento.
(Alegiani e coll., dopo 4007, riscontravano linfociti picnotici solo fino al 30 g).

123 5 8 10 15 20 giarni dopa irradiazione 30

Grafico 3. — Indice mitotico percentuale dei linfociti della borsa dopo irradiazione:
————————— : animali di controllo;  -———————— : animali irradiati.

L’attivita mitotica, anche se notevolmente rallentata nel periodo immedia-
tamente successivo ad irradiazione, non si arresta mai, pur manifestando una
diminuzione percentualmente significativa, se confrontata con quella dei
controlli, fino al 10° giorno sperimentale (con 'esclusione dell’80); dal 150
giorno e fino al termine, si ritorna alla sovrapponibilitd dei valori mitotici
della borsa, nei pulcini dei 2 Lotti (graf. 3 e Tav. IV, fig. 13-16).

DISCUSSIONE

\

Ad un’analisi comparativa si ¢ manifestato un diverso quadro istologico
a carico del timo e della borsa di Fabrizio di giovani pulcini, in seguito a totale
irradiazione del corpo.

Il timo appare danneggiato immediatamente dopo trattamento (la mas-
sima percentuale di linfociti picnotici ¢ dopo 8 ore), ma gia al terzo giorno
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sperimentale ha completamente recuperato, in quanto non solo non sono piu
riscontrabili linfociti picnotici ma anche l'attivitd mitotica ¢ ritornata su valori
sovrapponibili a quelli normali. Al contrario, nella borsa, che pure presenta
il massimo danno linfocitico 8 ore dopo l'irradiazione, si riscontrano linfociti
picnotici, sebbene in misura assai ridotta, fino al termine dell’esperimento;
anche qui si pud fissare intorno al terzo giorno la ripresa normale dell’attivita
mitotica.

Nel timo & riscontrabile il maggior danno nella zona pill periferica della
regione corticale, dove pitt numerosi si trovano i linfociti di piccole dimensioni,
mentre la porzione midollare risulta molto meno colpita, soprattutto a livello
della popolazione dei grandi linfociti, che costituiscono la percentuale pilt
alta di cellule in questa regione.

Per quanto riguarda il ripopolamento linfocitico del timo, Akcermann
e Knouff in uno studio sull’embrione di pollo, descrissero la derivazione dei
timociti da cellule epiteliali indifferenziate. Tale trasformazione, qualora
avvenga, pud aver luogo nel timo embrionale, in quanto ¢ raro riscontrare
attivitdh mitotica tra le cellule epiteliali del timo di pulcini gia schiusi.

Nella nostra indagine, abbiamo potuto seguire il ripopolamento linfocitico
timico nelle zone che presentavano il maggior numero di linfociti picnotici
e rarefazione cellulare, ripopolamento che avviene, a carico soprattutto della
cortex ed in particolare della sua porzione piti periferica dove sono presenti
in maggior numero~i piccoli linfociti. Sempre nel timo, particolare interesse
riveste l'ingrossamento dei corpuscoli di Hassall che, nel pulcino, invece sono
generalmente di dimensioni ridotte, e la presenza di numerose formazioni
cistiche, in rapporto al deterioramento del quadro istologico.

Sia nelle cisti epiteliali che nei corpuscoli di Hassall sono presenti linfociti
picnotici ed altri detriti nucleari: questo fatto, per di piti collegato con l'au-
mento volumetrico dei corpuscoli e ’aumento numerico delle formazioni cistiche,
fa propendere per I'ipotesi di una funzione di rimozione di materiale in dege-
nerazione e di partecipazione quindi di queste strutture, almeno in determinati
casi, a processi di fagocitosi

Esiste inoltre una diversitd morfologica tra le varie cisti epiteliali, il cui
significato andrebbe piu specificatamente indagato.

Per quanto riguarda l'involuzione sperimentale della borsa di Fabrizio,
c’¢ da dire che P’attivitd mitotica, sebbene ridotta, continua anche in questa
fase, e, in particolare, le mitosi dei linfociti persistono pitt a lungo e pitt nume-
rose nella zona corticale. Nella parte midollare si verifica una certa rarefazione
cellulare, soprattutto verso il centro del follicolo.

Ora & generalmente accettato il concetto che i precursori delle cellule
linfoidi, che « entrano» nel timo in sviluppo e nella borsa, sono morfologi-
camente e funzionalmene identici, in quanto un differente sviluppo in linfo-
citi timici immuno—competenti o linfociti borsa—dipendenti sarebbe indotto.
dopo che le cellule sono entrate nel timo o nella borsa.

Perod, in uno studio al microscopio elettrorico sull’embrione di pollo,
Leene e coll. (1973), concludevano che la differente struttura di cellule lin-
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foidi che penetrano nel timo o nella borsa dell’embrione, possono avere una
indicazione di origine differente, essendo il timo, secondo questi Autori, ini-
zialmente popolato da cellule emopoietiche del sacco del tuorlo e la borsa
di cellule spleniche emopoietiche.

Anche per quanto si riferisce al nostro caso, rimane il fatto che, dopo irra-
diazione, esiste un diverso quadro di modificazioni istologiche, un diverso
comportamento ed una differente modalitd di ripopolamento cellulare tra i
linfociti del timo e della borsa di giovani pulcini.
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SPIEGAZIONE DELLE TAVOLE I-1V
Tavora 1

Fig. 1. - Sezione di timo di un pulcino di controllo. La freccia indica un corpuscolo di Has-
‘sall. X 640.
Fig. 2. — Sezione di timo 8 h dopo irradiazione con raggi X (6007). Si notano linfociti pic-
notici raggruppati (frecce). X 580.
Fig. 3. — Sezione di timo, I giorno dopo irradiazione. Sono evidenti due formazioni cistiche.
‘ X 640.
Fig. 4. — Sezioni di timo 2 gg dopo 6007. Si nota una grossa cisti involutiva. X 640.

TAvorLa II

Fig. 5. — Sezione di timo 3 gg dopo irradiazione. Ancora evidenti fenomeni di iperemia.
X 640.
Fig. 6. — Sezione di timo 5gg dopo trattamento con raggi X. Persistono cisti involutive
" di notevoli dimensioni. X 96o0.
Fig. 7. — Sezione di timo 10gg dopo irradiazione. Corpuscoli di Hassall. X 800.
Fig. 8. — Sezione di timo 30 gg dopo irradiazione. Le frecce indicano alcune cellule in atti-
vita mitotica. X 1100.
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Tavora III

— Sezione di borsa di Fabrizio di pulcino di controllo. M: zona midollare, C: zona
corticale. X 64o0.

— Sezione di borsa di Fabrizio 8 h dopo irradiazione con raggi X (6007). Si nota
rarefazione cellulare e la presenza di linfociti picnotici. X 64o.

— Sezione di borsa-di Fabrizio 1 g dopo irradiazione. Si nota un follicolo della borsa
con linfociti picnotici. B: membrana basale; SE: superficie epiteliale. X 640.
— Sezione di borsa di Fabrizio 2 gg dopo irradiazione. Si pud notare rarefazione
cellulare all’interno dei follicoli. B: membrana basale; S.E.: superficie epiteliale.

X 640.

Tavora IV
— Sezione di borsa di Fabrizio 3 gg dopo trattamento con raggi X. Si nota una certa
vasodilatazione. X 800.

— Sezione di borsa di Fabrizio 5gg dopo irradiazione. I riscontrabile una ripresa
dell’attivita mitotica (frecce). X 800.

. — Sezione di borsa di Fabrizio 10gg dopo irradiazione. Le frecce indicano alcune

mitosi., X 1000.

— Sezione di borsa di Fabrizio 30 gg dopo irradiazione. L’attivitd mitotica & notevole.
X 800.



