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Summary

A simple surgical technigue in goats for
skin grafiing to produce reactive sera againat
GLA. (goat major histocompatibility complex}
is described.

After 15 days the graft was rejected.
Rejection ocurred when the macroscopic chan-
ges of the allograft were substantial when com-
pared {o those of the autografi.

In this preliminary study, after one and
two months of skin grafting, the citotoxicily
titers were of 256 and 128, respeciively for the
two animals involved. This was encouraging for
further use of the technique as a putative source
of GLA {yping reagents.

Resumen

8¢ describe una téecnica quirirgica para
1a reslizacién de injertos de piel en caprino, con
visias a la obtencion de sueros reactivos frente
al complejo mayor de histocompatibilidad ca-
prino {GLA).

Se realizé un aloinjerto ¥y un auboinjer-
to de control en cada animal. El momento del
rechaso (a partir de los 15 dias) se determiné por
observacion de los cambios macroscépicos subs-
tanciales producidos en el aloinjerto en relacién
con los ocurridos en el autoinjerto.

Los titulos de citotoxicidad obtenidos
fueron de 1:258 para el suerc 94, al mes del in-

Recibido: 15-7-89. Aceptado: 19-12-89.

jerto y de 1:128 para el suero 39 a log dos meses
del mismeo. Ello sugiere que la técnica podria ser
petencialmente de interés como fuente de reac-
tivos GLA.

Introduccion

La importancia del estudio del
complejo mayor de histocompatibili-
dad (MHC) en las especies domésticas
ha sido demostrada en estudios de pa-
ternidad, trasplantes de G6rganos en
animaled de gran valor, en relacién
con caracteres productivos v en aso-
ciacién con resistencia a enfermeda-
des v respuesta inmune,

La cabra no es una excepcion,
asi el estudio de su MHC puede
coniribuir al desarrolio de una tecno-
logia moderna de actuacidon en la
mejora genética, vy sanidad de este
ganado que, por su CENso y repercu-
si0n social, tanta representatividad
estd adquiriendo.

Tradicionalmente son dos las
estrategias de obtencion de sueros re-
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actives a los antigenos del MHC: a) a
partir de hembras paridas, que desa-
rrolian anticuerpos frente a los anti-
genos paternos del feto; v b) 2 partir
de individuos inmunizados con anti-
genos MHC, mediante aloinjertos y
aloimplantes de piel, ¢ mediante
inoculacién de suspensiones linfoci-
tarias,

El estudio del complejo mayor

de histocompatibilidad caprino se inicia
en 1,976 con los trabajos de Van Dam,
guien propone el término de GLA
(Goat Lymphocyte Antigens) para
designarlo, describiendo nueve espa-
cificidades frente a antigenos detec-
tables seroldgicamente (SD) asignados
a dos /loci ligados, demosirando asi
mismo la influencia del GLA del
donante y del recepior en el tiempo de
superviviencia del injerto {Van Dam
1981). ‘

Desde entonces, diversos auto-
res han obtenide sueros reactivos
frente al GLA mediante distintas es~
irategias. Asi Newman ef al. en 1,984
obtuvieron sueros reactivos frente al
GI.A a partir de cabras multiparas,
mediante injertos e inmunizaciones
cruzadas; Ruff vy Lazary (1984) obtu-
vieron 23 aloantisueros a partir de
hembras primiparas y mediante in-
munizaciones; Nesse y Larsen (198720)
obtuvieron diez especificidades dis-
tintas en cabras morvegas mediante
inmunizaciones de cabras primiparas
con sangre completa de sus propios
cabritos.

I.a técanica de obtencidn de
sueros reactivos mediante injertos de
piel ha sido ampliamente utilizada en
multiples especiss de mamiferos, entre
otras en cerdos (Binns 1967), primates

(Balner 1969), vacuno (Spooner ¢/ al.
1979), marsupiales (Stone et ol, 1987)
o cabras (Van Dam 1981), v en aves
comg las palomas (Delgado et al.
1987).

En todos estos casos se ha se-
guido una técnica parecida con pe-
guefias variaciones segun 1a naturale-
za y tamafio de la especis investigada.
Asi la técnica se compone de Ia
fijacion de uno & varios aloinjertos
procedentes de otr¢ individuo y uno
8 varios autoinjertos de control.

En el presente trabajo se des~
cribe upa técnica de injerto de piel,
llevada a cabo por primera vez en
Espafia en cabras, con el propdsito de
obtener sueros veactivos frente 2a
antigenos del sistema de histocompa-
tibilidad caprino {GLA), determi-
nando la intensidad de respuests
inmune y persistencia de la misma.

Material y Métodos

Eleccion de la pareia para el injerio.
Los injertos fueron realizados a dos
cabras adultas, cada una de las cuales
sirvié de donadora para la otra. Ambas,
de raza Malaguefiz, fueron escogidas
del rebafio experimental del Departa-~
mento de Genética por no presentar
reaccion de citotoxicidad cruzada en
el test de microlinfocitotoxicidad. Es
decir, el suero de cada una de slas
carecia de anticuerpos reaccionantes
con los linfocitos de Ia otra. Los tipos
GLA de estas cabras se desconocian
por carecer en nuestro pais de reacti-
vos tipificadores de los antigenos
correspondientes. No obsiante, el
injerto se llevd a cabo bajo la hipdte-
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sis de gue las dos cabras diferian en al
menos uno de los antigenos del MHC,
circunstanciz muy frecuente, dada Iz
riqueza de antigenos de este comple~
jo. Se comprobo el estado sanitario de
los animales sometiéndolos a un che-
queo general, consistente en un ani-
lisis de sangre (velocidad de sedimen-
tacién, recuentos globulares, férmu-
la leucocitaria, glucemia y calcemia),

temperatura basal, pulsaciones/mi-

nuioc y respiraciones/minuto en repo-
50,

Preoperatorio. Los animales fueron
desparasitados diez dias antes de la
operacion, mediante inoculacién sub-
cutinea de una selucion de ivermec-
tinas® al 1%; asimismo les fue sumi-
nistrada una dosis de concentrado
adicional, quedando compuesta Ia
racién diaria por pradera v paja de
cereales ad Iibitum, 200 g/animal v
dia de un pienso compuesto? granu-
lado {14,5% de proteina bruta) y 150
g/animal v dia de concentrado pro-
teico (habas secas).

Veinticuatro horas antes de la
operacion, los animales fueron some-
tidos 2 un ayuno absoluto, en preven-
cién de reacciones eméticas provoca-
das por los anestésicos.

Técnica guirdrgica. En la regidn costal
derecha se depilé una superficie de
unos 25 dm? en un drea de piel
flexible lavada previamente con ja-
bon, seca vy desinfectada con una so-
lucidn de permanganato potdsico.
Los animales fueron sedados
con xilacina® al 2% mediante inyec-
cién intramuscular de 0.5 ml de dicha
solucién/animal, complementindose

a) Ivomec, Merk. d} Rompum, Bayer.
b} Sanders. e} Difeo.
¢} Scandinibsa, Inibsa. f) Andreu.

con anestesia local por inoculacidén
subcutanea de Lidocaina-HCLY,

Se sefialaron con un {apiz graso
dos dreas de 4 cm de lado sobre Iz piel
de esta zona, después fueron obteni-
das mediante incision y diseccién
roma, incluyendo epidermis més por-
¢i6n apical de la dermis, por encima
de la raiz del pelo, a través del tejido
elastico fibroso de la dermis. Estos
dos explantes de piel fueron coloca-
dos con la cara pilosa hacia abajo en
placas de Petri conteniende 10 mi de
MEMS® estéril. Los explantes de piel
fueron separados de las adherencias
paniculares v fascias tisulares me-
diante raspado con escalpelo.

Seguidamente se procedié a la
implantacion de los explantes de piel
en los huecos preparados por la disec-
¢cién (comenzando por los aloinjer-
tos), en los que previamente se habian
detenido con adrenaling las pequefias
hemorragias. EI implante se extendio
sobre la zong a reparar y se sometis a
una suave pero persistente presion
hasta que la dermis gued6 entretejida
con el tejido subyacente, sujetando
cada cuadro de piel por los vértices a
sus homodnimos del lecho mediante
pinzas hemostiticas curvas de 12 cm.
A continuacién fueron suturados los
lados del cuadrilatero mediante cua-
tro puntos de sutura independientes
(seda numero 1), y se sustituyeron fas
pinzas hemostiticas por sendos pun-
tos de sutura de la misma naturaleza.

L3 superficie depilada, v en
especial la intervenida, fué rociada
con un aerosol antibidtico y prope-
lantel. Toda la superficie fué cubierta
con una gasa impregnada de parafina
y fijada con un esparadrapo; sobre
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esta se colocd una capa de algodén
para absorber exudados v amortiguar
posibles traumatismos, rodeando todo
ello con un vendaje eldstico circular.

Postoperatorio. Los animales fueron
aislados en corrales individuales, donde
se les sometid a un ayuno de 12 horas,
suministrandoles a continuacién una

alimentacion progresivamente mas rica.

hasta alcanzar los niveles del preope~
ratorio,

Seguimiento del injerto. £l vendaje
elastico fué retirado al cuarto dia,

cambiando diariamente desde enton-
ces ia proteccidn de los injertos, des-
pués de tratar con el aerosol antibié-
tico.

Al sexto dia fueron retirados
los puntos de sutura.

Diariamente fueron observados
los cambios macroscépicos en los
injertos a fin de determinar el dia de!
rechazo, .

Obtencién de sueros reactivos. Se ob-
tuvo sangre venosa de la yugular de
los animales transplantados mediante
vacutainer estériles impregnados con
heparina-sodio, un diz antes del in-
jerto, cada 15 dias a partir del mismo
durante dos meses, al tercer mes y una
ultima extraccion a los cinco meses
del injerto.

Test de citotoxicidad. Se utilizé Ia
técnica de microlinfocitotoxicidad en
dos etapas {Molina e 2f. 1988), a fin
de determinar la capacidad reactiva
de cada suero obienido, tanto frente g
estos dos animales, como a un panel
control de 30 cabras.

Resultados y Discusion

Evolucion de los injertos. La evolu-
cion de los injertos fue cbservada a
diario a fin de determinar el momento
del rechazo. A los 2-3 dias de la im-
plantacion los injertos se tornaron
rosdceos {debido a Ia restauracidn del
riego en la zona, con una hipervascu-
larizacidn de la misma). A la semana,
tanto auto como aloinjertos aparecie-
ron ligeramente hinchados y flexibles
(debido a una ligera hiperplasia epi-
dérmica v a un edema moderado); los
aloinjertos comenzaron a necrosarse
en los bordes.

El momento de rechazo se de~
terminé por observacién de los cam-
bios macroscopicos producidos en el
aloinjerto, asi como por comparacion
con los cambios del autcinjerto. El
rechazo aparecid a partir de las dos
semanas, aprecidndose palidez, hin-
chazén, alge de hemorragia, isguemia
y necrosis de la zona en el aloinjerio,
terminando con una necrosis total,
una coloracion negruzca y la caida del
explante vy restauracién por tejido
propio en 1-2 dias. Los autoinjertos .
comenzaron a restablecer iz salida de
pelo a partir de los 15 dias después del
injerto.

Estos datos concuerdan con los.
obtenidos por Van Dam {1981} en
cabras {usandg parejas de donante-
receptor gue diferian en los antigenos
de Clase D), en las gue se observd un
rechazo agudo entre los dias 7 vy 16
desde la operacidon, que se completd
en 1-3 dias desde su inicio,

OCbiencidn de sueros reactivos. En la
figura 1, se observa la evolucién del
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Figura i.- Evolucitn da ls citotouicidad ds los sueros obienides trea al injerie

titulo de citotoxicidad, los maximos
fueron de 1:256, para el suero 94 al
“mes del iniertc v de 11128, para el
suero 39 a los dos meses del mismo.
Estos resultados son similares a Jos
descritos por otros aufores (Van Dam
1981), que obtuvieron titulos de 1/
256 y superiores a los gue se obtienen
a partir de hembras primiparas ¥
multiparas, en su mayoriade 1/l a 1/
4, no superando el titulo 1/8 (Molina
2t ol 1988., Van Dam 1981, Nesse y
Larsen 1987%). Bn cuanto a ios obie-
nidos a partir de lnmunizaciones con
suspensiones lLinfocitarias, oscilan entre
1/64 v 17128 (Nesse y Larsen 1987%5),

Destaca asi el elevado tituio de
ambos sueros reactivos, {1:128 v 1:256
respectivamente), lo que apunta & la
gran eficacia de este método en la
produccion de inmunosueros. En ambos

casos, su capacidad cilotdxica desa-
parece del animal 2 los cinco meses,
existiendo a los tres meses una dismi-
nucion sustancial del titnle (1/16).

Tipificacién frente a un panel de
céhilas, El estudio de estos dos sueros
frente 2 un panel de animales, da
lugar a dos comportamientos clara-
menie distintos: mieniras ei 39 detec-
ta un porcentzje del 14% de animales
positivos en <8 animales estudiados,
el 94 lo hace en un 42% de 30
animaies. Estos datos, junto con i3
evidenciz de que son €350a508 los
animales que se presentan pPOSitivos
con ios dos sueros {7%), sugieren que
e3tos sueroy distinguen un antigeno o
grupo de antigencs perienecientes al
mismo Jocus v que los animales impli-
cados en el intercambio de injertos
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diferian efectivamente, segGn ls hi-
potesis, en al menos un antigeno del
MHC. Una comprobacién mas exacta
de ésta hip6tesis necesitar del estudio
del comportamiento frente a un ma-
yor namero de animales, asi como de
pruebas-de absorcién para comprobar
si retrata sueros mono o poliespecifi-
C0S.

1.os suerps positivos obtenidos
no perdieron su capacidad citotdxica
tras la absorcién con eritrocitos de
cabra, quedando asi clara a inexisten-
cia de especificidad frente g antigenos
del sistema de grupos sanguineos eri-
trocitarios. Estos resultados, por tan-
to, animan a considerar el aloinierio

Bibliografia

Balner, H. 1969. Skin grafting in monkeys and
apes. Transplantation 8, 206-209.

Binns, B. 1967. Bone marrow and lymphoid celi,
injections of the pig foetus resulting in trans-
plantation tolerance or immunity, and im-
munoglobulin production. Nature 214: 175-
181,

Delgado J.V., A. Molina, A. Camacho,y D. LLa-
nes. 1086, Investigations on leucocyte pigeon

antigens. Production of alloantisera by leu-

cocybe imumunizations and skin grafting. XXth
Congreso Isabr Finland, Helsinki p. 490.

Molina, A., M.C. Crespo, vy D. LLanes. 1988. El
sistema mayor de histocompatibilidad en ca~
bras {GLA): L Prueba de microcitotoxicidad
y obtencién de sueroe reactivos. Arch. Zoo-
tec., 37: 167174,

Nesse, L. and J. Larsen. 19872, Production of
alloantibodies against caprine lymphocyte
antigens. Anim. Gen. 18: 159-165.

Wesse, L,. and J. Larsen. 10875, Lymphocyte an-
tigens in Norwegisn goats: serological and
genetic studies. Anim. Gen. 18: 261-268,

como un método prometedor para la
obtencién de reactivos frente a anti-
genos del GLA. Aungue estos resul-
tados son preliminares, parecen apun-
tar también que frente al método de
obtencion de suero reactivo a partir
de hembras multiparas, el método de
injerto de piel presenia como veniaja

~un mayor titulo de los sueros obteni-

dos, lo que permite estud:ios posterio-
res basados en absorciones. Por otra
parte, dicha metodologia parece exi-
gir un menor tiempo para la obten-
cion de sueros que el requerido por
las técnicas de inmunizacioén con sus-
pensiones iinfocitarias.

Newman, J. and D. Antceak. 1874, Histocom-
patibility polymorphisms of domestic ani-
mals, Adv. Vet, Sci. and Comp. Med. 27: 61~
82.

Ruff G. and 8. Lasary. 1984, Investigation on
the goat leucocyte antigen {GLA) system.
An. Blgod. Groups and Biochem. Gen. 18
Supl. 1; 123-124.

Spooner R. L., P. Miller and R.A, Oliver. 1979,
The production of anti-lymphocyie serafo-
lowing pregnancy and skin grafting in catt-
le. An. Blood. Groups and Biochem. Gen.
10 90-106.

Stone, W. A., N. Bamples and . Kraig and J.
Vandebery. 1987, Definition of clasa l anti-
gens of the MHC of a Marsupial Monodelp-
his domestica, Arch. Zootec. 36: 219-235.

Van Dam, R. 1881, The major histocompatibi-
lity compiex of the goat: definition and
some aspects of its biological function. Tesis
Doctoral. Departament of Veterinary Im-
munologie. Faculty of Veterinary Medicine.
University of Utrech. The Netherland.

Axchivos de sootecnia, vol. 39, niim, 143, 1990, p 14.



