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SEZIO NE III
(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Zoologia. — Osservazioni autoradiografiche sopra gonadi larvali 
di Rana latastei in inversione sessuale indotta mediante testosterone 
e bloccata mediante actinomicina^. N o ta (##) di F r a n c e s c o  Z a c c a n t i , 
presentata dal Socio P . P a s q u i n i .

SUMMARY. — Tadpoles of a sexually undifferentiated race of Rana latastei were injected 
with a testosterone oil-solution. After six weeks a group of testosterone treated animals was 
injected with an actinomycin D water solution. Finally, after eight weeks, treated and control 
animals were killed a day after the injection of a 3H-uridine water-solution.

In control specimens the gonads preserved their typical ovarian structure; in testosterone 
treated specimens a sex reversal was constantly induced; in specimens treated with testoste
rone plus actinomycin D the medullo-stimulating effect of testosterone was suppressed.

By means of autoradiographic studies after 3H-uridine incorporation the testosterone 
target-cells have been identified in the extragonadic interrenal region; firstly these activated 
cells strongly increase the RNA-neosinthesis, and successively they begin to descend towards 
the ovaries along their mesogonia, so operating their sex reversal. These two steps of the testo
sterone-induced masculinization were disconnected by the pulse administration of actinomycin D.

L a presente ricerca vuole essere un ulteriore contributo allo studio del 
differenziam ento sessuale degli Anfibi, e in particolare degli effetti di som m ini
strazioni sperim entali di testosterone sul differenziamento delle gonadi in Rana.

V annini e S tagni (1967, 1968, 1971, 1972) in seguito a ricerche su girini 
di una razza sessualm ente indifferenziata di Rana dalmatina  tra tta ti con testo
sterone associato ad inibitori delle sintesi proteiche quali l’actinom icina D 
e la purom icina, hanno dim ostrato due differenti effetti dell’orm one sulle 
gonadi: un  effetto antiovogenetico e un effetto m edullostim olatore e pertanto  
mascolinizzante. Soltanto questo secondo effetto viene bloccato in seguito 
a som m inistrazioni subletali di actinom icina D.

Questi risu ltati sono stati inquadra ti nell’ipotesi secondo la quale il testo
sterone agisce sulla morfogenesi delle gonadi dereprim endo fattori genici 
responsabili del differenziam ento in senso maschile, presenti in am bedue i 
sessi, definitivam ente repressi nei genotipi femminili, m om entaneam ente 
repressi nei genotipi m aschili duran te la fase sessualmente indifferenziata 
di tipo femminile che caratterizza la gonadogenesi nella razza di R ana dal
m atina  studiata.

R isultati o ttenuti m ediante studio di inversioni sessuali molto iniziali 
indotte in R ana esculenta con testosterone hanno permesso di conferm are i (*) (**)

(*) Indagini eseguite nellTstituto di Zoologia dell’Università di Bologna, diretto dal 
prof. Enrico Vannini, con una sovvenzione del C.N.R.

(**) Pervenuta all’Accademia il i° settembre 1974.
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due differenti effetti del testosterone anche attraverso osservazioni au to ra
diografiche sulle differenze di incorporazione di u rid ina triz iata  negli animali 
tra tta ti e in quelli norm ali. L ’effetto antiovogenetico del testosterone è rile
vabile sotto form a di un brusco decrem ento delle sintesi di RNA nei nuclei 
degli ovociti diplotenici, m entre Teff etto mascolinizzante si m anifesta inizial
m ente in cellule extragonadiche del blastem a interrenale, che presentano un 
netto increm ento delle sintesi di RNA. Queste cellule, bersaglio del testosterone, 
sono state considerate come possibili m edulloblasti che, m igrando nella gonade, 
danno origine alla medulla mascolinizzante (Zaccanti, 1974).

Il differenziam ento delle gonadi in senso maschile come effetto di som m i
nistrazioni sperim entali di testosterone, si m anifesta inizialm ente con la for
mazione di nuova medulla gonadica, la cui origine non è accom pagnata da 
significativi increm enti di quadri mitotici a carico di cellule som atiche della 
gonade o di vicine sedi extragonadiche. L a medulla  neoform ata è do tata di 
a ttiv ità  m ascolinizzante presum ibilm ente m ediata dalla sintesi e dalla diffu
sione di una sostanza capace di indurre le cellule germ inali a com portarsi da 
spermatogoni; in altre parole all’attivazione delle cellule som atiche m idollari 
dovrebbe corrispondere un increm ento della loro a ttiv ità  di sintesi delle diverse 
categorie di RN A  responsabili della sintesi proteica.

Ciò premesso, allo scopo di ottenere ulteriori informazioni sui meccanismi 
di formazione di nuova medulla  gonadica mascolinizzante in dipendenza di 
som m inistrazioni sperim entali di testosterone a girini di R a n a , è stato im piegato 
nella recente ricerca un precursore radioattivo dell’RNA, l’urid ina triziata, 
è ciò nell’intento di riconoscere le cellule bersaglio dell’orm one nelle loro 
sedi extragonadiche; infatti è noto che le sintesi di RN A  messaggeri indotte 
dagli ormoni steroidi sono norm alm ente congiunte a im portanti sintesi di RNA 
ribosomici (Tata, 1970; W illiam s-Ashm an e Reddi, 1972), e pertanto  facil
m ente riconoscibili nei p reparati istologici. N ell’ipotesi poi che le localizza
zioni delle cellule bersaglio del testosterone si fossero dim ostrate possibili, 
si è cercato di bloccare almeno parzialm ente il reclutam ento e la m igrazione di 
tali cellule nella gonade, m ediante impiego di actinom icina D, som m inistrando 
questo antibiotico unitam ente al testosterone, analogam ente a quanto  fatto 
da V annini e Stagni nelle suddette occasioni.

M a t e r ia l e  e  m e t o d i

Girini di Rana latastei sviluppati in laboratorio da ovature raccolte in località «Punte 
Alberete» (Ravenna), ad uno stadio di sviluppo paragonabile a quello dello stadio 45 delle 
tavole di Cambar eMarrot (1954) Per la Rana dalmatina, sono stati raggruppati in due diversi 
lotti, l’uno dei quali numericamente doppio dell’altro. Ai girini del gruppo più numeroso sono 
stati somministrati per iniezione intraperitoneale 0,01 ml. di una soluzione oleosa di testo
sterone, pari a io pg. di ormone per animale (T). Ai girini dell’altro gruppo sono stati iniettati 
0,01 mi. di olio solvente (C). Gli animali dei due gruppi sono stati parallelamente allevati fino 
alla sesta settimana dall’inizio del trattamento, quando a metà degli animali trattati con testo
sterone sono stati iniettati 0,01 mi. di una soluzione acquosa di actinomicina D, pari a 0,85 pg. 
di antibiotico per animale (T+A).
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Gli animali dei tre gruppi, C, T e T -f A sono stati fissati in liquido di Sanfelice otto 
settimane dopo l’inizio del trattamento, e quindi due settimane dopo l’unica somministrazione 
di actinomicina D al gruppo T +  A; 24 ore prima della fissazione, a tutti gli animali sono stati 
iniettati in sacca linfatica dorsale 0,01 mi di soluzione fisiologica di uridina triziata, pari a 
io del precursore radioattivo dell’RNA per animale.

Dal materiale raccolto sono stati ottenuti preparati istologici a livello delle gonadi e dei 
mesoreni; per la visualizzazione delle marcature autoradiografiche dovute all’incorporazione 
di uridina triziata è stato impiegato il metodo dell’emulsione liquida secondo Belanger e Le
blond (1946), modificato da Messier e Leblond (1957) e da Kopriwa e Leblond (1962), descritto 
daMonesi (1966). E stata impiegata emulsione Kodak con esposizione di 20 giorni e sviluppo 
di 30 secondi.

Sono state eseguite osservazioni dei preparati istologici, ricostruzioni dei corpi genitali 
e valutazioni quantitative del grado di marcatura autoradiografica delle cellule somatiche del 
blastema interrenale, del mesogonio e della medulla gonadica mediante conteggio dei granuli 
di argento su superfici note dei preparati autoradiografici. Il confronto tra i dati quantitativi 
ottenuti per i diversi gruppi di animali è stato fatto mediante impiego della «/» di Student.

O sse r v a z io n i

Le osservazioni microscopiche condotte sui p reparati istologici ed autora- 
diografìci forniscono tre diversi gruppi di risultati, in stretta relazione con i 
diversi g ruppi di trattam ento  sperim entale.

Gli anim ali di controllo al m om ento della fissazione avevano raggiunto 
uno sviluppo com parabile con quello descritto per lo stadio 48 delle tavole 
di C am bar e M arro t su R ana dalm atina , stadio nel quale l’arto posteriore rag 
giunge una lunghezza pari a un terzo della coda. I quadri di sviluppo gonadico 
sono riferibili a quelli noti per le razze sessualmente indifferenziate delle rane 
rosse: sia nei m aschi che nelle femmine si riscontrano gonadi ad aspetto ovarico, 
con elementi germ inali nella cortex allo stadio di ovogoni, di ovociti agli stadi 
sinaptici della profase m eiotica e di ovociti diplotenici in auxocitosi. I maschi 
genetici sono tu ttav ia  distinguibili dalle femmine in quanto in essi lo sviluppo 
ovarico è meno spinto. Nelle femm ine infatti la cortex b ricca di ovociti in secondo 
periodo di accrescimento ovocitario, corrispondente all’auxocitosi, m entre 
nei m aschi genetici le cellule germ inali si presentano in prim o periodo di accre
scimento ovocitario, che va dal leptotene al pachitene della prim a divisione 
m aturativa, e solo raram ente raggiungono la fase di auxocitosi. In  entram bi 
i sessi la medulla  è fortem ente regredita e scavata al centro.

Negli animali uccisi al term ine del trattam ento  con testosterone sono 
riscontrabili i noti effetti di m ascolinizzazione delle gonadi negli esemplari di 
genotipo femminile e l’anticipazione dell’inversione sessuale degli ovari nei 
genotipi maschili. L a cavità ovarica si presenta ripiena di tessuto m idollare 
attivo in quanto  include cellule germ inali con il valore di sperm atogoni, e i 
cui elementi somatici sono in stretta  continuità con il blastem a interrenale 
attraverso  il mesogonio particolarm ente inspessito. Tale quadro suggerisce 
l’idea della provenienza del tessuto m idollare gonadico dal contiguo blastem a 
interrenale in seguito ad una m igrazione attiva attraverso il mesogonio. A  
testim onianza della precedente condizione ovarica, accanto alle cellule germi-
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nali con valore di sperm atogoni in moltiplicazione, perm angono ancora residui 
ovociti sinaptici e diplotenici che presentano netti quadri degenerativi. È 
da osservare infine che la mascolinizza zione delle gonadi appare più spinta 
nei m aschi che nelle femmine.

I quadri descritti conferm ano l’effetto mascolinizzante del testosterone 
sulla gonade larvale di R a n a , effetto am piam ente riportato  in letteratura, per 
una rassegna della quale si veda Collenot (1966).

Negli anim ali sottoposti a un prolungato trattam ento  con testosterone 
al quale è stata sovrapposta la som m inistrazione di actinom icina D m ediante 
u n ’unica iniezione a due settim ane dalla fissazione, l’effetto m ascolinizzante 
del testosterone non si m anifesta. Le gonadi, sia nelle femmine che nei m aschi 
genetici perm angono nella condizione di tipo ovarico riscontrabile negli ani
mali di controllo, sebbene si possano rilevare quadri degenerativi a carico 
degli ovociti. T ale risultato  conferm a quanto dim ostrato da V annini e Stagni, 
secondo i quali delle due azioni del testosterone soltanto quella mascolinizzante 
è bloccata dall’actinom icina D. Sem bra opportuno sottolineare come un unico 
« polso » di actinom icina, som m inistrato con un ritardo  di sei settim ane rispetto 
al trattam ento  m ascolinizzante abbia potuto quasi com pletam ente bloccarlo.

I risu ltati relativi allo studio delle autoradiografie o ttenute dai tre gruppi 
di p reparati istologici precedentem ente illustrati perm ettono una analisi più 
approfondita del processo di mascolinizzazione indotto dal testosterone.

Le osservazioni sono state rivolte alle incorporazioni di urid ina triz iata  
nelle cellule som atiche della gonade e nelle cellule del blastem a interrenale 
localizzate lateroventralm ente alla vena cava in prossim ità delle radici dorsali 
dei mesogonii.

U n a  prim a serie di osservazioni ha permesso di stabilire che in tu tti gli 
anim ali, di controllo o diversam ente tra tta ti, le incorporazioni di u rid ina tr i
ziata erano costantem ente più elevate nelle cellule del blastem a interrenale 
che non nelle cellule som atiche della gonade. C onfrontando poi le valutazioni 
quan tita tive della m arcatu ra autoradiografica nei diversi gruppi di anim ali, 
è stato  possibile osservare come le incorporazioni di uridina triz iata  fossero 
m assim e negli anim ali tra tta ti con il solo testosterone, sia nelle cellule del 
blastem a interrenale che nelle cellule somatiche della medulla gonadica. Negli 
anim ali tra tta ti con testosterone e actinom icina D si riscontrava invece una 
forte m arcatu ra  delle cellule del blastem a interrenale, m entre più scarsa era 
quella .delle poche cellule som atiche della gonade. Infine la m arcatu ra  au to ra
diografica negli anim ali di controllo appariva scarsa sia nelle cellule del blastem a 
in te r in a le ,  sia nelle cellule som atiche della gonade (fig. 1).

II confronto statistico tra  le m edie degli indici di m arcatu ra autoradio- 
grafica ottenuti m ediante ripetu ti conteggi dei granuli di argento su aree note 
delle diverse regioni, fornisce le seguenti indicazioni. Per le cellule del b lastem a 
in te r in a le  gli indici di m arcatu ra  degli animali di controllo sono significati
vam ente più bassi che per gli anim ali tra tta ti con il solo testosterone o con testo
sterone più actinom icina D. Per gli animali tra tta ti con testosterone gli indici 
di m arcatu ra non presentano significative differenze rispetto a quelli ottenuti
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per gli anim ali tra tta ti con testosterone più actinom icina D, e sono significa
tivam ente più elevati di quelli o ttenuti per gli animali di controllo.

Per quanto  riguarda invece le cellule somatiche della gonade gli indici 
di m arcatu ra  autoradiografica ottenuti per gli anim ali di controllo e per quelli

Fig. i . -  Ricostruzioni volumetriche delle gonadi (aree tratteggiate) e rappresentazioni quan
titative della marcatura autoradiografica dovuta ad incorporazione di uridina triziata nel 
blastema interrenale (i) e nelle cellule somatiche della gonade (g) (aree bianche) in alcuni degli 
animali esaminati. C: maschio e femmina di controllo. T: maschio e femmina trattati con testo

sterone; T -f A: maschio e femmina trattati con testosterone più actinomicina D.

tra tta ti con testosterone più actinom icina D sono significativam ente più bassi 
di quelli o ttenuti per gli anim ali tra tta ti con il solo testosterone, non essendovi 
invece significative differenze tra  di loro (fig. 2).
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È da rilevare che le notevoli m arcature riscontrate negli anim ali tra tta ti 
con actinom icina D sono da m ettere in relazione con una ripresa delle sintesi 
di RNA dopo il re lativam ente lungo intervallo intercorso tra  som m inistrazione 
deirin ib ito re e fissazione degli animali.

Fig. 2.-Confronto delle marcature autoradiografiche medie dovute ad incorporazione di uridina 
triziata in animali di controllo (C), trattati con testosterone (T) e trattati con testosterone e 
actinomicina D (T - f i  A). A sinistra (i) sono rappresentati i risultati relativi alla marcatura 
delle cellule del blastema interrenale. A destra (g) sono rappresentati i risultati relativi alla 

marcatura delle cellule somatiche della gonade.

C o n c l u sio n i

Le osservazioni su esposte, relative a preparati istologici e au toradiogra
fici di gonadi larvali di R ana latastei tra tta te  con testosterone e testosterone 
più actinom icina D, conferm ano che l’effetto m ascolinizzante del testosterone 
sulle gonadi è bloccabile in seguito a som m inistrazione di inibitori delle sintesi 
di RN A  D N A -dipendenti, come l ’actinom icina D e ciò in accordo con i succi
tati risu ltati di V annini e Stagni.

Secondo la term inologia in trodotta da Goldschm idt (1931), che distingue 
i differenziatori del sesso in differenziatori prim ari (i fattori genici di mascolinità 
e femm inilità), in differenziatori secondari (la m edullarina e la corticina di 
W itschi, 1929) e in differenziatori terziari, gli ormoni sessuali dell’adulto (il 
testosterone e l’estradiolo), appare lecito attribu ire al testosterone u n ’azione 
sul differenziam ento delle gonadi paragonabile a quella dei differenziatori 
prim ari, e cioè dei fattori genici di mascolinità, altrim enti repressi nei genotipi 
femminili e, nella razza sessualm ente indifferenziata in esame, anche nei geno
tipi m aschili duran te la vita larvale.
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L ’orm one sessuale del m aschio adulto, il testosterone, som m inistrato 
alle larve, scatena una serie di azioni che si traducono nella formazione di 
nuovo tessuto m idollare gonadico. L ’origine di tale tessuto, capace di m asco
linizzare la cellule germ inali, come già avevano visto m ediante studi m orfo
logici V annini (1942) su R ana  e V annini e Busetto ( 1945) su B u fo , non è im pu
tabile a processi m oltiplicativi di cellule som atiche gonadiche, m a bensì 
ad una m igrazione nella gonade di elem enti somatici extragonadici apparte 
nenti al blastem a interrenale che penetrano nella gonade attraverso  il mesogonio. 
Il reclutam ento di tali cellule è conferm ato da osservazioni autoradiografiche 
su ovari larvali di R ana esculenta in inversione sessuale indotta con testosterone 
(Zaccanti, 1974) e dalle presenti osservazioni secondo le quali i prim i effetti 
dell’azione m ascolinizzante del testosterone sono riscontrabili a carico di cellule 
del blastem a in terrenale caratterizzate da un notevole increm ento delle sintesi 
di RNA, rilevabili dalle massicce incorporazioni di u rid ina triziata. Queste 
cellule vengono qui ritenute i possibili bersagli del testosterone, che assumono 
il valore di m edulloblasti e, una volta m igrati nella gonade attraverso  il m eso
gonio, vanno a form are il nuovo tessuto m idollare m ascolinizzante. L ’a ttiv ità  
della nuova medulla  è paragonabile a quella dei differenziatori sessuali secondari, 
in quanto induce le cellule germ inali inglobate a differenziarsi in spermatogoni.

Il procedim ento im piegato nella presente ricerca, secondo il quale a sei 
settim ane da ll’inizio di un tra ttam en to  con testosterone in soluzione oleosa 
è sta ta  som m inistrata una sola dose di actinom icina D, ha permesso di riscon
trare  all’ottava settim ana di trattam ento , e quindi due settim ane dopo la som m i
nistrazione dell’antibiotico, il blocco pressoché completo del processo di masco- 
linizzazione della gonade. Precedentem ente alla som m inistrazione della actino
m icina D si era però già verificata l’attivazione delle cellule bersaglio del testo
sterone, o m edulloblasti, nei quali, a due settim ane dall’iniezione di actinom i
cina D, erano riprese intense sintesi di RNA, messe in evidenza dalle notevoli 
m arcature autoradiografiche anche negli anim ali non m ascolinizzati a causa 
della inibizione dell’effetto m ascolinizzante del testosterone.

Questi fatti inducono a ritenere che il fenomeno di m ascolinizzazione 
delle gonadi provocato dal testosterone sia articolato in più fasi, riassum ibili 
nella attivazione dei m edulloblasti, nella migrazione di questi a ll’interno delle 
gonadi, nella formazione di nuova medulla  gonadica do tata di a ttiv ità  m asco
linizzante sulle Cellule germ inali. L a som m inistrazione di actinom icina D in 
un unico « polso » avrebbe bloccato la fase di m igrazione dei m edulloblasti 
precedentem ente attivati dal testosterone.

Ricerche in corso sono volte al tentativo di individuare i m om enti pre
cedenti del processo di mascolinizzazione, verificando la loro eventuale sensi
bilità all’actinomicina.

Inoltre i risultati finora conseguiti forniscono indicazioni sulla probabile 
identità tra  m eccanismi chiam ati in causa dalle som m inistrazioni sperim entali 
di testosterone e m eccanismi che stanno alla base dei processi di m ascoliniz
zazione spontanea duran te il norm ale differenziamento sessuale delle gonadi 
negli Anfibi A nuri.
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