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SEZIONE III

(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Biologia. — Osseroazioni istochimiche sull anidrasi carbonica nello
stomaco ghiandolare dell’ embrione di pollo ™. Nota di PiETrRO PALA-
TRONI, presentata ® dal Socio A. STEFANELLL.

SUMMARY. — Histochemical observations have been made by the Hiusler technique,
as modified by Hansson, on the localization of carbonic anhydrase activity in the gastric
cells during the development of the chick.

The enzyme activity is always present, from the beginning of development until the
hatching, both in the epithelial cells lining the lumen and in the cells of the submucosal
zymogenic glands, whose function is still a matter of discussion.

\

Negli Uccelli granivori lo stomaco & costituito da due porzioni che si
succedono in senso cefalo-caudale, le quali differiscono profondamente sia
dal punto di vista morfologico che fisiologico. La parte craniale — oggetto
di questa ricerca — & lo stomaco ghiandolare, caratterizzato dalla presenza,
nella propria parete, di un elevato numero di ghiandole composte secernenti
enzimi digestivi, che si aprono nel suo lume tramite un canale centrale; la
porzione caudale, il ventriglio, & invece provvista di una robustissima tonaca
muscolare che consente la triturazione degli alimenti ingeriti.

Nella porzione ghiandolare dal sesto giorno di incubazione inizia, da
parte dell’epitelio entodermico del lume gastrico, il processo morfogenetico
che conduce alla formazione delle ghiandole zimogeniche della sottomucosa.
Gli elementi ghiandolari originano da evaginazioni che I’epitelio gastrico emana
verso il tessuto connettivo circondante il tubo epiteliale.

Le modalita con le quali si sviluppa I’apparato gastrico degli Uccelli
sono state estesamente studiate e descritte da Cazin in una monografia del 1888.

Anche se le proprieta acide e proteolitiche del succo gastrico del pollo
sono state dimostrate per la prima volta da Spallanzani nel 1783, poco si sa
sulla reale concentrazione degli ioni idrogeno. Tuttavia i dati disponibilj
dalle ricerche di Groebbels (1930), Popov e Kudriavtsef (1932), Farner (1943),
Fedorovskii (1951), Van Dobben (1952), fanno ritenere attendibile un valore
del pH gastrico compreso tra I e 2 (vedi Farner, 1960).

La secrezione acida dello stomaco ghiandolare & determinata dalla
presenza nel suo epitelio dell’enzima anidrasi carbonica che catalizza la rea-
zione:

(1) H50 -+ CO; £ HsCOs

(*) Dall'Istituto di Istologia ed Embriologia, Facolty di Scienze M.F.N., dell’Universita
di Camerino.

(**) Nella seduta del 9 febbraio 1974.



250 Lincei — Rend. Sc. fis. mat. e nat. — Vol. LVI — febbraio 1974

che rientra nel sistema metabolico della secrezione dell’acido cloridrico nel
lume gastrico.

Il primo metodo per la localizzazione istochimica dell’anidrasi carbonica
si deve a Kurata (1953) ma Fand ez a/. (1959) ne hanno criticato la specificita.
Hausler (1958) ha modificato il metodo di Kurata: il mezzo di incubazione
contiene bicarbonato, cobalto, solfato di sodio ed acido solforico ed il pro-
dotto finale, colorato, & un precipitato di solfuro di cobalto.

Secondo Héiusler I’anidride carbonica derivante dalla dissociazione
dell’acido carbonico secondo la reazione (1), viene rimossa spostando di con-
seguenza l’equilibrio della seguente reazione verso destra:

2 HCO3 = CO;™+ H,COy .

Cid comporta un aumento del carbonato; gli ioni CO3”, cosi prodotti,
verrebbero precipitati dagli ioni cobalto Co™ del mezzo di incubazione,
e il carbonato di cobalto cosi formato sarebbe infine evidenziato come solfuro
di cobalto.

I’acetazolamide, inibitore specifico dell’anidrasi carbonica, blocca com-
pletamente la reazione e Korhonen e Korhonen (1965 a, b) confermano la
specificitd del metodo di Hiausler. ‘

La reazione di Hiusler ¢ stata successivamente modificata da Hansson
(1967), impiegando, nel mezzo di incubazione, fosfato di potassio al posto
del solfato di sodio e ottenendo una riduzione del tempo di incubazione.

Muther (1972) ha avanzato riserve sulla specificitda di questa reazione:
da misurazioni sulla cinetica della reazione non catalizzata risulta infatti
che essa impiega un tempo minore di quello occorrente alla formazione del
precipitato; l'inibizione da acetazolamide inoltre deriverebbe dalla forma-
zione di complessi con il metallo presente nel mezzo di incubazione. Pertanto
egli non ritiene valido per il metodo istochimico la spiegazione data da Hiusler,
pur convenendo che la reazione di Hiusler colora, in qualche modo, ’anidrasi
carbonica.

Scopo delle ricerche esposte in questa Nota & di studiare la localizzazione
dell’anidrasi carbonica nello stomaco ghiandolare durante lo sviluppo embrio-
nale del pollo con il metodo istochimico di Hiusler secondo la modifica
apportata da Hansson, nonche di portare un contributo alla discussione sulla
sua specificita.

Ad embrioni di pollo razza « Golden Comet » ) & stato tolto lo stomaco
ghiandolare a diversi stadi ‘dello sviluppo e fissato in glutaraldeide al 3 9%,
in tampone cacodilato 0,2M pH 7,4 pitt 79 di saccarosio. Il materiale &
stato tenuto nel fissativo per tre ore per poi subire tre lavaggi di 20’ ognuno
in soluzione fisiologica contenente saccarosio al 7 %,.

(1) Ringrazio il dott. Claudio Vissani per averli gentilmente forniti.
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Le sezioni sono state tagliate al criostato ad uno spessore di 10-12
e mantenute flottanti in soluzione fisiologica con saccarosio al 7 %.

Dalla soluzione fisiologica le sezioni sono state trasferite nel mezzo di
incubazione di Hansson utilizzando filtri Millipore e mantenute flottanti per
circa 10’ a temperatura ambiente (circa 22°C).

Dopo un lavaggio in acqua distillata le sezioni, sempre flottanti, hanno
subito un processo di annerimento in soluzione di (NHy)2S al 0,5 % in H»O.

Le sezioni sono state infine montate in glicerina dopo averle preven-
tivamente lavate in acqua distillata.

Il mezzo di incubazione ¢ stato cosl preparato:

Soluzione 121 1ml di CoSOs4 0,1 M; 6ml di HeSOs4 0,5M; 5ml di
KH2PO4 1/15M; 5 ml H20.

Soluzione 22: 0,75 gr. di NaHCOs3 in 40 ml di HzO.

Le soluzioni 12 e 22 si mescolano al momento dell’uso e la soluzione risul-
tante ha un pH di 5,8.

Per ogni stadio studiato, sono stati eseguiti preparati di controllo nei
quali l'incubazione & stata eseguita in mezzo contenente acetazolamide @
alla concentrazione di 1 X1073M,

In tutti gli stadi embrionali considerati (Tav. I, figg. 1, 2, 3, 4, §5 € 6)
sia I'epitelio di rivestimento della mucosa gastrica che Iepitelio delle ghian-
dole zimogeniche multilobulari della sottomucosa risultano intensamente
colorati, mentre nessuna positivita si rileva a carico di altri tessuti: tessuto
connettivo, ‘tessuto muscolare liscio.

Nei preparati incubati in presenza di acetazolamide I'inibizione & stata
totale.

Ammettendo la specificita della reazione per I'anidrasi carbonica, sia
pure con le riserve di Muther, i risultati ottenuti confermano, sul piano mor-
fologico, i dati biochimici rivelati da Clark (1951).

Questo Autore ha determinato, per lo stomaco ghiandolare dell’embrione
di pollo, una attivitd dell’anidrasi carbonica sempre crescente, nel decorso
ontogenetico, secondo 'andamento del grafico di fig. 1, dove la attivita del-
I'enzima ¢& espressa in unitd enzimatiche per 50 mg di tessuto in funzione dei
giorni di incubazione.

I quadri istochimici ottenuti mostrano infatti come, con il progredire
dello sviluppo, le cellule epiteliali della mucosa e delle ghiandole della sotto-
mucosa, contenenti I’enzima, siano in continuo aumento rispetto all’unita
di volume della parete dello stomaco; in perfetto accordo con i dati di Clark.

Per quanto concerne la positivita delle cellule della mucosa i risultati
concordano con quelli recentemente ottenuti da Gay e Mueller (1973) i quali,
sperimentando con acetazolamide tritiata su pulcini di 10gg, hanno dimo-
strato detta positivith con la tecnica autoradiografica. Essi hanno pero, per

(2) Ringrazio la Societa Cyanamid Italia per averla gentilmente fornita.
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contro, non rilevato alcuna positivita a carico delle cellule delle ghiandole
zimogeniche della sottomucosa.

Sulle cellule delle ghiandole zimogeniche della sottomucosa vi & una
notevole controversia; tuttavia esse sono ritenute funzionalmente omologhe
sia alle cellule principali peptiche che alle cellule parietali oxintiche dei Mam-
miferi (Hill, 1971). :

Gay e Mueller, basandosi sul fatto che nelle cellule delle ghiandole zimo-
geniche della sottomucosa non hanno ottenuto positivitd con il processo
autoradiografico, ritengono che I’acido cloridrico verrebbe secreto unicamente
dalle cellule di rivestimento della mucosa, senza alcun intervento da parte
delle ghiandole della sottomucosa.

60+
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Unita enzimatiche per 50 mgq.
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Fig. 1. — Attivitd della anidrasi carbonica nello stomaco ghiandolare
dell’ embrione di pollo, a diversi stadi di sviluppo (da Clark, 1951)

I risultati di questa ricerca, per quanto concerne la positivitd delle cellule
delle ghiandole zimogeniche della sottomucosa, contrastano con quelli di
Gay e Mueller perche, come si & gid detto, una notevole positivitd & stata
osservata anche in queste ghiandole. Inoltre, come si puo rilevare dalla foto-
grafia 5 della Tav. I, non tutte le cellule di una stessa ghiandola hanno risposto
alla reazione; questo fa supporre che, come per i Mammiferi, alcune cellule
sarebbero deputate alla produzione di HCI, altre alla produzione di pepsi-
nogeno.

Ricerche a livello ultrastrutturale sulla mucosa e sulle ghiandole della
sottomucosa dello stomaco del pollo, che attualmente vengono condotte nel

nostro laboratorio, potrebbero dare una definitiva risposta sulla esatta loca-
lizzazione di questo enzima.

In conclusione, le presenti osservazioni istochimiche compiute su embrioni
di pollo dall’ottavo giorno di incubazione alla schiusa con il metodo di Hiusler
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(modificato da Hansson) mostrano una positivitd della reazione pet la anidrasi
carbonica sia nelle cellule epiteliali della mucosa gastrica che nelle cellule
delle ghiandole zimogeniche presenti nella sottomucosa. L’intensitd della
reazione appare costante; I'aumento di attivita ¢ percio in rapporto al pro-
gressivo aumento numerico, per unita di volume della parete gastrica, delle
cellule contenenti l’enzima.

I risultati ottenuti, la cui specificitd ¢ stata controllata inibendo con
acetazolamide l'attivitd dell’anidrasi carbonica, rappresentano un contributo
alla conoscenza della funzione delle ghiandole della sottomucosa, tuttora
controversa.
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SPIEGAZIONE DELLA TAVOLA I

Sezioni al criostato dello stomaco ghiandolare di embrioni di pollo fissato in glutaraldeide
al 3% in tampone cacodilato 0.2M pH 7,4 pit 7% di saccarosio; attivith dell’anidrasi car-
bonica rivelata con il metodo di Hiusler, secondo la modifica apportata da Hansson, a pH 5,8.
Tempo di incubazione: 10’. (Altre spiegazioni nel testo).

Fig. 1. — Stomaco ghiandolare di embrione all’8° giorno; & gia iniziato lo sviluppo delle
ghiandole zimogeniche della sottomucosa, che originano da evaginazioni dell’epi-
telio gastrico. .Intensa positivitd della reazione nelle cellule epiteliali; nessuna colo-
razione specifica si rileva a carico del tessuto connettivo. 120X.
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Fig. 2. — Stomaco ghiangolare di embrione al 12° giorno; lo sviluppo delle ghiandole della
sottomucosa & pil esteso ed il grado di differenziamento pitt avanzato rispetto allo
stadio precedente; sempre intensa la positivita delle cellule epiteliali; nessuna colo-
.razione specifica a carico del connettivo e del tessuto muscolare. 30X.

Fig. 3. — Stomaco ghiandolare di embrione al 15° giorno; lo sviluppo delle ghiandole della
sottomucosa & molto avanzato; la sottomucosa viene sempre pill occupata dalle
ghiandole zimogeniche in accrescimento. Sempre intensa la positivita delle cellule
epiteliali; nessuna colorazione specifica a carico degli altri tessuti. 30X.

Fig. 4. — Particolare a maggiore ingrandimento della fig. 3. 120X.

Fig. 5. — Stomaco ghiandolare di embrione al 15° giorno; particolare di una ghiandola zimo-
genica; si noti che non tutte le cellule presentano positivita della reazione. 300X.

Fig. 6. — Stomaco ghiandolare di embrione al 19° giorno; lo sviluppo dello stomaco ghian-
dolare & praticamente al termine; si osserva sempre la stessa positivita della reazione
nelle cellule epiteliali, sia della mucosa che delle ghiandole zimogeniche; nessuna
colorazione specifica a carico del connettivo e del tessuto muscolare. 30X.
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