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Embriologia. — Osservazioni su l precoce differenziamento fu n z io 
nale deirinterrenale nelV embrione di pollo (* (**)\  N ota di G io v a n n i  

C h i e f f i , H a r r y  M a n e l l i , V ir g il io  B o t t e  e  L u c ia  M a s t r o l ia , 
presentata dal Corrisp. P . P a s q u in i .

Se l’organogenesi dell’in terrenale dell’em brione di pollo è s ta ta  oggetto 
di num erose ricerche, non uguale attenzione è s ta ta  riservata  alla de ter
m inazione del prim o differenziam ento di questo im portan te  com ponente 
della ghiandola surrenale.

L ’origine dell’in terrenale da una proliferazione dell’epitelio celomatico, 
sostenuta dal V annini (1943) e da a ltri A utori, tra  cui W illier (1959), si 
discosta da quella del W itschi (1956), che considera il cortex surrenalico, 
insieme alla m edulla della gonade, quali derivati del m esoderm a interm edio.

I prim i segni di a ttiv ità  funzionale delle cellule corticali del surrene 
sono s ta ti osservati da B arn e tt e Bourne (1942) nell’em brione di pollo di 
12 giorni in base alla com parsa istochim ica dell’acido ascorbico, considerato 
un indice della a ttiv ità  funzionale del surrene. L ’unica ricerca sistem atica è 
s ta ta  eseguita da Dawson (1953) con l’applicazione di alcune reazioni isto- 
chimiche, tra  le quali la sudanofilia, la reazione di Schultz per il colesterolo 
e la reazione di Ashbel e Seligm an per i chetosteroidi, la cui aspecificità è 
s ta ta  orm ai definitivam ente d im ostra ta  da K arnovsky e Deane (1955). Dawson 
osserva il prim o evidente segno istochimico di differenziam ento dell’interre- 
nale al 70 giorno di incubazione.

L a ricerca istochim ica della As-3  P-idrossisteroide deidrogenasi, enzim a 
che presiede a una delle prim e tappe della biosintesi degli orm oni steroidi, ci 
ha permesso di d im ostrare la com parsa del differenziam ento dell’in terrenale 
in stadi ancora più precoci di sviluppo.

M a t e r ia l e  e  m e t o d o .

L a ricerca è s ta ta  eseguita su em brioni di pollo (Razza L ivorno bianca) 
di 4, 4,1/2, 5, 5 1/2, 6, 6 1/2, 7, 8, io, 12, 15, 17 e 21 giorni di incubazione e 
su pulcini di 4 giorni. L a tem peratu ra  di incubazione è s ta ta  di 38,5 ± 0 ,2  °C.

A lcuni em brioni in vari stadi di sviluppo sono sta ti fissati in Bouiq per 
le osservazioni morfologiche, a ltri sono sta ti congelati con ghiaccio secco e 
sezionati al criostato  in fe ttine  di 15 p di spessore.

(*) Ricerche eseguite presso gli Istituti di Zoologia e Anatomia comparata dell’Uni- 
versità di Camerino e di Zoologia dell’Università di Roma, con il contributo del CNR nell’am
bito del « Gruppo di Ricerca per l’Embriologia per lo studio del differenziamento ».

(**) Pervenuta all’Accademia il 16 luglio 1964.
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Fino a 7 giorni di incubazione è sta to  sezionato in foto il tronco del- 
l’embrione,. m entre da ll’8° giorno sono s ta te  p ra ticate  sezioni della sola re
gione uro-genita le .

L a reazione istochim ica per la ricerca della A5~3 (3-idrossisteroide deidro
genasi (A5-3  (3-H S D H ) è s ta ta  eseguita secondo il m etodo di W attem berg  
(1958) m odificato da L evy e coll. (1959), usando come substrato  il deidroe- 
piandrosterone.

R is u l t a t i.

L a reazione per la A5~3 (3-H S D H  è risu lta ta  per la prim a volta n e t ta 
m ente positiva esclusivam ente nell’in terrenale dello em brione di 41 /2  giorni 
di incubazione. Essa è ca ra tte rizza ta  dalla presenza di fini p recip ita ti di for- 
m azani b lu-scuri nel citoplasm a delle cellule in terrenali (Tav. II, fig. 3). 
A  tale stadio l’in terrenale  è ancora in continuità , ventralm ente, con le cellule 
che parteciperanno alla form azione della m edulla della gonade (Tav. I, fig. 1). 
In queste u ltim e la reazione per Tenzima risu lta  negativa.

A  5 1/2 giorni, per l’intèrposizione delle vene subcardinali, che succes
sivam ente confluiranno a form are la vena cava posteriore, l’in terrenale 
viene separata  dalle cellule che ventralm ente partecipano alla formazione 
della m edulla della gonade (Tav. I, fig. 2). Queste ultim e sono sem pre ne
gative alla reazione per l’enzim a, che invece è presente nell’in terrenale con 
una in tensità  leggerm ente più forte che nello stadio precedente (Tav. II, 
fig. 4). L ’a ttiv ità  della A5~3 p-H SD H  diviene sempre più in tensa negli s tad i 
successivi e com pare oltre che nelle gonadi (Chieffi e coll., 1964) anche nel 
citoplasm a delle cellule parenchim ali del fegato e dei tubuli mesonefrici. Negli 
u ltim i due organi la positiv ità  è però da ritenersi aspecifica, in quanto  è 
presente contem poraneam ente nelle sezioni di controllo, incubate in assenza 
di substrato .

Dopo là m igrazione dei sim patoblasti (cellule cromaffini), la reazione 
risu lta  (positiva solo nei cordoni di cellule in terrenali (cellule corticali) e si 
conserva in tensa anche dopo la schiusa (Tav. II, figg. 5 e 6) fino allo 
stadio adulto.

D is c u s s io n e .

L a ricerca istochim ica della As~3 (3-H S D H  ci ha permesso di individuare il 
prim o differenziam ento funzionale dell’interrenale allo stadio di 4 1/2 giorni di 
incubazione. Questo stadio è di 2 1/2 giorni precedente a quello in cui Dawson 
(1953) ha osservato la com parsa dei lipidi e del colesterolo nelle cellule in 
terrenali. L a positiv ità della reazione di A shbel-Seligm an per i chetosteroidi, 
osservata d a | Dawson dal 90 giorno di incubazione, ha perso ogni significato 
da quando K arnovski e Deane (1955) ne hanno d im ostrata  la com pleta aspe- 
cificità. P ertan to  la dim ostrazione con metodo istochimico specifico di un 
enzim a fondam entale della biosintesi degli ormoni steroidi, non solo ha
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conferm ato la presenza nell’in terrenale em brionale di una a ttiv ità  funzionale, 
m a ha permesso per la p rim a volta di ind ividuarla in stadi precocissimi di 
sviluppo. L a  com parsa della A5~3 p-H SD H  nell’in terrenale precede il diffe
renziam ento istochimico delle gonadi, in cui l’enzim a è dim ostrabile dall’8° 
giorno di incubazione (Chieffi e coll., 1964). Bisogna però precisare che la 
presenza di questo enzim a è indice di una delle prim e tappe della steroido- 
genesi, cioè della trasform azione del pregnenolone a progesterone. Quindi 
ci è impossibile per ora stabilire con m etodo istochimico se la biosintesi 
proceda oltre nella form azione d e i corticosteroidi sin dai prim i stadi di svi
luppo.

Il precoce differenziam ento dell’in terrenale non è quindi una ca ratteristica 
degli Anfìbi, in cui è s ta ta  d im ostra ta  la presenza dei lipidi nelle cellule in- 
terrenali sin dallo stadio 25 delle tavole del W itschi (1956) (m etam orfosi in 
cipiente) in Rana sylvatìca (Segai, 1953) e dei lipidi, del colesterolo e della 
A5~3 (3-H S D H  dallo stadio 23-24 di Rana esculenta (Chieffi, 1955; Chieffi e 
B otte, 1963). In fa tti l’em brione di pollo di 4 1/2 giorni d ’incubazione corri
sponde allo stadio 25 delle tavole di sviluppo standard  del W itschi (1956).
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S P IE G A Z IO N E  D E L L E  TA V O LE I E  II 

T a v o l a  I.

Fig. i. -  Sezione trasversale di un embrione di 4 giorni e mezzo: il blastema dell’interrenale 
(i) è già ben delimitato, anche se non completamente distinto, dall’abbozzo della gonade 
per mezzo della vena subcardinale (v); sul lato esterno dello stesso blastema sono 
chiaramente visibili i tubuli mesonefrici. (180 x).

Fig. 2. -  Sezione trasversale di un embrione di 5 giorni e 17 ore: il blastema dell’interre- 
nale (i) è nettamente separato dalle gonadi per mezzo della vena subcardinale (v); 
ad esso stanno arrivando le cellule simpatiche o cromaffini (s). (100 X).

T a v o l a  IL

Fig. 3. -  Sezione di un embrione di 4 giorni e mezzo: in corrispondenza delle due interrenali, 
si nota, se pur poco intensa, la reazione della A5~3 (3-HSDH. (60 x*).

Fig. 4. -  Sezione di un embrione di 5 giorni e mezzo: la reazione per la A5~3 (3-HSDH a 
livello delle interrenali è un poco più intensa che nello stadio di 4 giorni e mezzo. 
(80 X).

Fig. 5. -  Sezione di un embrione di io giorni: la reazione per la A5-3 (3-HSDH nelle surrenali 
è molto più intensa ed estesa che negli stadi precedenti. (60 X ).

Fig. 6. -  Sezione delle surrenali di un pulcino di 4 giorni: la reazione per la A5~3 (3-HSDH 
è fortemente positiva. (60 x ).


