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Istoehimiea. — Caratteri istochimici e chimico-fisici della colloide 
tiroidea in Bos; taurus durante lo sviluppo Nota di Paolo Carinci, 
presentata ((*) **} dal Socio O. M. O livo.

L a colloide tiroidea è costitu ita da un glicoprotide altopolimero (tireo- 
globulina), su cui avvengono i processi di jodinazione dei radicali tirosinici, 
di com binazione in u n ità  tironiniche, di liberazione per pro teolisi dei peptid i 
a ttiv i. L ’o rd inata  sequenza di tali processi è condizionata dalla s tru ttu ra  
e dalla organizzazione spaziale della colloide, che rappresenta quindi una 
sostanza in tim am ente ing ranata  nei meccanismi di formazione degli orm oni 
tiroidei [6, 7, 8, 9].

M entre sono ben conosciuti composizione chimica e p roprie tà  fisico
chimiche della colloide nell’adulto  [5, io], pochi dati si hanno su tale m a te 
riale du ran te  lo sviluppo.

Per quanto  riguarda la tiroide fetale bovina i d a ti morfologici [1, 2] e 
biochimici [11 13] fanno ritenere assai precoce (secondo—terzo mese) l ’isti 
tu irsi della funzione della ghiandola ; certo in connessione con l ’a ttiv ità  della 
tiroide nella regolazione dei processi del differenziamento e dell’accrescimento 
duran te  l’ontogenesi.

M i è sem brato pertan to  in teressante, per la conoscenza della istofisio- 
logia della tiroide, esam inare la composizione chimica e 1 ca ra tte ri fisico
chimici della colloide du ran te  lo sviluppo, m ediante analisi istotopochim ica, 
dosaggi biochimici delle frazioni carboidrato ed esame delle p roprie tà  fisico
chim iche della colloide isolata.

In  questa N ota  riferirò i da ti relativ i alle ricerche istochim iche ed al 
com portam ento elettroforetico degli e s tra tti  tiroidei du ran te  lo sviluppo in 
confronto con le p roprie tà  della colloide adulta.

M ateria le  e m eto d i.

Per queste ricerche mi sono servito di tiroide di feti bovini di lunghezza 
CR com presa fra cm 14 e cm 50, e cioè di e tà  dalla I2a alla 25a se ttim ana di 
sviluppo (cm 14—16—18—20—22—26—30—32—39—40—41—45—50) e eli anim ali adulti.

Per 1 esame istochimico ho im piegato una serie di tecniche standard  
per i m ucopolisaccaridi su m ateria le fissato in Bouin ed incluso in paraffina : 
PAS ; A lcian blu 8 GN e Bleu di Toluidina, tam ponati a vari pH  ; m etilazione 
(HC1 0,1 N h 600 C —? go min) ; tra ttam en to  con acetone acido (HC1 o, 1

(*) Dall’Istituto di Istologia e Fisiologia generale dell’Università di Bologna diretto 
dal prof. Carlo Rizzoli.

(**) Nella seduta dell’8 febbraio 1964.
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N —  90 min-6o°) C ; [3] ; digestioni enzim atiche sulle sezioni microscopiche 
con sialidasi (dal V ibrio cholerae-Sigm a -  37°C per 3-5 -7  h) -  jaluronidasi 
testicolare (Jalo vis V ister -  1 m g/m i -  tam pone fosfati p H .7 -3 7 ° C  p e rn ii)  
-  jaluronidasi b atterica  (H yason 30 T .R .U ./m l -  tam pone aceta ti pH 5 ,6 -  
37° C per 3 h) -  papaina (L ight Co. -  tam pone acetati pH 5,6-37° C per 30, 
90 m in, 2 -4 -6  h).

Con tali tecniche è sta to  possibile precisare la n a tu ra  carboidrata, il 
ca ra ttere  polianionico, il tipo di radicali acidi presenti, il rapporto  fra car
bo id rati e frazioni proteiche della colloide esam inata.

Per Pesame elettroforetico le tiroidi, liberate dal grasso e dalle fascie, 
erano pesate, sezionate al congelatore, e s tra tte  con H 20 (3-4 v/peso) a 4 0 C 
per 24 h. Dopo centrifugazione il sopranatan te, opportunam ente diluito, 
veniva im piegato come tale per il frazionam ento elettroforetico.

L ’elettroforesi su ca rta  è s ta ta  eseguita in apparecchio a striscie orizzon
tali, ca rta  W hatm an  n° 1, 150-200 V olt, 2,5 m A /striscia, 12-15 ore di m igra
zione. I ferogram m i, essicati a ll’aria, venivano colorati con il nero amido 
(proteine), Pas (glucidi), A lcian Bleu e Bleu di Toluidina (gruppi acidi).

L ’elettroforesi in fase libera è s ta ta  eseguita in apparecchio Tiselius, 
modello H ilgher, in Veronal sodico-Veronal acido pH 8,6.

Le determ inazioni a ll’u ltracentrifuga sono sta te  eseguite in apparecchio 
analitico Phywe, a 50.000 R /m  in H 20 per 75 m inuti.

R isultati sperim en tali.

Ricerche ìstochimiche.

I risu lta ti istochimici da me o tten u ti si possono così descrivere.

A) C o m p a r s a  e c a r a t t e r i  i s t o c h i m i c i  d e l l a  c o l 
l o i d e  f e t a l e .

L a prim a com parsa di m ateriale colloideo extracellulare si osserva nel 
feto bovino di cm 14 ( i2 a settim ana). A  tale stadio la tiroide è ancora costi
tu ita  da nidi e cordoni solidi di cellule epiteliali con nucleo vescicoloso. Qua 
e là all’in terno di alcuni di tali nidi cellulari si osservano piccole q u an tità  
di m ateria le omogeneo ossidabile con il Pas, debolm ente basofilo.

Nel feto di cm. 16 ( i3 a settim ana) sono già comparsi i follicoli p e rfe tta 
m ente costitu iti, specie nella parte  profonda dell’organo. Gli elem enti epi
teli ani che rivestono i follicoli sono prism atici, a lti (media [i, 15) con il nucleo 
vescicoloso. L a colloide dei follicoli di aspetto  omogeneo, com patto  al centro, 
vacuolizzata alla periferia, è in tensam ente Pas positiva (presenza di gruppi 
glicoli), debolm ente basofila con il Bleu di Toluidina (pH 5,1) e tingibile con 
l ’A lcian (pH 2,5-3) (presenza di gruppi acidi). L a basofilia viene rim ossa dal 
tra ttam en to  con m etanolo acido ed acetone acido ; in nessun caso viene 
rip ris tin a ta  dopo saponificazione. I gruppi acidi che im partiscono la basofilia
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Il confronto su strisele contem poraneam ente allestite degli e s tra tti di 
tiroidi di feti di lunghezza progressiva dim ostra che la velocità di m igrazione 
rim ane costarlte per tu tto  il periodo considerato, e cioè dal prim o com parire 
della colloide alla com pleta organizzazione del parenchim a tiroideo.

T en ta tiv i di valu tare la velocità di migrazione per confronto con le p ro
teine seriche, m igrando contem poraneam ente sieri fetali ed e s tra tti tiroidei, 
dim ostrano che è dell’ordine delle alfa-globuline (fig. 2). Poiché le a lfa - 
globuline hanno una velocità, in fase libera di cm2 5,5 io ~ 5 see-1 V o lt-1 è 
pertan to  probabile che la colloide fetale abbia valori dello stesso ordine 
di grandezza.

Per confronto è s ta to  anche valu tato  il com portam ento elettroforetico 
della colloide adulta. Su ca rta  tale m ateriale presenta un  unica frazione nero- 
amido e Pas positiva. Il ca ra ttere  monodisperso è conferm ato dal com porta
m ento in fase libera (velocità di m igrazione cm2 5,78 io ~ 5 see-1 V olt- 1 ) e 
all’u ltracentrifuga.

Dagli e s tra tti purificati secondo il m etodo di Derrien e coll. [5] si o ttiene 
una unica frazione su carta , colorabile con il nero-am ido e col Pas. Il confronto 
d iretto  su ca rta  della colloide adu lta  e fetale conferma u lteriorm ente l’omo
geneità del m ateriale es tra tto  (fig. 3).

D iscussione e conclusioni.

I dati esposti si possono così com m entare.
i° Nella tiroide fetale duran te lo sviluppo, si osserva una notevole 

coincidenza nelle m odalità con cui si istituisce il m etabolism o dello jodio [11], 
la com parsa di m ateriale colloideo istochim icam ente dim ostrabile, l’es tra 
zione da ll’organo di glicoproteine a m obilità pseudo-globulinica.

20 D al punto  di v ista istochimico il m ateriale colloideo risu lta  notevol- 
m ente ca ratterizzato  in confronto ad altre m ucoproteine di origine ep ite
liale (es. muco delle cellule caliciformi, secreto della sottom ascellare . . ) [3] 
dai suoi ca ra tte ri di in tensa Pas positività, di debole basofilia sensibile alla 
sialidasi, al tra ttam en to  con m etanolo acido ed acetone acido. Il com por
tam ento  istochimico della colloide rim ane sostanzialm ente im modificato per 
tu tto  lo sviluppo fetale ed è identico a quello della colloide dell’adulto.

30 II com portam ento istochimico perm ette di avanzare l’ipotesi che 
la colloide tiroidea è costitu ita  fin dal suo prim o apparire da un glicoprotide, 
debolm ente acido, presum ibilm ente per radicali sialici (sensibilità alla siali
dasi). A  differenza di a ltre  m ucine epiteliali non si osserva salificazione in terna 
fra gruppi aminici proteici e radicali acidi carboidrati rim uovibile m ediante 
digestione enzim atica della frazione proteica [14].

4 0 D al punto  di vista elettroforetico la colloide e s tra tta  è costitu ita  
da una sola specie molecolare, di m obilità pseudoglobulinica, di p i vicino 
a 5,5, di n a tu ra  glicoproteica. F in da quando è estraibile in q u an tità  suffi
cienti per l’analisi elettroforetica, composizione molecolare (una sola banda),
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m obilità nel campo elettrico, com portam ento reattivo  rim angono costanti 
e identici a quelli dell’adulto.

5° A  differenza di a ltre  m ucine epiteliali, nelle quali si osserva una 
progressiva m aturazione biochim ica del m ateriale prodotto  (esempio cellule 
m ucipare deirin testino) [12] la colloide tiroidea viene secreta, fin dal suo primo 
apparire, con le medesime caratteristiche di composizione che con tradd istin 
guono il p rodotto  dell’adulto. Ciò sta, con ogni probabilità, a significare, 
che i processi di elaborazione chimica dell’ormone, cui la colloide partecipa, 
acquisiscono, fin da m om enti precoci dello sviluppo, una stabile e defini
tiva configurazione biochimica.
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