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Biologia. —Trapianti di pelle m Tritoni adulti. II. Sopravvivenza 
di eterotrapianti tra T rituras marmoratus Latr. e T rituras cristatus 
carnifex Laur. m seguito ad irradiazione ed inoculazione di milza etero
loga(#). Nota di S e r g io  F i l o n i , G ia n c a r l o  G i b e r t i n i , V it o  M a r 
g o t t a  e N ic o l a  C a t a l i n i , presentata ((*) **} dal Socio A. S t e f a n e l l i .

SUMMARY. — Skin fragments (6 x 4 mm) from adult Triturus marmoratus Latr. were 
grafted on the dorsal side of adult Triturus cristatus carnifex Laur. The recipient newts were 
divided into four batches: 1) non-treated (control specimens); 2) X-ray irradiated (1250 r); 
3) X-ray irradiated (2450 r); 4) X-ray irradiated (2450 r) and injected with a spleen suspension 
from the donor. From the results it was apparent that: 1) in non-irradiated allografts an 
early histoincompatibility reaction develops (day 15); 2) the reject phase is delayed but 
not prevented by X-ray irradiation; 3) the injection of heterologous spleen from the 
donor, performed in addition to irradiation, nearly always results in longer survival of the 
grafts (53 days). On the basis of these results it is suggested that the survival of the graft 
is due to the formation, in the recipient, of a new lymphoid system at the expense of the 
lymphocytes from the spleen donor.

Solo recentem ente è stata  chiaram ente dim ostrata resistenza di una ri
sposta im m unitaria anche nei V ertebrati a sangue freddo; in particolare, per 
quanto riguarda gli Anfibi, num erosi sono gli studi che hanno messo in evi
denza una reazione anticorpale in questa classe di V ertebrati. (K ent et al., 
1964; Cooper e H ildem ann, 1965; Baculi e Cooper, 1967; Charlem agne, 1967; 
Cooper, 1968; D u Pasquier, 1969; Houillon et al., 1969).

Inoltre, negli Anfibi urodeli, si è potuto osservare che il periodo di so
pravvivenza di trap ian ti omoplastici (Forte, 1959; Cohen, 1966 a, 1966 b; 
Cohen, 1968 a; Filoni e M argotta, 1969; G ibertini e Filoni, 1970; M argotta 
e Filqni, 1970) ed ancor più di trap ian ti eteroplastici (Houillon 1964, 1967; 
Cohen, 1968 b, 1969, 1970; Tournefier, 1968) è alquanto breve.

Allo scopo di prolungare, negli Anfibi, il periodo di sopravvivenza del 
trap ian to  sono stati im piegati vari m etodi tendenti tu tti a dim inuire la risposta 
im m unitaria dell’ospite (Cohen, 1966 c, 1968 b, 1970; Charlem agne e Houillon, 
1968; Baldwin e Cohen, 1970).

Te varie tecniche usate da questi A utori, pur ritardando la reazione di 
rigetto da parte dell’ospite verso il trapianto, non riuscivano ad annullarne 
la risposta. In  una precedente ricerca (Gibertini e Filoni, 1970) abbiam o messo 
a punto un nuovo m etodo basato sulla irradiazione letale del portatore e suc
cessiva inoculazione di milza eterologa e abbiam o ottenuto una prolungata 
sopravvivenza di om otrapianti di pelle in T ritoni adulti.

(*) Il lavoro è stato eseguito nell’Istituto di Anatomia Comparata « G. B. Grassi » del
l’Università di Roma.

(**) Nella seduta del 13 novembre 1971.
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A bbiam o ritenuto interessante estendere le nostre ricerche anche a tra 
pianti tra  Anfibi urodeli di specie diversa, per vedere se anche in questo caso, 
in cui la istoincom patibilità dovrebbe essere ancor più m arcata, la tecnica da 
noi precedentem ente utilizzata inibisca la fase di rigetto, annullando la rea
zione im m unitaria del portatore del trapianto .

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

Sono stati effettuati 117 trap ian ti di pelle di Triturus marni oratus L atr. 
in Triturus cristatus carnifex L aur., adulti, di ambo i sessi.

Gli anim ali operati sono stati suddivisi in quattro  Lotti (fig. 1).

Lotto I  (17 individui): eterotrapianti di pelle della regione della gola 
di Triturus marmoratus nella regione dorsale di Triturus cristatus.

Lotto I I  (20 individui): eterotrapianti di pelle della regione della gola 
di Triturus marmoratus nella regione dorsale di Triturus cristatus irradiato 
12 h prim a dell’intervento con dose subletale di raggi X (1250 r).

Lotto I I I  (3 5 individui): eterotrapianti di pelle della regione della gola 
di Triturus marmoratus nella regione dorsale di Triturus cristatus irradiato 
12 h prim a dell’intervento con dose LD 50/30 di raggi X (2450 r).

Lotto I V  (45 individui): eterotrapianti di pelle della regione della 
gola di Tritururus marmoratus nella regione dorsale di Triturus cristatus 
irradiato  12 h prim a dell’intervento con dose LD 50/30 di raggi X (2450 r) 
e, al m om ento del trapianto , sottoposto ad inoculazione di una sospensione 
di cellule spleniche provenienti dal donatore.

Sono stati inoltre usati 15 individui di Triturus cristatus carnifex, sotto
posti ad u n ’irradiazione di 2450 r, come ulteriore controllo della m ortalità 
a questa dose di raggi X. In  tu tte  le operazioni di trap ian to  il lembo di pelle 
aveva le dimensioni di 6 X 4  m m  circa.

L a sospensione di cellule spleniche, provenienti dalla milza del donatore 
del trapianto , era allestita dissociando meccanicamente la m ilza attraverso 
un sottile retino metallico (484 m aglie/cm 2) in una soluzione sterile di Holt- 
freter (con lo stesso metodo già descritto da uno di noi, Gibertini, 1967), ed 
inoculata nell’ospite per via intraperitoneale. T utte le operazioni sono state 
eseguite in cabina sterile.

Le caratteristiche fisiche dell’irradiazione erano: 180 KV, 6 m A , distanza 
focale 5 ° 'cm, filtro di 3 m m  di Al, intensità 75 r/m in., m isurata in aria con 
dosim etro Gilardoni. Gli anim ali, dopo essere stati anestetizzati con MS 222 
(1 : 1000), sono stati pan irrad iati in gruppi di 2 - io  alla volta posti in posizione 
prona. T u tti gli anim ali sono stati tenuti in cam era term ostatica a i8° C. 
I trap ian ti, prelevati con una zona di pelle dell’ospite circostante il trapianto  
stesso, sono stati fissati a diversi intervalli di tem po dall’operazione in Bouin 
e le sezioni trasversali di 7 p  colorate con il metodo di M allory-A zan.
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L otto  I L otto  II

T. marmoratus T. marmorat us

Lotto ill
+

Lotto IV
T. marmoratus T. marmoratus

Fig. I.

D e sc r iz io n e  d e i  r is u l t a t i

Lotto I:
Dopo I5 g g . dal trapianto , nei 2 casi esam inati è stata  osservata una 

debole infiltrazione di piccoli linfociti soprattu tto  a livello della tela sotto- 
cutanea; nello strato  epidermico sono stati riscontrati alcuni residui melanici. 
Le ghiandole appaiono di dimensioni ridotte ed in un caso anche in m inor 
num ero. A  20 gg. dall’intervento, nei 3 casi di cui disponiamo, l’infiltrazione 
linfocitica risulta notevolm ente aum entata rispetto allo stadio precedente e
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comincia ad invadere oltre che la tela sottocutanea, in cui i linfociti sono 
numerosissimi, anche il derm a lasso e le ghiandole, che sono molto ridotte 
di num ero e di dimensioni (Tav. I, fig. 1).

Anche a livello dell’epiderm ide si è osservata una notevole infiltrazione 
linfocitica (in 2 dei 3 casi esam inati) e sempre la presenza di residui melanici. 
Al 30° giorno (3 casi) tu tta  l’area del trap ian to  è invasa da linfociti; num erose 
ghiandole sono scomparse e le poche ancora presenti sono infiltrate (Tav. I, 
fig. 2). Al 450 giorno (4 casi) non vi è più netta distinzione tra  epiderm ide e 
derm a lasso; le ghiandole sono totalm ente scomparse e l’infiltrazione linfo
citica, notevolissima, è presente a tu tti i livelli. I residui melanici sono scar
sam ente presenti e, dei vari strati della pelle, solo il derm a com patto è ancora 
ben evidente. In  un caso esam inato comincia la proliferazione dell’epiderm ide 
dell’ospite dai bordi del trap ian to  verso il centro. A  60 gg. dall’operazione 
(3 casi) i linfociti sono m assivam ente presenti a tu tti i livelli, le ghiandole 
assenti, e l’unico strato distinguibile è il derm a compatto. L ’epiderm ide del 
Triturus cristatus, circostante l ’area del trapianto, si estende gradualm ente 
a ricoprire il lembo di pelle trap ian ta to  orm ai in via di degenerazione (Tav. I, 
% • 3)-

Lotto I I \

In  questo lotto, in seguito ad irradiazione (1250 r) l’infiltrazione linfocitica 
non viene elim inata, m a lievemente ritardata; infatti al 200 giorno dal trap ian to  
(4 casi) l’epiderm ide presenta un aspetto norm ale con scarsi residui melanici 
e le ghiandole, ridotte in num ero e dimensioni, cominciano ad essere infil
tra te  da alcuni piccoli linfociti; il derm a, soprattutto  nello strato  lasso, è 
alquanto infiltrato (Tav. I, fig. 4). Dopo 30 gg. dal trapianto  (4 casi) il num ero 
dei linfociti aum enta notevolm ente e nell’epiderm ide si riscontrano num erosi 
residui melanici. L a m aggior parte delle ghiandole è scomparsa; il derm a è 
molto infiltràto. Com unque l’entità dell’infiltrazione linfocitica è inferiore 
a quella osservata nel Lotto T allo  stesso stadio e tale differenza si accentua 
negli stadi più avanzati. In fa tti dopo 45 gg. (3 casi) il lembo di pelle trap ian 
tato  presenta lo strato  epidermico pressoché normale, anche se alquanto 
sottile, con num erosi cromatofori.

Le ghiandole sono piuttosto rare, il derm a appare poco infiltrato. A  60 gg. 
(3 casi) dal trapianto , il num ero dei linfociti presenti appare notevolm ente 
inferiore a ; quello riscontrato nel Lotto I dopo lo stesso periodo di tem po dal 
trap ian to  (Täv. II , fig. 5).

Lotto I I I :

In  questo lotto, in cui il portatore è stato sottoposto ad irradiazione di 
245° r, si è riscontrata una m ortalità del 50%  al 30° giorno. Negli individui 
sopravvissuti, al 150 giorno (2 casi) la reazione di istoincom patibilità da parte 
dell’ospite non viene annullata, m a solo lim itata e rita rd a ta  (Tav. II, fig. 6).
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A  questo stadio infatti l’epiderm ide appare norm ale con scarsi accumuli mela- 
nici; le ghiandole, seppur di num ero e dimensioni ridotte, non presentano 
infiltrazione linfocitica. In  un caso il derm a e la tela sottocutanea sono lieve
m ente infiltrati. Al 20° giorno dall’operazione (3 casi), l’area del trap ian to  
comincia ad essere invasa da alcuni linfociti; infatti quest’ultim i sono presenti 
a livello epidermico, tra  le ghiandole e, soprattutto , nello strato del derm a 
e della tela sottocutanea.

Lotto IV:

In  questo lotto, si è constatato che l’inoculazione di cellule spleniche del 
donatore, non solo provoca una netta dim inuzione della m ortalità (5 % al 
30° giorno) rispetto a quella riscontrata nel Lotto II I ,  m a nella grande m aggio
ranza dei casi riesce ad annullare la reazione di rigetto da parte dell’ospite. 
Al 20° giorno (4 casi) l’infiltrazione linfocitica è del tu tto  assente ed anche 
le ghiandole sono presenti, sebbene poco numerose. Solo in un caso è stata 
riscontrata la presenza sia di linfociti che di residui melanici localizzati sol
tan to  in alcune zone del trapianto .

T ra  il 30° ed il 320 giorno (8 casi) (Tav. II, fig. 7) il quadro istologico 
del lembo di pelle trap ian ta to  è pressocchè sovrapponibile a quello norm ale 
(in 6 casi); nei rim anenti 2 casi, in uno si è no tata una leggera infiltrazione 
a livello del derm a, che non interessa però le ghiandole e lo strato epidermico, 
nell’altro l’infiltrazione linfocitaria è più m arcata e si estende anche all’epider
m ide e ad alcune ghiandole. A  45 gg. (2 casi) il trap ian to  m ostra un aspetto 
norm ale se si eccettua un notevole ispessimento a carico del derm a compatto. 
A  S°~53 gg- (2 casi) il trap ian to  presenta un aspetto istologico sovrapponibile 
a quello osservato allo stadio precedente (Tav. I l ,  fig. 8).

lo t t o  1
( 17  c a s i )

lot to ti
( 2 0  casi )

lotto III
( 35  casi  )

lo t to  IV
( 4 5  c a s i )

Fig. 2.

L a fig. 2 riassum e graficam ente il tem po massimo di tollerenza del tra 
pianto nei quattro  Lotti.
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D is c u s sio n e

D ai risultati o ttenuti negli eterotrapianti di pelle tra  Triturus marmoratus 
e Triturus cristatus risulta evidente, innanzi tutto, la com parsa di una più 
precoce reazione di istoincom patibilità tra  donatore ed ospite, rispetto a quella 
già precedentem ente m essa in evidenza in casi di trap ian ti om oplastici tra  
T ritoni (Forte, 1959; Cohen, 1966 a, 1966 b; G ibertini e Filoni, 1970).

Come già sperim entato da alcuni di noi (G ibertini e Filoni, 1970) in omo- 
trap ian ti di pelle in T ritoni adulti, anche negli eterotrapianti la panirradiazione 
abbassa la risposta im m unitaria dell’ospite. Infatti, in seguito ad una dose 
subletale di raggi X (1250 r) si osserva un ritardo nella com parsa della risposta 
immunologica, che si m anifèsta con u n ’infiltrazione linfocitica di m inore 
entità rispetto a quella riscontrata negli eterotrapianti di controllo. Anche 
ad una dose di raggi X pari alla LD 50/30 (2450 r) la reazione di istoincom 
patib ilità  da parte  dell’ospite non viene com pletam ente annullata, almeno 
fino al 30° giorno post-operatorio; dopo questo periodo di tem po gli anim ali 
venivano rapidam ente a m orte, per cui non è stato possibile seguire u lterior
m ente il destino dell’eterotrapianto.

Invece, nel caso in cui il portatore, precedentem ente irradiato sempre 
con una dose LD 5° /3°  di 2450 r, subisca anche, al m omento del trapianto , 
una inoculazione di una sospenzione di milza proveniente dallo stesso ind i
viduo che fornirà poi il lembo di pelle, il trapianto, fino al term ine dell’esperi
mento, non va incontro (nella grande m aggioranza dei casi) a processi 
degenerativi evidenti.

Questa prolungata sopravvivenza del trap ian to  può essere spiegata 
am m ettendo che i linfociti splenici del donatore possano ricostituire nel por
tatore un nuovo sistema linfoide, che da un lato prolunga la sopravvivenza 
dell’ospite, e dall’altro consente l’attecchim ento del trapianto  eteroplastico, 
in quanto riponosce come istologicam ente compatibile il lembo di pelle 
trap ian ta to .
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I  

T av o la  I.

Fig. i. -  Lembo di pelle di T. marmoratus trapiantato in T. cristatus non trattato dopo 20gg. 
E già evidente una cospicua infiltrazione linfocitica.

Fig. 2. -  Lembo di pelle di T. marmoratus trapiantato in T. cristatus non trattato fissato
dopo 30 gg. Tutta l’area del trapianto, epidermide compresa, è invasa dai linfociti.

Fig. 3. -  Lembo di pelle di T. marmoratus trapiantato in L  cristatus non trattato fissato
dopo 60 gg. Il trapianto è completamente degenerato. L’epidermide del T. eri- 
status, circostante il trapianto (freccia), tende a sovrapporsi al trapianto stesso.

Fig. 4. -  Lembo di pelle di T. marmoratus trapiantato in T. cristatus precedentemente irra
diato con 1250 r e fissato dopo 20 gg. L’infiltrazione linfocitica a livello del derma 
lasso e della tela sottocutanea è ben evidente.

T avo la  IL

Fig. 5. -  Lembo di pelle di T. marmoratus trapiantato in T. cristatus precedentemente irra
diato con 1250 r e fissato dopo 60 gg. Il trapianto è quasi completamente dege
nerato, ma il numero dei linfociti presenti è inferiore a quello osservabile nella fig. 3;

Lig. 6. -  Lembo di pelle di T. marmoratus trapiantato in T. cristatus precedentemente irra
diato con 2450 r e fissato dopo 15 gg.

Figg. 7-8. -  Lembo di pelle di T. marmoratus trapiantato in T. cristatus precedentemente 
irradiato con 2450 r ed inoculato con una sospensione di cellule spleniche del 
donatore; dopo 30 gg. (fig. 7) e dopo 53 gg. (fig. 8). In entrambi gli stadi di fissa
zione l’istologia del trapianto è pressocchè normale e non si riscontra infiltrazione 
linfocitica.
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