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Biologia. —- Osservazioni istochimiche sulla localizzazione della 
fosfatasi acida durante la mètamorfosi d i Mlisca domestica L. (* (**)}. N ota (*#) 
di S a l v a t o r e  R u s s o - C a ia , presentata dal Corrisp. P . P a s q u i n i .

Summary. — Histochemical observations have been made by the Gomori technique 
on the localization of acid glycerophosphatase in some glutaraldehyde or formol-calcium 
fixed tissues of metamorphosing Musca domestica. The degeneration of larval epidermis and 
midgut depends upon autolytic processes with the direct intervention of lysosomes: the observed 
histochemical aspects indicate in effect striking changes in their morphology and a strong 
diffusion of the enzyme in the cytoplasm. The first stages of larval muscle histolysis take 
place on the contrary without any histochemically detectable intervention of acid phospha
tase, which is only afterwards present in uni or multinucleate haemocytes which phagocytize 
the muscle fragments.

A lcune osservazioni biochimiche su omogenati in saccarosio di larve e 
pupe (R usso-Caia, 1965) hanno m ostrato che la fosfatasi acida ha nei tessuti 
di M usca domestica caratteristiche lisosomiali, e che la sedim entabilità e atti- 
vabilita dell’enzim a sono le stesse prim a e dopo l’inizio della metamorfosi.

Ciò indica che nella pupa non si verifica una solubilizzazione della fosfa
tasi di entità tale da modificare il rapporto tra  attiv ità sed im en ta r le  e solubile 
nelPom ogenato dell’intero animale, m a naturalm ente non esclude che enzimi 
lisosomiali intervengano nella istolisi di singole stru ttu re larvali destinate a 
trasform arsi o a scom parire.

Per controllare questa ipotesi, che le attuali conoscenze sulla funzione 
delle idrolasi acide (De D uve e W attiaux, 1966) rendono molto verosimile, 
e utile lo studio istochimico della fosfatasi acida che — compiuto con criteri 
che ne garantiscano la specificità -  perm ette di conoscere con notevole preci
sione la distribuzione intracellulare, la morfologia e le eventuali modifica
zioni dei lisosomi. Nella m etam orfosi degli Insetti è spesso incerto il ruolo 
prim ario o secondario che i fagociti esercitano nella dissoluzione delle stru ttu re 
larvali; d iventa quindi particolarm ente interessante studiare istochimica- 
m entè nei singoli organi la entità dei fenomeni di auto e di eterolisi, cioè dei 
due fondam entali m eccanism i con cui operano gli enzimi lisosomiali.

Le mie osservazioni, di cui in questa N ota si riferiscono i prim i risultati, 
sono state com piute su larve e su pupe in vari stadi della m etam orfosi, fissate 
in glutaraldeide o formolo—calcio e tagliate al criostato (U. Sulle sezioni, mon-

(*) Ricerche eseguite nell’Istituto di Istologia ed Embriologia della Facoltà di Scienze 
dell’Università di Roma (Gruppo per l’Embriologia del C.N.R.) e nell’Istituto di Biologia 
della Facoltà di Medicina dell’Università Cattolica.

(**) Pervenuta all’Accademia il 22 luglio 1967.
(1) Ringrazio la signora Vera Autuori-Pezzoli ed il signor Pierpaolo Gaggi per il gentile 

aiuto tecnico.
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ta te  su coprioggetti, è stata eseguita la reazione di Gomori con le m odalità 
indicate da H olt (1959), e successivam ente la colorazione con verde metile 
-  pironina secondo U n n a -  Brachet. Sezioni non tra tta te  per la fosfatasi sono 
state colorate con il reattivo  di Feulgen, con blu di toluidina, em atossilina 
ferrica, em atossilina -  eosina, M allory -  Azan.

Nelle tavole sono riportate alcune immagini più significative, riguardanti 
la localizzazione della glicerofosfatasi acida nelFepidermide (Tav. I), nell’in- 
testino medio (Tav. II) e nella m uscolatura (Tav. III).

Gli aspetti istologici con i quali si verifica il rinnovam ento dell’epider- 
mide duran te lo sviluppo post-em brionale dei D itteri sono descritti in modo 
particolarm ente ampio nei lavori di Kowalevsky (1887), V an Rees (1888) 
Perez (1910) e Robertson (1936). Fondam entalm ente esso avviene per la p ro
liferazione dai dischi im m aginali del torace e dell’addom e di cellule che 
si estendono progressivam ente in tu tte  le direzioni e finiscono col formare 
uno strato  continuo. Le cellule della vecchia epiderm ide, che nella larva erano 
appiattite  e distese, assumono contorni irregolari e si peduncolizzano, fino ad 
apparire come « sospese » alla cuticola; contem poraneam ente vanno incontro 
a profonde modificazioni regressive che si m anifestano nel citoplasm a e nei 
nuclei, tortam ente picnotici (Tav. I, figg. 1, 3). L a fase term inale è il distacco 
di questi elem enti nella cavità corporea (dai nuclei picnotici dell’epiderm ide 
larvale derivano in g ran  parte  le « gocciole crom atiche » caratteristiche di 
questo stadio), e la probabile eliminazione dei loro residui ad opera di elementi 
fagocitari.

F in  dalle prim issim e ore della m etam orfosi la reazione per la fosfatasi 
acida è fortem ente positiva nelle cellule dell’epiderm ide larvale, e non si 
osservano differenze nella sua intensità nelle diverse zone. L ’attiv ità enzim a
tica appare localizzata in granuli num erosi e distinti, disposti in prevalenza 
dal lato esterno delle cellule, cioè verso la cuticola (Tav. I, fig. 2). Questa 
polarità è ancor più evidente (e i granuli fosfatasici più grandi e numerosi) 
in stadi e nelle zone in cui le cellule epiderm iche appaiono peduncolizzate 
(Tav. I, fig. 3). L a fosfatasi acida è invece assente, o al massimo presente 
in pochissimi e piccolissimi granuli, nelle cellule dei dischi im m aginali da 
cui, per a ttiva  m oltiplicazione, si riform a l’epiderm ide definitiva (Tav. I, 
fig- 4)* Particolarm ente interessante è il quadro istochimico che si osserva in 
stadi più avanzati, in cui si verifica la com pleta dissoluzione dell’epiderm ide 
larvale; la reazione per la fosfatasi acida è intensissim a, e l ’enzim a appare 
localizzato non più in granuli discreti, m a in masse voluminose che spesso 
confluiscono fino ad occupare tu tto  il citoplasm a. Carichi di fosfatasi sono 
anche i fram m enti di cellule epidermiche distaccate (Tav. I, fig. 5).

Il canale digerente va incontro, duran te la m etam orfosi dei D itteri, a 
profondi cam biam enti che interessano non solo la form a e la relativa grandezza 
delle diverse parti, m a anche la natu ra  del rivestim ento epiteliale. L ’intestino 
medio (« stomaco », « m esenteron »), che è la parte  funzionalm ente più im por
tan te  in quanto  sede dei processi di digestione e assorbim ento, subisce le 
trasform azioni piu radicali; anche in questo caso le più complete descrizioni
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istologiche del fenomeno sono quelle di Kowalevsky (1887), V an Rees (1888), 
Perez (1910) e R obertson (1936).

Come nel caso della epiderm ide, alla formazione di un  nuovo strato epi
teliale continuo da parte  degli istoblasti attivam ente proliferanti corrisponde 
il distacco e la involuzione del vecchio epitelio larvale che viene rigettato nel 
lume; la m assa delle cellule larvali, circondata dagli elementi di un  tessuto 
« reticolare » che ha m eccanicam ente contribuito al suo distacco, va succes
sivam ente incontro ad una lenta e completa degenerazione, di cui sono aspetti 
caratteristici la perd ita dei confini cellulari con formazione di una stru ttu ra  
sinciziale (Tav. II, fig. 1) e la picnosi dei nuclei (Tav. II, fig. 2). T appa finale 
di questo processo è la formazione del « corpo giallo » che persiste per tu tta  
la vita pupale (Tav. II , fig. 4). In  tu tti gli stadi di questo processo di degene
razione la positività della reazione per la fosfatasi acida nelle stru ttu re larvali 
è intensissim a (Tav. II, figg. 3, 4); aspetti istochimici come quello dell’inte
stino- medio non si osservano, per tu tta  la dura ta  della m etamorfosi, in nessun 
altro  degli organi destinati a trasform arsi o a scomparire.

Le ricerche istologiche sulla trasform azione dei muscoli larvali durante 
la m etam orfosi degli Olometaboli sono state in passato molto numerose, ed 
hanno spesso portato  a risultati contrastanti; oltre agli A utori già citati, sono 
soprattu tto  da ricordare -  per quanto riguarda in particolare i D itteri -  le 
osservazioni di Berlese (1902), M ercier (1906) e quelle recentissime di Cros- 
sley (1965), che ha com piuto anche una concisa rassegna di g ran  parte  della 
precedente letteratura.

Punto  centrale della discussione, resa particolarm ente complessa dal fatto 
che i fenomeni di istolisi non sono gli stessi nei diversi ordini, hanno varia 
estensione e successione tem porale nei diversi muscoli e sono accom pagnati 
dalla contem poranea istogenesi delle fibre im maginali, è stato il ruolo dei 
fagociti, capaci secondo alcuni di attaccare muscoli apparentem ente normali, 
secondo altri di intervenire solo sui fram m enti (sarcoliti) a disintegrazione 
avvenuta. Questo punto sem bra oggi chiarito, in quanto le osservazioni più 
recenti (Evans, 1936; Robertson, 1936; Jones, 1956; W hitten, 1964; Crossley, 
196$) concordem ente dim ostrano che la fagocitosi interviene solo dopo che 
il muscolo si è fram m entato  spontaneam ente. Resta ancora però da stabilire 
con certezza quali siano, tra  i num erosi tipi di emociti descritti da vari Autori 
(Akesson, 1953; Jones, 1962; W hitten, 1964; Crossley, 1964), quelli capaci 
di upa a ttiv ità  fagocitica. U no degli aspetti istologici più comuni del muscolo 
in istolisi è la presenza, in mezzo alle fibre fram m entate e dislocate, di un 
granile num ero di elem enti cellulari molto caratteristici con il citoplasm a 
com pletam ente infarcito di grosse granulazioni, il nucleo poco visibile e il 
confine cellulare non ben delim itabile (Tav. I l i ,  figg. 1, 2). È  soprattu tto  
a questi elem enti, osservati da tem po e classicamente descritti come « Körn- 
chenjkulgen » da W eism ann (1864) e «sphères de granules»  da Perez (1910), 
che è stata  tradizionalm ente a ttribu ita  la funzione fagocitaria.

Istochim icam ente la reazione per la fosfatasi acida è debolm ente posi
tiv a  (con tem pi brevi di incubazione) nei num erosi emociti che fin dalle primis-
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sime ore della m etam orfosi si affollano intorno ai muscoli in iniziale involu
zione (Tav. I l l ,  fig. 3); è negativa nelle fibre e a livello delle caratteristiche 
form azioni granulari sparse tra  di esse negli stadi più avanzati della istolisi 
(Tav. I l l ,  fig. 2). Carichi di granuli fosfatasici sono invece rari elementi di 
diam etro maggiore alla periferia dei muscoli (Tav. I l i ,  figg. 2, 4). U gualm ente 
positiva, con una localizzazione dell’enzima in granuli più grandi, è la reazione 
in particolari formazioni che si osservano già nelle pupe di poche ore e che 
rappresentano probabilm ente sincizi form ati, intorno ad un  fram m ento di 
muscolo, da più elem enti fagocitari (Tav. I l i ,  figg. 5, 6). In complesso l’in ter
vento istochim icam ente rivelabile della fosfatasi acida nei fenomeni di istolisi 
m uscolare appare perciò piuttosto limitato, soprattu tto  in paragone agli aspetti 
istochimici « d ram m atic i»  che si osservano nella involuzione dell’epiderm ide 
e dell’intestino medio.

Nella precedente N ota sono state ricordate alcune ricerche (Misch, 1962; 
R asch e Gawlik, 1964; Lockshin e W illiams, 1965) che dim ostrano la esistenza 
nei tessuti degli Insetti dji organuli che hanno istochim icam ente e al m icro
scopio elettronico caratteristiche simili a quelle dei lisosomi dei Vertebrati; 
altre osservazioni in questo senso sono state successivam ente fatte da Locke 
e Collins (1965) e da W alker (1966) in cellule del corpo grasso.

Prove dirette di un  intervento dei lisosomi nei fenomeni di istolisi della 
m etam orfosi hanno inoltre fornito le ricerche di Schin e Clever (1965) che 
hanno visto al m icroscopio elettronico una diffusione citoplasm atica della 
fosfatasi acida duran te la involuzione delle ghiandole salivari di Chironomus, 
e quelle di Scharrer (1966) e di Osinchak (1966) che hanno attribuito  ai liso
somi e alle idrolasi in essi contenute un  ruolo essenziale nella regressione delle 
ghiandole protoraciche di alcuni Blattodei.

In  conclusione, i risultati delle presenti ricerche istochimiche su tessuti 
in istolisi di M usca domestica dim ostrano una m odificazione delle stru ttu re 
contenenti la fosfatasi acida, con form azione di citolisomi e diffusione del
l’enzim a nel citoplasm a, duran te la m assiccia autolisi dell’epiderm ide e 
dell’intestino medio; la istolisi dei muscoli larvali avviene invece nella prim a 
fase (fram m entazione, formazione di sarcoliti) senza m odificazioni della fosfa
tasi acida, e solo in seguito si osserva la partecipazione di questo enzima, 
localizzato in cellule dell’emolinfa capaci (isolatam ente o con la formazione 
di elem enti sinciziali) di una attiv ità fagocitica. L a regressione delle s tru t
tu re larvali avviene perciò nella metamorfosi con l’intervento dei lisosomi, 
e i due meccanismi con i quali agiscono le idrolasi acide (auto ed eterolisi) 
coesistono ed operano nei diversi tessuti ed organi con diversa im portanza.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I I

Ogni gradazione delle scale riportate sotto le microfotografie è uguale a iojji; tutte le 
sezioni sulle quali è stata eseguita la reazione di Gomori sono state successivamente colorate 
con verde metile-pironina.

T avola  I.
Istolisi delVepidermide.

Fig. i. -  Modificazione della forma cellulare e picnosi dei nuclei nell’epidermide larvale di 
una pupa di 12 ore; color. Feulgen -  v. luce.

Fig. 2. -  Localizzazione della fosfatasi acida (incubaz. 15') nelle cellule appiattite dell’epi
dermide larvale di una pupa di 4 ore: l’enzima è presente in numerosi granuli disposti 
dal lato della cuticola.

Fig. 3- ~ La polarità dei granuli fosfatasici è particolarmente evidente, in stadi successivi, 
nelle cellule epidermiche peduncolizzate; pupa di 12 ore, incubaz. 15'.

Fig. 4* “ L’attività fosfatasica, presente in tutte le cellule larvali in involuzione, è assente negli 
elementi dell’epidermide immaginale in attiva proliferazione; pupa di 12 ore, incubaz. 15'. 

Fig. 5- “ Degenerazione avanzata dell’epidermide larvale in una pupa di 25 ore; la reazione 
per la fosfatasi acida (incubaz. 15O è intensissima sia nelle cellule ancora intere che nei 
frammenti in dissoluzione; l’enzima non è più localizzato in granuli discreti, ma in masse 
voluminose che spesso occupano tutto il citoplasma.

T a v o la  IL
Istolisi delV intestino medio.

Fig. i. -  All’interno dello strato continuo di epitelio immaginale neoformato è visibile la 
massa delle cellule larvali in degenerazione, rigettate nel lume; notare l’aspetto sinci
ziale e, in basso, il tessuto reticolare; pupa di 8 ore, color, ematoss. — eos.

Fig. 2. — Fig. 2. — Picnosi dei nuclei larvali all’interno della massa epiteliale in involuzione; 
pupa di 8 ore, color. Feulgen -  v. luce.

Fig. 3- ~ Fortissima positività della reazione per la fosfatasi acida (incubaz. 15') nella massa 
di cellule epiteliali in degenerazione; pupa di 8 ore, sezione vicina a quella della fig. 1.

Fig. 4- ~ Fortissima positività della reazione per la fosfatasi acida (incubaz. 15') nel «corpo 
giallo » di una pupa di 48 ore.

T avola  III.
Istolisi muscolare.

Fig. i. — Caratteristico aspetto istologico di un muscolo larvale in degenerazione: frammen
tazione e dislocazione delle fibre, presenza di emociti carichi di grosse granulazioni 
(« sfere di granuli »), nuclei muscolari picnotici; pupa di 8 ore, color, ematoss. ferr.

Fig. 2. — La reazione per la fosfatasi acida è negativa (incubaz. 30') nelle fibre muscolari 
e negli emociti granulari infiltrati tra di esse; è nettamente positiva in un elemento fago- 
citico, situato alla periferia, nel cui citoplasma è presente un sarcolita; pupa di 8 ore.

Fig. 3. -  Iniziale istolisi di un muscolo, immediatamente dopo la formazione del pupario; 
la reazione per la fosfatasi (incubaz. 15') è completamente negativa nelle fibre, discreta
mente positiva nei numerosi emociti che si affollano nelle vicinanze.

Fig. 4. -  Altro elemento fagocitico, contenente un sarcolita, con numerosi granuli fosfatasici 
nel citoplasma; pupa di 8 ore, incubaz. 15'.

Figg* 5> 6. -  Sincizi formati, intorno a sarcoliti, da più fagociti; la fosfatasi acida è localizzata 
in granuli piuttosto voluminosi; pupe di 12 ore, incubaz. 15'.

A. R o ssi- F a n e l l i e B. F in z i
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