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Biologia. — Azione della tiroxina su code d i larve d i T riturus 
taeniatus coltivate in vitro (*;. Nota di S ergio F iloni e M aria V it
toria D onatelli, presentata ^  dal Socio A. Stefanelli,

Summary. — The present research was intended to test if tyroxin would exert any 
toxic effect on tissue expiants cultivated in vitro. To this purpose tails from larval newts 
(Triturus taeniatus) at the stage 59-60, according to Glückshon, were treated with tyroxin 
Roche diluted 1 : 1.000.000 during 3-6-9 days of culture.

The control tails were left to grow in a tyroxin-lacking medium for the same period 
of time.

The results suggested that tyroxin does not have any toxic effect on the tissue expiants; 
in fact it does not induce any degeneration in the tails cultivated in vitro. Extensive 
histological changes of the caudal tissues^absolutely comparable - with those obtained during 
normal metamorphosis could be observed. No one of these changes was observed in the 
tails grown in a tyroxin-lacking medium.

Introduzione.

Fin dalle prim e ricerche di G udernatsch [1] e Cotronei [2], num erosis
simi sono i lavori concernenti lo studio dei m eccanism i che influenzano 
i processi della m etam orfosi negli Anfibi. U n a  vasta rassegna bibliografica 
su ll’argom ento è sta ta  ripo rta ta  da Baffoni [3] e da  E tk in  [4].

L a grande a ttiv ità  della tirox ina sulla m etam orfosi, quando venga dissolta 
nel mezzo esterno o inoculata in larve di Anfibi, è orm ai accertata (Romeis [5]; 
Kosm in e R esnitsckenko [6]; A lien [7] ; E tk in  [8] e m olti altri) e perciò 
l ’influenza della tiroide sulla m etam orfosi deve considerarsi come il risultato 
della secrezione di tiroxina.

U n  problem a di grande im portanza era di stabilire se l ’azione dell’ormone 
tiroideo nell’indurre trasform azioni m etam orfiche fosse d ire tta  o indiretta. 
L ’argom ento è stato  affrontato sia con trap ian ti eterotopici, sia trap ian tando  
i tessuti che si trasform ano o riassorbono duran te la m etam orfosi tra  anim ali 
m etam orfosanti in tem pi diversi (Kornfeld [9]; U hlenhuth  [io]; Sem brat [11 ]; 
H elff [12, 13, 14]; H elff e C lausen [15]; Helff [16]; Schwind [17]; Fukai [18]; 
Blacher, L iosner e W orozowa [19]). T uttav ia , questi m etodi sperim entali non 
erano in grado di escludere u n ’eventuale azione induttrice esercitata dai tessuti 
stessi dell’ospite, anch ’essi in via di trasform azione m etam orfica.

N otevoli progressi in questo campo si sono ottenuti m ediante im pianti 
di fram m enti di agar im pregnato di orm one tiroideo (H artw ig [20]) ò con

(*■) Ricerca eseguita nel Centro di Neuroembriologia del C.N.R., presso l’Istituto di 
Anatomia Comparata « G. B. Grassi » dell’Università di Roma.

(**) Nella seduta dellTi febbraio 1967.
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pellets di colesterolo-tiroxina (K altenbach [21, 22, 23, 24, 25]; Weiss e Ros
setti [26]; Pesetsky e Kollors [27]; Kollros [28] per indurre cam biam enti 
locali. M a anche questa tecnica talvolta non esclude possibili effetti indiretti 
nella stessa area locale (E tkin  [4]).

R isultati convincenti si sono ottenuti nel nostro Istitu to  grazie al metodo 
com parativo (Baffoni e Gatte [29, 30]; Baffoni [31]). Confrontando le m odi
ficazioni subite dalle cellule di M authner fra larve di A nuri e U rodeli in 
seguito a trattam en to  con tiroxina, gli A utori hanno chiaram ente dim o
strato che il neurone m authneriano non è d irettam ente suscettibile all’ormone 
tiroideo.

Recentem ente, l ’azione della tiroxina è sta ta  stud iata su tessuti espiantati 
m  vitro (W eber [32]; Shaffer [33]). T uttav ia , come risu lta dalla ricerca 
bibliografica da noi eseguita, l ’effetto dell’ormone tiroideo in vitro è stato stu 
diato solo su tessuti che duran te la m etam orfosi subiscono un processo invo
lutivo. In  particolare W eber [32], riuscì ad ottenere l ’involuzione di code 
di Xenopus laevis tra tta te  in vitro con tiroxina, m a osservò che il riassorbim ento 
della p inna delle code isolate avveniva m olto più precocem ente che in girini 
esposti alle stesse concentrazioni di tiroxina.

E ra pertan to  lecito sospettare che i fenomeni involutivi fossero dovuti 
anche ad un qualche effetto tossico della tiroxina in vitro. A bbiam o perciò 
ritenuto  opportuno verificare l ’azione dell’ormone tiroideo su code espiantate 
di un Anfibio U rodelo (Triturus taeniatus') in cui la m etam orfosi non porta 
alla distruzione dell’in tera coda, m a ad una trasform azione della sua istologia.

M ate ria le  e m e t o d o .

Sono stati eseguiti espianti di code di larve di Triturus taeniatus allo 
stadio 59-60 (sec. G lücksohn [34]).

Allo scopo di o ttenere le migliori condizioni di ossigenazione, le codine 
espiantate sono state coltivate su tessuto di acetato di cellulosa galleggiante 
nel mèzzo di cu ltura secondo la tecnica di Shaffer [3 5 ].

Il mezzo di cu ltura era costituito da soluzione fisiologica di N iu -T w itty  
addizionata e solfodiazina 0,05 %, a dicristicin 100 un ità  per cc. ed a siero 
di vitello giovane, scaldato per dieci m inuti a 6o° C, al 3 % .

Sonò stati eseguiti 30 espianti. Quindici codine venivano usate come 
controllo; al mezzo di cultura delle altre 15, al terzo giorno veniva aggiunta 
tirox ina Roche nella concentrazione di 1 : 1.000.000.

Sia le code tra tta te  che quelle di controllo sono state fissate dopo 6, 9, 12 
giorni di cultura, in Bouin, tagliate secondo il piano sagittale e trasverso a 
7 (JL di spessore è colorate con em allum e e eosina.

C ontem poraneam ente alla cultura in vitro , individui di Triturus tae
niatus allo stadio 59-60 sono stati tra tta ti con tiroxina 1 : 1.000.000 e fissati 
nove giorni dopo il tra ttam ento .
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Descrizione dei risultati.

Aspetto morfologico ed istologico di code di T riturus taen iatus allo stadio 59-60
dopo 6—9—12 giorni di cultura in mezzo privo d i tiroxina.

O s s e r v a z i o n  i m a c r o s c o p i c h  e. -  I /a sp e tto  delle code colti
vate in soluzione fisiologica per 6 -9-12  giorni non differiva, in generale, da 
quello presentato  al m om ento dell’operazione ad esclusione di una m aggior 
trasparenza della m uscolatura (Tav. I, fig. 1).

Nel punto  prossim ale alla zona di am putazione si notava la formazione 
di un piccolo rigenerato.

In  seguito a stim olazione d iretta , le codine espiantate rispondevano 
m ediante contrazioni, dim ostrando così la loro vitalità .

O s s e r v a z i o n i  m i s c r o s c o p i c h e .  -  Sia le code espiantate 
per 6 giorni, che quelle coltivate per un periodo più lungo (9-12 giorni) 
m ostrano un aspetto  istologico perfettam ente sovrapponibile.

L ’istologia delle code coltivate in vitro non differisce sostanzialm ente 
da quella riscontrata in code di individui norm ali allo stesso stadio (Tav. II , 
% • S)- In particolare l ’epiderm ide appare bistratificata, lim itata all’esterno 
da una cuticola continua. In terposte fra i due piani cellulari si trovano le 
grosse cellule del Leydig. Al di sotto dell’epiderm ide, il derm a è molto 
sottile, con num erosi crom atofori. Sono assenti le ghiandole pluricellulari. 
Procedendo verso [’interno, si osserva un sottile strato  di cellule m esenchim ali 
e quindi la m uscolatura ben conservata.

Le vertebre hanno l ’arco neurale ed emale cartilaginei (Tav. II , fig. 7).
Di particolare interesse è s ta ta  l ’analisi istologica del rigenerato nel punto 

prossim ale alla zona di asportazione. L ’epiderm ide è ben rigenerata, la noto
corda si differenzia norm alm ente sebbene sia considerevolm ente rido tta  in 
m isura. A nche a carico del midollo spinale avviene un processo rigenerativo 
notevole, che porta  alla costituzione di un midollino neoform ato presentante 
a ll’estrem ità una dilatazione am pollare. L a dim ostrazione di un processo 
rigenerativo in vitro era già sta ta  data  da Stefanelli e coll. [36] su code isolate 
di Hyla arborea.

Code d i T ritu rus taeniatus allo stadio 59-60 dopo 3 -6 -9  giorni d i cultura in
mezzo con tiroxina I  : 1.000.000.

O s s e r v a z i o n i  m a c r o s c o p i c h e .  — M odificazioni m orfolo
giche apprezzabili m acroscopicam ente, sono chiaram ente visibili solo in code 
coltivate in mezzo di cu ltura con tiroxina dopo 6 -9  giorni. Esse m ostrano 
una m uscolatura più ispessita di quella dei controlli ed inoltre una notevole 
riduzione della p inna dorsale e ventrale (Tav. I, figg. 2, 4). A nche in code 
tra tta te  con tirox ina si è notato un notevole processo rigenerativo in corrispon
denza della regione di taglio.
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O s s e r v a z i o n i  m i c r o s c o p i c h e .  — Dopo 3 giorni d i cultura* 
L ’istologia delle code tra tta te  non differisce sostanzialm ente da quella di una 
coda di controllo se si fa esclusione dell’epiderm ide. Questa, p u r essendo 
ancora bistratificata, presenta un raggrinzim ento della cuticola che in alcuni 
pun ti si m ostra d istaccata dallo strato  esterno dell’epiderm ide.

Dopo 6 giorni d i cultura: Si osserva una riduzione notevole delle pinne 
codali, -soprattutto di quella ventrale (Tav. I, fig." 4).

Le maggiori modificazioni istologiche sono a carico dell’epiderm ide che 
non ha più un aspetto  larvale. Essa è in fatti p luristratificata con cuticola 
nettam ente distaccata, con cellule di Leydig notevolm ente ridotte sia, in num ero 
che in dim ensioni (Tav. II , fig. 6).

Dopo 9 giorni d i cultura: Le modificazioni istologiche sono assai notevoli 
e riguardano sp ra ttu tto  la pelle e la colonna vertebrale.

La pelle: l ’epiderm ide risulta pluristratificata, p riva di cuticola, con 
rarissim e cellule di Leydig; le poche cellule di Leydig presenti sono ridotte 
in dimensioni. Al di sotto dello strato epidermico, il derm a più ispessito pre
senta num erosi cromatofori specie in corrispondenza delle prim e dorsali e 
ventrali atrofizzate. In  questa regione l ’epiderm ide appare costituita da un 
num ero di strati notevolm ente superiore a quello riscontrato nella pelle che 
ricopre la m uscolatura della coda.

Le vertebre', nella m aggioranza dei casi, il processo di ossificazione interessa 
non solo il corpo vertebrale, m a anche l ’arco neurale ed emale (Tav. II , fig. 8). I 
corpi vertebrali sono fra loro separati da un anello cartilagineo intervertebrale.

Il midollo spinale e la m uscolatura sono ben conservati.

Code d i larve d i T ritu rus taeniatus allo stadio 59-60 dopo 9 giorni di tratta
mento con tiroxina I  : 1.000.000.

L a coda presen ta  una m uscolatura più ispessita e le pinne dorsale e 
ventrale sono quasi com pletam ente atrofizzate. L a loro atrofia è nettam ente 
superiore a quella p resen tata  dalle code tra tta te  m  vitro per lo stesso periodo 
di tem po. L ’epiderm ide è p luristratificata e p riva di cuticola. Le cellule di 
Leydig sono pressoché assenti, comunque volum etricam ente ridotte, nell’epi- 
derm ide si può distinguere lo strato corneo e lo strato  m alpighiano. Nel derm a 
si sono osservate num erose ghiandole pluricellulari. Le vertebre sono com
pletam ente ossificate.

D is c u s s io n e .

I risu ltati o ttenuti nella presenta ricerca, da un lato dim ostrano che l ’or
m one tiroideo ha un effetto diretto  nell’indurre trasform azioni istologiche 
dei tessuti codali degli Anfibi U rodeli e d a ll’altro escludono la sospettata 
azione tossica della tiroxina sui tessuti espiantati.

In fatti, al contrario di quanto avviene per la coda degli A nuri tra tta ta  
in vitro con tiroxina (W eber [32]), la coda degli U rodeli non va incontro a
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degenerazioni (se si esclude il riassorbim ento delle pinne codali), m a subisce 
profonde trasform azioni istologiche in tu tto  simili a quelle che si ottengono 
nella m etam orfosi norm ale.

O ltre al parziale assorbim ento delle pinne codali, sono risultate partico lar
m ente interessanti le modificazioni m etamorfiche a carico della pelle e della 
colonna vertebrale.

L ’epiderm ide risu lta  pluristratificata, priva di cuticola, con rarissim e 
cellule di Leydig, il derm a più ispessito, le vertebre in via di ossificazione. 
L ’influenza dell’ormone tiroideo sul processo di ossificazione è nota. Già 
T erry  [37] aveva osservato che in seguito a tiroidectom ia sia l ’ossificazione 
che la crescita delle ossa degli arti in Rana pipiens era fortem ente ritarda ta . 
K altem bach [22] m ediante im pianti di pellets di colesterolo-tiroxina in arti 
posteriori di girini di Rana pipiens , ottenne l ’ossificazione e l ’accrescimento 
dell’arto. R isu ltati analoghi sono stati ottenuti da K uhn e H am m er [38] in 
larve di Salamandra, Ambystoma e Xenopus.

I risu ltati da noi constatati dim ostrano che la tirox ina influenza il processo 
di ossificazione anche in vitro.

Come appare dai dati riportati, è evidente che l ’effetto della tiroxina 
sui tessuti codali è più m arcato  m  vivo che in vitro. A l contrario W eber [32] 
noto che il riassorbim ento delle pinne codali dello Xenopus sotto l’effetto 
della tirox ina era molto più rapido in vitro che in vivo.

Per spiegare l ’apparen te discordanza bisogna considerare che in cultura, 
m ancando l ’apporto di sangue, viene seriam ente compromesso l ’assorbim ento 
.dell’ormone che può penetrare solo per diffusione da ll’esterno verso l ’interno. 
D a ciò si com prende come in cultura le modificazioni m etam orfiche siano 
più modeste e più lente, soprattu tto  per i tessuti più interni. D ’altra  parte, 
l ’assenza di sangue, se non consente u n ’uniform e distribuzione dell’ormone, 
facilita i processi involutivi poiché favorisce l ’accumulo di sostanze tossiche, 
dovuto alla m ancata elim inazione delle cellule in via di degradazione. R ite
niam o che su queste basi possa in terpretarsi la differenza nell’intensità d ’azione 
della tiroxina in vitro, tra  s tru ttu re  in via di riassorbim ento e stru ttu re  in 
via di trasform azione.

E opportuno sottolineare che le trasform azioni metam orfiche da noi 
constatate dn vitro sono state ottenute ad una tem peratu ra di i8 °C . Infatti 
è noto che gli effetti della tirox ina sulla m etam orfosi sono strettam ente dipen
denti dalla tem peratu ra alla quale viene eseguito il tra ttam ento  (H artw ig [39] 
e m olti altri).

In  conclusione, i risu ltati o ttenuti in questa ricerca, escludendo una even
tuale azione tossica della tiroxina in vitro, m ettono in evidenza la validità 
della tecnica di cultura degli organi sensibili a ll’ormone tiroideo per far 
luce su alcuni problem i, ancora aperti, sulla azione d iretta e indiretta della 
tiroxina.

18. -  RENDICONTI 1967, Vol. XLII, fase. 2.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I E II 

T a v o la  I.

Fig- i. -  Coda di una larva di Triturus taeniatus allo stadio 59-60 (sec. Glücksohn) dopo 
9 giorni di cultura in mezzo privo di tiroxina.

Fig. 2 -  Coda di una larva di Triturus taeniatus allo stadio 59-60 dopo 6 giorni di cultura 
in mezzo contenente tiroxina 1 : 1000.000.

Fig. 3- “ Sezione trasversale della coda della fig. 1.

Fig. 4. -  Sezione trasversale della coda della fig. 2.

T avola  I I .

Fig. 5- -  Particolare di una coda di Triturus taeniatus allo stadio 59-60 (sec. Glücksohn) 
dopo 9 giorni di cultura in mezzo privo di tiroxina. Epidermide tipicamente larvale 
con grosse cellule di Leydig e limitata all’esterno da una cuticola continua.

Fig. 6. -  Particolare di una coda di Triturus taeniatus allo stadio 59-60 dopo 6 giorni di 
cultura in mezzo contenènte tiroxina 1 : 1000.000. Epidermide pluristratificata con 
cuticola distaccata.

Fig. 7- “ Particolare di una coda di Triturus taeniatus allo stadio 59-60 dopo 12 giorni di 
cultura in mezzo privo di tiroxina. Arco neurale ed emale cartilaginei.

Fig. 8. -  Particolare di una coda di Triturus taeniatus allo stadio 59-60 dopo 9 giorni di 
cultura in mezzo contenente tiroxina 1 : 1000.000. Vertebra ossificata.


