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Istochimica. — Modificazioni indotte dall’etionina nell’accumulo 
lipidico epatico dell’embrione di pollo alla schiusa: analisi istochimica 
e gas-cromatografica. Nota di C a r l o  R iz z o li , F r a n c e s c o  A. M a n z o l i  
e P a o lo  C a r in c i  (#), presentata (* (**)#) dal Socio O . M .  O liv o .

L ’etionina è un analogo m etabolico e s tru ttu ra le  della m etionina ad 
azione biologica m olto complessa, che va dall’inibizione della sintesi proteica 
e dell’incorporazione degli am inoacidi nelle proteine di s tru ttu ra , ad a lte ra 
zioni del m etabolism o glicidico e lipidico

In  particolare per quanto  riguarda il m etabolism o lipidico l’etionina è 
agente steatogeno di costante e riproducibile azione, almeno nell’anim ale 
adulto  d i sesso femminile [9]; anche se l’azione steatogena è variam ente in 
te rp re ta ta  come carenza re la tiva  di m etili labili [3-23—24] o come difetto  
di produzione dei fa tto ri di trasporto  serici (lipoproteine) e conseguente accu
m ulo dei lipidi p rodo tti nell’epatocita  • [8-11—13-16].

Chim icam ente la steatosi etioninica è cara tterizzata  dall’esclusiva o quasi 
esclusiva presenza di trigliceridi [9- 15], m entre, almeno nell’adulto, poco 
in teressate sono* le frazioni coles term iche [12]' e fosfolipi diche [12-18]. 
Singoli dati riguardano il rapporto  tra  etionina ed acidi grassi insaturi nei 
lipidi d ’accum ulo [io].

In  quasi tu tte  le ricerche fino ad ora espletate l ’azione steatogena del
l ’an tagon ista  è s ta ta  esam inata sul fegato dell’adulto, il cui contenuto  lipi
dico è m olto lim itato , valu tandone il grasso accum ulato. L/azione steatogena 
dell’etionina è docum entata  anche per l’em brione di pollo, con un  lim ite p re
sum ibile di «com petenza»  [17] delle cellule epatiche all’accum ulo lipidico 
che si aggira sul 70 giorno di incubazione [4].

N on ci consta che sia s ta ta  esam inata l’azione dell’an tim etabo lita  sul 
fegato nel corso di un  accumulo fisiologico dei lipidi, come è il caso deH’em brione 
di pollo in prossim ità della schiusa [5—19].

A bbiam o ritenu to  che un  esame di tal genere potesse consentire un  appro
fondim ento dell’azione dism etabolica dell’etionina sul m etabolism o lipidico 
a livello della cellula epatica e portare  un contributo  alla conoscenza dei 
meccanism i m etabolici che presiedono ed accom pagnano la schiusa e l’inizio 
della v ita  libera [2].

Abbiam o così som m inistrato  l ’etionina all’em brione di pollo in I 2 a gior
n a ta  di incubazione ed, in questa prim a nota, abbiam o esam inato istochimi- 
cam ente e chim icam ente i lipidi che si accum ulano dal i$° al 210 giorno di 
incubazione.

(*) Dall’Istituto di Istologia e Fisiologia generale dell’Università di Bologna -  Direttore 
dott. prof. Carlo Rizzoli.

(**) Nella seduta dell’n  aprile 1964.
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M a t e r ia l i  e  m e t o d i .

Come nelle precedenti ricerche [2] abbiam o usato uova di Gallus gallus 
di razza L ivorno bianco incubate in term ostato  a 39°~40°C. L a D L etionina 
(N.B.Co) è s ta ta  som m inistrata per via endovitellina in I 2 a g iornata  di incu
bazione (1 mi di soluzione 2 % in H 20-20 mg/uovo). Gli em brioni t ra t ta t i  
ed i controlli sono s ta ti prelevati di 12 in 12 ore fino alla i5 a g io rnata  e succes
sivam ente di giorno in giorno fino alla 2 ia.

I fegati, im m ediatam ente dopo il prelievo, erano fissati in formolo io  % o, 
per il test di Baker, in formolo calcico, per non più di 6 ore, lavati con H zO 
e sezionati al m icrotom o congelatore. L ’analisi istochim ica dei lipidi è s ta ta  
condotta  con i seguenti tests: per i grassi to tali con il Sudan III ; per il cole
sterolo con il test alla digitonina (digitonina 0,5 % in etanolo 50 % -  esame 
al microscopio polarizzatore; il colesterolo form a con la digitonina dei cri
stalli birifrangenti); per i colesteridi con la reazione di L ieberm ann, m odifi
ca ta  da Schultz (ossidazione con allum e ferrico 2,5 % per 72 a 37°C -  rea
zione con una miscela a p arti uguali di acido solforico e acido acetico; gli 
esteri del colesterolo assumono un colorito verdastro); per i fosfolipidi con il 
test di Baker, prim a e dopo estrazione con piridina (i fosfolipidi appaiono di 
colorito nero, m entre  non si colorano dopo estrazione con piridina).

D ato  che l’azione dell’etionina può essere condizionata dal sesso [7], 
abbiam o tenuto  conto di tale eventuale influenza prelevando sistem atica- 
m ente ad ogni em brione ed esam inando istologicam ente la gonade sinistra.

II contenuto  to tale  in lipidi dei fegati esam inati è s ta to  determ inato  
per pesata  prim a e dopo estrazione con alcool-etere (2/1) e riferito a peso 
secco.

L ’analisi gas-crom atografica è s ta ta  eseguita secondo la tecnica di J a 
mes [14]. Gli organi venivano omogeneizzati, e s tra tti con la miscela di Bioor 
(alcool-etere 3 /1 ) 'per 24 ore a tem peratu ra  am biente. L ’estra tto  alcool-etereo 
veniva filtrato  ed evaporato  in bagnom aria a 65° C sotto  vuoto. Il residuo 
era ripreso con etere etilico ed i lipidi venivano saponificati con KOH alcoolica 
per 5 ore, a 65° C. L ’insaponificabile es tra tto  con etere veniva scaricato; 
dal residuo gli acidi grassi erano liberati con H 2S 0 44 N , e s tra tti con etere 
e successivam ente esterificati con m etanolo acido per HC1 0,5 N a 55°C per 
3 ore. L a , miscela degli esteri metilici era analizzata in gas-crom atografo  
Pye (I), a cam era di jonizzazione, usando come gas vettore l’argon, su colonna 
di celite 100-200 mesh, con fase stazionaria di polietilene-glicole-adipato, 
a 1800 C, con pressione di ingresso dell’argon 0,8 Kg/cm2, flusso di uscita 80 mi 
al m inuto. I grafici o tten u ti sono s ta ti poi valu ta ti q u an tita tiv am en te  m e
d ian te il m etodo della triangolazione.

(1) Desideriamo ringraziare il prof. Libero Martoni, D irettore dellTstituto Clinico di 
Puericoltura dell’Università di Bologna, per averci gentilmente concesso l’uso del gas-cro
ma tografo.
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R is u l t a t i s p e r im e n t a l i .

D ati Istochimici.

Al term ine dell’incubazione il fegato dei controlli è di colorito giallo 
intenso, di consistenza pastosa, di aspetto  untuoso al taglio. Negli em brioni 
tra t ta t i  l’organo appare di volume rido tto , di colorito giallo verdastro, di con
sistenza teso-elastica, di aspetto  untuoso al taglio. N otevole è la riduzione 
delle dimensioni della colecisti. Gli embrioni tra tta ti ,  pur giungendo al te r
mine dell’incubazione, non schiudono.

Grafici i-2 . -  Frazionamento gas-cromatografico degli acidi grassi epatici
in 2 ia giornata.

1. — Controllo 2. -  Trattato.

Identificazione dei picchi: 1) miristico; 2) paimitico; 3) eptadecanoico; 4) stearico; 5) oleico;
6) linoleico; 7) eicosenoico; 8) eicosodienoico; 9) eicosotrienoico; io) docosoeisaenico.

Sem pre in 2 ia g io rnata  all’esame microscopico, dopo colorazione col Sudan 
per i grassi to tali, i fegati dei controlli presentano un aspetto  di infiltrazione 
filassi va, diffusa in tu tto  il lobulo, con cellule infarcite di num erose e m inute 
gocciole (1,5-3 p. di diam etro). Nei tra t ta t i  l ’infiltrazione lipidica è pure 
assai in tensa e diffusa, costitu ita  però da gocciole poco num erose per cellula 
e m olto voluminose (9-13 p, di diam etro). Le differenze nelle dimensioni e 
nel num ero delle gocciole sono talm ente evidenti da consentire im m ediata
m ente la diagnosi microscopica dei fegati tra tta ti  (Tav. I. Fig. 1-2).
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A ll’analisi istochim ica dei costituen ti lipidici presenti nelle gocciole si 

osservano, nei controlli, forti q u an tità  di colesterolo libero, di colesteridi, 
di fosfolipidi. Nei t r a tta ti  il test di Baker è nettam en te  positivo (fosfolipidi); 
risultano invece pressoché del tu tto  negativ i i tests con la digitonina (radi 
cristalli b irifrangenti sparsi qua e là nel parenchim a epatico [Tav. II -  
fig. 2] e di Schultz per i colesteridi. Nei lipidi che si accum ulano nel fegato 
degli em brioni tra t ta t i  m ancano adunque il colesterolo ed i suoi esteri.

A bbiam o successivam ente cercato di precisare le m odalità istochimiche 
qualita tive con cui si istituisce, nel corso degli ultim i giorni della v ita  em brio
nale, l’infiltrazione lipidica sotto  carico di etionina.

In I3a g io rnata  e cioè 24 ore dalla som m inistrazione dell’antagonista  
nelle cellule dei fegati t ra t ta t i  si osservano rare e m inute gocciole sudanofile, 
p revalentem ente nelle cellule periportali; non è presente colesterolo (test 
alla digitonina negativo). Tale quadro è sostanzialm ente analogo a quanto  
si osserva nei controlli.

F ra  le 36 e le 48 ore dalla som m inistrazione dell’etionina compaiono 
qua e là negli epatociti voluminose gocciole sudanofile.

In  i5a g io rnata  il quadro morfologico ed istochimico dei lipidi che si 
accum ulano nei fegati t ra t ta t i  è già tipicam ente etioninico e cioè costitu ito  
da voluminose gocciole sudanofile, da assenza di colesterolo e di colesteridi. 
Nei successivi giorni di sviluppo fino al term ine dell’incubazione si osserva 
l’estendersi dell’infiltrazione a tu tto  il parenchim a. Il num ero delle gocciole 
per cellule aum enta e tendono a prevalere le grandi gocciole.

Le caratteristiche istochim iche dell’accumulo lipidico epatico sono ind i
stinguibili fra gli em brioni di sesso $  e $. In  entram be le due serie si osserva 
la m edesim a steatosi a grandi gocciole, prive di colesterolo e dei suoi esteri.

D ati quantitativi.

I dati morfologici ed istochimici precedentem ente esposti dim ostrano 
che la som m inistrazione di etionina modifica la n a tu ra  dei lipidi che norm al
m ente si accum ulano nel fegato dell’em brione di pollo in prossim ità della 
schiusa (assenza del colesterolo e dei colesteridi).

Abbiam o successivam ente cercato di dim ostrare se alle modificazioni q u a
lita tive  si accom pagnano variazioni della q u an tità  re la tiva dei lipidi accum u
lati nell’organo.

In  Tabella I sono raccolti i valori sul contenuto lipidico to tale riferito a 
peso secco dal 150 giorno al 210 di incubazione. Il contenuto lipidico epatico 
nei controlli è notevolm ente elevato in 15a giornata (14,1 % sul peso secco) 
ed aum enta fino a costituire in prossim ità della schiusa il 46,0%  del peso 
secco. U n  increm ento parallelo e q uan tita tivam en te  pressoché indistinguibile 
si osserva nei fegati degli anim ali t ra t ta t i  con etionina; i lipidi costituiscono 
il 18,5 % del peso secco in 15s g io rnata  e il 52,3 % in 2 ia g io rnata  di incuba
zione. L a q u an tità  dei lipidi accum ulati neH’organo non varia sotto  l’azione 
dell’etionina.
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T a b e l l a  I.

Contenuto percentuale dei lipidi totali riferito al peso secco.

Giorni 
di sviluppo Fegato normale Fegato etioninico

15 1 4 , 1 18,5

17 28,3 2 3 , 1

19 4 4 , 4 4 5 , i

21 46,0 52,3

L a steatosi etioninica è costitu ita  da un prevalente accumulo di triglice- 
ridi con partecipazione dei fosfolipidi. Abbiam o allora stud iato  se i lipidi 
presentassero una differente composizione rispetto  ai controlli, esam inando 
m ediante analisi gas-crom atografica lo spettro  in acidi grassi.

Nel fegato dell’em brione di pollo in i5 a g io rnata  sono presenti i seguenti 
io  acidi grassi: m iristico, paim itico, eptadecanoico, stearico, oleico, linoleico, 
eicosenoico, eicosodienoico, eicosotrienoico, docosoeisaenico. Gli acidi grassi 
sa tu ri rappresentano  poco più della m età del contenuto percentuale in acidi 
grassi. (55,09 % -  Tabella II). Nei successivi stadi esam inati, e cioè in 17a, 19% 
2 i a g io rnata  di incubazione, lo spettro  degli acidi grassi non si modifica quali
ta tivam en te . I valori percentuali degli acidi grassi saturi presentano però 
una lieve dim inuzione fino alla schiusa; accentuate modificazioni q u an tita 
tive percentuali si osservano invece nelle concentrazioni relative tra  m onoin
sa tu ri e poliinsaturi. I prim i, essenzialm ente rappresen ta ti dall’acido oleico 
(Cl8:i) j presentano uri continuo increm ento percentuale per tu tto  il periodo 
considerato (15a g io rnata  : 17,78% -  2 ia g. : 33,68%), m entre i secondi 
dim inuiscono correlativam ente (Tabella II). Il rapporto  C i8:o/Ci8.:i e cioè fra 
l ’acido stearico e l’acido oleico presenta nei vari stadi esam inati un  continuo 
decrem ento, il che conferm a che nel complesso anche il grado di insaturazione 
degli acidi grassi aum enta.

Nel fegato degli em brioni t ra t ta t i  con etionina si osserva lo stesso spettro  
qualita tivo  degli acidi grassi (miristico, paim itico, eptadecanoico, stearico, 
oleico, linoleico, eicosenoico, eicosodienoico, eicosotrienoico, docosoeisaenico). 
Sono invece modificati, rispetto  ai controlli, i rapporti q u an tita tiv i fra le varie 
frazioni e il loro com portam ento nello sviluppo.

E  an z itu tto  costantem ente m inore la q u an tità  percentuale di acidi grassi 
sa tu ri presenti, anche se nel corso dell’incubazione si osserva un increm ento 
lim itato  di tali frazioni che passano dal 16,97 % hi I7a g- al 27,99 % in 2 ia g.

Per quanto  riguarda gli acidi grassi m onoinsaturi la loro concentrazione 
percentuale è m olto elevata ed assai maggiore dei controlli (Tabella II).
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D a un punto  di vista qualita tivo  dunque la steatosi etioninica è c a ra tte 
rizzata da u n ’am pia prevalenza di acidi grassi insaturi, specie m onoinsaturi, 
che si istituisce precocem ente, appena inizia l’infiltrazione lipidica.

Tabella II.

Acidi grassi (C ontenuto  percentuale).

Giorni di sviluppo Saturi Monoinsaturi Poli insaturi

15 n o r m a l e ................ 55 >09 17,78 27,13 1,38

17 normale . . . . . 53,59 21,90 24,51 0,86

etioninico . . . . . 16,97 64,57 18,46 0,11

19 n o r m a l e ................ 5U7I 27,09 21,20 0,69

etion in ico ................ 19,30 53,34 27,36 0,13

21 n o r m a l e ................ 49,12 33,68 17,20 0,32

etioninico . . . . 27,99 58,16 13,85 0,19

Conclusione e discussione.

I dati da noi raccolti si possono così riassum ere e discutere:
i °  L a som m inistrazione di e tionina all’em brione di pollo in I 2 a gior

n a ta  di incubazione modifica qualita tivam ente  il tipo di lipidi che norm al
m ente si accum ulano nel fegato in prossim ità della schiusa, senza variare 
in modo stà tisticam ente  significativo l ’in tensità  dell’accumulo stesso.

Q ualita tivam ente, per quanto  è messo in evidenza dall’analisi istochi- 
mica, nel fegato degli em brioni t r a t ta t i  m ancano le frazioni colesteriniche e 
cioè il colesterolo libero ed i suoi esteri, m entre sono presenti i fosfolipidi.

Sono dunque le com ponenti colesteriniche specificatam ente sensibili 
a ll’an tagonista. L a variazione della composizione chimica dei lipidi epatici 
si accom pagna a modificazioni morfologiche delle m odalità di accumulo.

2° D a un punto  di vista q u an tita tiv o  l ’infiltrazione lipidica avviene 
nella stessa m isura nei controlli e nei tra tta ti .  Cioè con un progressivo accu
mulo a partire  dalla i5a g io rnata  che p o rta  nei tra tta ti  il grasso to tale  dal 
18,5/0 del peso secco al 52,3% in 144 ore. M anca dunque nei tra t ta t i  la 
rap ida steatqsi (24-36 ore) tipica dell’antagonista, riscontrabile invece in 
stadi precoci! nello stesso em brione di pollo (8~9a giornata) [4]. Nel periodo 
della infiltrazione fisiologica pertan to  anche in presenza di etionina, i lipidi 
si accum ulano secondò il ritm o proprio dell’epatocita, anche se qua lita tiv a 
m ente modificati.
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3° L ’analisi gas-crom atografica conferma che il danno prim ario da etio- 
nina è riferibile ad alterazioni del m etabolism o lipidico endocellulare prim a 
che a modificazioni dei meccanismi di trasporto. Anche nei lipidi che si 
accum ulano i rapporti percentuali di acidi grassi sono interessati dall’etionina 
e in un  senso (desaturazione) che è prova, almeno ind iretta , di una alterazione 
del metabolism o. Sarebbe in tal senso interessante stabilire le m odalità delle 
ossidazioni cellulari nei tra t ta t i  rispetto  ai controlli (1-3).

40 I meccanismi a ttraverso  i quali l’etionina influenza la composizione 
lipidica epatica rim angono ancora da precisare. Gli am inoacidi solforati modifi
cano il tasso colesterolemico, forse in rapporto  con il loro g ruppo-—SH [22]; 
che il gruppo —SC2H 5 dell’etionina possa ingranare nei processi del m etabo
lismo interm edio dei gruppi —-SH è stato  già d im ostrato nella necrosi epatica 
tiolopriva da brom obenzene [20].

L ’esame delle lipoproteine seriche potrebbe consentire di discrim inare 
la parte  dovu ta ai m eccanismi di trasporto  dal vitello.

50 L a steatosi etioninica è infine indipendente dal sesso, nel senso 
che negli em brioni S S  m anca l’azione p ro te ttiv a  esplicata dagli ormoni andrò- 
geni nell’anim ale adulto, benché tali ormoni siano secreti anche dall’embrione 
in tale periodo di sviluppo [21].
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