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Biologia. —■ Trapianti di pelle in Tritoni adulti. I. Effetto del
l ’irradiazione e successiva inoculazione di milza eterologa sulla fase  
di rigetto di omotrapianti in Triturus cristatus carnifex L a u r  
Nota di G ia n c a r l o  G i b e r t i n i  e S e r g io  F i l o n i , presentata ^  dal 
Socio A. S t e f a n e l l i .

SUMMARY. — The reject phase consequent to skin homografts was investigated in 
adult newts.

The acceptor newts were divided in three groups: untreated control animals; irradiated 
newts (1250 r; 2450 r); irradiated newts (2450 r) succesively injected with a spleen suspension 
obtained from the skin donor animal.

It was concluded that the inoculation of heterologous spleen cells results in the survival 
of lethally irradiated newts and in the general acceptance of skin homografts.

We maintain that the injected lymphocytes substitute the acceptor lymphoid system 
preserving their immunological specificity so that they recognize as biochemically compatible 
the transplanted skin, which in fact does not degenerate.

Fino a qualche tem po fa non era stata dim ostrata la capacità della risposta 
im m unitaria negli Anfìbi, ta n t’è vero che si riteneva che non esistesse rigetto 
nei trap ian ti omoplastici di Anfìbi urodeli (Dawson 1920; Collins e Adolph 1926 
Reis 1926, 1930). U n  contributo fondam entale al problem a immunologico 
negli Anfibi, fu portato da Anderson (1933), che Per prim o descrisse fenomeni 
degenerativi ed infiltrazione linfocitica in seguito a trap ian ti di pelle fra specie 
differenti di Urodeli.

In  seguito a questo risultato, c’è stato un rinnovato interesse nello studio 
dei problem i della filogenesi della risposta im m unitaria, che è stata seguita 
in diversi V ertebrati a sangue freddo: nei Teleostei (K allm an e Gordon 1957, 
1958; H ildem ann 1957, 1958; H ildem ann e H aas i960; Cooper 1964), negli 
Anuri (H ildem ann e H aas 1959, 1961, 1962; Volpe 1964, 1965; Sim net 1964, 
1965), nei Rettili (H ildem ann 1962).

Per quanto riguarda le ricerche sulla risposta immunologica degli Urodeli, 
i risultati ottenuti a proposito degli om otrapianti nei Tritoni, sono tra  loro 
piuttòsto contrastanti (Pizzarello e W olsky i960; Squadroni e W olsky 1962: 
Erickson 1962; Cohen 1965, 1966). Filoni e M argotta (1969) in seguito ad 
om otrapianti di segmenti di midollo spinale fra tritoni adulti, hanno messo 
in evidenza una reazione di istoincom patibilità da parte dell’ospite che si 
m anifesta nei riguardi di neuroni differenziati, m a non nei confronti degli 
elementi nervosi indifferenziati.

D a tu tti gli studi fino ad ora compiuti, risulta evidente che i trap ian ti 
om oplastici di pelle, negli Anfibi, hanno un tem po di sopravvivenza piut- (*) (**)

(*) Il lavoro è stato eseguito nellTst. di Anatomia Comparata « G. B. Grassi » dell’Uni
versità di Roma.

(**) Nella seduta del 13 giugno 1970.
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tosto breve; in particolare, negli om otrapianti cutanei tra  Anfìbi urodeli è 
stato fissato intorno al 20° giorno l’inizio dei processi degenerativi del tra 
pianto stesso (Forte 1959).

A ccertata l’esistenza dei fenomeni immunologici nei trapianti, diversi 
A utori hanno intrapreso ricerche con l’intento di ottenere un prolungam ento, 
il più duratu ro  possibile, del periodo di attecchimento del trapianto  stesso: 
a tale scopo sono state utilizzate diverse tecniche, intese tu tte  ad abbassare la 
risposta immunologica dell’anim ale ospite (Argyris 1968; B allantyne e coll. 
1969; Charlem agne e H ouillon 1968; Cohen 1968; Dolejskovà e Nouza 1967; 
How ard e coll. 1968; Schwartz 1967; W heeler 1970), tra  le quali anche i raggi X, 
proprio negli Anfibi urodeli (Cohen 1966 a , b , c). Queste tecniche, pur avendo 
l’effetto di prolungare il periodo di attecchim ento del trapianto, grazie all’abbas
sam ento m om entaneo della risposta anticorpale, non raggiungevano lo scopo 
fondam entale di annullare la capacità di risposta immunologica dell’animale 
ospite. Dal m om ento che, sui M am m iferi, sono stati compiuti con successo 
esperim enti di trasfusioni di sospensioni omologhe od eterologhe di midollo 
osseo, milza, tessuto embrionale, di donatori non irradiati in animali massi- 
vam ente irradiati (Jacobson 1952; Lorenz 1952; M ain e Prehn 1955; Lindsley 
e coll. 1955; Ford e coll. 1956; Gengozian 1957; K aplan 1957); ed essendo 
altresì noto che il danno provocato dai raggi X, sul tessuto linfoide, può com
pletam ente, o quasi, distruggere la capacità di risposta immunologica di questo 
tessuto, abbiam o pensato di utilizzare questi dati allo scopo di realizzare 
l ’annullam ento dell’incom patibilità tra  donatore ed ospite, in om o- ed etero- 
trap ian ti di pelle, tra  Anfibi urodeli. In  questa prim a indagine sono stati 
presi in esame trap ian ti omoplastici tra  Triturus cristatus carnifex, e a tale 
scopo e stato irradiato con dose letale, l’anim ale ospite, al quale è stata succes
sivam ente inoculata una sospensione di milza eterologa, prelevata dall’animale 
che avrebbe in un secondo tem po donato il trap ian to  di pelle.

M a t e r ia l e  e  m e t o d i.

Sono stati usati 96 tritoni adulti (Triturus cristatus carnifex Lauri), di 
sesso maschile, suddivisi secondo le seguenti m odalità di trattam ento:

Lotto I  (13 tritoni): trap ian ti omoplastici di un lembo di pelle prele
vato dalla regione sottomascellare del donatore e posta in sede dorsale del
l’ospite non trattato .

Lotto l i  (12 tritoni): trap ian ti omoplastici di un lembo di pelle prele
vato dalla regione sottomascellare del donatore e posto in sede dorsale nel
l ’ospite precedentem ente irradiato con dose subletale di raggi X (12507-).

Lotto f l l  (22 tritoni): trap ian ti omoplastici di un lembo di pelle prele
vato dalla regione sottomascellare del donatore e posto in sede dorsale del
l’ospite precedentem ente irradiato (2450 r) m a non iniettato con sospensione 
di cellule spleniche.
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Lotto I V  (31 tritoni) (Tabella I): trapianti omoplastici di un lembo 
di pelle prelevato dalla regione sottomascellare del donatore e posto in sede 
dorsale dell’ospite precedentem ente irradiato (2450 r) ed inoculato con una 
sospensione di cellule spleniche provenienti dal donatore.

Sono stati inoltre usati 18 tritoni, sottoposti solo ad u n ’irradiazione di 
2450 r, per determ inare la m ortalità a questa dose critica (78 %).

In  tu tti i casi il lembo di pelle era di circa 6 X 4  mm.

T a b ella  I.

Animali operati: n° 31 (*)

N° animali 
sperimentali

Dose di raggi X 
{r)

Inoculazione milza 
dopo irradiazione 

(ore)

Fissazione 
dopo trapianto 

(giorni)

2 245O 24 20
2 245O 24 23
2 245O 24 30
4 245O 12---24 33
i 245O 24 35
5 245O 12—24 47
4 245O 24 60
2 245O 24 67
4 245O 12-- 24 77

(*) n° 5 animali sono morti nel corso dell’esperimento.

L a preparazione della sospensione di milza veniva eseguita dopo disgre
gazione in Holtfreter, con il metodo già descritto da uno di noi (Gibertini, 
1967), e quindi in ietta ta o per via intracardiaca o per via intraperitoneale. 
T utte  le operazioni venivano effettuate in cabina sterile.

Le caratteristiche fìsiche dell’irradiazione erano le seguenti: 180 KV, 
6 mA, distanza focale 50 cm, filtro di 3 mm  Al, intensità 75 r/m in., m isurata 
in aria con dosimetro Gilardoni. I tritoni venivano sottoposti ad irradiazione 
in gruppi di 2-10 alla volta, posti in posizione prona, previa anestesia con 
MS 222 (1 : 1000).

T utti gli animali, a partire dal momento del trapianto, sono stati m an
tenuti in cabina term ostatica a i8°C .

D e s c r iz io n e  d e i  r is u l t a t i.
Lotto / :

A  soli 20 giorni dal trapianto , nei casi esaminati, si riscontra già una 
m arcata  vasodilatazione al livello del derm a lasso ed una notevole infiltra
zione linfocitica sia nella zona centrale che periferica del trapianto. L ’epider
mide, in alcuni punti iperplastica, non m ostra segni di degenerazione. A  25
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giorni dall’operazione, aum enta l’infiltrazione dei linfociti che raggiunge anche 
l’epiderm ide e m entre alcune ghiandole sono infiltrate, altre presentano un 
aspetto istologico normale. A  30 giorni, (Tav. I, fig. 2) le ghiandole, sia mucose 
che granulose, o sono invase da linfociti o sostituite da residui melanici. 
A  40 giorni, l’epiderm ide appare pressoché sostituita da cellule linfocitiche; 
gli elementi ghiandolari sono indistinguibili e si osservano notevoli accumuli 
melanici.

Dopo 60 giorni, la zona del trap ian to  è occupata da epiderm ide neofor
m ata derivata dalla proliferazione della pelle dell’ospite che circonda il tra 
pianto, orm ai com pletam ente degenerato.

Lotto I I \
Dopo 20 giorni dal trapianto , lo strato epidermico, oltre che alquanto 

appiattito, presenta, in  alcuni casi, una m odesta infiltrazione linfocitica che 
però non si estende nel sottostante strato del derma. Dopo 30 e dopo 45 giorni 
(Tav. I, fig. 3) m entre in alcuni casi (4) l’epiderm ide appare infiltrata da 
linfociti, in altri (2) tale infiltrazione è assente. Alcune ghiandole sono norm ali 
m entre altre sono state sostituite da linfociti e da residui melanici. Nel derm a 
si riscontra una cospicua vasodilatazione.

Lotto I I I :
Di un  totale di 22 tritoni, ne sono sopravvissuti solo 7 essendo gli altri 

15 m orti entro i prim i 30 giorni dal trapianto. Pertanto la m ortalità, alla 
dose di 2450 r è risultata del 6 8 %  circa. Dopo 20 giorni, a parte  un caso in 
cui il trap ian to  è in piena fase degenerativa, l’infiltrazione linfocitica è lim itata. 
A 30 giorni, (Tav. II , fig. 4), si osserva qualche ra ra  ghiandola scom parsa, 
l’epiderm ide può considerarsi norm ale, m entre il derm a com patto appare 
alquanto ispessito. Si nota vasodilatazione.

Lotto IV:
Dopo 20 giorni dal trapianto: l’aspetto dell’epiderm ide è perfettam ente 

norm ale e priva di qualsiasi infiltrazione linfocitica; lo stato delle ghiandole 
mucose e granulose è sovrapponibile a quello dei controlli, così come norm ale 
si presenta il derma.

Dopo 30 giorni dal trapianto: in uno dei due casi esaminati, pur non 
essendo presenti cellule linfocitiche infiltrate, il trapianto  non presenta un 
aspetto perfettam ente sovrapponibile a quello dei controlli, m entre nell’altro 
caso l’aspetto generale del lembo di pelle trap ian ta ta  è del tu tto  normale.

Dopo 33 giorni dal trapianto: l’epidermide, le ghiandole, sono norm ali, 
e non si nota la presenza di linfociti né nello strato epidermico né nel sotto
stante derm a. A lcuni residui m elanici (meno numerosi che negli stadi p re
cedenti) sono localizzati nel derm a compatto.

Dopo 35 giorni dal trapianto: il fram m ento di pelle appare perfettam ente 
conservato e le cellule pigm entate hanno ricostituito uno strato continuo.
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Dopo 4y giorni dal trapianto: ad eccezione di un caso, in cui l’epiderm ide 
non è ben distinguibile e le ghiandole presentano tra  di loro qualche spazio 
vuoto occupato da linfociti, negli altri 4 casi esam inati, le ghiandole, le cellule 
pigm entate ed il derm a presentano un aspetto norm ale (Tav. II , fig. 5), 
m entre l ’epiderm ide appare assottigliata.

Dopo 60 giorni dal trapianto: lo strato epidermico si presenta ben deli
m itato, le ghiandole hanno un aspetto norm ale e non è presente alcuna infil
trazione linfocitica; poco fram m entato appare lo strato delle cellule pigm en
tate  e si notano scarsi residui melanici nel derm a compatto, che peraltro si 
presenta normale.

Dopo 67 giorni dal trapianto: l’epiderm ide è perfettam ente conservata, 
lo strato  dei cromatofori e continuo e non si riscontra alcun residuo melanico 
nel derm a com patto. Non sono presenti linfociti e ben conservate appaiono 
le ghiandole mucose e granulose.

Dopo 77 giorni dal trapianto: epidermide, ghiandole, cellule pigm entate, 
derm a hanno un aspetto norm ale e sempre assenti risultano i linfociti. (Tav. II, 
fig. 6).

D is c u s s io n e .

Fase d i rigetto degli omotrapianti. -  Dai risultati della nostra indagine sui 
trap ian ti omoplastici di pelle in Triturus cristatus adulto, appare evidente 
che l’ospite m anifesta una reazione di istoincom patibilità che determ ina il 
rigetto del lembo di pelle trapiantato .

Le fasi con cui si realizza questa risposta im m unitaria, sono fondam en
talm ente simili a quelle messe in evidenza da Cohen (1966) in Diemictylus 
viridescens. Infatti, la risposta immunologica inizia a partire dal 20° giorno 
post-operatorio, con m oderata infiltrazione linfocitica, che diviene via via 
più cospicua nei giorni successivi, fino a provocare la com pleta distruzione 
del trap ian to  intorno al 40° giorno.

Pertanto, i nostri dati, in accordo con quelli di A nderson (1933), Forte 
Cohen (1966 a, b, c; 1968 a, b) e contrariam ente a quanto riportato  

da Dawson (1920), Collins e Adolph (1926) e Reis (1926), dim ostrano che in 
caso di trap ian to  omoplastico di pelle in Anfibi urodeli, esiste incom patibilità 
tra  donatore ed ospite.

Effetto dei raggi X  sulla fase d i rigetto degli omotrapianti. — I nostri dati 
dim ostrano che già ad una dose di 1250 r  si ha, nel Triturus cristatus, una 
notevole inibizione del processo di infiltrazione linfocitica: infatti, m entre 
nei controlli l ’om otrapianto a 40 giorni dalla operazione è in fase di totale 
degenerazione, nei trap ian ti di tritoni irradiati, esam inati 45 giorni dopo, 
non è riscontrabile, nella m aggior parte dei casi, invasione di linfociti, ed anche 
laddove essa è presente non raggiunge mai il grado osservato nei controlli.

Ad una dose più elevata di raggi X, 2450 r, che per tritoni non sottoposti 
a trap ian ti si è dim ostrata letale nella m isura del 78 % dei casi, la presenza 
di linfociti nei trap ian ti è ancor più raram ente riscontrabile; tu ttav ia  la risposta
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im m unitaria dell’ospite non si può considerare com pletam ente annullata. 
Non è stato possibile, in questi casi, eseguire l’esame istologico del trap ian to  
oltre il 30° giorno post-operatorio , in quanto gli anim ali venivano a morire.

Effetto dei raggi X  sulla fase di rigetto degli omotrapianti dopo inoculazione 
di milza eterologa. -  I risultati riguardanti questa parte dell’esperimento, 
dim ostrano chiaram ente che in seguito ad inoculazione di milza in tritoni 
irradiati con 2450 r, gli om otrapianti di pelle persistono inalterati fino al 
term ine dell’esperimento ed in tu tti i casi esaminati (ad eccezione di uno, in 
cui 47 gg. dopo l ’operazione alcune zone del trap ian to  risultano occupate da 
linfociti) non è riscontrabile alcuna infiltrazione di cellule linfocitiche.

D a tali dati si può ritenere che l’immissione di linfociti di derivazione 
splenica determ ini nell’ospite letalm ente irradiato, e quindi con il proprio 
sistema linfoide irrim ediabilm ente danneggiato, la ricostituzione di un nuovo 
sistema linfoide, che, oltre a perm ettere la sopravvivenza dell’anim ale ad 
una così forte dose di radiazioni, consente un attecchimento dell’om otrapianto 
sino al 770 giorno, limite massimo osservato nella presente ricerca.

Il fatto che l’attecchim ento perduri fino al term ine del nostro esperimento, 
si può spiegare am m ettendo che i linfociti provenienti dallo stesso individuo, 
che avrebbe poi donato il trapianto , una volta immessi nell’anim ale ospite, 
il cui sistema linfoide è stato distrutto, conservino la loro specificità im m u
nologi ca e pertanto siano in grado di riconoscere come biochim icam ente com
patibile il lembo di pelle trapiantato , che appunto non viene distrutto.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I

T avola  I.

Fig. I . -  Aspetto istologico della pelle normale di Triturus cristatus carnifex (regione sotto
mascellare). X150.

Fig. 2. -  Lembo di pelle trapiantato omoplasticamente e fissato dopo 30 giorni.
Le ghiandole sono notevolmente infiltrate di linfociti ed alcune sono sostituite da residui melanici. X 150

Fig. 3- -  Lembo di pelle trapiantato omoplasticamente in ospite irradiato (1250 r) e fissato 
dopo 45 giorni.
Si nota una moderata invasione linfocitica che interessa anche le ghiandole. X 150

T avola  I I .

Lembo di pelle trapiantato omoplasticamente in ospite irradiato (2450 r) e fissato 
dopo 30 giorni.
L’infiltrazione linfocitica è scarsa, ma la maggior parte delle ghiandole è degenerata e sono presenti 
numerosi residui melanici. X 150

Lembo di pelle trapiantato omoplasticamente in ospite irradiato (2450 r) e suc
cessivamente inoculato con sospensione di milza del donatore, e fissato dopo 
47 giorni.
I linfociti sono assenti, le ghiandole intatte, lo spessore dello strato epidermico molto limitato. X150

Lembo di pelle trapiantato omoplasticamente in ospite irradiato (2450 r) e suc
cessivamente inoculato con sospensione di milza del donatore e fissato dopo 
77 giorni.
L’aspetto istologico della pelle è sovrapponibile a  quello dei controlli (confronta fig. 1). X 150

Fig. 4. -

Fig. 5. -

Fig. 6. -
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