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SEZIONE III
(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Biologia. —- Osservazioni istockimiche sulV anidrasi carbonica nello 
stomaco ghiandolare dell’embrione di pollo (* (**)à Nota di P i e t r o  P a l a - 
t r o n i , presentata (*#) dal Socio A. S t e f a n e l l i .

Summary. ■— Histochem ical observations have been m ade by  the H äusler technique, 
as modified by  H ansson, on the localization of carbonic anhydrase activ ity  in the gastric 
cells during the developm ent of the chick.

The enzyme activ ity  is alw ays present, from the beginning of developm ent until the 
hatching, both in the epithelial cells lining the lum en and  in the cells of the submucosal 
zymogenic glands, whose function is still a m atter of discussion.

Negli Uccelli granivori lo stomaco è costituito da due porzioni che si 
succedono in senso cefalo-caudale, le quali differiscono profondam ente sia 
dal punto di vista morfologico che fisiologico. L a parte craniale -  oggetto 
di questa ricerca -  è lo stomaco ghiandolare, caratterizzato dalla presenza, 
nella propria parete, di un elevato num ero di ghiandole composte secernenti 
enzimi digestivi, che si aprono nel suo lume tram ite un canale centrale; la 
porzione caudale, il ventriglio, è invece provvista di una robustissim a tonaca 
m uscolare che consente la triturazione degli alim enti ingeriti.

Nella porzione ghiandolare dal sesto giorno di incubazione inizia, da 
parte  dell’epitelio entoderm ico del lum e gastrico, il processo morfogenetico 
che conduce alla formazione delle ghiandole zimogeniche della sottomucosa. 
Gli elem enti ghiandolari originano da evaginazioni che l ’epitelio gastrico em ana 
verso il tessuto connettivo circondante il tubo epiteliale.

Le m odalità con le quali si sviluppa l ’apparato  gastrico degli Uccelli 
sono state estesam ente studiate e descritte da Cazin in una monografia del 1888.

Anche se le proprietà acide e proteolitiche del succo gastrico del pollo 
sono state dim ostrate per la prim a volta da Spallanzani nel 1783, poco si sa 
sulla reale concentrazione degli ioni idrogeno. T u ttav ia  i dati disponibili 
dalle ricerche di Groebbels (1930), Popov e K udriavtsef (1932), Farner (1943), 
Fedorovskii (1951), V an D obben (1952), fanno ritenere attendibile un valore 
del pH  gastrico compreso tra  1 e 2 (vedi Farner, i960).

L a secrezione acida dello stom aco ghiandolare è determ inata dalla 
presenza nel suo epitelio dell’enzim a anidrasi carbonica che catalizza la rea
zione:

ACCO HaO +  C02 ^  H2CO3

(*) D all’Istitu to  di Istologia ed Embriologia, Facoltà di Scienze M .F.N ., dell’U niversità 
di Camerino.

(**) Nella seduta del 9 febbraio 1974.
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che rien tra  nel sistem a m etabolico della secrezione dell’acido cloridrico nel 
lum e gastrico.

Il prim o m etodo per la localizzazione istochimica dell’anidrasi carbonica 
si deve a K ura ta  (1953) m a Fand et al. (1959) ne hanno criticato la specificità. 
H äusler (1958) ha modificato il metodo di K urata: il mezzo di incubazione 
contiene bicarbonato, cobalto, solfato di sodio ed acido solforico ed il p ro
dotto finale, colorato, è un precipitato di solfuro di cobalto.

Secondo H äusler F anidride carbonica derivante dalla dissociazione 
dell’acido carbonico secondo la reazione (1), viene rim ossa spostando di con
seguenza Tequilibrio della seguente reazione verso destra:

2 HCO3 ^  c o r + h2co3 .

Ciò com porta un aum ento del carbonato; gli ioni CO3“, così prodotti, 
verrebbero precipitati dagli ioni cobalto Co++ del mezzo di incubazione, 
e il carbonato di cobalto così form ato sarebbe infine evidenziato come solfuro 
di cobalto.

L ’acetazolamide, inibitore specifico dell’anidrasi carbonica, blocca com
pletam ente la reazione e K orhonen e Korhonen (1965 a, b) conferm ano la 
specificità del metodo di H äusler.

L a reazione di H äusler è stata  successivamente m odificata da Hansson 
(ï907), impiegando, nel mezzo di incubazione, fosfato di potassio al posto 
del solfato di sodio e ottenendo una riduzione del tem po di incubazione.

M uther (1972) ha  avanzato riserve sulla specificità di questa reazione: 
da m isurazioni sulla cinetica della reazione non catalizzata risulta infatti 
che essa im piega un  tem po m inore di quello occorrente alla formazione del 
precipitato; l’inibizione da acetazolamide inoltre deriverebbe dalla form a
zione di complessi con il metallo presente nel mezzo di incubazione. Pertanto  
egli non ritiene valido per il metodo istochimico la spiegazione da ta  da Häusler, 
pur convenendo che la reazione di H äusler colora, in qualche modo, Fanidrasi 
carbonica.

Scopo delle ricerche esposte in questa N ota è di studiare la localizzazione 
delFanidrasi carbonica nello stomaco ghiandolare duran te lo sviluppo em brio
nale del pollo con il m etodo istochimico di H äusler secondo la modifica 
apporta ta  da Hansson, nonché di portare un contributo alla discussione sulla 
sua specificità.

A d em brioni di pollo razza « Golden Comet » <!> è stato tolto lo stomaco 
ghiandolare a diversi stadi dello sviluppo e fissato in glutaraldeide al 3 %  
in tam pone cacodilato 0,2 M pH  7,4 più 7 %  di saccarosio. Il m ateriale è 
stato tenuto nel fissativo per tre  ore per poi subire tre  lavaggi di 20' ognuno 
in soluzione fisiologica contenente saccarosio al 7 %.

(1) R ingrazio il dott. Claudio Vissani per averli gentilm ente forniti.
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Le sezioni sono state tagliate al criostato ad uno spessore di 10-12 p, 
e m antenute flottanti in soluzione fisiologica con saccarosio al 7 % .

Dalla soluzione fisiologica le sezioni sono state trasferite nel mezzo di 
incubazione di H ansson utilizzando filtri M illipore e m antenute flottanti per 
circa io ' a tem peratu ra  am biente (circa 22°C).

Dopo un lavaggio in acqua distillata le sezioni, sempre flottanti, hanno 
subito un processo di annerim ento in soluzione di (N H ^ S  al 0,5 % in H2O.

Le sezioni sono state infine m ontate in glicerina dopo averle preven
tivam ente lavate in acqua distillata.

Il mezzo di incubazione è stato così preparato:

Soluzione i a: im i  di C0SO4 0,1 M; 6 mi di H2SO4 0,5 M; 5 ml di 
K H 2P0 4 1/15M ; 5 ml H2O.

Soluzione 2a: 0,75 gr. di NaHCOg in 40 ml di H2O.

Le soluzioni i a e 2a si mescolano al momento dell’uso e la soluzione risul
tan te  ha un pH  di 5,8.

Per ogni stadio studiato, sono stati eseguiti p reparati di controllo nei 
quali l’incubazione è sta ta  eseguita in mezzo contenente acetazolam ide 
alla concentrazione di iX io ~ 3M.

In tu tti gli stadi em brionali considerati (Tav. I, fìgg. 1, 2, 3, 4, 5 e 6) 
sia l’epitelio di rivestim ento della m ucosa gastrica che l’epitelio delle gh ian
dole zimogeni che m ultilobulari della sottomucosa risultano intensam ente 
colorati, m entre nessuna positività si rileva a carico di altri tessuti: tessuto 
connettivo, tessuto m uscolare liscio.

Nei preparati incubati in presenza di acetazolamide l’inibizione è stata 
totale.

A m m ettendo la specificità della reazione per l’anidrasi carbonica, sia 
pure con le riserve di M uther, i risultati ottenuti confermano, sul piano m or
fologico, i dati biochimici rivelati da C lark (1951).

Questo t u to r e  ha determ inato, per lo stomaco ghiandolare dell’em brione 
di pollo, una a ttiv ità  dell’anidrasi carbonica sempre crescente, nel decorso 
ontogenetico, secondo l’andam ento del grafico di fig. 1, dove la attiv ità del
l’enzim a è espressa in unità enzim atiche per 50 mg di tessuto in funzione dei 
giorni di incubazione.

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

Per quanto concerne la positività delle cellule della mucosa i risu ltati 
concordano con quelli recentem ente o ttenuti da Gay e M ueller (1973) i quali, 
sperim entando con acetazolam ide tritia ta  su pulcini di io g g , hanno dim o
strato  detta positiv ità con la tecnica autoradiografica. Essi hanno però, per

(2) Ringrazio la  Società C yanam id Ita lia  per averla gentilm ente fornita.
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contro, non rilevato alcuna positività a carico delle cellule delle ghiandole 
zimogeni che della sottomucosa.

Sulle cellule delle ghiandole zimogeniche della sottomucosa vi è una 
notevole controversia; tu ttav ia  esse sono ritenute funzionalm ente omologhe 
sia alle cellule principali peptiche che alle cellule parietali oxintiche dei M am 
miferi (Hill, 1971).

G ay e M ueller, basandosi sul fatto che nelle cellule delle ghiandole zimo
geniche della sottomucosa non hanno ottenuto positività con il processo 
autoradiografico, ritengono che l’acido cloridrico verrebbe secreto unicam ente 
dalle cellule di rivestim ento della mucosa, senza alcun intervento da parte 
delle ghiandole della sottomucosa.

Fig. i. -  A ttiv ità  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 positività delle cellule 
delle ghiandole zimogeniche della sottomucosa, contrastano con quelli di 
G ay e M ueller perchè, come si è già detto, una notevole positività è stata 
osservata anche in queste ghiandole. Inoltre, come si può rilevare dalla foto
grafia 5 della T av. I, non tu tte  le cellule di una stessa ghiandola hanno risposto 
alH reazione; questo fa supporre che, come per i M am m iferi, alcune cellule 
sarebbero deputate alla produzione di HC1, altre alla produzione di pepsi
nogen©.

Ricerche a livello u ltrastru ttu rale  sulla mucosa e sulle ghiandole della 
sottomucosa dello stomaco del pollo, che attualm ente vengono condotte nel 
nostro laboratorio, potrebbero dare una definitiva risposta sulla esatta loca
lizzazione di questo enzima.

In  conclusione, le presenti osservazioni istochimiche com piute su embrioni 
di pollo dall’ottavo giorno di incubazione alla schiusa con il metodo di H äusler
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(modificato da Hansson) m ostrano una positività della reazione per la anidrasi 
carbonica sia nelle cellule epiteliali della mucosa gastrica che nelle cellule 
delle ghiandole zimogeniche presenti nella sottomucosa. L ’intensità della 
reazione appare costante; l’aum ento di attiv ità è perciò in rapporto  al pro
gressivo aum ento numerico, per unità di volume della parete gastrica, delle 
cellule contenenti l’enzima.

I risu ltati ottenuti, la cui specificità è stata controllata inibendo con 
acetazolam ide l’a ttiv ità  dell’anidrasi carbonica, rappresentano un contributo 
alla conoscenza della funzione delle ghiandole della sottomucosa, tu tto ra  
controversa.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L A  TAVOLA I

Sezioni al criostato dello stomaco ghiandolare di embrioni di pollo fissato in glutaraldeide 
al 3%  in tam pone cacodilato 0.2 M pH  7,4 più 7%  di saccarosio; a ttiv ità  dell’anidrasi car
bonica rivelata con il metodo di Häusler, secondo la  modifica apportata  da  Hansson, a  pH  5,8. 
Tem po di incubazione: io '. (Altre spiegazioni nel testo).

Fig. i. -  Stomacb ghiandolare di embrione all’8° giorno; è già iniziato lo sviluppo delle 
ghiandole zimogeniche della sottomucosa, che originano da evaginazioni dell’epi
telio gastrico. In tensa positività della reazione nelle cellule epiteliali; nessuna colo
razione specifica si rileva a  carico del tessuto connettivo. 120 X.
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Fig. 2.

Fig- 3-

Fig. 4. 

Fig. 5.

Fig. 6.
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-  Stomaco ghiangolare di embrione al 120 giorno; lo sviluppo delle ghiandole della 
sottom ucosa è più esteso ed il grado di differenziamento più avanzato rispetto allo 
stadio precedente; sem pre intensa la  positività delle cellule epiteliali; nessuna colo
razione specifica a  carico del connettivo e del tessuto muscolare. 30 X .

-  Stomaco ghiandolare di embrione al 150 giorno; lo sviluppo delle ghiandole della 
sottom ucosa è molto avanzato; la  sottomucosa viene sem pre più occupata dalle 
ghiandole zimogeniche in accrescimento. Sempre intensa la  positività delle cellule 
epiteliali; nessuna colorazione specifica a carico degli a ltri tessuti. 30 X.

-  Particolare a maggiore ingrandim ento della fig. 3. 120 X.

-  Stomaco ghiandolare di embrione al 150 giorno; particolare di una ghiandola zimo- 
genica; si noti che non tu tte  le cellule presentano positività della reazione. 300 X .

-  Stomaco ghiandolare di embrione al 190 giorno; lo sviluppo dello stomaco gh ian
dolare è praticam ente al termine; si osserva sempre la  stessa positività della reazione 
nelle cellule epiteliali, sia della mucosa che delle ghiandole zimogeniche; nessuna 
colorazione specifica a  carico del connettivo e del tessuto muscolare. 30 X .
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