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Biologia. — Ulteriori osservazioni comparative sulla sopravvivenza 
di trapianti d i pelle in T riturus cristatus carnifex L a u r ., dopo perma 
nenza in ospite temporaneo, sottoposto ad irradiazione ed inoculazione 
di milza eterologa(* (**)>.. Nota di M a r i a p a o l a  R e c c o , G i a n c a r l o  

G i b e r t i n i  e V i t o  M a r g o t t a , presentata (#*> dal Socio A. S t e  

f a n e l l i .

SUMMARY. — The M.S.T. and the histocompatibility of skin transplants in adult spe 
cimens of Triturus cristatus carnifex Laur. was studied under different experimental conditions:

1) homotransplantation i
2) homotransplantation on temporary hosts which had been X-ray treated (2450 r) 

and injected with a spleen suspension obtained from the skin donor animals, followed by 
retrotransplantation to these donor animals.

The skin presented a slightly altered histological structure after the period on the tem 
porary host. The latter been irradiated and its lymphoid system and spleen had been 
substituted with those of the skin-donor animal.

I n t r o d u z io n e

Il problema riguardante la risposta immunitaria negli Anfibi è stato 
affrontato in modo positivo, tale cioè da comprovare la presenza di fenomeni 
di istoincompatibilità in diversi tipi di trapianti in specie differenti di Anfibi 
urodeli, solo dal 1933, anno in cui Anderson portò un contributo fondamentale 
a questo genere di ricerche, aprendo il campo allo studio di nuovi problemi, 
molti dei quali ancor oggi insoluti o in via di chiarimento, non solo per quanto 
riguarda la risposta anticorpale negli Anfibi urodeli, ma anche nei Vertebrati 
più evoluti (negli Anuri: Hildemann e Haas, 1959, 1961, 1962; Simnett, 1964, 
1:905; Volpe, 1964; Volpe e Gebhardt, 1965; Bernardini, Chardonnes e Simon, 
1969; Horton, 1969; nei Rettili: Hildemann, 1962; Cooper e Aponte, 1968; 
negli Uccèlli: Aspinall e Meier, 1964; Durkin, Theis e Thorbecke, 1972; Gi 
bertini, Catalini e Conti, 1976).

Il problema affrontato nella presente ricerca, si riallaccia ad un nostro 
precedente studio (Margotta, Recco, Gibertini, 1976) compiuto sempre su 
Tritoni adulti, nel quale è stato seguito il destino di un omotrapianto di pelle 
di un donatore in un ospite temporaneo e il successivo trasferimento sul dona 
tore (« retrotrapianto »), per verificare la possibilità di ritardare o annullare 
la degenerazione del lembo di pelle. La differenza fondamentale con la pre-

(*) Ricerca eseguita nellTstituto di Anatomia comparata « G. B. Grassi» dell’Univer 
sità di Roma.

(**) Nella seduta del 12 febbraio 1977.
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cedente ricerca sta nel trattamento subito dai Tritoni ospiti temporanei prima 
dei trapianti, poiché essi sono stati sottoposti ad irradiazione totale del corpo, 
e successivamente ad inoculazione di una sospensione di milza, proveniente 
dai rispettivi donatori del trapianto.

Sullo studio deiristoincompatibilità degli omotrapianti negli Urodeli 
abbiamo un’ampia bibliografìa (Forte, 1959; Erickson, 1962; Meier e Delan- 
ney, 1962; Squadroni e Wolsky, 1962; Cohen, 1965, 1966 <3, b, 1968, 1969; 
Cohen e Hildemann, 1968; Houillon, 1966; Margotta e Filoni, 1970; Taban e 
Connelly 1972; Pacces Zaffaroni e Zavanella, 1976).

In seguito a queste osservazioni, che accertano la presenza di fenomeni 
immunologici negli Anfìbi urodeli, molti Autori hanno preso in esame diverse 
tecniche atte a prolungare il tempo di sopravvivenza dei trapianti (Baldwin 
e Cohen, 1970; Cohen, 1970; Gibertini e Filoni, 1970; Filoni, Gibertini, Mar 
gotta e Catalini, 1971; Tournefìer, 1973; Charlemagne e Houillon, 1974; Gou 
jon, 1974; Margotta, Gibertini e Ventura, 1976), alcune delle quali si riallac 
ciano a studi compiuti con successo su Mammiferi, e che si basano sull’inocu 
lazione di sospensioni omologhe od eterologhe di milza o di midollo osseo, 
appartenenti a donatori non irradiati, in portatori massivamente irradiati 
(Jacobson, 1952; Lorenz, Congdon e Uphoff, 1952; Main e Prehn, 1955; Lind- 
sley, Odell e Tausche, 1955; Gengozian, Urso, Congdon, Conger e Makinodan 
1957; Kaplan, Hirsch, Brown e Nagareda, 1957).

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

In questo studio ci siamo avvalsi di 76 Tritoni adulti (Triturus cristatus 
carnifex Laur.) sia di sesso maschile che femminile.

Su questi sono stati effettuati 73 trapianti, suddivisi in due Lotti speri 
mentali.

Lotto I  (16 trapianti): trapianti omoplastici di pelle prelevata dalla regione 
golare e trasferita su quella dorsale, effettuati tra individui normali (fìg. 1 
nel testo).

Lotto I I  (57 trapianti): trapianti omoplastici di pelle prelevata sempre dalla 
regione golare di un donatore splenectomizzato e trasferita sulla regione 
golare di un ospite temporaneo, irradiato con 2450 r e sottoposto ad ino 
culazione, per via intraperitoneale, di una sospensione (0,3 cc) di cellule 
spleniche (in soluzione fisiologica di Holtfreter), provenienti dalla milza 
del donatore del trapianto.
La splenectomia, l’irradiazione e l’inoculazione della sospensione di 
milza sono state effettuate 24 ore prima dei trapianti.
Dopo 13 giorni il trapianto veniva di nuovo trasferito sul donatore privo 
di milza (fìg. 1 nel testo).
Quest’ultimo trasferimento del lembo di pelle viene indicato come « retro- 
trapianto».
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Le caratteristiche fìsiche dell’irradiazione erano le seguenti: 230 KV, 
12 mA, distanza focale 50 cm, filtro di 1 mm di Al, intensità di 115 rjmin., 
misurata in aria con dosimetro Gilardoni. Gli animali sono stati sottoposti 
ad irradiazione in gruppi al massimo di io per volta, in posizione prona.

L o t t o  i
d o n a t o r e

L o t t o  I I
d o n a t o r e

o s p i t e  
t e m p o r a n e o

Fig. i.

La mortalità si aggirava intorno al 75 % entro il trentesimo giorno dal 
l’irradiazione (LD 75/30).

Tutti i Tritoni utilizzati sono stati disinfettati in una soluzione di per 
manganato di potassio, alla diluizione di 3 mg/I, e anestetizzati con MS 222 
della Sandoz diluito 1 : 1000.
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I lembi di pelle, di circa 6 X4 mm, per tutta la durata di ciascuna opera 
zione di trapianto, sono stati tenuti in soluzione sterile di Holtfreter; successiva 
mente tutti gli animali sono stati posti in cabina termostatica a temperatura 
(18 °C) ed umidità (89%) costanti, ed inoltre sempre a digiuno, come già 
erano da qualche giorno prima degli esperimenti.

T a b e l l a  I

N-. totale 
trapianti

N. trapianti 
omoplastici

N. trapianti 
su ospite 

temporaneo

N. «retro- 
trapianti » 

sul

Stadi di fissazione 
dal trapianto e 

N. trapianti fissati 
per stadio

Stadi di fissazione 
dal « retrotrapianto » 
e N. trapianti fissati 

per stadio
donatore

IO 20 30 50 60 gg. IO 20 30 50 60 gg.

L o tto  1 
16 16 _ 3 4 3 3 3 _

Lo t t o  II 
57 — 30<*> 27 4 5 6 7 5

(*) Dopo 13 giorni di permanenza sull’ospite temporaneo (al momento del « retrotra- 
pianto »), 3 trapianti sono stati fissati per essere presi in esame come controlli.

I lembi di pelle sono stati fissati in liquido di Bouin dopo 10-20-30- 
50-60 giorni, rispettivamente, per il Lotto I dal trapianto e per il Lotto II 
dal retrotrapianto (vedi Tabella I). Inoltre sono stati fissati tre lembi di pelle 
del Lotto II al momento del «retrotrapianto», quali controlli.

Dopo inclusione in paraffina, i preparati istologici di 5 p. di spessore, 
sezionati trasversalmente, sono stati colorati con il metodo di Mallory-Azan.

D e s c r i z i o n e  d e i  r i s u l t a t i

L o t t o  I:

Dopo io  giorni dal trapianto: lo stato del lembo di pelle non è ancora molto 
alterato, l’epidermide non presenta variazioni rispetto alla norma. Lo 
strato dei cromatofori è frammentato e costituisce spesso ammassi mela- 
nici. Scarsa è l’infiltrazione linfocitica, presente invece una certa vaso- 
dilatazione.

Dopo 20 giorni dal trapianto: la situazione del trapianto è molto peggiorata, 
rispetto allo stadio precedente, sia nei confronti dell’infiltrazione linfocitica 
e della vasodilatazione che risulta molto accentuata, sia dello strato epi 
dermico molto ispessito. Tra le ghiandole, alcune sono normali altre sono 
invase dai linfociti.
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Dopo 30 giorni dal trapianto', l’infiltrazione linfocitica è aumentata raggiun 
gendo estesamente anche le ghiandole, diverse mancano e sono sostituite 
da accumuli melanici.

Dopo 50 giorni dal trapianto', il quadro istologico è completamente alterato 
ed in via di degenerazione. Sono aumentati gli accumuli melanici, l’infil 
trazione linfocitica ha raggiunto massicciamente l’epidermide, le ghiandole 
sono indistinguibili.

Dopo 60 giorni dal trapianto', il trapianto è completamente degenerato e 
la zona dove si trovava è occupata da epidermide neoformata prove 
niente dalla proliferazione della pelle dell’ospite.

L o t t o  II:

Aspetto istologico dei lembi di pelle al momento del retrotrapianto'. in uno dei 
tre casi esaminati, il quadro istologico è sovrapponibile a quello di una 
pelle normale; nei rimanenti due casi si può però osservare qualche lin 
focita nella tela sottocutanea e la frammentazione dello strato dei croma 
tofori (Tav. I, fig. 1).

Dopo io  giorni dal retrotr apianto', a questo stadio di fissazione lo stato dei 
trapianti non è molto alterato. L’epidermide è pressoché normale, solo 
a volte leggermente iperplastica; lo strato dei cromatofori è disorganizzato 
e spesso riunito in ammassi melanici attorno alle ghiandole leggermente 
diminuite di numero. Scarsa l’infiltrazione dei linfociti (Tav. I, fig. 2). 
Uno dei quattro casi presi in esame ha un aspetto istologico complessi 
vamente più danneggiato (Tav. I, fig. 3).

Dopo 20 giorni dal retrotrapianto'. nei cinque casi osservati lo strato dell’epi 
dermide a volte non è ben distinguibile; dello strato dei cromatofori non 
rimangono che scarsi residui melanici. Le ghiandole sono ridotte e spesso 
quelle presenti hanno una morfologia alterata. Lo strato del derma com 
patto rimane sempre inalterato. L’infiltrazione linfocitica è scarsa o limi 
tata alla tela sottocutanea (Tav. II, fig. 4), solo in un caso raggiunge in 
abbondanza lo strato del derma lasso (Tav. II, fig. 5); si notano fenomeni 
iperemici. Da notare anche un caso che presenta un aspetto istologico 
quasi normale.

Dopo 30 giorni dal retrotrapianto'. l’epidermide è spesso iperplastica e in 
alcune zone non ben distinguibile. Lo strato dei cromatofori è ridotto 
a qualche ammasso melanico sparso. Poche ed alterate nella morfologia 
le ghiandole presenti. Il derma compatto rimane inalterato eccetto che 
in un caso in cui vi giungono le cellule dell’epidermide. Come nello stadio 
precederete, rinfiltrazione linfocitica è spesso limitata alla tela sotto- 
cutanea (Tav. II, figg. 6 e 7); solo in due casi, dei sei presi in considera 
zione, raggiunge moderatamente gli strati superiori, in particolare il 
derma lasso. Anche qui è presente un caso che si avvicina di più alla 
normalità.
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Dopo 50 giorni dal retrotrapianto\ a questo stadio di fissazione Y epidermide 
appare pressoché normale, solo in qualche zona leggermente iperplastica; 
in un caso si notano le sue cellule penetrare fin nello strato del derma 
compatto. Lo strato dei cromatofori è ancora frammentato e spesso 
limitato ad alcune zone. Molto ridotto ancora il numero delle ghiandole 
sia mucose che granulose (Tav. Ill, fig. 8). A volte si nota ancora la 
presenza di qualche linfocita.
In un caso, dei sette presi in esame, sono presenti due quadri istologici 
differenti, di cui uno equiparabile agli altri casi, l’altro peggiore dal punto 
di vista dell’alterazione morfologica e dell’infiltrazione linfocitica (Tav. Ili, 
fig- 9)-

Dopo 60 giorni dal retrotrapianto'. l’aspetto di tutti e cinque i lembi di pelle 
si approssima alla normalità. Si osserva a volte l’ispessimento dell’epi 
dermide, la mancanza di qualche ghiandola e la presenza di alcune poco 
definibili, dove si può trovare anche qualche raro linfocita che in un caso 
raggiunge l’epidermide. Riguardo allo strato dei cromatofori, sono pre 
senti ancora degli ammassi melanici spesso pulverulenti; in alcune zone 
è assente (Tav. Ili, figg. io e 11).

D is c u s s i o n e

Anche in questa ricerca, il tempo di sopravvivenza medio degli omotra- 
pianti di pelle negli Anfibi urodeli adulti (Lotto I), corrisponde a quello otte 
nuto da altri Autori e da noi stessi già osservato in precedenti esperienze 
(Forte, 1959; Cohen, 1966 a , b\ Cohen, 1968; Gibertini e Filoni, 1970; Giber- 
tini, Margotta e Ventura, 1976).

A tale proposito importante è ricordare, anche in questa sede, che l’inizio 
della degenerazione del trapianto si riscontra già al decimo giorno e va pro 
gressivamente aumentando, tanto che al trentesimo non è quasi più distingui 
bile lo strato epidermico, le ghiandole sono molto ridotte di numero o con 
una morfologia anomala, e cospicua risulta l’infiltrazione linfocitica; al sessan 
tesimo giorno il trapianto è pressoché sostituito dalla pelle circostante del 
l’ospite.

Completamente diversi sono i risultati ottenuti nel caso di omotrapianti 
di pelle eseguiti su ospiti temporanei, sottoposti precedentemente ad irradia 
zione totale del corpo e ad inoculazione di una sospensione di cellule spleniche 
provenienti dal donatore del trapianto, e successivamente riportati sul dona 
tore iniziale (Lotto II).

Ci si sarebbe potuto aspettare, quindi, che il « retrotrapianto » non subisse 
alcuna reazione di istoincompatibilità, venendosi a trovare su di un ospite 
temporaneo con il sistema immunitario danneggiato dai raggi X ed in buona 
parte sostituito (tramite l’inocplazione della sospensione di milza) da quello 
del donatore del trapianto.
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Confrontando i risultati di questa ricerca con quelli precedentemente 
ottenuti sempre su retrotrapianti effettuati in Triturus cristatus carnifex Laur., 
ma in cui gli ospiti temporanei non erano stati sottoposti ad alcun trattamento 
(Margotta, Recco e Gibertini, 1976) (vedi Tabella II), anche nelle attuali 
osservazioni è stata riscontrata un’alterazione dello strato epidermico (iper- 
plasia), infiltrazione linfocitica soprattutto localizzata a livello della tela 
sottocutanea, riduzione delle ghiandole sia mucose che granulose, modifi 
cazione dello strato dei cromatofori, ma in misura più moderata soprattutto 
ai primi stadi di fissazione e comunque fino al trentesimo giorno dal retrotra- 
pianto.

Tale stato di leggera alterazione del quadro istologico generale permane, 
nel presente esperimento, anche se più attenuata, fino al sessantesimo giorno 
dal retrotrapianto.

Dai quadri istologici dei trapianti esaminati nella presente ricerca, risal 
tano due fondamentali differenze, rispetto alle nostre precedenti osservazioni. 
La prima differenza, e cioè la più moderata reazione di rigetto del retrotra 
pianto, può essere attribuita alla sua precedente permanenza su di un ospite 
temporaneo, la cui risposta immunitaria era stata quasi del tutto annullata 
in seguito ad irradiazione ed il cui sistema linfoide in buona parte sostituito 
con quello del donatore del trapianto e della milza.

L’altra fondamentale differenza, che emerge dall’esame dei preparati, 
è l’alterato stato del trapianto che permane fino allo stadio di sessanta giorni, 
mentre dall’esame dei lembi di pelle della nostra precedente ricerca sui retro- 
trapiànti (Margotta, Recco e Gibertini, 1976), è risultata la scomparsa di segni 
di anomalie ä partire dallo stadio di cinquanta giorni. La spiegazione del 
prolungamento nel tempo di tale reazione va ricercata nel fatto che il donatore, 
che successivamente è divenuto ospite definitivo del trapianto, è privo di 
milza e quindi la risposta immunitaria è a carico di tutti gli altri suoi organi 
linfoidi.

Quindi, quando il Tritone donatore riacquista il proprio lembo di pelle, 
il suo sistema immunologico è parzialmente deficitario, fatto questo che spiega 
il basso livello di reattività al trapianto (che in questo caso è del tipo autopla 
stico), reazione però che, sebbene moderata, continua a persistere fino al 
termine degli esperimenti, proprio perché, nel tempo, va ricostituendosi una 
popolazione linfocitaria importante per l’istoincompatibilità fra donatore e 
ospite.

Concludendo, i risultati qui riportati possono essere considerati un’ulte 
riore riprova e convalida delle osservazioni effettuate in lavori precedenti, 
sia sul destino di omotrapianti eseguiti su ospiti sottoposti a totale irradia 
zione del corpo e ad inoculazione di milza eterologa (Gibertini e Filoni, 1970), 
sia su ospiti sottoposti a splenectomia (Margotta, Gibertini e Ventura, 1976), 
o infine su ospiti irradiati limitatamente alla sola regione splenica (Gibertini 
e Margotta, 1976).
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SPIEGAZIONE DELLE TAVOLE I-III 

Ta v o l a  I

Fig. i. -  Quadro istologico di pelle di Triturus cristatus carnifex Laur. fissata al momento 
del retrotrapianto. Si nota qualche linfocita nella tela sottocutanea e nel derma 
lasso. 180 X .

Fig. 2. -  Sezione di pelle fissata io giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. Il quadro 
istologico si avvicina alla normalità. 180X.

Fig. 3- -  Sezione di pelle fissata io giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. Iperplasia 
dello strato epidermico, strato dei cromatofori ridotto in ammassi melanici e dimi 
nuzione delle ghiandole. 180X.

Ta v o l a  II

Sezione di pelle fissata 20 giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. Si nota lo 
strato dei cromatofori rappresentato da rari ammassi melanici e una rarefazione 
delle ghiandole. 190X.
Sezione di pelle fissata 20 giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. Lo strato epi 
dermico non è ben delimitato e le sue cellule penetrano a volte negli spazi inter- 
ghiandolari. Si notano ammassi melanici, qualche ghiandola, e una cospicua infil 
trazione linfocitica nel sottocutaneo. 190 X .
Sezione di pelle fissata 30 giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. Quadro isto 
logico abbastanza anomalo, eccetto che a livello del derma compatto, in cui si nota 
qualche raro linfocita. 190X.
Sezione di pelle fissata 30 giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. Si osservano, 
oltre che una evidente infiltrazione linfocitica a livello della tela sottocutanea, le 
cellule epidermiche e i linfociti che occupano gli spazi dove in precedenza si tro 
vavano le ghiandole. 190X.

T a v o l a  III

Sezione di pelle fissata 50 giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. L’aspetto 
istologico del trapianto è quasi normale. Lo strato dei cromatofori è ancora fram 
mentato, inferiore ab normale il numero delle ghiandole. 190X.
Sezione di pelle fissata 50 giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. È qui rappre 
sentata la zona del trapianto del caso 1 (vedi Tabella II), in cui è evidente ancora 
un quadro istologico abnorme. 190 X .
- Sezione di pelle fissata 60 giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. Ancora poche 

le ghiandole e frammentato lo strato dei cromatofori. 190X.
- Sezione di pelle fissata 60 giorni dopo il retrotrapianto sul donatore. Aspetto 

ancora non completamente normale, si notano ammassi melanici invece di alcune 
ghiandole. 190 X .
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