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Zoologia. — Studi sulla sintesi di emoagglutinine da parte di 
colture di emociti di Insetti Blattoidei (Nauphoeta cinerea Oliv, e 
Leucophaea maderae Fahr.) (*). Nota di F ranca G uidali  M azzalai, 
P atrizia B ergamo e G ianni  A.  A mirante , presentata <**) dal Socio 
S. R anzi .

SUMMARY. -  In this work the possible correlations between hemocytes of the 
cockroaches Nauphoeta cinerea Oliv, and Leucophaea maderae Fabr. and hemoagglutinins 
synthesis were studied. After a preliminary study of the morphological characteristics of hemo
cytes, cultures of these cells extracted from Nauphoeta and Leucophaea hemolymph were 
treated with cycloheximide and then marked with fluorescinated antihemoagglutinin serum. 
The results of these observations and the possible immunological role of hemocytes are 
discussed.

Già da parecchi anni è conosciuto il ruolo assai interessante e im portante 
giocato dagli emociti degli Insetti nelle reazioni di difesa contro corpi estranei 
presenti nell’anim ale o in  vitro. Essi reagiscono contro batteri o contro parti- 
celle microscopiche m ediante fagocitosi, ovvero, se i corpuscoli estranei sono 
più grossi (fram m enti di tessuti eterologhi, corpi inerti, ecc.) intervengono più 
emociti assieme circondando il corpo stesso incapsulandolo ed eventualm ente 
distruggendolo. Tale incapsulam ento em ocitario pare sia un fenomeno molto 
generale tra  gli Insetti ed esistono infatti molti lavori a tal proposito (M atz, 
1977; Sutherland, 1967; F landre et a l., 1968; C arayon, 1977; Goetz et al., 
1977; Brehelin et al., 1975; Ratcliffe, 1975).

In  particolare M atz et al. (1971) e Pesson e Leyer (1977) lo hanno studiato 
su un gruppo di Insetti Blattoidei, assai interessanti per l’aspetto immunolo- 
gico da un punto di vista filogenetico (Leucophaea, Periplaneta, Blaberus).

A m irante e Guidali (1978) dim ostrarono recentem ente che nel B lattoide 
Leucophaea maderae Fabr. esiste una stretta correlazione tra  emociti e an ti
corpi circolanti presenti nell’emolinfa dell’anim ale (Am irante, 1976; A m i
ran te et al., 1976).

Con questo lavoro si è voluto studiare non solo la correlazione tra  emociti 
ed em oagglutinine circolanti di Nauphoeta  e Leucophaea, m a anche verificare 
se tali cellule fossero i luoghi di sintesi di queste sostanze.

Colture in vitro. Per ogni coltura vengono utilizzati circa 50 animali e $$ di Nau
phoeta e Leucophaea che prima del prelievo vengono disinfettati mediante passaggi in ipoclorito 
di sodio al 3%, acqua distillata e alcool etilico 70%. Quindi con una micropipetta si estrae 
dal vaso dorsale l’emolinfa che viene posta in tubi leighton, contenenti un coprioggetto al

(*) Ricerche eseguite nell’Istituto di Zoologia dell’Università statale di Milano.
(**) Nella seduta del 16 dicembre 1978.
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quale aderiscono gli emociti e della soluzione fisiologica di Carlson in quantità sufficiente 
(ca 1,8 mi) a stendere un velo sul vetrino. La funzione di tale soluzione è di facilitare l’adesione 
degli emociti al vetrino e di impedire la coagulazione deH’emolinfa. Dopo circa 90', quando 
la maggior parte delle cellule hanno aderito al substrato, la soluzione viene rimossa e sosti
tuita con terreno TC 199 (Difco) arricchito con siero di vitello al 30%, streptomicina e peni
cillina; le colture così allestite vengono poste in termostato a 26,5 °C. Alcune di esse vengono, 
dopo 24 h, colorate secondo il metodo di Pappenheim e osservate al microscopio.

Trattamento con Cicloeximide. Alcune colture sono state trattate con Cicloeximide (CHI) 
in dose di io pg/ml per 3 h, tempo necessario affinché le cellule possano eliminare i metaboliti 
formati prima del blocco della sintesi. Alcune colture vengono riposte, dopo il trattamento 
con CHI, per 24 h in terreno di coltura.

Produziofie di anti-emoagglutinine. L’emolinfa estratta da diversi animali adulti di 
Nauphoeta e Leucophaea, previa diluizione rispettivamente 1:80 e 1 : 20 in soluzione fisio
logica, viene fatta reagire con una sospensione all’ 1 % di globuli rossi di ratto (.Nauphoeta) 
e di coniglio (.Leucophaea) per 1 h a 37 °C e per una notte a 4 °C. L’agglutinato centrifugato 
e ripetutamente lavato viene emulsionato con pari volume di adiuvante completo di Freund 
e iniettato in conigli sottocute. Vengono fatte tre iniezioni a intervalli di io giorni e 15 giorni 
dopo l’ultima iniezione il coniglio viene salassato e il siero ottenuto viene conservato a — 20 °C.

Coniugazione del siero anti-emoagglutinine con ß-isotiocianato di fluoresceina. A una 
soluzione di immunoglobuline anti-emoagglutinine, purificata con ammonio solfato, in con
centrazione di 25 mg/ml si aggiungono lentamente su agitatore 0,05 p,g/ml di ß-isotiocianato 
di fluoresceina (FITC). Si lascia per una notte a 4 °C su agitatore, si purifica e concentra su 
colonna di DEAE Sephadex A 25.

Marcaggio delle colture con antisiero-FITC. I controlli e le colture trattate con CHI 
vengono fissate prima con aria calda e metanolo, lavate con PBS per tre volte e quindi trat
tate per 45' a 37 °C. con antisiero antiemoagglutinine FITC che conferisce una fluorescenza 
verde al microscopio a fluorescenza (Leitz Dialux-Ploemopak 2.3).

Lo studio morfologico degli strisci degli emociti, colorati secondo il metodo 
di Pappenheim  ha permesso di identificare quattro  categorie di tali emociti 
che, seguendo il criterio di Arnold (1974) sono stati così classificati: emociti 
granulari, plasmato citi, coagulo citi e cellule a sferule.

Gli emociti granulari sono cellule rotondeggianti od ovoidali, con nucleo 
relativam ente piccolo e circondato da abbondante citoplasm a contenente 
num erosi granuli. Tali cellule presentano le stesse caratteristiche morfologiche 
sia in Nauphoeta  che in Leucophaea, m a risultano quantitativam ente più 
num erose nella prim a specie (59,1 % ) (Tav. I, fig. 0 .

I plasmato citi sono cellule di grandezza variabile, con forma tondeggiante 
o allungata, nucleo centrale e citoplasm a finemente granulare. Il num ero di tali 
cellule, che m ostrano in entram be le specie le stesse caratteristiche m orfolo
giche, è molto variabile; in Nauphoeta  costituiscono il 13,6%  delle cellule 
totali (Tav. I, fig. 2).

I coagulociti sono cellule che raram ente si presentano integre, con nucleo 
piuttosto grande e generalm ente con residui citoplasm atici. Essi sarebbero 
im plicati nel processo di coagulazione dell’emolinfa.

In  Leucophaea, benché non siano state calcolate le percentuali esatte 
delle cellule, è s ta ta  riscontrata una quantità  maggiore di tali emociti rispetto 
la Nauphoeta  (27,3 %). Questa diversa percentuale di coagulociti può essere
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probabilm ente messa in relazione con il fatto che l’emolinfa di Natiphoeta 
è più liquida di quella di Leucophaea.

Le cellule a sferule sono emociti caratterizzati da inclusioni (sferule) 
che invadono il citoplasm a e coprono il nucleo. In  Leucophaea sono presenti 
in num ero molto esiguo, m entre m ancano del tu tto  in Nauphoeta  (Tav. I, 
% • 3)-

Per quanto riguarda le em oagglutinine abbiam o riscontrato che esse 
reagiscono in m aniera specifica contro i globuli rossi di ra tto  (Nauphoeta) e 
di coniglio (Leucophaea). D a un punto di vista immunochim ico all’immunoelet- 
troforesi in entram bi i casi sono risultate essere proteine con m obilità elettro- 
foretica ß^globulin ica e album inica. Nel caso della Leucophaea si è isolata e 
purificata l’em oagglutinina album inica trattando  l’agglutinato (em olinfa- 
globuli rossi) a pH  acido (2, 4). Non si sono ottenuti risultati positivi a questo 
proposito nel caso della Nauphoeta. Ciò indica l’esistenza di un legame più 
forte per le em oagglutinine di Nauphoeta.

L ’osservazione al microscopio a fluorescenza di colture di emociti di 
entram be le specie tra tta te  con antisieri FITC  anti-em oagglutinine ha m ostrato 
una spiccata fluorescenza verde. Tale fluorescenza, localizzata sulla m em brana 
o nel citoplasm a (Tav. I, fig. 4), oltre a indicare con l’avvenuta reazione tra  gli 
antisieri e le em oagglutinine la loro presenza in tali cellule, ne chiarisce anche la 
loro localizzazione. Per verificare se almeno gli emociti che presentano una 
fluorescenza citoplasm atica sono i responsabili della sintesi di tali em oag
glutinine alcune colture sono state tra tta te  con un inibitore della sintesi proteica 
(CHI). In effetti dopo tale trattam ento  la fluorescenza scom pare compieta- 
m ente m entre ricom pare se le colture così tra tta te  vengono messe per 24 h 
in terreno TC 199. Tale fatto indica che almeno un gruppo di emociti sin te
tizzano e quindi liberano in circolo le em oagglutinine circolanti (fluorescenza 
citoplasm atica) dim ostrando di essere i responsabili di tu tte  le reazioni im m uni
tarie um orali im mediate; al contrario quelli che presentano le emoagglutinine 
sulla loro m em brana (fluorescenza di m em brana) sono responsabili delle 
reazioni immunologiche cellulari come l’incapsulam ento, il rigetto di tra 
pianto, ecc.
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SPIEG A ZIO N E DELLA  TAVOLA I

Fig. I.  -  Colture in vitro di emociti di Nauphoeta. Sono riconoscibili degli emociti granulari. 
Colorazione secondo Pappenheim (Ingrandimento X 3400a).

Fig. 2. -  Coltüre in vitro di emociti di Nauphoeta. È visibile un plasmatocita (freccia) e due 
nuclei di coagulociti. Colorazione secondo Pappenheim (Ingrandimento X340ca).

Fig. 3. -  Coltura in vitro di emociti di Leucophaea. È visibile una cellula a sferule. Colorazione 
Pappenheim (Ingrandimento X 1200 ca).

Fig. 4. -  Coltura di emociti di controllo di Nauphoeta trattati con siero anti-emogglutinine 
FITC. È visibile un emocita granulare con fluorescenza citoplasmatica e due 
plasmàtociti con fluorescenza di membrana (Ingrandimento X 200 ca).


