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Biologia. — Azione inibitoria della ossitetraciclina sulVaccre
scimento in coltura dei tibiotarsi d i embrione di pollo (#). Nota di A n n a  

M a r i a  Z a c c h e i  e E r m in io  M u z i i , presentata (* (**)#) dal Corrisp. 
A . S t e f a n e l l i .

È noto che le tetracicline, così come anche altri antibiotici, possono 
form are complessi chelati con i m etalli e specialm ente con i m etalli bivalenti 
dando origine a com posti organo-m etallici che spesso hanno azione in ib itoria 
sugli enzimi e quindi influiscono su vari processi m etabolici [1, 2, 3]. Di 
recente è s ta ta  d im ostra ta  la funzione di m ediatori degli ioni m etallici b iva
lenti nei riguardi della formazione di complessi fra tetracicline e m acrom o
lecole organiche come l’album ina e il DNA [4].

Queste acquisizioni recenti riaprono alla discussione tu tto  il problem a 
della n a tu ra  chimica del fenomeno di fissazione delle tetracicline ai tessuti 
calcificati; in fa tti si riteneva probabile [5, 6] che la tetraciclina si legasse al 
tessuto osseo du ran te  la ossificazione per un legame di chelazione in teres
sante insieme la m atrice organica, il deposito m inerale e l’antibiotico. P ro
prio queste vedute sem brano oggi to rnare valide alla luce delle nuove cono
scenze; quindi la possibilità che la tetraciclina interferisca non solo con il 
deposito del calcio m a anche con la sintesi della m atrice organica dell’osso 
sem bra degna di studio.

Si possono in terp re tare  in questo senso l’azione inibitoria sullo sviluppo 
in coltura dei fibroblasti di cuore em brionale di pollo [7] e le esperienze di 
Bevelander ed altri [8] che hanno o tten u to  notevole inibizione dello sviluppo 
dello scheletro, sem pre nell’em brione di pollo, iniettando tetraciclina nel sacco 
del tuorlo trai l’8° e il 120 giorno di incubazione.

L ’esperienza di Bevelander ha posto m olti in terrogativ i sia riguardo 
alle interferenze fra forti concentrazioni di tetraciclina e mineralizzazione 
dello scheletrò, sia riguardo alla influenza della tetraciclina sulla m oltiplica
zione cellulare, sulla sintesi dei m etaplasm i, sul differenziam ento istologico. 
Questi A utori non approfondiscono alcuni di questi aspetti dell’azione dell’an
tibiotico e attribuiscono i d isturbi dell’accrescimento dello scheletro, nelle 
condizioni sperim entali da essi usate, alla non disponibilità del calcio che 
form ando complessi con la tetraciclina sarebbe bloccato nel sacco del tuorlo.

N ell’in ten to  di chiarire i rapporti tra  presenza di tetraciclina e m inera
lizzazióne dello scheletro nelle prim e fasi dello sviluppo e so p ra ttu tto  per 
vedere se l ’azione in ib itoria sullo sviluppo dipende realm ente dalla carenza 
di calcio disponibile o p iu tto sto  da una azione sulla istogenesi dei connet-

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Anatomia comparata « G. B. Grassi» della Uni
versità di Roma con un contributo del C.N.R.

(**) Nella seduta del io marzo 1962.
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ti vi dello scheletro ci è sem brato opportuno studiare lo sviluppo e l’accresci- 
m ento di segm enti dello scheletro em brionale isolati in mezzo di coltura 
con aggiunta di tetraciclina. In  queste condizioni è anche possibile discri
m inare se Tàzione inibitoria si effettua nei tessuti d ire ttam ente  o per via 
m ediata attraverso  le ghiandole a secrezione interna.

Nelle nostre esperienze sono sta te  usate uova di pollo di razza L ivor
nese bianca; al nono giorno di incubazione, quando la formazione del tessuto 
osseo è certam ente iniziata, i due tib io tarsi di ogni em brione sono s ta ti prele
vati e posti in coltura ro tan te  a 38° C in un mezzo sterile (preparato secondo 
Endo [9]) composto da: 1 parte  di e s tra tto  em brionale, 5 p a rti di siero di 
cavallo, 4 parti di soluzione di Gey.

M entre uno dei due tibiotarsi deirem brione è stato posto in questo mezzo, 
ed ha rappresentato  il controllo, ralt.ro è s tato  invece coltivato nel mezzo 
contenente ossi tetraciclina cloridrato (terram icina). Il liquido di coltura è 
stato  cam biato ogni due giorni; dopo 48 ore di tra ttam en to  con ossi te traci
clina, anche i tib io tarsi tra t ta t i  sono sta ti p o rta ti in mezzo norm ale allo 
scopo di elim inare Pantibiotico diffuso nelle parti non calcificate.

Sono s ta ti eseguiti, in tem pi successivi, tre gruppi di esperienze con con
centrazioni diverse di antibiotici (0,0.1; 0,3; 1 m g di terram icina/m l). A ll’i
nizio delle esperienze e ad ogni repiquage sono stati disegnati con la camera 
lucida i profili di tibiotarsi, avendo natu ra lm ente cura di m antenere costante 
Vingrandim ento. A lla fine della esperienza, cioè dopo 6 giorni di coltura, i 
tib io tarsi sono s ta ti m isurati con un calibro e fissati in form alina al 6 °/0 
neutralizzata. Le colture sono rim aste esènti da contam inazioni batteriche 
per tu t ta  la d u ra ta  dell’esperienza. I tib io tarsi in toto sono s ta ti osservati al 
microscopio binoculare a fresco e dopo fissazione sia in luce norm ale sia in 
luce U V  di 3660 À  di lunghezza d ’onda usando come generatore una lam pada 
W ild a vapori di m ercurio per microscopia di fluorescenza.

I valori medi della lunghezza raggiunta dai tibiotarsi coltivati alla fine 
dell’esperienza sono sta ti o tten u ti m isurando direttam ente gli abbozzi; i 
valori m edi al m om ento del prelievo e a 48 e 96 ore di coltura sono sta ti 
invece calcolati ind irettam ente dai disegni; per fare ciò si è applicato a questi 
s tadi il rapporto  tra  grandezza reale e grandezza del disegno o ttenu to  alla 
I44a ora. La variab ilità  dell’èrrore di ingrandim ento è risu lta ta  essere nei 
lim iti di db il io  °/o • I valori medi o ttenu ti sono rip o rta ti nel grafico; da 
essi risultano le differenze di allungam ento fra i tib io tarsi coltivati in mezzo 
norm ale e quelli in mezzo contenente terram icina (fig. 1). Le differenze 
di grandezza iniziali dei tib io tarsi di ciascun gruppo dipendono da un leg
gero sfasam ento tra  i tem pi di incubazione, in quanto  i tre gruppi di espe
rienze sono s ta ti eseguiti in tem pi diversi. I valori num erici con i quali si 
è costruito il grafico sono indicati nella Tabella I.

L ’allungam ento dei tib io tarsi in coltura è risu ltato  minore nei tibiotarsi 
t ra tta ti  con terram icina rispetto  a quelli controlaterali di controllo coltivati 
in mezzo normale. Il m inore allungam ento dei tib io tarsi coltivati nelle prim e 
48 ore in presenza di terram icina è evidente nel gruppo B e nel gruppo C
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che rispettivam ente avevano le concentrazioni di 0,3 e 1 m g per mi di mezzo 
di coltura; l ’effetto è meno chiaro m a forse presente anche alla concen tra
zione m inore usata  nel lo tto  A  (0,01 mg/ml). In  ogni caso l ’effetto della terra- 
micina sull’allungam ento dei ti-
b iotarsi è proporzionale alle dosi nnm 1 mg/ml
im piegate come risu lta  chiara-  ̂ *
m ente dal grafico. Le colonne nere 
rappresentano i controlli, le b ian
che m arginate i tra tta ti .

Ad un esame d ’insieme del 
m ateriale si ricava rim pressione 
che anche la circonferenza dei 
tib io tarsi tra t ta t i  con terram icina 
sia alla fine della esperienza m i
nore rispetto  a quella dei tib io 
tarsi controlaterali di controllo.

Per quanto  riguarda la fissa
zione e la localizzazione della te r
ram icina, e la sua persistenza non 
è possibile per ora dare dei risu l
ta ti definitivi. Sem bra che la fissa
zione sia lim ita ta  alle trabecole
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più in terne della diafisi ossea, m a 
resta  da definire se queste trab e
cole sono s ta te  deposte prim a o 
du ran te  le 48 ore di tra ttam en to  
con terram icina. L a fluorescenza 
gialla cara tteris tica  della te rra 
m icina si riconosce chiaram ente 
nei tib io tarsi appena e s tra tti dal 
mezzo di Coltura; alla fine dell’e
sperim ento, cioq dopo 4 giorni di 
coltura in mezzo esente da an ti
biotico, essa è s tre ttam en te  lim i
ta ta  alla diafisi ossea (fig. 2).
In  buona p arte  dei casi però la fluorescenza scompare du ran te  i passaggi 
nei solvefiti necessari per la preparazione delle sezioni istologiche, per solu- 
bilizzazione del fluorocromo. Sem bra perciò tra tta rs i di una fissazione labile 
e non persistente come quella che si ha nel tessuto osseo deposto du ran te  
la som m inistrazione della antibiotico ad organismi viventi; anche in questo 
caso è però specifica del tessuto calcificato. In fa tti il tessuto cartilagineo che 
costituisce le epifisi e l’estrem ità  delle diafisi è fluorescente al prim o repiquage 
(quando i tib io tarsi sono ancora in mezzo contenente terram icina) e diviene 
esente da fluorescenza gialla alla fine dell’esperim ento (dopo 4 giorni di p e r
m anenza in mezzo di coltura esente da terram icina).

27 . —  RENDICONTI 1962, Voi. XXXII, fase. 3
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I fa tti osservati non consentono conclusioni per ciò che riguarda le m o
dalità  di fissazione e la persistenza del fluorocromo; questi aspetti sono tu t 
to ra allo studio e verranno com unicati successivamente.

R isulta invece chiaram ente definito 
un effetto inibitore della terram icina sul
l’allungam ento dei tib io tarsi in coltura. 
L ’azione dell’antibiotico è chiaram ente 
e d ire ttam ente  proporzionale alle dosi 
im piegate e si m anifesta per dosi varia
bili fra 0,3 e 1 mg per mi di mezzo di 
coltura.

Inoltre gli espianti tra t ta t i  con 1 m g 
di terram icina per mi e forse anche quelli 
tra t ta t i  con 0,3 mg/ml di mezzo di col
tu ra  risultano alla 48a ora meno allungati 
dei controlli e per tu tto  il tem po di in 
cubazione successivo, fino alla fine del
l’esperimento, non subiscono ulteriore 
allungam ento. Si verifica cioè un arresto 
dell’allungam ento proprio quando, dopo 
il tra ttam en to  con terram icina (effet
tuato  nelle prim e 48 ore), gli espianti 
sono sta ti ripo rta ti in mezzo quasi esente 
da antibiotico. In fa tti la sola terram i
cina presente nel mezzo dopo il primo 
repiquage è quella diffusa dalle parti 
molli dell’espianto. Nelle condizioni che 
si realizzano quindi dopo la 48,a ora il 
mezzo di coltura dovrebbe essere capace 

di fornire ioni calcio ed essendo esente da terram icina dovrebbe perm ettere 
la ripresa del l’allungam ento degli espianti. Al contrario dopo la 48a ora gli 
espianti non si allungano più. L ’effetto di inibizione sull’allungam ento 
quindi persiste anche dopo che gli espianti sono s ta ti rip o rta ti in mezzo di 
coltura normale.

Le nostre osservazioni autorizzano p iu ttosto  ad a ttrib u ire  i fa tti osser
vati ad una azione della terram icina sul differenziam ento e sulla divisione 
cellulare o sulla istogenesi della sostanza intercellulare. Q uesta ipotesi può 
essere messa in rapporto  con le osservazioni di Lépine, B arski e M aurin  sulla 
inibizione da tetraciclina dello accrescimento in coltura dei fibroblasti di 
em brione di pollo; questa inibizione è s ta ta  descritta  come m olto efficiente 
a èarico dei fibroblasti e quasi inefficiente a carico delle colture di epiteli 
doVe la sintesi di m ateriale intercellulare è poco rilevante.

U n  dato  recente riguardan te  la fissazione delle tetracicline ai m itocondri 
così in coltura come in vivo [io] potrebbe autorizzare la ipotesi di un disturbo 
al livello m itocondriale dei m eccanismi che forniscono la energia per la sintesi

Fig. 2.
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delle macromolecole organiche (proteine di s tru ttu ra ). T u tto  ciò giustifica 
una  estensione della ricerca n e irin ten to  di definire quesiti rim asti insoluti.

T a b e l l a  I.

Vi è da aggiungere che G ran t [11] ha dim ostrato  una azione stim olante 
delle tetracicline, a dosi oligodinamiche, sulla tiroide del ra tto ; recenti ricerche 
di M anelli [12] e di Chih—Y un—H sii [13] hanno inoltre d im ostrato  r isp e tti
vam ente la più a ttiv a  rigenerazione della coda e la accelerazione della m eta 
morfosi aggiungendo tetracicline all’acqua dei bacini di allevam ento, in 
larve di Anfibi. Queste ricerche non sono da considerarsi con tradd itto rie  
con le nostre osservazioni in quanto  le dosi im piegate da questi A utori sono 
m olto inferiori (0,002-0,000001 mg/ml) e potrebbero, sull’organismo intero, 
stim olare la tifoide o l’ipofisi e quindi produrre un effetto differente.

In  conclusione, le nostre esperienze sulla influenza della tetraciclina 
sull’accrescimeli to dei tib io tarsi em brionali in coltura, dim ostrano che questa 
sostanza esercita una azione inibitrice che è proporzionale alla dose im pie
gata . Si ritiene che questo fenomeno non sia dovuto esclusivam ente a carenza 
di calcio nel mezzo, secondaria alla chelazione tra  m etallo e terram icina, 
m a debba a ttribu irsi ad una azione d ire tta  sulla istogenesi del tessuto; questa  
azione si esercita probabilm ente più inibendo la sintesi delle proteine di s tru t
tu ra  della sostanza intercellulare che arrestando o rallentando le m oltip li
cazioni cellulari.

Durante la c'orrezione delle bozze siamo venuti a conoscenza di una Nota di F. Clementi 
e L. TESSARI sullo: Studio in vitro della capacità del tessuto osseo embrionale di fissare la tetra
ciclina, « Atti Acc. Med. Lombarda», 16, 252 (1961). La tecnica usata non dà però garanzie 
sufficienti sulla reale fissazione della tetraciclina ai tessuti.
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