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SEZIONE III
(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Endocrinologia. — L a  regolazione ormonale dei caratteri sessuali 
secondari degli anfibi anuri. A zione del propionato d i testosterone sulla 
callosità del pollice d i maschi adulti castrati di R ana esculenta (*\ 
Nota di M ichela d'I stria, V irgilio Botte e G iovanni Ch ieffi, 
presentata (**} dal Socio G. Montalenti.

SUMMARY. —  The thum b pads of R ana esculenta regress in adult males following 
castration. A dm inistration of small am ounts of testosterone propionate (50 pg total dose) 
in the castrates induces hypertrophy in both epidermal and glandular layers. In  addition 
there is accum ulation of PA S-positive secretion in the cytoplasm of glandular cells of 
treated castrates.

The mechanism of action of testosterone is similar to tha t known for m am m alian 
target organs; horm onal adm inistration in castrates causes an increase in RNA content and 
metabolism. The protein content of thum b pads is also increased in these animals.

These results indicate, tha t testosterone is implied in the horm onal regulation of thum b 
pads in the A m phibians.

L a callosità del pollice è un carattere sessuale secondario tipico del maschio 
di alcuni anfìbi anuri. Essa riveste la superficie ventrale del pollice ed è co­
stitu ita da u n ’epiderm ide corneificata e da uno strato di grosse ghiandole 
acinose semplici dislocate nel derm a sottostante. Le cellule ghiandolari sono 
voluminose, con nucleo spostato verso la m em brana basale e citoplasm a 
infarcito di granuli di secreto.

U n  complesso di ricerche sperim entali ha messo in evidenza che l’aspor­
tazione dell’ipofisi o delle gonadi determ ina l’atrofia della callosità del pollice; 
m entre la som m inistrazione di estratti testicolari o il trap ian to  di testicoli 
è sufficiente ad im pedire negli anim ali castrati gli effetti di questa operazione 
sulla callosità (Takahashi, 1923; Aron, 1926; H arm s, 1926; Christensen, 1931; 
Berk, 1939; Horie, 1939; Gallien, 1940; Sluiter et a l , , 1950). Inoltre, il 
m aggior sviluppo della callosità si osserva, durante il ciclo sessuale, quando 
appare più intensa l’attiv ità del tessuto interstiziale del testicolo (Lofts, 1964; 
Botte, 1964).

Queste osservazioni stanno, quindi, a indicare che lo sviluppo della callo­
sità del pollice è sotto il controllo della secrezione endocrina del testicolo. 
Gli androgeni, Infatti, stimolano lo sviluppo di questa stru ttu ra  negli anuri

(*) Lavoro eseguito presso la II C attedra di A natom ia Com parata, Facoltà di Scienze 
dell’U niversità di Napoli con un contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche.

(**) Nella seduta del 20 febbraio 1971.
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da poco m etam orfosati (Horie, 1939). Orm oni steroidi, inoltre, sono stati 
identificati negli estratti testicolari dell’anfibio anuro Bufo vulgaris (Chieffi 
e Lupo, 1961).

È  sem brato interessante, perciò, stabilire se il testosterone possa essere 
l ’ormone im plicato nella regolazione della callosità del pollice nell’anim ale 
adulto. I risultati degli esperimenti qui riportati indicano che questo ormone, 
anche in dosi relativam ente basse, è in grado di stimolare lo sviluppo della 
callosità nei maschi adulti castrati.

Materiale e metodi

M aschi adulti di Rana esculenta sono stati catturati nei dintorni di Napoli 
nel settem bre del 1970. Dopo una settim ana di cattività venivano castrati, 
tenuti in vasca per alm eno sei settim ane prim a del trattam ento  sperim entale 
ed alim entati una volta alla settim ana con fegato bovino. Gli anim ali venivano 
quindi riuniti in gruppi di 50 e tratta ti: alcuni gruppi con 12,5 [ig di p r o p i ­
nato di testosterone sciolti in 100 fjd di olio di m andorle ogni tre giorni per 
un totale di 4 som m inistrazione (intramuscolari); altri gruppi con il solo 
solvente. Due giorni dopo l’ultim a som m inistrazione di ormone, a tu tti gli 
anim ali erano inoculati 100 (xCi di u rid in a-H 3 (uridina~5T, Am ersham : 
a.s. 27600 m Ci/mM ) in 100 (jil di soluzione fisiologica per anfibi, per via endo- 
peritoneale. Due ore dopo tale inoculazione gli anim ali venivano sacrificati, 
previa anestesia in etere, e da essi si prelevavano il fegato e le callosità del 
pollice. A lcune callosità venivano fissate in Bouin e sezionate per l ’esame 
istologico ed istochimico (colorazione con l’em atossilina-eosina, con il PAS 
e l’Alcian). Per le determ inazioni biochimiche si riunivano pezzi di fegato 
e le callosità di almeno sei animali. I tessuti venivano pesati ed omogeneizzati 
in buffer ac. acetico-acetato di sodio 0,01 M pH5, contenente 4 [xg/ml di 
polivinil solfato (a).

Su parte di questo omogenato, previo allontanam ento dei detriti di tes­
suto m ediante breve centrifugazione a basso num ero di giri, venivano deter­
m inati il contenuto di DNA (reazione alla difenilam m ina di Diske, 1955) 
e le proteine (metodo di Low ry et al., 1951, usando l’album ina serica di cavallo 
come standard).

L a restante parte dell’omogenato, previa aggiunta di sodio lauril solfato 
nella concentrazione dello 0,5 %, veniva tra tta ta  con eguale volume di fenolo 
all’88 % per tre volte; la prim a a 6o° per 5 m inuti, le successive a tem peratura 
ambiente. L ’RNA sciolto nella fase acquosa veniva precipitato con 2 volumi 
di alcool etilico assoluto contenente 0,1 volume di NaCl 0,1 N, a — 200 per una 
notte. L ’RNA era quindi raccolto m ediante centrifugazione e lavato almeno 
due volte con alcool. A llontanato l’alcool, l’RNA era sciolto nel buffer (a). 
D a (questa soluzione si operava un prelievo di 0,5 ml, che portato a secco 
veniva contato, previa aggiunta di io  mi di liquido scintillatore (PO P 15%  
e PO PO P 5 % in toluolo), per il contenuto in H 3 in uno spettrom etro Packard 
(Serie 4320).
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L a restante parte veniva digerita con DNAsi (SIGMA) a 37°C  per 30 
m inuti (5 pg di enzim a/m l) e l’RNA veniva riestratto con fenolo, come indi­
cato sopra. L ’RNA, ripreso nel buffer (a) era valutato m ediante assorbimento 
all’U V  e la reazione all’orcinolo.

R i s u l t a t i

a) Azione del propionato di testosterone sulle caratteristiche morfologiche della 
callosità del pollice.

L a callosità del pollice si presenta, nel periodo di massimo sviluppo, co­
stitu ita di un epiderm ide pluristratificata ricoperta da uno strato corneo. 
Nel derm a sottostante si osservano num erose ghiandole acinose, le cui cellule 
sono infarcite di g ranuli di secreto PAS-positivi, che vengono riversati nel 
lume ghiandolare (Tav. I, fig. 1).

Negli anim ali tenuti in cattività per circa due mesi si nota u n ’atrofia sia 
dell’epiderm ide che delle ghiandole (Tav. I, fig. 2). Tale processo involutivo è 
ancora più m arcato negli anim ali castrati. Nello strato epidermico si presenta 
rido tta soprattu tto  la parte corneificata; le ghiandole si riducono di diam etro 
e le loro cellule divengono molto basse con scarsissimo citoplasma, privo di 
granuli di secreto (Tav. I, fig. 3).

T a b e l l a  I.

Azione del propionato di testosterone sulla callosità del pollice d i maschi adulti
castrati d i R ana esculenta.

Spessore dello strato Altezza delle cellule
epidermico (in microns) (*> ghiandolari (in microns) (*)

C a s t r a t i .............................. .... . 6 5 , 5 0  ±  1,25 i7>5o ± 0 ,6 7

T ratta ti .............................. 9 : >75 ±  1,03 <***> 40,60 d= 0,98 <***)

Controlli (in cattività) . . . 55,96 ì  0 ,67 24,00 db 0,67

(*) M edia di almeno 50 misurazioni l ’errore standard.
(**) T ra tta ti con 12,5 pg di propionato di testosterone ogni tre giorni. Dose totale: 50 pg. 
.(***) Differenza significativa rispetto ai castrati (P <  0,01).

L a som m inistrazione cronica del propionato di testosterone determ ina 
un significativo ispessimento dello strato epidermico (P <  0,01) con aum ento 
degli strati cornei, u n ’ipertrofia delle cellule ghiandolari (P <  0,01), che si 
presentano infarcite di granuli di secreto (Tabella I). Il secreto è anche accu­
m ulato nel lume delle ghiandole. Le reazioni istochimiche indicano che esso 
è di natu ra  m ucopolisaccaridica e contiene mucopolisaccaridi neutri. Infatti 
è positivo alla colorazione con il PAS, m a negativo all’Alcian (Tav. I, fig. 4).
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b) Azione del pro pionato di testosterone sul contenuto di DNA, RNA e pro­
teine della callosità del pollice.

Nella Tabella II sono indicati i risultati della som m inistrazione dell’or- 
mone negli anim ali castrati sul contenuto di DNA, RNA e proteine della 
callosità del pollice e del fegato.

T a b e l l a  I I .

Azione del pro pionato di testosterone sul contenuto in  DNA, RN A  e proteine 
della callosità del pollice e del fegato d i maschi adulti castrati d i R ana esculenta. 

I  valori sono espressi in [ig per mg di peso fresco.

DNA <*> RNA <*> Proteine <*>

Callosità :
controlli .......................... 2 , 3 3  ±  0 ,04 71,60 :L 8 ,40 6 3 , 3 5  ±  3,60

tra tta ti.................................. 2,48 ±  0,03 114>90± 22,90(**) 81,87 db 2 ,04  (**)

Fegato'.
controlli .......................... 3 ,46  ±  1,40 76 5 ,0 0 d: 97,00 H 5,39 ±  9,30

t r a t t a t i . .............................. 4,52 ±  0,45 6 5 1 ,0 0 ^  151,00 98,34 dr 13,00

(*) M edia di tre osservazioni F  l’errore standard.
(**) Differenza significativa rispetto ai controlli (P <  0,01).

Il contenuto di DNA, RNA e proteine non si modifica nel fegato in seguito 
al trattam ento  ormonale. Nella callosità, invece, aum entano significativa­
m ente nei tra tta ti sia l’RNA che le proteine, m entre nessuna modificazione 
significativa è apprezzabile per il DNA.

T a b e l l a  III .
Azione del pro pionato di testosterone sulP incorporazione delV uridina-Y? nel- 
/ ’RNA della callosità del pollice e del fegato d i maschi adulti castrati di

R ana esculenta.

Callosità del pollice Fegato

C o n tro lli....................................... 653 ±  50 <*> 1072 ±  n o

T r a t t a t i ....................................... 3538 =t 752 1509 ±  896

(*) Espressi in cpm /gr di 
del 52%  per il tritio.

peso fresco. Lo spettrom etro T ricarb aveva una efficienza
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L a som m inistrazione orm onale determ ina un aum ento significativo 
dell’incorporazione deH’uridina—H 3 nell’RNA estratto dalla callosità; nessun 
effetto è, invece, osservato a carico dell’RNA del fegato (Tabella III).

D i s c u s s i o n e

Le modificazioni, conseguenti alla castrazione, della callosità del pollice 
di m aschi adulti di Rana esculenta sono caratterizzate da atrofia dello strato 
epidermico e delle ghiandole le cui cellule divengono basse e del tu tto  prive 
di granuli di secreto.

Tali effetti sono elim inati dalla som m inistrazione del propionato di testo­
sterone nei castrati. Q uest’ormone induce un ispessimento dello strato corneo 
dell’epiderm ide e la ipertrofia delle cellule ghiandolari che appaiono di nuovo 
infarcite di granuli di secreto. A d un prim o esame, utilizzando prove istochi- 
miche, il secreto sem bra essere form ato di m ucine del tipo neutro, in quanto 
positive al PAS e negative aH’Alcian.

Che il testosterone possa essere im plicato nella regolazione orm onale 
della callosità è sostenuto anche dai risultati delle prove biochimiche. Negli 
anim ali castrati, alla som m inistrazione cronica dell’ormone segue un aum ento 
della sintesi dell’RNA e della incorporazione in esso dell’uridina m arcata nella 
callosità, m entre nessun effetto è riscontrabile nel fegato. Anche le proteine 
solubili appaiono aum entate, m entre, almeno nelle condizioni sperim entali 
usate, non appare modificato il contenuto del DNA.

I risultati riportati convalidano quanto da noi già osservato in prece­
denza (dati non pubblicati). L a somministrazione di una singola dose di 50 fxg 
di propionato di testosterone, infatti, induce un aum ento dell’incorporazione 
di u rid ina m arcata  nell’RNA della callosità dopo circa 12 ore dal trattam ento  
ormonale, a cui fa seguito, tra  la ió ma e la 40ma ora anche un increm ento 
significativo del contenuto in DNA e proteine.

Le modificazioni indotte dall’ormone sul contenuto di RNA e proteine 
presentano un andam ento molto simile a quello osservato negli organi ber­
saglio per gli steroidi dei m am m iferi (Liao e Fang, 1969). T u ttav ia  negli 
estratti di testicoli di anfibi anuri sono stati identificati il progesterone e gli 
estrogeni, m a non testosterone (Chieffi e Lupo, 1961). Il testicolo è in grado, 
però, di operare in vitro la biosintesi del testosterone a partire dal pregne­
nolone (Dqle e Dorfm an, 1967, in Rana catesbiana\ K irby, 1970, in Rana 
pipieni) .;

L a ulteriore dim ostrazione che il testosterone è l’ormone regolatore 
della callosità del pollice potrà venire dallo studio delle correlazioni tra  sintesi 
dell’orm one o sua presenza nel sangue e ciclo della callosità durante la 
riproduzione. Le osservazioni di Lofts (1964) in Rana esculenta sem brano 
indicare ch;e lo sviluppo di questo carattere sessuale secondario avviene quando 
nelle cellule interstiziali del testicolo si notano i segni istochimici di una aum en­
ta ta  sintesi orm onale (riduzione del contenuto in colesterolo); ma, naturalm ente, 
tale m etodo non dà alcuna indicazione circa il tipo di ormone steroide secreto.
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È interessante ricordare, infine, che anche la cattività causa una certa 
atrofia della callosita. Ciò potrebbe dipendere da una insufficienza ipofisaria 
che si ripercuote sull’attiv ità endocrina del testicolo. Infatti, recentemente, 
è stato messo in evidenza che la cattività provoca la degranulazione delle cel­
lule gonadotrope dell’ipofisi (Rastogi e Chieffi, 1970).
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SPIEG A ZIO N E DELLA  TA V O LA  I

Fig. I .  — Sezione di callosità del pollice di Rana esculenta, maschio adulto, sacrificato 
subito dopo la cattu ra . Colorazione ematossilina-eosina. 135 X.

Fig. 2. -  Sezione di callosità del pollice di maschio adulto, allevato per circa due mesi 
in cattività. N otare l ’atrofia dell’epitelio ghiandolare. Colorazione em atossilina- 
eosina. 192 X .

D g. 3* ~ Sezione di callosità del pollice di maschio adulto castrato da sei settimane. N otare 
la notevole atrofia dell’epitelio ghiandolare. Colorazione em atossilina-eosina. 153 X .

Dph 4* ~ Sezione di callosità del pollice di maschio adulto castrato, tra tta to  con 50 p,g 
(dose totale) di propionato di testosterone. N otare l ’ipertrofia delle cellule gh ian ­
dolari, ricche di secreto, abbondante anche nel lume della ghiandola. Colorazione 
em atossilina-eosina. 153X.
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