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Morfologia sperimentale. — Azione dell9ACTH e reazione della 
steroide 3 Q—olodeidrogenasi nelle surrenali embrionali d i pollo col
tivate in v i t r o (#). N ota di H a r r y  M a n e l l i  e L u c i a  M a s t r o l i a ,  

presentata ((*) **} dal Corrisp. P . P a s q u in i .

In  un nostro recente lavoro (M anelli e M astrolia [1]), è sta to  stud iato  
il com portam ento istologico in vitro delle surrenali em brionali di pollo. A 
proseguim ento di queste ricerche, descriveremo in questa N ota i risu lta ti 
o tten u ti sottoponendo, ancora in vitro, le stesse ghiandole surrenali all’azione 
di differenti dosi di A CTH. Sono sta te  prese in esame sia la s tru ttu ra  isto
logica che una partico lare reazione istochimica, quella della 3 P-olodeidro- 
genasi. Questo enzim a, che è specifico della trasform azione del pregnenolone 
a progesterone, è presente in tu tte  le ghiandole a secrezione steroide, essendo 
una delle prime tappe della biosintesi degli ormoni steroidi (W ettstein  [2]). 
L a 3 (3-olodeidrogenasi, in vivo, è s ta ta  messa in evidenza nelle surrenali, 
sia norm ali che tra t ta te  con vari ormoni (ACTH, cortisolo, aldosterone, etc.) 
di alcuni vertebrati, e cioè da Chieffi e B otte in Anguilla anguilla \3] e nei 
girini e negli adu lti di Rana esculenta [4]; da Cavallerò e Chiappino in Maca- 
cus rhesus [5]; da Chieffi, M anelli, B otte e M astrolia in em brioni di pollo [6]. 
Non esistono invece, per quan to  ci consta, lavori riguardan ti l’a ttiv ità  della 
3 P-olodeidrogenasi in vitro. Nei M am m iferi le surrenali sono s ta te  stud iate  
in vitro da Schaberg [7, 8]. Egli ha osservato nelle ghiandole di ra tto  so tto 
poste all’ACTH, la trasform azione delle cellule della zona glom erulare in 
cellule più o meno funzionanti della zona fascicolata; inoltre ha p o tu to  dim o
strare, con m etodi biochimici, che le surrenali em brionali di ra tto  producono 
orm oni anche in coltura e che la q u an tità  di questi aum enta sotto  lo sti
molo dellA C T H , presente nelle colture, o dell’ipofisi.

Per la co ltura delle surrenali, abbiam o seguito la tecnica di E t. W olff e 
K. Haffen [9], usando il mezzo standard  modificato con l’aggiunta di plasm a 
di pollo (M anelli e M astrolia [1]). Al mezzo di coltura venivano aggiunte le 
q u an tità  stabilite  di A CTH, previam ente sciolte in liquido di Tyrode. Le 
surrenali em brionali di varia età, da nove a quatto rd ic i giorni, sono sta te  
t r a t ta te  con variabili q u an tità  di ACTH, da 0,5 a 4 mg, e i pezzi colti
v ati da un m inim o di 2 a un massimo di io  giorni. Essi venivano poi fissati 
p a rte  in liquido di Bouin e colorati con em atossilina-eosina, e parte  in liquido 
di Zenker e colorati con Giemsa.

(*) Ricerche eseguite presso l’Istituto di Zoologia della Università di Roma con il 
contributo del C.N.R. nell’ambito del Gruppo di Ricerca per l’Embriologia del C.N.R.

(**) Nella seduta del 14 dicembre 1963.
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Per porre in evidenza l’a ttiv ità  steroidogenica abbiam o applicato  il 
m etodo di L evy e coll, [io] per la 3 P-olodeidrogenasi. Questo enzim a era 
sta to  d im ostrato  biochim icam ente da Sam uels e coll. [11], m entre era s ta to  
messo in evidenza istochim icam ente da W attem berg  [12].

Le surrenali prelevate da em brioni di 12 giorni furono coltivate per 
6,8 o io  giorni, sul substra to  contenente 2 mg di ACTH, e sul mezzo privo 
dell’ormone. I pezzi, sia t r a t ta t i  che controllo furono tagliati al criostato 
(12-15 m icron), e incubati per circa 3 ore nella soluzione contenente il sub
strato , nel nostro caso deidroepiandrosterone, più D PN , più N itro -B T  ed 
un tam pone fosfato a pH  7,1-7,4. C ontem poraneam ente per controllo, a ltre 
sezioni venivano incubate in un mezzo privo di substrato , ed un altro  ancora 
in un mezzo contenente la tta to  di Na, per rivelare la presenza della deidro
genasi lattica. Per ogni pezzo, inoltre, alcune sezioni venivano colorate con 
Sudan nero per m ettere  in evidenza i lipidi in toto.

A ll’osservazione istologica è s ta to  visto che, quando la dose di ACTH 
non supera i due mg, la s tru ttu ra  generale della surrenale e la form a delle 
sue cellule sono sostanzialm ente le stesse sia nei controlli che nei t ra tta ti .  
Si rinvengono in fa tti i caratteristic i gruppi o cordoni cellulari, com posti di 
cellule propriam ente in te r in a l i  e di qualche cellula adrenale o cromaffine, 
circondati da una  leggera tram a di connettivo. Soltano il volume cellulare 
può essere m aggiore nei t ra t ta t i  che nei controlli; le cellule appaiono allora 
turgide quasi rigonfie con un citoplasm a più abbondante e più acidofilo. In 
rarissim i casi il citoplasm a può presentare delle piccole aree o tticam ente 
vuote e non colorate.

A  dosi più forti, da 4 m g in poi, la s tru ttu ra  ghiandolare subisce a lte ra 
zioni profonde: i caratteristic i cordoni non sono più visibili, le cellule sono 
sparse o raccolte in gruppi senza alcun ordine, i lim iti cellulari non ben 
distinguibili. Anche la necrosi è più abbondante e il connettivo discontinuo 
e fram m entato . Non di rado però si rinvengono m itosi più num erose nei 
t ra t ta t i  che nei controlli.

Osservazioni istochimiche. -  La reazione della 3 p-olodeidrogenasi si 
presen ta sotto  form a di p recip ita ti di form azani blu—viola più o meno in 
tensi a seconda dell’en tità  della reazione. Nei pezzi coltivati per 6 giorni, 
sia in quelli so ttoposti al tra ttam en to  con ACTH che nei controlli la rea
zione dell’enzim a è quasi uguale e per in tensità  e per estensione, e si p re
senta localizzata in num erose e piccole aree contigue; soltanto  in qualche 
tra tta to  si è n o ta to  che la reazione, pu r non aum entando di in tensità , appare 
più diffusa o meno circoscritta che nei controlli. Dal 70 giorno di coltura 
in poi, la reazione va gradualm ente dim inuendo nei controlli, m entre  si 
m antiene pressocché in v aria ta  nei tra tta ti ,  cosicché al io 0 giorno di col
tu ra, non troviam o più corrispondenza fra tra t ta t i  e controlli;, in fatti, m en
tre nei prim i la reazione della 3 [3—olodeidrogenasi è nettam ente  positiva, 
e si ritro v a  sparsa per tu tto  il pezzo in num erose piccole aree, nei controlli 
essa è quasi assente o localizzata in piccole zone alla periferia del pezzo.
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L a reazione del Sudan nero segue pressappoco l’andam ento  della 3 (3- 
olodeidrogenasi. Essa si p resen ta diffusa, in genere, nelle stesse aree in cui 
e presente la reazione della 3 olodeidrogenasi. Nei pezzi di controllo col
tivati per io  giorni questa reazione si m anifesta invece sotto  form a di p re
cip itati piccoli e poco num erosi.

L a reazione della deidrogenasi la ttica  è sempre evidente ed appare sotto  
form a di un p recip ita to  blu scuro, d istribu ito  uniform em ente per tu t ta  la 
grandezza del pezzo.

O sservando i risu lta ti suesposti vi è an z itu tto  da m ettere  in evidenza 
che l’effetto dell’ACTH non si rivela -  al livello istologico e con le tecniche 
di colorazione comune - ,  fino alla concentrazione di 2 mg, dopo di che questo 
effetto si m anifesta so p ra ttu tto  con alterazioni ed anom alie morfologiche e 
anche con necrosi e degenerazione dei tessuti. Al livello istochimico invece, 
si no ta, anche con dosi basse di ACTH, un aum ento della q u an tità  dei lipidi, 
rivelati dal Sudan nero e parallelam ente un m antenim ento  più prolungato 
dell’a ttiv ità  secretrice e un aum ento della q u an tità  della 3 (3-olodeidrogenasi. 
S iffatti risu lta ti dim ostrano dunque come fram m enti di surrenali em brio
nali di pollo m antengano in vitro a ttiv ità  secretrice per un certo periodo di 
tem po, nel caso nostro fino a 6—8 giorni, dopo di che essi la perdono; inoltre 
gli stessi risu lta ti dim ostrano come questa a ttiv ità  lipidica e in particolare 
quella steroidogenica, si prolunghi ed aum enti sotto  l’azione dell’ormone 
corticotropo. Vengono così in d ire ttam en te  conferm ate le esperienze di Scha- 
berg [7, 8], almeno per quel che riguarda la produzione di ormoni e di lipidi 
da p arte  delle surrenali em brionali di ra tto , t r a t ta te  in vitro con ACTH.

Le presenti ricerche conferm ano anche la valid ità dei risu lta ti di espe
rim enti precedenti, o tten u ti associando in vitro surrenali em brionali con 
gonadi o canali d iM u lle r indifferenziati di em brioni di pollo (Martelli [13, 14]), 
nel senso che in vitro le surrenali stim olate o no con A CTH, m antenendo in
ta tto  per un  certo tem po la capacità secretrice, dovrebbero influire sui p re
d e tti tests qualora contenessero ormoni in qualche modo sessualizzanti; 
perciò la m ancata  reazione dei tests maschili e la dubbia reazione di quelli 
femminili dipende rispettivam ente  dall’assenza o dall’esigua q u an tità  di 
questi orm oni e non dalla inadeguatezza delle tecniche im piegate.
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Foto 1. -  Sezione di surrenale controllo di un embrione di 12 giorni, coltivata in vitro 
per 3 giorni; la struttura istologica del tessuto ghiandolare è pressoché normale. (Ema- 
tossilina-eosina; 1400 x ).

Foto 2. -  Sezione di surrenale di un embrione di io  giorni, coltivata in vitro per 3 giorni 
e trattata con 4 mg di ACTH; la struttura ghiandolare è profondamente alterata, con 
aree necrotizzate nella parte alta della fotografia. (Ematossilina—eosina; 1800 X).

Foto 3. -  Sezione di surrenale controllo di embrione di 12 giorni, coltivata in vitro per
io  giorni. Reazione per la 3 (3-olodeidrogenasi; colorazione di contrasto con carmal-
lume. La reazione è positiva soltanto in piccole aree localizzate alla periferia del 
pezzo. (140 x ).

Foto 4. -  Sezione di surrenale di embrione di 12 giorni coltivata in vitro per io  giorni 
in presenza di 2 mg di ACTH. Reazione per la 3 p-olodeidrogenasi; colorazione di 
contrasto con carmallume. La Reazione è intensa e sparsa per tutta la estensione del 
pezzo. (200 X).

Foto 5. -  Sezione  ̂ di surrenale controllo di embrione di 12 giorni, coltivata in vitro per io  
giorni. Sudajn nero. Le zone di reazione sono piccole e poco numerose. (140 x ).

Foto 6. -  Sezione di surrenale di embrione di 12 giorni, coltivata in vitro per io  giorni
in presenza di 2 mg di ACTH. Sudan nero. La reazione è intensa e diffusa per tutta
l’estensione del pezzo. (140 X).


