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Biologia. — Studio comparativo dell’azione delle radiazioni ioniz
zanti e dei radiomimetici sulla fase involutiva e di recupero del timo 
di giovani ratti (Rattus norvegicus Erxl.). -  II. Effetto dell’iprite 
(2 2'-diclorodietilsolfurd) e dell’azotoiprite (2 2' 2"--triclorotrietilamìnd) U  
Nota di N icola C ata l in i e G iancarlo G ib e r t in i , p re se n ta ta ^  
dal Socio A. S t e f a n e l l i.

Sum m ary . -— The effects of two radiomimetic chemical agents (sulphur m ustard and 
nitrogen m ustard) on the thym us of W istar rats were studied and compared with those follow
ing X -ray  treatm ent. X -irrad iation  brings about a more severe mitotic block and the 
recovery takes place in a relatively shorter time. The histological structure appears severely 
damaged, though for a few days only. Of the two radiomimetic chemical agents, nitrogen 
m ustard displays an  action more similar to X -ray  irradiation : anyw ay for both radiom i
metic drugs the histological damage appears to be less severe but more prolonged.

Con questa indagine sono stati presi in esame gli effetti di due radio
mimetici, iprite ed azotoiprite, sul timo di ra tti W istar, con l’intento di s tu 
diarne il com portam ento e com pararne i risultati con quelli o ttenuti in una 
contem poranea ricerca sull’azione di agenti fisici (raggi X) sem pre sullo stesso 
organo linfoide.

Materiale e metodi

Sono stati usati n. 146 ra tti W istar {Rattus norvegicus Erxl.) di sesso 
maschile, di 30 gg. di età e del peso di circa 80 g. Prim a deH’esperim ento è 
stata  determ inata, m ediante l’uso dei probits (Lison, 1961), la LD 50 sia per 
l ’iprite che per l ’azotoiprite (inoculazione intraperitoneale), ottenendo i 
segmenti risultati:

L D 50 azotoiprite — 0,41 ±  0,32 m g/K g 
L D 50 iprite =  1,41 dz 0,22 m g/Kg.

Gli anim ali sono stati suddivisi nei seguenti Lotti:

-  Lotto I (n. 50 ratti): inoculazione, previa anestesia con N em butal,
in traperitoneo di 0,41 m g/K g di azotoiprite;

-  Lottò II (n. 47 ratti): inoculazione, previa anestesia con N em butal,
intraperitoneo di 1,41 m g/K g di iprite;

-  Lotto I I I  (n. 49 ratti): questi ratti, usati come controlli, non hanno
subito alcun trattam ento , m a soltanto ane
stetizzati con Nem butal. (*)

(*) Il lavoro è stato eseguito nell’ Istituto di A natom ia com parata « G. B. Grassi »
dell’U niversità di Roma.

(**) Nella seduta dell’n  novembre 1972.
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Le fissazioni erano effettuate secondo il seguente ordine (gli anim ali 
venivano sacrificati m ediante cloroformio): dopo 8 ore e 1, 2, 3, 5, 8, io, 15, 
2Ö e 30 giorni dall’inizio dell’esperimento, in num ero di 5 ra tti per ogni lotto 
e per ogni stadio di fissazione.

Per ogni timo sono stati contati, in m edia, 1200 linfociti, sia nella regione 
corticale che m idollare, com prendendo nella conta sia quelli picnotici che 
quelli in mitosi.

D escrizione dei risultati

Effetto su l peso corporeo: per quanto riguarda l’azotoiprite, è stato rilevato 
che essa influenza le variazioni ponderali dell’anim ale in modo significativo 
tra  il 50 ed il io 0 giorno compresi, dopo somministrazione; a partire  dal 150 
e fino al 30° giorno (term ine dell’esperimento) si riscontra un continuo recu
pero dei valori ponderali di questo lotto di animali. In  seguito a trattam ento  
con iprite, è stata  m essa in evidenza una dim inuzione significativa del peso 
corporeo dei ra tti soltanto a partire dall’80 giorno e fino al 20° giorno com
preso, m entre duran te l ’ultim o stadio (30° giorno), si ottiene un ritorno a 
valori ponderali norm ali.

Effetto sulle variazioni ponderali del timo', in seguito ad inoculazione 
intraperitoneo di azotoiprite, è sta ta  no tata  una differenza significativa tra  
il peso del timo di questi ra tti e di quello dei controlli, a partire dal 20 giorno 
e fino al 20°. Da pun ta m inim a del peso medio del timo è toccata al 30 giorno, 
m entre al 300 scom pare nuovam ente la significatività tra  i valori ponderali 
a causa del recupero in peso del timo dei ra tti tra tta ti con azotoiprite.

A nche nel caso di inoculazione di iprite la diminuzione ponderale tim ica 
comincia a d iventare significativa dal 2° giorno, raggiunge il m inimo v a ^ re  
al 30 giorno, e si m antiene tale fino al 20° giorno compreso. Al 30° giorno, 
si no ta un notevole recupero del peso di quest’organo linfoide, cosicché i suoi 
vaioli sono perfettam ente sovrapponibili a quelli dei controlli (Tabelle I, II e III).

M odificazioni morfologiche ed istologiche del timo'.

a) azotoiprite'. 8 ore dopo som m inistrazione di azotoiprite, il timo 
presenta un notevole danno a carico dei linfociti della regione corticale che 
appaiono in gran  parte  picnotici con tendenza ad accum ularsi in am m assi 
detritici. Solo più raram ente si riscontrano, nella midollare, linfociti picnotici. 
A  questo stadio le due regioni appaiono ancora ben distinte. Fanno la loro 
com parsa cellule ad attiv ità macrofagica, m entre scarsissime sono le cellule 
in a ttiv ità  m itotica (Tav. I l l ,  fig. 7). Dopo 1 giorno, i linfociti picnotici sono 
nettam ente dipiinuiti rispetto allo stadio precedente, e com unque localizzati 
nella zona corticale. N onostante il m inor danno linfocitico le porzioni cor
ticale e m idollare sono tra  loro meno distinguibili che non dopo 8 ore. Sono 
ancora presenti i m acrofagi, sebbene in num ero ridotto rispetto allo stadio 
precedente. L ’attiv ità  m itotica continua ad essere molto bassa (Tav. I l i ,  fig. 8).
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Tabella I

A nim ali trattati CON AZOTO-IPRITE (0,41 mg/Kg)

Tempo T i m o

dopo trattam ento
Animali

sacrificati
Peso

medio Peso Linfociti

medio
Picnosi I.M

(*o (g) (mg) (% ) (%)

8 ore .......................... 5 7 8 ,2 ±  9 ,9 200,6 ±  43,5 3ó ,3 8 ± 2 0 ,oo 0 ,4 0 + 0 ,3 0
i giorno ' . . . . . . 5 7 8 ,8 d iio ,4 I4 I ,2 d : 2Ó,7 7 ,8 9 ±  6,89 o ,7 8 ± o ,4 5
2 giorni .......................... 5 7 8 ,8 ± i i ,5 106,8 ±  43,1 3 . 7 Ü  1,59 o ,8 8 ± o ,4 i

3 giorni ...................... 5 7 9 .6 ±  7,8 89 .o ±  37.9 i ,35 +  0,48 1 ,5 2 + 0 ,5 5
5 g i o r n i ..................... 5 7 2 ,2 ±  7,8 8 7 ,6 ±  44,3 o ,3 8 ±  0 ,14 i ,84± o ,8o

8 g i o r n i ...................... 5 7 9 .4 +  13.7 ii3 > 8 ±  52,3 o ,3 o ±  0 ,14 4 ,8 o± o ,20
io  g i o r n i ...................... 5 72 ,4 ±  8,1 4 8 ,2 ± 3 6 , i O 3 , ° 3 ± 1 ,° i
15 giorni . . . . . . 5 i o7 , 6± 24,2 288,6dl 148,6 O 2,57 +  0,58
20 g i o r n i ..................... 5 9 7 ,o ± 2 i ,8 202, od: 102,3 O 2 ,7 3 ± o ,5 2
30 giorni . . . . . . 5 i6 7 ,8 ± 2 i  ,0 357,8 +  84,4 O 3 ,6 ° + 1,19

Tabella II

Anim ali trattati con ipr ite  (1,41 mg/kg)

T empo T i m o

dopo trattam ento
Animali

sacrificati
Peso

medio Peso Linfociti

medio
Picnosi I.M.

(n.) (g) (mg) (% ) '■ (% )

8 ore ................. .... . 5 78,8 ±  9,8 206,4 ±  76,8 9 ,5 2 + 5 ,0 8 1,02 d: 0 ,44
i g i o r n o ................. .... 5 8 1 ,6 ±  10,8 133 ,4+  59,5 6 ,6 0 ^ 4 ,1 9 1 ,1 2 + 0 ,5 5
2 giorni ...................... 5 7 9 ,6 ± i i ,5 8 4 ,6 +  32,4 4 ,9 8 + 2 ,4 7 o ,7 6 ± o ,48
3 g i o r n i ...................... 5 6 7 ,6 ^ 1 6 ,7 5 6 ,4 +  23,5 5 ,0 5 + 2 ,6 3 1 ,5 1 + 1 ,1 6
5 giprni . . . . . . 5 8l ,2 ± 2 6 ,8 I0 5 ,2 ±  62,0 1 ,2 5 + 0 ,7 4 2,71 +  0,92
8 giorni . . . . . . 5 93, 4 + 13,4- 149, 2+ 104,3 o ,2 5 ± o , i3 5 ,2 1 + 1 ,3 6

io  giorni ..................... 5 9 0 ,8 + ^ 3 ,7 128,4 ±  104,0 O 3 ,6 3 + 1 ,0 5
i 5 giorni . . . . . . 4 9 1,0 + 2 5 ,6 127,o ±  83,2 O 3 ,9 1 + 1 ,6 9
20 g i o r n i ..................... 5 9 0 ,2 + 3 6 ,8 141 ,2+  71,5 O 3 ,2 7 + 0 ,7 8
30 g i o r n i ..................... 3 147,7 +  69,7 317 ,0+ 165 ,4 O 2,91 +  1,80
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T a b e lla  I I I

A nim ali di controllo

Tempo
Animali

sacrificati

T i m o

dopo trattam ento
Peso

medio Peso Linfociti
medio

Picnosi I.M.
'(n.) ( g ) (mg) (% ) (% )

8 ore .......................... 5 7 8 ,  i ±  1 0 , 5 2 0 0 , 0 ; =  9 0 , 0 (*) (*)
i giorno ..................... 5 8l ,2 ±  12,5 2 0 5 , 4 ±  9 2 , 5 0 3 , 0 8 = 0 , 3 9

2 g i o r n i ................. .... 5 9°>4±  io , i 2 5 4 , 6 =  8 8 , 0 (*) (*)
3 giorni........................... 5 8 9 ,8 ±  3 , 8 2 9 7 , 4 ±  1 5 1 >8 (*) (*)
5 giorni ..................... 5 1 1 0 , 0 = 3 1 3 , 3 3 4 3 . 2 ±  6 3 , 1 0 2,883=0,22

8 g i o r n i ..................... 5 1 3 0 , 4 3 = 1 0 , 5 3 4 7 . 8 ±  9 9 . 2 <*) (*)
io  giorni ..................... 5 1 2 5  96 =t 3 6 , I 3 7 8 , 2 =  1 9 2 , 0 0 2 , 8 7 = 0 , 5 6

i 5 giorni ..................... 5 1 2 2 , 2 = 3 1 3 , 9 3 7 4 . o ±  7 9 . 7 0 3 , ° 7 ± ° ,  8 9

2 0  giorni . . . . . . 5 1 2 8 , 4 = 3 2 3 , 8 4 3 3 , 2±  1 1 8 , 6 0 2 , 7 5 ± o , 3 3

3 0  giorni . . . . . . 4 1 5 1 ,5=31 2 , 6 4 5 2 , 2 =  1 4 0 , 6 0 2 , 1 7 = 0 , 9 8

(*) Non effettuato.

Dopo 2 giorni, non esiste più una chiara dem arcazione tra  regione cor
ticale e midollare; il num ero dei linfociti picnotici risulta ulteriorm ente 
ridotto, non si riscontrano più m acrofagi. Non si trovano corpuscoli di Hassall, 
m entre si notano num erose formazioni cistiche (T av. I l i ,  fig. 9). Dopo 3, 
S giorni, è di nuovo n etta  la differenziazione tra  le due regioni timiche, assai 
rari i linfociti picnotici, piu num erosi e di forma più regolare i corpuscoli 
di Hassall (Tav. IV, figg. io—11). Dopo 8, io, 15, 20 e 30 giorni, in tu tti i 
casi esaminati, vengono rispettate le caratteristiche morfologiche ed istologiche 
della s tru ttu ra  dei tim i norm ali: unico particolare, all’8° giorno si ha la pun ta  
m assim a dell’attiv ità  m itotica, superiore di circa il 50%  rispetto a quella 
dei controlli (Tav. IV, fig. 12).

b) iprite', dopo 8 ore, si ha una percentuale del io  % circa di linfociti 
picnotici, una notevole vasodilatazione e presenza di corpuscoli di H assall 
norm ali. Dopo 1 giorno, dim inuiscono percentualm ente i linfociti danneg
giati, localizzati nella regione corticale (Tav. I, fig. 1). R ari i m acrofagi e, 
almeno apparentem ente, assenti i corpuscoli di Hassall. Continuano processi 
di iperem ia. Dopo 2 giorni, persistono fenomeni di vasodilatazione, assenti 
i macrofagi, ricom paiono i corpuscoli di Hassall, pun ta m inim a di cellule

44. — RENDICONTI 1972, Voi. LUI, fase. 6.



^ 3 4  Lincei -  Rend. Se. fis. mat. e nat. -  Vol. L U I -  dicembre 1972 [180]

in mitosi (Tav. I, fig. 2). Dopo 3 giorni, quadro istologico simile al precedente, 
con la differenza di una maggiore attiv ità m itotica. Ben definiti i corpuscoli 
di Hassall, assai notevoli i fenomeni di iperem ia (Tav. I, fig. 3). Dopo 5 giorni, 
rari linfociti picnotici, indice mitotico prossimo alla norm a, dim inuzione della 
vasodilatazione, assai num erosi i corpuscoli di Hassall, presenti formazioni 
cistiche (Tav. II, fig. 4). Dopo 8 giorni, si raggiunge il valore più alto dell’indice 
mitotico, nonostante, sebbene assai raram ente, siano ancora presenti alcune 
cellule linfocitiche danneggiate (Tav. II, fig. 5). In  netta dim inuzione sono 
le cisti tùniche. Dopo io, 15, 20 e 30 giorni le condizioni istologiche si presen
tano norm ali; sem brano scomparse le cisti tim iche (Tav. II, fig. 6).

D iscussione

Dallo studio com parativo sulla dinam ica dei processi degenerativi e di 
riparazione a carico del timo di giovani ra tti sottoposti a dosi L D 50/30  di 
raggi X (Gibertini e Catalini, 1972), di iprite ed azotoiprite, si è potuto notare 
che, nel caso delle radiazioni, il danno di m anifesta assai rapidam ente ed in 
m odo intenso (già dopo 8 ore si riscontra la percentuale più elevata di linfociti 
picnotici), m a è di breve dura ta  (al 2° giorno non sono più presenti cellule 
danneggiate), m entre in seguito a somm inistrazione di iprite, le variazioni 
del quadro istologico sono, in rapporto, ritardate  nel tem po e, sebbene di 
m inore entità, più durature.

Il quadro istologico che riguarda gli anim ali in iettati con azotoiprite, 
m entre da una parte  può essere confrontato con quello dell’iprite, in quanto  
a d u ra ta  del danno nel tem po (infatti in entram bi i casi si riscontrano linfociti 
picnotici fino all’8° giorno dopo il trattam ento), dall’altra l’entità e l’intensità 
del danno, calcolato anche attraverso la conta percentuale dei linfociti picno
tici, è nettam ente superiore, negli stadi im m ediatam ente successivi a tra tta 
mento,, di quello riscontrato in seguito a somm inistrazione di iprite. Anzi, 
questo fatto potrebbe far pensare ad un meccanismo d ’azione simile tra  
azotoiprite e raggi X: però a distinguere l’azione rim angono gli effetti ancora 
evidenti, nel caso dell’azotoiprite, per diversi giorni successivi al trattam ento , 
m entre, in seguito ad irradiazione, il danno non è più evidenziabile dopo il 
2° giorno sperim entale.

D al punto di vista qualitativo, confrontando il quadro istologico in seguito 
aiTre diversi tipi di trattam ento , si è notato che le picnosi conseguenti ad irra 
diazione sono chiaram ente definibili e raram ente fram m entate, che i m acrofagi 
fanno la loro com parsa precocemente concorrendo in m isura notevole alla 
rimozione dei detriti nucleari, e che i corpuscoli di Hassall aum entano in 
num ero e dimensioni.

Ifi seguito a som m inistrazione di iprite e di azotoiprite, le picnosi, pur 
ben evidenti, si m anifestano, rispetto ai raggi X, più lim itate di dimensioni 
e più spesso fram m entate; inoltre, m entre la delimitazione tra  le due regioni 
timiche, dopo trattam ento  con iprite, viene più o meno m antenuta, nei ra tti
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tra tta ti con azotoiprite risulta difficile distinguere la regione corticale da quella 
midollare, già al 2° giorno sperim entale. Inoltre, negli anim ali tra tta ti con 
radiom im etici, il com portam ento dei corpuscoli di H assall si presenta alquanto 
peculiare, dal m om ento che queste formazioni sem brano m om entaneam ente 
scom parire duran te gli stadi precoci, per fare successivam ente la loro ricom 
parsa dopo qualche giorno. Questo dato è interessante, data  la partecipazione 
dei corpuscoli di H assall nei processi di fagocitosi; sem brerebbero quindi 
p rendervi parte nei tim i irradiati, risultandone assenti, almeno inizialm ente, 
nei tim i degli anim ali sottoposti a trattam ento  con i radìom im etici. Però, 
in questi ultim i compaiono, più num erose che non nei tim i di ra tti to talm ente 
irradiati, delle formazioni di tipo cistico.

Anche il recupero timico presenta alcune differenze, a seconda del 
trattam ento  riservato agli animali: nei ra tti irradiati si riscontra un notevo
lissimo rallentam ento dell’attiv ità m itotica fino al 50 giorno, m om ento in cui si 
ha il valore m inimo dell’I.M .; nei ra tti tra tta ti con iprite, si ha una riduzione 
dell’attiv ità  m itotica (che non raggiunge mai, però, i bassi valori degli irradiati) 
nei prim i giorni, m entre il valore più alto dell’I.M . è raggiunto all’8° giorno; 
nei ra tti inoculati con azotoiprite, duran te i prim i giorni, l’a ttiv ità m itotica si 
m antiene assai bassa, con valori prossimi più a quelli dei ratti irradiati che a 
quelli dell’iprite, m entre raggiunge il suo massimo increm ento all*8° giorno.

L a somiglianza delle lesioni biologiche provocate dalle radiazioni ioniz
zanti e dai radiom im etici, ha suggerito a diversi A utori l’idea di un m ecca
nismo di azione chimica comune a livello del DNA (Gjessing e Chanutin, 
1946; Sparrow  e Rosenfeld, 1946; T aylor e coll., 1948; Butler e coll., 1950), 
m a ricerche successive hanno indirizzato l’analisi sulla reazione prim aria 
del DNA sia con le sostanze radiom im etiche che con i raggi X, desum endo 
che, probabilm ente, nel prim o caso verrebbe provocata una modificazione 
della form a della molecola del DNA, nel secondo si avrebbe una degrada
zione o ro ttu ra  della molecola stessa.

Concludendo, nonostante anche nel caso del timo di giovani ra tti lo studio 
com parativo degli effetti dei raggi X, dell’iprite e dell’azotoiprite, abbia messo 
in evidenza lina somiglianza dell’effetto finale (anche se l’intensità e la 
du ra ta  nel tem po è solo raram ente sovrapponibile), si può verosimilmente 
ritenere che non è sufficiente una sim ilitudine sia nelle lesioni biologiche che 
nella loro evoluzione e recupero, per poter affermare che parallelam ente esiste 
una identità idei m eccanismo di azione, che anzi, nel caso dei raggi X e dei 
radiom im etici usati, è probabilm ente diverso.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - IV  

T avola  I

Fig. i. -  Sezione di timo di ratto sacrificato 1 giorno dopo somministrazione di yprite. Sono 
visibili alcuni linfociti picnotici. X720.

Fig. 2. -  Sezione di timo di ratto  2 gg. dopo somministrazione di yprite. Si nota una certa 
vasodilatazione. X 720.

Fig. 3. -  Sezione di timo di ratto  3 gg. dopo trattam ento con yprite. L ’attiv ità  m itotica è 
ridotta e notevoli appaiono i fenomeni di iperemia. X 720.

Tavolati

Fig. 4- -  Sezione di timo di ratto 5 gg. dopo trattam ento con yprite. Assai scarsi i linfociti 
danneggiati; si nota una formazione cistica. X 720.

Fig- 5* ~ Sezione di timo di ratto, 8 gg. dopo yprite. A questo stadio, si raggiunge il valore 
più elevato dell’Indice Mitotico. x  1125.

Fig. 6. -  Sezione di timo di ratto, 30 gg. dopo yprite. La stru ttu ra  istologica è sovrappo
nibile a quella dei timi dei ratti di controllo. X1125.

Tavola III

Fig. 7. -  Sezione di timo di ratto sacrificato 8 ore dopo somministrazione di azotoiprite. 
Si nota un discreto numero di linfociti picnotici. x  720.

Fig. 8. -  Sezione di timo di ratto, 1 giorno dopo azotoiprite. Il numero dei linfociti picno
tici è notevolmente dim inuito rispètto allo stadio precedente. X 720.

Fig. 9. -  Sezione di timo di ratto, 2 gg. dopo azotoiprite. Pochi i linfociti danneggiati, 
assai rare le mitosi, presente una cisti timica. X1125.

Tavola IV

Fig. io. - Sezione di timo di ratto, 3 gg. dopo azotoiprite. La situazione, rispetto a 2 gg., 
non è molto diversa. X 720.

Fig. l i .  -  Sezione di timo di ratto  5 gg. dopo azotoiprite. I linfociti picnotici risultano 
pressoché assenti; si nota ancora vasodilatazione ed un corpuscolo di Hassall. 
X 900.

Fig. l ì  -  Sezione di timo di ratto, 8 gg. dopo trattam ento con azotoiprite. Sono presenti 
numerose cellule in a ttiv ità  m itotica ed il danno istologico, già a partire da questo 
stadio, è pressoché scomparso. X I125.
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Acc. Lincei — Rend. d. Cl. di Se. fis., 
mat. e nat. -  Vol. L U I.



N. Catalini e G. G ib e r t in i -  Studio com-
pzraiivo  delibazione, ecc. — TAV. II I .

Acc. Lincei -  Rend. d. Cl. di Sc. fis., 
mat. e nat. — Vol. L U I.



N. Catalisi e G. Gibertini -  Studio com
parativo dell’azione, ecc. -  TAV. IV.

Acc. Lincei -  Rend. d. Gl. di Se. fis., 
mat. e nat. -  Voi. L III.


