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La natura chimica delle granulazioni che si osservano nell’interno
delle cellule enterocromaffinil era stata gid presuntivamente, in base
a considerazioni varie, che perd non potevano avere valore assoluto,
ritenuta come legata alla presenza di funzioni fenoliche libere. La dimo-
strazione precisa di questa constatazione fu data da CoRDIER e Lison
che riuscirono a ottenere su queste cellule istochimicamente la diazore-
azione. L’applicazione della diazoreazione alla istochimica era del resto
stata introdotta gid per i tessuti vegetali da RacrBorskr nel 1906.

LisoN in un lavoro complessivo sui fenoli ha dato poi un ampio
sviluppo alla comparazione tra i risultati istochimiei della diazoreazione
e il significato della reazione cromaffine ed argentaffine, ampliando
precedenti considerazioni di Verne sulla natura chimica del secreto delle
ghiandole salivari posteriori di Ocfopus. Le ricerche di LisoN, che hanno
un significato del tutto generale riguardano solo in parte le cellule entero-
cromaffini e sono state condotte solamente sui Mammiferi.

Successivamente la diazoreazione e parallelamente la reazione crom-
affine e argentica furono utilizzate da CLAmA nello studio delle entero-
cromaffini di Mammiferi, di Uccelli e di Ramarro. I risultati di queste
prime ricerche di CLABA hanno dimostrato come fosse necessaria una
messa & punto dello studio delle enterocromaffini nei Vertebrati inferiori
provando contémporaneamente la reazione cromaffine e argentaffine
in guisa da poter estendere in modo comparativo & tutti i Vertebrati

1 B’ stata anche recentemente da CLaRa sollevate una questione di nomen-
clatura s propos1to di queste cellule. Noi continuiamo ad usare, come sempré &
stato fatboin questo Istituto, il nome di cellule enterocromaffini e daremo di questo
alla fine una giustificazione in base ai risultati delle nostre osservaziofii.
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le cognizioni chimiche acquisite per i Mammiferi e i Sauropsidi, e quindi
da rendere altresi possibile il tracciare un quadro istochimico del problema
di ampiezza corrispondente a quello morfologico, quale si era venuto
delineando anche in base a studi compiuti nel nostro Istituto da uno
di noi (Viarri), da Crrrerio e da DE Firrepr.

Mentre le présenti ricerche erano in corso, CLArRA ha portato un
‘ulteriore contributo alla conoscenza della diazoreazione nelle entero-
cromaffini dei Vertebrati studiandola in Saelamandra maculosa quale
rappresentante degli Anfibi.

Il quadro istochimico comparativo, c¢he in base a queste ultime
ricerche sulla salamandra CrLarRa ha creduto di schizzare e che & poi
anche quello mantenuto nella sua recentissima monografia, dimostrerebbe,
riattaccandosi in parte a osservazioni di uno di noi (Via1xr) e di D Firreex
su una minore cromizzazione delle cellule nei Vertebrati inferiori, che in
questi ultimi si manifesta una graduale diminuzione nella intensitd della
diazoreazione e di alcune altre reazioni, diminuzione che, per quanto
riguarda la diazo, porterebbe nei Rettili ad un diverso colore dei granuli
e per gli Anfibi ad una totale scomparsa della reazione stessa.

Nell’ insieme di questi studi non erano considerati i Pesci che, come
risulta, da ricerche di alcuni autori ¢ soprattutto da quelle sistematiche
di DE Fiureei, presentano riguardo alle cellule enterocromaffini carat-
teristiche del tutto particolari e percid a questo gruppo si erano in
particolar modo rivolte le nostre indagini mentre in complesso minore
attenzione avevamo creduto di porre nello studio degli Anfibi e Rettili
giacché fin dalle nostre prime ricerche ci era apparso; che anche negli
Anfibi si avessero condizioni corrispondenti a quelle dei Vertebrati
superiori. Poiché le recenti ricerche di CrLarA su Salamandre maculosa
non corrispondevano a quanto noi avevamo ritenuto di poter affermare,
cosl abbiamo compiuto ulteriori studi in proposito, che ¢i hanno portato
a confermare le nostre primitive deduzioni.

Il quadro anatomo comparativo per quanto riguarda la presenza
di cellule enterocromaffini nei Vertebrati & stato, come abbiamo pre-
cedentemente detto notevolmente ampliato, in base a studi fatti nel
nostro Istituto, e da essi e da ricerche anche di qualche altro autore
risulta che le cellule enterocromaffini sono presenti nei Mammiferi,
negli Uccelli, nei Rettili ¢ negli Anfibi. Nei Pesci la loro dimostrazione
& riuscita a DE F1Lreer solo nei Selaci, in cui gia anche ricerche precedenti
di CorpIER avevano dimostrato la presenza di cellule argentaffini, limita-
tamente pero a stadi embrionali.

Al quadro tracciato da DE FrureeI si sono aggiunti in questi ultimi
anni due ulteriori contributi. La Rocosina studiando I’epitelio dello
stomaco di Acipenser ruthenus ha dimostrato colla reazione argentaffine
la presenza di tipiche cellule enterocromaifini, e CITTERIO con la cromo-
reazione ha messo in evidenza questi stessi elementi nellintestino di
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Chimaera monstrosa. 11 quadro di DE FILIPPI verrebbe quindi ad esser
modificato nel senso che, almeno finora, gli unici gruppi in cui non &
stata dimostrata la presenza di enterocromaffini in senso stretto, cioé
di cellule capaci di colorarsi in giallo pit o meno intenso con liguidi
contenenti sali di cromio, sarebbero i Ciclostomi e i Teleostei. Nulla
per ora si sa di preciso riguardo ai Dipnoi e qualsiasi ricerca anche
puramente morfologica avrebbe, come si vede da quanto sopra abbiamo
detto, un notevole e importante significato. Le ricerche ad esito negativo
di CorbpIER in Protopferus non hanno valore, poiché CoRDIER non ha
trovato neppure cromaffini nei- Rettili e negli Anfibi.

Nei Teleostei, in base alle osservazioni di Ku1y, sappiamo che esistono
cellule, che non si colorano dopo trattamento con sali di cromo, ma che
contengono granuli di natura acidofila che si possono porre bene in
‘evidenza col metodo di ALTMANN-KULL. ILa natura delle granulazioni
contenute in queste cellule & pero oscura; esse furono dal KvrL con-
siderate come del tutto simili alle cellule acidofile che si osservano nella
parte terminale dell'intestino del gatto; il che perd non & affatto dimo-
strato.

Con il problema della natura istochimica della cellula enterocromaffine,
si riallaccia, sebbene alquanto indirettamente, quello del diverso signi-
ficato che deve essere assegnato ai vari tipi di reazione argentica.

CorDIER e LisoN e specialmente HAMPERL in un suo recentissimo
lavoro, hanno molto insistito sulla necessitd di considerare due tipi di
reagzione argentica e in base alla positivitdh per I'uno o per Ialtro tipo
di reazione, distinguono elementi argentofili e elementi argentaffini. 11
termine argentaffine si applica alle formazioni capaci di ridurre diret-
tamente la soluzione argento ammoniacale senza bisogno di una sostanza
riduttrice ; argentofili invece sono gli elementi che solo si possono mettere
in evidenza trattandole, oltre che colla immersione nella soluzione
d’argento ammoniacale, anche con una sostanza riducente. Il significato
chimico delle due reazioni & ben diverso, e naturalmente i limiti del
P'argentaffinita sono assai pil ristretti di quelli della argentofilia ; e mentre
per quest’ultima non si puod parlare di una specifica elettivitd isto-
chimica, per la reazione argentaffine tale spiccata elettivita appare
nettamente dimostrata dalle gid ricordate ricerche di LisoN. A noi &
parso che fosse utile saggiare in diverse condizioni anche il significato
che nei riguardi delle cellule intestinali pud avere la argentofitia.

Oltre che delle cellule enterocromaffini vere e proprie noi in questo
lavoro ci siamo anche occupati della discussa questione delle cellule
acidofile.

Questione questa delle cellule acidofile dei Vertebrati superiori gia
di per sé assai complessa, ma che diviene ancor piti intricata in conse-
guenza del fatto che i vari Autori con la denominazione di cellula acidofila
indicano elementi assai diversi. Il piit ampio contributo alla risoluzione
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di questo problema & quello portato da TEHVER, con il quale in com-
plesso, come diremo in seguito, possiamo in gran parte concordare.

Anche CrLara ha espresse alcune considerazioni nei rigunardi della
diazoreazione per le cellule acidofile, noi crediamo nulla di meno che
quanto & stato gid seritto non sia ancora bastevole e che la questione
meriti di essere trattata in maniera pili completa.

Poiché le presenti ricerche hanno soprattutto, come abbiamo accen-
nato fin da principio, lo scopo di estendere le conoscenze istochimiche
sulle enterocromaffini, cosi noi tralasciamo quasi completamente i dati
puramente morfologici che nella recentissima monografia di CLArRA si
trovano riassunti in maniera esauriente.

Nel corso di queste nostre ricerche, ci siamo ripetutamente valsi
per varie questioni chimiche del prezioso consiglio del Prof. QuinTiNO
Mingola, dell’Istituto di Chimica Farmaceutica della R. Universitd di
Pavia, a lui vadano qui i nostri ringraziamenti pi vivi.

Tecnica.

Tra i numerosi metodi che ormai sono noti per lo studio delle cellule
enterocromaffini, noi abbiamo, dato lo scopo delle nostre ricerche, scelto
solo quelli che hanno un valore istochimico ben netto e definito, sopratutto
riportandoci ai lavori di CoRDIER e LisoN e di LisoN, che bene hanno
posto in chiaro il significato che spetta alle tre reazioni principali: cromaffi-
nitd, argentaffinitd e diazoreazione.

Altre tecniche sussidiarie si offrono allo studioso per controllare e
confermare il significato delle reazioni sopraccennate, ma, come hanno
dimostrato LisoN e CLaRA, che queste reazioni hanno applicato, si tratta
di metodi che non possono come gli altri essere adottati abitualmente
e ad essi deve quindi essere riserbato piuttosto il compito di convalidare
i risultati ottenuti dalle reazioni principali. Intendiamo alludere alla
indacoreazione, alla reazione con il cloruro ferrico indicate dal Lisox,
alla reazione di Quastel con acido acetico e molibdato di ammonio
applicata da CrLarA alla istologia, e anche alla tecnica di colorazione
con ematossilina molibdica, cui CrLArA, di un significato istochimico
di reazione colorante specifica.

E’ evidente, secondo noi, che la positivitd delle tre reazioni principali
basta a caratterizzare nettamente il significato chimico delle granulazioni.
Questo essenzialmente perché nelle cellule enterccromaffini, gia anche
nei Mammiferi in cui pilt facile & lo studio delle granulazioni, le reazioni
secondarie danno risultati spesso assai dubbi, sia perché si ottengono
colorazioni assai poco spiccate rispetto al colore di fondo, sia perché,
come nel caso della indacoreazione, essa appare molto difficile ad ottenersi
e legata probabilmente ad un complesso di condizioni che non sono
ancora ben definite, e quindi a maggior ragione tali difficoltd sarebbero
certo riuscite molto pilt gravi nello studio delle enterocromaffini dei
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Vertebrati inferiori gia difficile con le tecniche pitt comuni sia per la
scarsitdh nymerica con cui in molti casi queste cellule si presentano, sia
per lo scarsissimo numero di granulazioni fenoliche che in molti casi
contengono.

Per quanto riguarda i dettagli tecnici delle tre reazioni principali
da noi adottate cercheremo di essere il piut possibile brevi.

La reazione cromica fu da noi sempre ottenuta valendoci del liquido
di REGAUD poiché ci & sembrato che la assenza completa di acidi dovesse
dare a questa tecnica una maggiore possibilita di fissazione delle sostanze
ossidabili dal cromo. Il trattamento con REcaup & stato prolungato
sempre almeno per sei-sette giorni e la cromizzazione successiva & stata
anch’essa relativamente lunga, fino a circa dieci giorni. Oltre a cid, in
aleuni casi particolari abbiamo eseguito la posteromizzazione sulle
sezioni. Come abbiamo accennato, per lo studio delle reazioni argentiche
abbiamo voluto provare oltre ai metodi per le cellule argentaffini, anche
quelli per le cellule argentofile. Poiché nelle ricerche comparative ha
grande importanza una certa uniformitd di tecnica, dopo numerose
prove con i vari metodi, abbiamo scelto i due che pilt ¢i gono sembrati
adatti allo scopo e precisamente: il metodo MassoN-H4MPERL per la
argentaffinitd e quello di Gros-ScHULTZE per l'argentofilia, metodi
entrambi che abbiamo applicato seguendo le modalitd tecniche indicate
con molta precisione da Hameperr (1932). Per la MassoN-HAMPERL
abbiamo sempre usato come fissativo la formalina al 10%, preferendola
alliquido di Bouvrw, poiché ci & sembrato che la notevole acidita di questo
fissativo potesse in qualche modo nuocere alla completa conservazione
delle granulazioni delle enterocromaffini. D’altra parte gid Crara ha
fatto osservare che il trattamento con BoUIN non & il pit adatto, e attri-
buisce in parte a tale fissazione gli insuccessi di CorpIer (1926) negli
Anfibi.

Noi non abbiamo di norma proceduto al viraggio all’oro, perché i
preparati col semplice argento permettono di mettere in evidenza anche
una minima quantith di sostanze argentaffini, che col successivo viraggio
non possono apparire secondo noi cosi nettamente identificabili.

Per quanto riguarda la Gros-ScmuLTzE abbiamo provato anche a
variare le concentrazioni, ma non abbiamo ottenuto particolari vantaggi
rispetto alla tecnica originale. Un tentativo di applicare questo metodo
allo studio di materiale incluso in paraffina, sia su fette libere sia gia
applicate sui vetrini, metodo gid tentato con successo da SCHACK, ci
ha dato risultati troppo incostanti per permettere di trarre sicure con-
clusioni. In alcuni casi abbiamo avuto figure molto belle ed evidenti,
ma in numerosi altri si sono formati abbondanti precipitati tali da rendere
inservibili i preparati. Anche la impregnazione era del tutto incostante
¢ spesso completamente negativa.
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La diazoreazione quale fu introdotta nella tecnica istologica dal
RaActBoRSET e da CorbDIER e LisoN corrisponde alla reazione per la
sintesi dei coloranti azoici da un sale di diazonio e alla reazione colorante
che viene usata nella chimica analitica per mettere in evidenza i composti
di natura fenolica. Poiché i sali di diazonio utilizzabili possono essere
agsai vari, i prodotti da cui si pud partire per ottenere questo sale sono
i pit diversi. LisoN ne ha usato un certo numero e ha potuto vedere
che perd i pitt adatti sono in complesso pochi e fra tutti i migliori risultati
dovrebbero dare la dianisidina e I’acido dianisidinsolfonico perché da essi
si ottengono, a paritd di natura del fenolo, composti coloranti piu scuri
e minor colorazione di fondo. L'uso di tali reattivi ha soprattutto im-

jortanza notevole per mettere in evidenza i propigmenti.

Nello studio delle enterocromaffini gia i toni di colore che s’ottengono
con i sali di diazonio-meno complessi e pilt maneggevoli danno risultati
soddisfacenti. Noi abbiamo impiegato essenzialmente la benzidina
usandone quantitativi tali da ottenere sia il diazo sia il bisdiazo.

Abbiamo inoltre impiegato anche la paranitroanilina perché il sale
di diazonio che da essa s’ottiene corrisponde al preparato commerciale
che passa sotto il nome di Nitrazol C. F. Per lo studio delle cellule
acidofile ci & in alcuni casi sembrato utile 1’uso di toluidina. Le modalita
tecniche. per ottenere i varii sali di diazonio sono assai semplici e vengono
esauriéntemente descritte nei lavori di Lison (1931) e di CrLaRA ai quali
rimandiamo.

La reazione ha lo svantaggio che i reattivi non si mantengono anche
in soluzione che al di sotto di 5 gradi e pure in queste condizioni quando
siano alealinizzati, durano pochissimo. Ad ovviare a questo inconveniente
sono stati studiati dei sali di diazonio resi pili stabili ed essi furono intro-
dotti nella tecnica istologica da Crara. Si tratta di due prodotti: il
Nitrosaminroth in pasta e il Nitrazol C. F. in polvere, preparati messi
in commercio dalla ditta HorrBor~N. Noi abbiamo utilizzato tanto 1'uno
quanto P'altro dei due reattivi. Il Nitrosaminroth & certo un prodotto
molto meno stabile ed infatti in alcuni casi esso ci si & alterato, inoltre
anche fresco non ci ha dato risultati cosi brillanti come il Nitrazol C. F.
Questo prodotto da in complesso buone colorazioni purché sciolto al
momento; perd se si paragonano i risultati ottenuti con questo preparato
a quelli che si ottengono con la benzidina, si vede che essi, specialmente
per ticerche un pd fini, sono notevolmente inferiori.

Abbiamo notato un certo vantaggio nelle manipolazioni tecniche
servendoci di una soluzione del sale di diazonio lievemente acida aggiunta
con pipetta al momento della colorazione su vetrini tenuti previamente
per almeno qualche minuto in soluzione alcalina di idrato di potassio
circa al 0,5% raffreddata anch’essa a meno di 5 gradi. Cosl si ha il van-
taggio di avere per ogni vetrino una soluzione fresca ed estemporanea-
mente preparata. Specialmente utilizzando la benzidina, che, come
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ha fatto osservare LisoN, colora facilmente anche il fondo, si hanno
vantaggi ben evidenti da questi accorgimenti. Lison consiglia di utilizzare
per la fissazione del materiale da sottoporsi alla diazoreazione la formalina
al 10% o una miscela di formalina al 10% e acetato di piombo. Certo
P'uso di una sostanza tampone ha notevole importanza nella conser-
vazione dei fenoli in generale; in particolare per le enterocromaffini
noi abbiamo provato 1’uso tanto di formalina al 10% quanto del fissativo
proposto da LisoN, ma non abbiamo riscontrato alcun particolare
vantaggio da quest’ultimo, tantoché abbiamo fatto uso corrente di
una soluzione di formalina al 10%, perché essa ci consentiva sugli stessi
pezzi di eseguire tanto la diazoreazione quanto ’argentazione secondo
MassoN-HAMPERL.

Come colorazione di contrasto dopo la diazoreazione noi abbiamo
utilizzato il verde di metile, abbiamo pure ottenuto buoni risultati con
una leggerissima colorazione con ematossilina Carazzi, che lascia quasi
completamente scolorato il citoplasma.

Un particolare di tecnica che, come avremo occasione di discutere
in seguito, c¢i sembra assai importante, & quello relativo alla inclusione.
Noi abbiamo sempre fatto uso dell’inclusione in paraffina, mentre CLARA
si & servito invece di materiale incluso in celloidina.

Materiale.

Dato lo scopo con cui abbiamo impostate queste. nostre ricerche, ci
¢ sembrato inutile estendere I’esame istochimico a un grande numero
di specie per ciascuna .classe di Vertebrati, tanto pill in considerazione
del fatto che gia i primi nostri reperti si sono dimostrati complessivamente
abbastanza uniformi.

Le specie da noi prese in esame sono le seguenti:

Pesci. Ciclostomi: Petromyzon planeri ( Ammocoaetes). Selaci: Scyllium
stellare, Scylhum canicula, Pristiurus melanostomus, Acanthias Blainvillei
(embrione di 11 cm). Olocefali: Chimaera monstrosa (larva di 16 cm).
Ganoidi: Acipenser Naccarii. Teleostei: Scardinius erythrophthalmus,
Amiurus catus, Esox lucius, Trigla corax, Sargus annularis, Serranus
scriba, Blennius gottorugine.

Anfibi. Triton cristatus, Rana esculenta.

Rettili. Chalcides ocellatus, Lacerta viridis, Tropidonotus natriz.

Uccelli. Columba livia, Gallus domesticus.

Mammiferi. Erinaceus europaeus, Cavia cobaya, Camis familiaris,
Felis domestica, Mus norvegicus (albino), Mus musculus (albino), Homo
sapiens.

Pesei.

La classe dei Pesci &, come gia abbiamo accennato, quella che nei
riguardi delle ricerche comparative presenta caratteristiche di notevole
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interesse ed & anche la classe finora meno studiata sotto il punto di
vista istochimico.

Nei vari gruppi che ad essa appartengono, comprendendovi anche i
Ciclostomi, .51 osservano note assai diverse le une dalle altre per cui &
necessario prendere in considerazione separatamente ogni singolo grupypo.

Cliclostoms.

Pur avendo esaminato numerosi esemplari di Petromyzon ed osservato
attentamente varii tratti d’intestino non ci & riuscito in aleun modo con
nessuna - reazione di mettere in evidenza cellule enterocromaffini. Pure
negativa & stata la ricerca di cellule acidofile col metoda di ATTMANN-
Ko,

Pertanto anche queste nostre ulteriori investigazioni non fanno che
convalidare i reperti negativi di DE Firippr.

Selact.

La presenza di cellule argentaffini nei Selaci era stata segnalata da
Cordier in un embrione di Spinax niger, mentre le ricerche in esemplari
adulti di Seyllium, Raja e Mustelus avevano dato a questo autore esito
negativo. Le osservazioni invece di Dt Frurpri, fatte soprattutto con
Puso della reazione cromica, dimostrarono chiaramente che le cellule
enterocromaffini costituiscono un elemento costante ed anche abbastanza
comune dell’epitelio intestinale dei Selaci, perd, D Fmippi non ha
ottenuto col metodo di MassoN, risultati molto probativi. Anche TORG
nel gattuccio accenna alla presenza di enterocromaffini (Chemoregulator-
zellen) senza perd indicarne alcuna particolaritd istochimica. Per la
morfologia delle cellule, che come gid abbiamo accennato non intendiamo
‘considerare, rimandiamo alla dettagliata descrizione di DE FILIpeI e
alla ‘monografia di Crara.

In tutte le specie da noi esaminate abbiamo avuto risultato netta-
mente positivo con tutte e tre le reazioni usate. Gid D Firzrer aveva
fatto osservare che con la cromoreazione i granuli si colorano in giallo
intenso con una tonalita del tutto corrispondente a quella che si riscontra,
nei Mammiferi, e noi pure possiamo confermare questa completa con-
cordanza d’aspetto tra le cromaffini dei Selaci e quelle dei Mammiferi.
Le reazioni argentiche sono positive tanto con la tecnica per la argentaffi-
nitd, quanto con quella per la argentofilia.

Il metodo di MassoN-HAMPERL mette in evidenza cellule completa-
mente corrispondenti, per numero ed aspetto dei granuli, alle cromaffini,
La reazione argentica avviene con tutta facilith anche senza bisogno
di prolungare a Ilungo il bagno nella soluzione di Fontana.

L’esame dei preparati ottenuti con la GRros-SOHULTZE comparativa-
mente ai preparati con cromo e con la MassoN-HampERL dimostra che
non esistono elementi argentofili extraepiteliali. Nell’epitelio appare
impregnato un unico tipo cellulare e per quanto & dato vedere, in modo
molto grossolano, da preparati che non possono avere uno stessso spessore,
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ci pare che il numero degli elementi argentofili corrispm{da. complgt:ament:e
a quello degli elementi argentaffini. Anche i granuli argentofili corri-
spondono abbastanza bene come numero
a quelli argentaffini, un pd diverso ne &
invece 1’aspetto; poiché essi appaiono un

Fig. 1. Cellula enterocromaifine dell’epitelio . Fig. 2, deanthias blainvillei, Valvola spirale.
duodenale di Scylltum stellare: I granuli (di  Celinla enterocromatfine econ numerose
un intensa eolorazione giallo bruna nel pre-  granulazloni, Fiss. formolo 10%; paraffina;
parato) sono molto fitti apche nella porzione  metodo MassoN-HAMPERL. Ingrandimento:
sopra nucleare della cellula, Fiss. REGAUD; 1250 diametri, i
paraifina, ematossilinag Carazgi,
Ingrandimento: 1500 diametri.

-

—

g‘ig. 4. Ceiluls enterocromaifine dell’epitelio
; uodenale di Seyllivm stellare, Tutta la cel-
Fig, 8. Cellula enterocromattine dell’epitelioc  Jyla & riplena di granulazioni rosso brunastre
dell'intestino medio di Seyllium stellare.  (riprodotte in nero nella figura) che lasciano
Anche in questo elemento i granuli inten-  appena libera una area soprantcleare corri-
samente nerl oceupano tutto il citoplasma. spondente all’immagine negativa dell’appa-
Sezione al congelatore; metodo GROS-  pato reticolure di GoLa1. Fiss, formolo 10 %;
ScrouLrze. Ingrandimento: 1200 diametri.  paraffina; reazione di copulazione con il salo
di diazonio della benzidina. Ingrandimento:
1500 diametri.

PO pill oscuri, e di forma meno omogenea. Riteniamo probabile che
si tratti di un’ impregnazione a tipo di precipitato pil grossolano.

Per quanto riguarda la diszoreasione essa riesce molto facilmente in
tutte le specie da mnoi esaminate. I granuli acquistano con benzidina
una spiceata tonalith rosso brunastra del tutto corrispondente ai risultati
che si ottengono con la diazoreazione nei Mammiferi.
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Anche per la diazo il tipo morfologico della cellula, I'aspetto e numero
dei granuli appaiono completamente concordanti coi risultati delle
reazioni precedenti.

In complesso possiamo dire che nei Selaci le nostre ricerche avvalorano
completamente le affermazioni di De Finippr circa la - rassomiglianza
istochimica con le cellule enterocromaffini dei Mammiferi:

Olocefals.

In questo gruppo le cellule enterocromaffini furono descritte, del
tutto recentemente, da CITTERIO che ne ha studiato estesamente le
caratteristiche morfologiche e la distribuzione in Chimaera monstrosa.
Per quanto riguarda le particolarita istochimiche di queste cellule Crr-
TERIO non ha indicato che la positivitd in grado assai notevole della
reazione cromaffine. - Riprendendo il materiale larvale di Chimaera
monstrosa fissato in formalina 10%, che gid aveva servito a CrrrERIO,
abbiamo avuto modo di saggiare la reazione argentaffine e la diazo-
reazione. La reazione argentaffine & positiva: pero il numero di granuli
da noi riscontrato & relativamente assai scarso anche prolungando in
modo notevole I'impregnazione. Nello stesso modo si comporta la diazo-
reazione. I pochissimi granuli che si mettono in evidenza non differiscono
secondo noi per nulla nella tonalitd di colore da quelli che si ottengono
tipicamente nelle reazioni pili fortemente positive per i Mammiferi.
Nella reazione argentaffine e nella diazoreazione pud ritenersi grossolana-
mente corrispondente il numero dei granuli messi in evidenza.

Non ci & possibile istituire un paragone tra i risultati ottenuti da
CrrrERIO con la reazione cromaffine e i nostri, perché, come ci risulta
da una comunicazione verbale dell’A., la reazione cromaffine & stata
eseguita su un esemplare adulto mentre il materiale da noi studiato &
stato esclusivamente quello larvale e inoltre la fissazione in formalina era
stata probabilmente piuttosto prolungata. Certo la ricchezza dei granuli
nella figura di CITTERIO, non & in aleun modo paragonabile con gli scarsi
risultati da noi ottenuti.

Concludendo anche gli Olocefali hanno, a somiglianza dei Selaci,
come caratteristica istochimica la positivitd netta di tutte e tre le reazioni
principali proposte da Lisox.

Ganoidi. :

D= Frviprt in Acipenser sturio non ha potuto riscontrare cellule entero-
cromaffini. RoGoSINA in una prima serie di ricerche sullo stomaco di
Acipenser ruthenus ha messo in evidenza nella regione pilorica cellule
acidofile che ha creduto di poter omologare completamente a quelle
descritte da KuLL nell’intestino dei pesci. Si tratta perd di elementi
che anche per la disposizione e la forma dei granuli di secrezione si allon-
tanano completamente dalla forma tipica delle enterocromaffini e delle
acidofile. In una successiva serie di ricerche RogosiNa, estendendo
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le proprie osservazioni alla porzione caudale dello stomaco, & riuseita
a mettere in evidenza in un esemplare di Aeipenser un certo numero
di cellule a reazione argentaffine positiva col metodo di Masson-
Hampenr., In base a questi nuovi reperti RoGoSINA stacca nettamente
le cellule a granuli acidofili del primo lavoro dal gruppo delle cellule
enterocromaffini nel quale include invece giustamente le cellule a granuli
argentaffini. Morfologicamente nelle figure
di RocosivA le granulazioni argentaffini
appaiono relativamente scarse e piuttosto
grossolane.

Fig. 5. Chimaera monstrosa.  Epitelio della

Fig. 6. Acipenser Naccarii. KEpitelio duo-
valvola spirale. Cellul+enterocromalffine con

demale. La cellula enterocromaffine contiene

gearsi grannli rosso brunastri infranueleari
(riprodotti in nero nella figura). Fiss, for-
mole 10%, paraffina; copulaz. eon il sale
di diazonio della benzidina., Ingrandimento:

searge granulazioni ammassate guasi com-
pletaménte intorno al pucles. Fiss. Fox-
malina 10%, paraffina, metodo MAESON-
HAMPERL. Ingrandimento: 2000 diametri.

1000 diametri.

Poiché la dimostrazione nei Ganoidi di enterocromaffini rappresen-
tava un dato d’interesse comparativo assai motevole abbiamo creduto
conveniente di ristudiare la questione eompiendo le nostre ricerche su
Acipenser naccarii; inoltre poiché i reperti di Rocosiwa risultavano
esclusivamente localizzati alla porzione eardiale dello stomaco, abbiamo
procurato di studiare la distribuzione delle cellule enterocromaffini nei
vari segmenti dellintestino,

Nello stomaco, tanto nella porzione cardiale quanto in quella pilorios,
il numero di qneste cellule & assai scarso; le pochissime che abbiamo
potuto mettere in evidenza si riscontravano prevalentemente nei fondi
ghiandolari. Nel punto di passaggio fra la porzione pilorica e I'intestino
la. quantita, delle cellule aurmenta bruscamente specialmente nell’epitelio
a tipo intestinale cosicché il loro numere pud dirsi relativamente notevole.
In segmenti intestinali successivi, specialmente in corrispondenza della
valvola spirale, il numero di enterocromaffini ridiventa estremamente
scarso. Per quanto riguards la morfologia cellulare, la forma degli clementi

da noi osservati non differisce da quella degli elementi deseritti e figurati
da RogosiNa.
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L’osservazione di materiale fissato in REGAUD consente di asgerire
sicuramente che queste cellule danno cromoreazione positive.. In molti
cagi perd la loro osservazione non riesce del tutto facile, in quanto che,
dato lo scarso numero dei granuli che esse contengono, la cellula, anche
in sezioni non molto sottili, appare solo come soffusa di una lieve tinta
giallastra. La reazione di MassoN-HAMPERL ci ha dimostrato un contenuto
in granuli pin searso di quelle figurato da Rocostxa. I granuli appaiono
sparsi nel citoplasma e il loro aspetto & abbastanza regolare. Anche la
diazoreazione & nettamente positiva; il numero
di granuli che essa mette in evidenza pud rite-
nersi del tutto corrispondente a quello ottenuto
con la reazione argentios, e la tonalitd di colore
& al solito nettamente rossastra. Dato la quantitd
relativamente piccola di granuli, specialmente
in sezioni un pd sottili e 13 dove le cellule sono
in numero scarso, la lore osservazione dopo la
diazoreazione riesce molte volte assai difficile.

_ J Abbiamo potuto osservare anche noi le cellule
B S deseritte da Rogosina nel suo primo lavoro sotto

Fig. 7. deipenser Naccorii.
Epitelio duodenale. La cel-
lula enterocromadfine con-
tiene scarse granulazioni
infranucleari di un colore
perd nettamente rosso bru-
nastro (riprodotte in nere
nella figura). Fiss, [ormolo
10%; paraffina; copulaz,
con il sale di diazonio della
benzidina. Ingrandimento:
2500 diametri,

il nome di acidofile. Esse non ci sono sembrate,
come del rvesto ammette RocosiNa nel suo
secondo lavoro, corrispondere affatto alle cellule
acidofile figurate da Kvrr nel luccio. Si pud
ritenere oome verosimile che gquesti elementi
rappresentino particolari stadii funzionali nel
ciclo defla cellula mucipara.

Teleostes.

Per quanto abbiamo insistito, come si vede
dal numero considerevole di specie da noi studiato nella ricerca, non ci
& riuscito in aleun modo, tanto con la reazione cromica quanto con la
reazione argentaffine e con la diazoreazione, di mettere in ovidenza mnei
Teleostei cellule riconducibili alle enterocromaffini. E questo tanto
studiando il punto di passaggio tra lo stomaco e Pindestino, che di
norma & il tratto pili ricoo, quanto prendendo in osservazione numerosi
tratti. intestinali.

Noi siamo molto incerti nella interpretazione di questi nostri risultati
negativi e, pur avendo eseguito ricerche molto pitt numerose di quelle
di Kur e di DE Frireer, che pure ebbero risultati negativi, noi Pensiamo
che il riscontro di cellule enterocromaffini possa esserci sfuggito sia per
la loro estrema raritd sia anche forse per una possibile grande scarsitd
di granuli ¢ cid noi pensiamo soprattutto riportandoci alle osservazioni
che abbiamo potuto fare nello storione dove solo dopo indagini ripetute
abbiamo potuto assuefarci a distinguere le scarse granulazioni presenti.
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Anfibi.

Per la conoscenza delle ricerche antecedenti su le cromaffini degli
Anfibi rimandiamo alle notizie di DE Fmaper e di Crara, limitandoci
qui come al solito, a discutere la questione solo dal punto di vista isto-
chimico. Nessun dubbio sussisteva sulla positivitd della reazione crom-
affine, che era gis stata osservata mnel rospo da Craccro. DE FILIPPI trat-
tando dei granuli che si osservano nelle enterocromaffini messe in evidenza
con i fissativi cromici nota come essi in alcuni casi siano ben netti, in
altri invece poco distinti. Secondo DE Firrepr la caratteristica tinta
gialla delle cellule & negli Anfibi un po sbiadita. rispetto alla tinta pilt
vivace presentata dalle enterocromaffini degli Uccelli e dei Mammiferi,
affermazione questa confermata in seguito anche da Crara.

Se tale fatto & vero in via generale, noi abbiamo perd potuto trarre
il sicuro convincimento che in alcuni casi, 14 dove il numero dei granuli
& abbastanza forte, 'intensitd di colore non & inferiore & quella che si
osserva in varie specie di Mammiferi e di Uccelli.

Per quanto poi riguarda la reazione argentaffine, Corbpier, DE Friippr
¢ CLARA la ritengono negativa. Per i risultati negativi di CorpiER e
D Frurpei Iinsuccesso pud essere probabilmente imputato ai metodi
di fissazione usati, come gid ha creduto di poter spiegare CLarA per i
reperti di CorDIER. Puo darsi che V’esito negativo della reazione ottenuta
da Crpara su materiale fissato in formolo 10% sia invece da riferirsi
alla inclusione in celloidina. Verso questa ipotesi ci ha fatto propendere
una nota di CrakA nel suo lavoro sui Sauropsidi. Secondo CLama in
materiale in celloidina gia incluso da parecchi anni, la diazoreazione & .
negativa mentre le colorazioni con ematossilina ferrica e MALLORY danno
risultati positivi, dimostrando che i granuli sono perfettamente man-
tenuti. Puo darsi che i trattamenti necessari per I'inclusione in celloidina
possano in alcuni casi alterare la. natura chimica delle granulagioni.

Noi in T'riton cristatus e in Rana esculenta abbiamo ottenmto una net-
tissima reazions argentaffine per cui abbiamo motivo di ritenere che
ugualmente positiva debba essere anche in qualsiasi altra specie. Il
numero ¢ la natura dei granuli messi in evidenza dalla reazione di MAssonN-
HamPERL & secondo noi completamente corrispondente a quello dei
granuli cromizzati. Anche per gli Anfibi vale quindi asserzione di
Lason che ogni elemento cromaffine & anche argentaffine, opinione non
condivisa da CLARA.

'Abbiamo anche praticata sul nostro materiale la reazione per ’argento-
filia (metodo Gros-ScmurLtzE). Risultati positivi avevano gia ottenuto
nella rana T6RS col metodo HasEeawa e CLarA nella salamandra col
Gros-Scrurrze. Fatte le debite riserve sulla incostanza del metodo
possiamo dire che nei preparati da noi ottenuti, come gia per i Selaci,
la Gros-ScHULTZE ci ha messo in evidenza nell’epitelio intestinale solo



756 Maffo Vialli e Vittorio Erspamer:
le cellule enterocromaffini tipiche con aspetto morfologico identico a
quello della reagione argentaffine.

CrARA ha pure trovata costantemente negativa la diazoreazione in
Salamandra maculosa. Sul nostro materiale noi abbiamo potuto ottenere
col Nitrazol C. F., il diazoico nsato da CLArA, e ancor meglio col diazoico
preparato dalla benridina esito sicuramente positivo, anche in questo caso.
Morfologicamente i risultati della diazoreazione collimano nel modo pil
completo con quelli delle reazioni -
cromaffine e argentaffine. La tona-
litd, di colore pit o meno. rosso
brunastro a seconda del diazoico
utilizzato corrisponde completa-
mente a quella che si ottiene nei
Vertebrati superiori.

Fig. 8. Triton eristoius. Epitelio dello sto-
maco. Bi osservano due cellule enterocro-
maffini con scarsl granuli esclusivamente
infranucleari. Fiss. Formolo 10 %, paraffina;

Fig. 9. Raona esculenta, Epitelio duodenale,
La porzione sopranucleare della cellula
enterocromatfine, con tutta probabilitid per
Tobliquitéd della sezione, ¢ piu ricea in granu-

metodo di MAsS0N-HAMPRERL,

lazioni rosso brunastre che non la porzione
Ingrandimento: 700 diametri.

infranucleare (nella figura sono riprodotte
in nere). Fiss. Formolo 10%, paraffina;
copulazione con il sale di diazonio della ben-
zidina. Tngrandimento: cirea 1000 diametri.

Dal complesso quindi di queste nestre osservazioni appare che il
comportamento istochimico delle granulazioni contenute nelle cellule
enterocromaffini degli Anfibi risulta del tutto identico & quello indicato
da Lisox e da CraBa nei Mammiferi.

Rettili.

Uno di noi (V1ALLI) ha potuto mettere in evidenza in numero variabile
cellule enterocromaffini in molte specie di Rettili, dimostrando la posi-
tivitd non solo della cromoreszione ma anche della reazione srgentaffine.
Anche in tale lavoro & segnalata I'impressione che la reazione gialla del
cromo non abbia in alcuni casi nell’intestino dei Rettili intensitd cosi
marcata come quella che si nota in preparati di confronto con intestino
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di Mammiferi. Tale affermazione & stata convalidata da Crara. Noi
abbiamo preso in esame tanto i preparati che hanno servito al lavoro
di Vianpx quanto nuovi preparati e non possiamo che confermare quello
che abbiamo detto a questo proposito per gli Anfibi,

Per cid che riguarda la reazione cromaffine e la reazione argentaffine
abbiamo riscontrato la piena esattezza dei dati ottenuti da Vriarrm,
dati sui gquali recentemente pure CraBRA si trova in accordo perfetto.
Crara ha applicata la diazoreazione anche nei Rettili ottenendo risultati

Fig. 10, Chaleides ocellatus. Intestino medio,  Fig. 11. Chaleides ocellaius. Epitelio dell’in-
Tutto il citoplagma ¢ ripieno delle caratteri-  festine medio. Cellula enterocromaffine con
stiche granulazioni. Fiss. Formolo 10%, numerose granulazioni rosso brunasire spe-
paraffina ; metodo MassoN-HAMPERL. cialmente sopranucleari (riprodotte in nero
Ingrandimento: 1600 diametri, nella figura). Fiss, Formolo 10 %, paraffina;
copulazione eon il zale di diszonio della

benziding. Ingrandimento: 1000 dizmetri.

positivi. Secondo questo A. I'intensitd della colorazione che si ottiene
col Nitrazol C. F. sarebbe molto meno spiceata e la tonalita solo giallastra
€ NON rossastra.

Noi abbiamo fatto osservazioni con la diazoreazione su Chalcides
ocellatus, Lacerta viridis o Tropidonotus nairiz. To tutti i casi abbiamo
ottenuto reazione positiva, quantitativamente corrispondente a qué]]a.
argentica e a quella cromica. I granuli ci sono sempre apparsi colorati
nettamente con lo stesso tono rossastro, col quale li abbiamo osservati
anche negli altri gruppi di Vertebrati.

Anche in questo caso crediamo che i risultati descritti e figurati da
CLABA possano essere interpretati come dovuti alla inclusione in celloi-
dina anzicché in paraffina. Non ci pare quindi che sussista la deviazione
rispetto alla norma della reazione descritta da CLaRa e quindi secondo-
noi le enterocromaffini dei Rettili si inquadrano perfettamente per le
loro caratteristiche istochimiche con quante si osserva in tuthi ghi altri
Vertebrati. -
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- Ueccelli. ¢ Mammiferi.

Le nostre osservazioni sulle enterocromaffini degli Uccelli e dei
Mammiferi collimano completamente con quelle di Lisox e di Crara,
Intendiamo qui alludere esclusivamente alle enterocromaffini tipiche,
poiché riteniamo che il problema delle eellule acidofile, che secondo noi
permane ancora tutt’altro che chiaro, meriti di esser trattato separata-
mente.

Tanto negli Uccelli quanto nei Mammiferi di norma le cromaffini
appaiono numerose ¢ ricche di granulazioni. Cid spiega perohé special-
mente sui Mammiferi esista upa letteraturs molto ricea che noi riteniamo
inutile ricordare essendo rimssunta in
modo molto completo nella monografia
di CLARA.

La reazione cromaffline e quella argen-
taffine furono studiate da parecchi auntori,
mentre la diazoreazione per ora & stata
messa in evidenza solo da LisoN e da
CLARA.

Poiché parecchie questioni interes-

, panti queste. cellule dovranmo  essere
e o iooutero”  sucoessivamente riprese nella discussione
Fiss. Formolo 10 %, paraftina, copn-  gulle cellule acidofile cosl riteniamo
lazione con il sale Al diazonio della . i i . 3
benzidina (i granull sempre del solite  iGile qui soffermarci 2 lungo su di esse.
-colore rosso brunastro sono rappre- Non ci risulta che la-diazoreazione sia
sentati in nero nella figura), In- 3 e A
grandimento: cires 1000 dMametri, mai stata applicata a materiale umano:

noi abbiamo potuto eseguirla su materiale
di appendice asportata chirurgicamente. Come era da aspettarsi abbiamo
ottenuto esito positivo della reazione; poiché perd, come dimostrano
anche le recenti ricerche di ScHAOK, nella appendice patologica le cellule
enteroeromaffini appaiono in condizioni del tutto particolari, ci limitiamo
a farne un semplice cenno, rimandando ad un lavoro speciale ricerche
pitt minute.

La questione delle cellule acidofile.

Data la complessitd del problema noi abbiamo creduto utile per
poter giungere a risultati soddisfacenti limitarei almeno per ora a trat-
tarlo solamente per i Mammiferi.

Nelle pil1 antiche descrizioni di cellule enterocromatfini gia compaiono
accenni tali da poter far riferire secondo noi parte delle cellule descritte
a quella varietd che fu in seguito chiamata col nome di eellule acidofile.
KuoLL & stato il prime nel suo lavoro del 1913 a porre nettamente una
distinzione tra due tipi cellulari, ciod tra cellule enterocromaffini tipiche
contenenti granuli colorantisi sotto 1’azione dei sali di cromo e cellule
contenenti granuli non eromizzabili, ma nettamente acidofili nelle
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colorazioni di ALTMANN-KULL e di KULL all’eosina-ematossilina-Viktoria-
blau. Egli ha ritenuto in questo suo lavoro i due tipi cellulari completa-
mente indipendenti, opinione subito contraddetta da Craccro, il quale,
riportandosi alle proprie ricerche sulle cellule enterocromaiffini, ritiene
che si tratti verosimilmente di stadi funzionali differenti di una stessa
varietd cellulare. Dell’opinione di Craccro furono poi tutti gli autori
che si occuparono in seguito dell’argomento, ed anche Kurr medifico
in questo senso le sue opinioni in una sua pubblicazione del 1925, nella
quale inoltre si trovano dati che vanno ulteriormente analizzati.

Noi ci occuperemo, come precedentemente, solo delle questioni che
possono interessare il lato istochimico del problema tralasciando ogni
discussione morfologica.

Dunque, anche secondo Kurn (1925), le granulazioni acidofile sareb-
bero di norma degli stadi di maturazione delle granulazioni cromaffini.
Nella maggior parte delle specie animali esaminate si osserverebbero
contemporaneamente cellule dell'uno e dell’altro tipo: a questo com-
portamento generale farebbero eccezione secondo quanto descrive KurL
la cavia, il gatto e i pesci. Nella cavia lo stadio di acidofilia manca e
quindi tutte le cellule sono esclusivamente a granuli cromaffini. Nel
gatto oltre alle comuni gellule acidofile, destinate a trasformarsi in cellule
cromaffini, sarebbero presenti, nella porzione terminale dell’ileo e mnel
crasso cellule acidofile a granuli piti grossi destinate a secernere senza
divenire cromaffini. Questo reperto nel gatto si riallaccia secondo KurLL
a quanto gli é stato dato di osservare nei Pesci. L’A. non descrive in
quale specie abbia ottenuto i suoi reperti, ma raffigura una bella cellula
acidofila nel luccio. Anche questi elementi acidofili sarebbero destinati
a rimanere in questo stadio di sviluppo senza raggiungere la cromaffiniti.
Pur mancando la cromoreazione KuLL sostiene che queste cellule sono
da ascriversi alle enterocromaffini.

Parimenti CLARA nei suoi lavori del 1926 e 1928 asserisce ’apparte-
nenza delle cellule acidofile al ciclo biologico delle cromaffini.

Celluleagia&sg%iliznulose Cellue enterocromaffin
1.2 Presenza: Cane — gatto Tutti i mammiferi
: domestici
2.0 Estensione: Intestino (segmento Stomaco, intestino
distale)
3.° Distribuzione nelle Uniforme Ammassate nelle parti
ghiandole di Lieser- pili profonde
KUHN:
4.° Granulazioni: Pitt grosse e abbondanti
che nelle cellule entero-
cromaffini.
5.9 Reazioni: Cromaffinitd — | Cromaffinitd 4 —
Argentaffinith — | Argentaffinity +-

Z. . Zellforschung u. mikr. Anatomie. Bd. 19. 50
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TEHVER in recenti ricerche ha portato secondo noi un buon chiarimento
alla questione delle cellule acidofile dei Mammiferi e poiché il lavoro
esce dall’Istituto diretto da KuLL noi dobbiamo credere che le-conclusioni
di TEHVER rispecchiino anche l'opinione del suo Maestro. Secondo
TERVER si devono distinguere nettamente due tipi cellulari: cellule entero-
cromaffini e cellule acidofile basigranulose. Poiché tale distinzione -ci
sembra di grande importanza riportiamo senz’altro lo schema dei carat-
teri distintivi dei due tipi cellulari secondo TEHVER (vedi tabella).

CLARrA utilizzando la diazoreazione ha cercato di stabilire il comporta-
mento istochimico delle cellule acidofile granulose. Con questo nome
I’A. designa, a quanto ci & dato di capire, non le basigranulose acidofile
di TEEVER, caratteristiche del cane e del gatto ma invece quel tipo di
cellule enterocromaffini acidofile comuni a tutti i Mammiferi che secondo
TEHVER non posseggono cromaffinita.

E’ da notarsi poi che CrARA non sembra tener molto conto della
distinzione delle acidofile risultante dalla tabella di TERVER e confonde
percid nel suo ragionamento i due tipi di cellule acidofile. Le argomenta-
zioni di CLARA sono piuttosto complesse e possono essere cosi schematiz-
zate. 'Nel maiale le cellule granulose acidofile, elementi non cromaffini,
darebbero diazoreazione positiva con tonalitd diversa dalle cellule a
cromaffinita positiva.

In materiale fissato in liquidi formol-bicromici, secondo CLaRa4, la
diazoreazione nelle cromaffini tipiche & negativa e cid a motivo del
lavvenuta trasformazione dei fenoli in composti chinonici. Pure negativa
¢ la diamoreazione in questo caso nelle cellule acidofile, cid che dimostra,
secondo CrAra che anch’esse hanno subito un processo di ossidazione
che rende impossibile la loro ulteriore copulazione con i sali di diazonio;
i prodotti di ossidazione di queste cellule acidofile, a differenza di quanto
avviene per le cromaffini, non sarebbero colorati. Non risulta che CLARA
abbia personalmente studiata I'argentaffinitd di queste cellule.

I risultati che siamo venuti cosi analiticamente esponendo, involvono
un certo numero di problemi i quali appaiono risolvibili in base alle
considerazioni chimiche di Liso¥ e ad alcuni piccoli accorgimenti tec-
nici che permettono di render pilt completo il piano d’analisi istochimica
proposto da Lison.

I problemi che si presentano riguardano:

a) Le cellule enterocromaffini a granuli acidofili di TaaVER (cellule
basigranulose acidofile di CLARA).

b) Le cellule acidofile basigranulose di TERVER.

Per cié che concerne il primo tipo di elementi: le cellule enterocrom-
affini a granuli acidofili, secondo TEHVER possederebbero cromaffinita
negativa e argentaffinitd positiva, secondo Crara cromaffinitd negativa
e diagzoreazione positiva.
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La caratteristica cromaffinitd negativa e argentaffinitd positiva
denoterebbe la presenza di elementi contenenti una sostanza. chinonica
o chinidronica.

Noi crediamo che pili semplicemente 1’osservazione di TEBEVER trovi
una spiegazione mel fatto che quando la cromoreazione & assai-debole
i prodotti colorati a cui essa da luogo possano sfuggire all’osservazione,
mentre invece tale fatto non si avvera per la reazione di MassoN-HAMPERL
in cui si ha anche un precipitato d’argento ben visibile in corrispondenza
dei granuli riducenti.

Interpretando istochimicamente i risultati di Cramra possiamo
dire che la presenza in una cellula di granulazioni a cromaffinitd negativa
e diazoreazione positiva in ambiente alcalino significa che i granuli
contengono dei monofenoli, fatto questo di importanza grandissima
qualora ne riuscisse la dimostrazione.

Pertanto il problema che noi ci siamo posti & duplice:

1.2 Esistono effettivamente nell’intestino cellule a cromoreazione
negativa e a argentaffinitd positiva ?

2.° Esistono cellule a diazoreazione positiva e a cromaffinita negativa ¢

Riguardo poi al secondo tipo di elementi cioe le cellule basigranulose
acidofile di TErvER del gatto e cane, dobbiamo osservare che i granuli
per la loro argentaffinitd e cromaffinitd negativa non possono contenere
difenoli. Il problema da.porsi quindi in questo caso & esclusivamente
quello di vedere se esse presentino diazoreazione positiva o negativa
dimostrando nel primo caso un contenuto in monofenoli, nel secondo
caso assenza agsoluta di fenoli di qualsiasi genere.

La questione della possibilita che cellule non cromizzabili possano
dare la diazoreazione non pud essere risolta direttamente, in quante
come gid ha osservato CLARA e come appare chiaro qualora si pensi
al meccanismo ‘della reazione cromica il materiale fissato in ReeAuD
non da pit la diazoreazione : abbiamo dovuto quindi risolvere il problema
in via indiretta.

Innanzi tutto abbiamo, su materiale fissato in REGAUD, cercato
di stabilire, come gia ci appariva teoricamente, se la reazione cromica
corrisponde esattamente all’argentaffine. Il fatto pud essere studiato
sia per via numerica sia in base a osservazione sulla tinta assunta dai
granuli cromizzati quando vengano successivamente sottoposti alla
reazione argentica. Per risolvere. numericamente la questione occorre
ricorrere a materiale il pit possibile omogeneo perché troppo forti sono
le oscillazioni numeriche delle- cellule enterocromaffini da individuo a
individuo e da segmento a segmento intestinale. Percid noi abbiamo
osservato fette immediatamente contigue d’una stessa serie le une sempli-
cemente colorate con ematossilina le altre sottoposte ad argentazione
oppure siamo ricorsi all’espediente gid usato da TEHVER di eseguire
conteggi su determinate fette semplicemente cromizzate, quindi smontato

50*



762 Maffo. Vialli ¢ Vittorio Erspamer:

il preparato e sottopostolo ad argentazione eseguire un secondo conteggio
sulle stesse .zone dapprima esaminate.

I risultati da noi ottenuti, ¢i dimostrano una completa corrispondenza
tra le due reazioni. D’altra parte & vero anche il fatto inverso, come
dimostra I'osservazione da noi fatta che in nessun caso su materiale
fissato in Regaud e sottoposto ad argentazione & dato osservare la presenza
di granuli semplicemente cromizzati; ma tutte indistintamente le cellule
contengono granuli pill © meno, ma sempre in modo evidente, imbruaniti
sotto 'azione dell’argento. Si deve quindi concludere che nell’intestino si
ha perfetta corrispondenza tra le reazioni cromaffine ed argentaffine.

Su materiale poi fissato in formalina noi abbiamo proceduto per
stabilire Pequivalenza fra reazione argentaffine e diazoreazione a varie
prove. Innanzi tutto, valendoci sempre di fette contigue, trattate le une
con la diazo, le altre con la MassoN-HAMPERL, abbiamo eseguito conteggi
molto numerosi ottenendo risultati numericamence assai vicini. Ma ancor
pilt probativa ci & parsa una prova d’altro genere.

Valendoci del fatto che il materiale diazotato & ancora suscettibile
di argentazione abbiamo proceduto a diazotazione di alcuni preparati
e alla loro immediata successiva immersione in soluzione di Fontana.
Se la diazoreazione & stata fatta con benzidina o Nitrazol C. F. i risultati
ottenuti con la ulteriore argentazione appaiono poco chiari in quanto
avendo gi& i granuli una tonalith brunastra dopo la copulazione non
si distingue sempre nettamente I'imbrunimento dovuto alla susseguente
argentazione. Siamo percid ricorsi ad ammine aromatiche piti semplici
che danno, a parita di fenoli copulati, tinte pitt chiare. Abbiamo trovato
che la toluidina si presta bene allo scopo, in quanto eseguendo con essa
la diazoreazione i granuli assumono un colore giallastro. La successiva
argentazione introduce una modificazione nel tono di colore sempre
nettamente apprezzabile.

L’esame accurato di preparati cosl trattati, non ci ha in nessun
caso concesso di osservare anche solo dubitativamente cellule, in cui
il primitivo colore della diazo non sia stato modificato dalla successiva
argentazione.

Da queste ricerche quindi ¢i pare in modo evidente dimostrato che
tutte le cellule a diazoreazione positiva sono anche argentaffini. Com-
parando questi risultati con quelli precedenti appare chiaro che, essendo
la reazione cromaffine perfettamente corrispondente alla argentaffine,
e quest’ ultima a sua volta alla diazoreazione, anche diazoreazione
€ cromoreazione debbono di necessitd coincidere. Quindi noi possiamo
risolvere completamente il primo interrogativo postoci nel senso che
nell’intestino non esistono cellule a cromaffinitd negativa e diazoreazione
positiva.

Noi pensiamo che in complesso le discussioni che si sono verificate
sull’argomento delle cellule acidofile-e che ormai appaiono abbastanza
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chiarite siano state fin dai primi tempi magistralmente risolte da Craccio,
che, escludendo la diversa natura ammessa da KuLt per le cellule acidofile
e le enterocromaffini, cosi si esprimeva: ,,. . . . le cellule enterocromaffini
si possono presentare in stadii funzionali differenti per cui alcune hanno
una spiccata affinitd, altre debole per il bicromato di potassa .. ...
sicché io penso. che non si possano distinguere rigorosamente due varietd
di cellule basigranulose, come crede Kvrr, ma che si tratti verosimil-
mente -di stadii funzionali differenti.”

In complesso possiamo dire che nelle loro discussioni anche TEEVER
e Crara aderiscono in certo qual modo a queste conclusioni di Craccro.
Sopratutto .interessante & anche un altro fatto ricordato da Craccro
che le granulazioni che meno denotano aver subita I’azione del cromo
appaiono pitt intensamente colorabili.con la fuxina e la saffranina.

Cid ci spinge a sostenere che in molti casi una debole cromizzazione,
a cui corrisponde una notevole acidofilia, non possa in alcun modo essere
apprezzata utilizzando il metodo di Kvin o il Marrory (Crara). E’
appunto per questo che noi pensiamo che volendo rilevare anche le
granulazioni meno intensamente cromizzate si debbano utilizzare colo-
razioni strettamente nucleari. Ottima ad esempio noi troviamo una
lieve .colorazione con ematossilina Carazzi.

A queste cellule a debole cromaffinitd e a forte acidofilia debhono
a nostro parere certo essere ascritte quelle cellule granulose acidofile
che secondo Cr.ara danno diazoreazione positiva e cromoreazione negativa.
Del resto questa stessa spiegazione si pud dare per ’asserzione di TEEVER,
che appare in contraddizione coi risultati da noi precedentemente esposti
della. egnaglianza tra reazione cromica e argentica, asserzione, secondo
la quale le cellule enterocromaffini che posseggono tutte argentaffinita
positiva, avrebbero invece talvolta cromaffinitd negativa.

Riguardo alle cellule basigranulose acidofile di TErVER i risultati
da noi ottenuti sono assai netti per quanto concerne le caratteristiche
istochimiche. Possiamo confermare completamente le conclusioni di
TERVER circa la mancanza delle reazioni cromo e argentaffine. Siamo
ricorsi- anche qui a conteggi su fette corrispondenti e inoltre a tutti
quegli accorgimenti di cui si & valso TEEVER per la sua dimostrazione.

Per vedere se la diazoreazione & positiva o meno in queste cellule,
abbiamo eseguita la diazoreazione su materiale fissato in formalina e
dopo accurato conteggio di un certo numero di campi microscopici
abbiamo smontato i preparati e 1i abbiamo sottoposti ad una prolungata
cromizzazione dopodicché abbiamo colorato col metodo di ArTMANN-
KuiL e abbiamo ripetuto i conteggi. Questi c¢i hanno dimostrato un
notevolissimo aumento di cellule ‘granulose che in parte avevano la
tonalitd di colore delle granulazioni rosso brunastra propria della diazo-
reazione in maggior numero invece la colorazione rosso violaces descritta
gid da TEHVER per le sue basigranulose acidofile.
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In base a tale ricerca possiamo escludere in modo assoluto che alla
costituzione delle granulazioni di queste cellule possano partecipare
monofenoli. Si deve quindi- concludere che in queste cellule manca
qualsiasi sostanza di tipo fenolico con capacitd di copulazione con i
sali di diazonio in mezzo alcalino.

Anche per cid che concerne il significato che queste particolari cellule
possono avere rispetto alle enterocromaffini la questione ci sembra
interessante, poiché cellule acidofile basigranulose di questo tipo seno
state da. KULL descritte nel luccio in cui come in tutti Teleostei manca
finora la dimostrazione di cellule enterocromaffini tipiche.

Kurt riferendosi alle cellule acidofile della parte terminale dell’ileo
del gatto ritiene che esse rappresentino una sorta di enterocromaffini
che secernono senza poter mai diventare cromaffini. A noi non pare
perd che questa ipotesi risulti fondatamente impostata.

Innanzi tutto se noi ricordiamo alcuni dati topografici e morfologici
sulla cellula basigranulosa acidofila noi vediamo che essa appare, come
gi3 ha sostenuto TEHVER, assai ben distinta dalle cellule enterocromaffini
acidofile. La cellula basigranulosa acidofila finora & stata descritta
solo nei carnivori domestici, la sua distribuzione nell’intestino & quasi
essenzialmente limitata alla porzione distale di esso contrariamente
alle enterocromaffini; pure diversa & la distribuzione rispetto alle ghian-
dole e villositd intestinali in quanto le -cellule basigranulose acidofile
sono uniformemente distribuite su tutta la superficie laddove invece le
enterocromaffini si addensano specialmente in corrispondenza dei fondi
ghiandolari. Anche morfologicamente i due tipi eellulari si differenziano
soprattutto, come ha notato TEHVER, per la diversa grandezza e tonalita
di colore dei granuli.

Tutto questo complesso di caratteri distintivi delle cellule acidofile
tende, almeno in certo qual modo, a farci ammettere con TEHVER che
esse siano un elemento cellulare diverso dalle enterocromaiffini.

Troppo scarse del resto sono le nostre conoscenze riguardo a questi
elementi poiché noi pensiamo che uno studio comparativo sistemati-
camente condotto dovrebbe mettere in evidenza i rapporti che possono
esistere da una parte colla posizione tassonomica degli animali studiati
e dall’altra parte col regime nutritizio. Certamente i reperti di cellule.
di questo tipo dovrebbero moltiplicarsi e noi pensiamo del resto che
in alcuni casi, nei quali non & stato fatto uno studio istochimico accurato,
alcuni A. A. abbiano potuto interpretare cellule di questo tipo come
cellule enterocromaffini acidofile.

E’ ben difficile poter vagliare allo stato attuale delle nostre cognizioni
quali possano esgere i rapporti di questi elementi coi tipi cellulari a noi
gid noti poiché in complesso, se non &-soddisfacente la loro classificazione
vicino al tipo delle enterocromaffini, anche il ravvicinamento a particolari
stadi della cellula mucipara o della cellula di Paneth trova almeno per
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ora difficoltd ancora piu gravi. L’inclusione di queste cellule nel ciclo
delle enterocromaffini fatta da KULL trova una giustificazione nells,
presenza di cellule, che per molti caratteri si dimostrano con queste
legate, nei Teleostei e qualora le ulteriori ricerche dovessero confermare
questa ipotesi la spiegazione di KuULL potrebbe essere ancora ampliata
nel senso che queste cellule che non diventano mai cromaffini tipiche
potrebbero essere interpretate come cellule che nella loro evoluzione
hapno preso gid una via ben determinata ma che non giungono alla
cromaffinits perché tale stadio non si rende necessario alla loro funzione.
Certo una maggiore luce anche sperimentalmente potrd venire alla
risoluzione di questo problema quando si potrd meglio caratterizzare il
significato funzionale delle enterocromaffini, questione di cui noi stiamo
gid occupandoci.
Considerazioni generali.

Innanzi tutto noi crediamo che il significato complessivo da darsi
all’esito delle nostre ricerche abbia un certo valore per dimostrare la
possibile importanza funzionale delle cellule enterocromaffini. Infatti
non solo noi abbiamo potuto allargare ed ampliare le precedenti cogni-
zioni riguardo alla presenza di enterocromaffini nella intera serie dei
Vertebrati ma abbiamo potuto stabilire la completa uniformitd delle
loro caratteristiche istochimiche. Per quanto riguarda la presenza nei
.vari gruppi di queste cellule le nostre ricerche sono rimaste negative,
come gid quelle degli AA. precedenti, solo per i Ciclostomi ed i Teleostei.
Nol non annettiamo perd una particolare importanza a questa assenza
di cellule enterocromaffini in detti due gruppi di Vertebrati e siamo
piuttosto portati, come KuLL afferma per i Pesci in generale, a pensare
che in questi gruppi le cellule siano straordinariamente rdre e probabil-
mente ristrette a determinate porzione del tubo gastroenterico che
noi, come abbiamo gi4 detto, non abbiamo avuto la fortuna di colpire.
La presenza segnalata da KULL di cellule acidofile nel luccio non & secondo
noi, come abbiamo spiegato, elemento tale da far escludere la possibile
contemporanea presenza di cellule enterocromaffini vere ¢ proprie.

Come' nettamente in tutta la serie dei Vertebrati le cellule entero-
cromaffini appaiono con determinate caratteristiche morfologiche, che
nella pur grande varietd di quadri che possono presentare permettono a
prima vista di identificarle, cosi, anche per le loro caratteristiche isto-
chimiche, le cellule enterocromaffini risultano uniformi nella intera serie
dei Vertebrati per cui noi possiamo asserire che chimicamente le loro
granulazioni sono caratterizzate dalla presenza di un difenolo. E’ questo
un fatto della massima importanza sul quale crediamo sia utile insistere
un poco. I risultati di CLara, da noi ampiamente esposti, e specialmente
quelli ottenuti negli Anfibi, parlano in favore di una grande variabilitd
istochimica nelle caratteristiche dei granuli. Ad esempio la sola cromaffi-
nitd positiva neghi Anfibi sarebbe di assai difficile interpretazione: o si
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deve pensare a composti completamente diversi dai-fenolici, dato che
per la regola di VERNE la cromoreazione & specifica per qualsiasi combi-
nazione aromatica che contenga due gruppi OH oppure un gruppo OH
ed un NH, o due NH, in posizione orto o para, oppure si potrebbe pensare
ad un comportamento simile a quello dell’adrenalina, cioé alla presenza
di un composto fenolico: che perd non possa essere conservato durante
le varie manipolazioni con fissativi non cromici.

Rimane da spiegare il significatc che ha la minor intensitd -della
cromizzazione gid nei Rettili e ancor pil negli Anfibi e corrispondente-
mente delle altre reazioni che hanno lo stesso meccanismo di questa
cioé la iodica e in grade meno apprezzabile I’argentica, in quanto in
questa oltre che formazione di chinidrone si ha anche deposizicne di
argento metallico.

Secondo Crara la minor intensitd della cromoreazione sarebbe un
indizio che la sostanza contenuta nei granuli ha una composizione piu
semnplice che non quella contenuta nei granuli pili intensamente cromizza-
bili dei Vertebrati superiori.

CLARA poi ritiene non inverosimile che ,,der an das Dioxybenzol-
derivat gebundene Restkomplex dabei eine nicht unwesentliche Rolle
spielt*’; a noi non sembra che la cosa sia cosi facilmente risolvibile e
d’altra parte, poiché la questione ha importanza fondamentale anche
per spiegare il comportamento delle cellule enterocromaffini a granuli
acidofili dei Vertebrati superiori, riteniamo che “qualsiasi induzione
anche solo presuntiva in proposito possa avere un certo valore.

Il problema & assai complesso poiché esso risulta da un insieme
di fatti ciascuno dei quali separatamente pud influenzare il comporta-
mento dei granuli.

Innanzi tutto sorge la questione: sono i granuli costituiti esclusiva-
mente dal difenolo oppure rappresentano un substrato in cui si deposita
o si forma il difenolo? Senz’altro noi, e questa & anche l’opinione di
Crara, propendiamo per la seconda di queste spiegazioni. E’ evidente
allora che nei granuli possa esserci una maggiore o minore concentrazione
del diferiolo e questo vale non solo come caratteristica dei vari gruppi,
ma anche come caratteristica di singoli stadi del ciclo cellulare. Noi
cioé pensiamo che sia applicabile alla istochimica comparata la osser-
vazione di Craccro sul variabile grado di cromaffinitd, che i granuli
possono avere in singole cellule o in una stessa cellula. Naturalmente
guesto fatto deve avere valore generale, ciod dovrebbe verificarsi in,
complesso per tutte le reazioni; é solo per difficoltd di apprezzamento,
quando sussistono toni scuri come nelle argentiche o nelle diazo, ottenute
con amine molto complesse, che il fatto non risulta cosi evidente. E cosi
infatti stanno le cose come hanno gis osservato varii AA. per le argentiche

e Cnara per le diazo.
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Ammessa questa costituzione del granulo sorge la questione se la
sostanza contenuta nel granulo sia sempre la stessa in tutta la serie
dei Vertebrati. Anche qui occorre, almeno in via teorica, prospettarci
due possibilita:

1.2 E’presente sempre lo stesso nucleo fenolico 0 meno ?

2.° Supposto che il nucleo fenolico sia costante la catena laterale
varia o meno ?

I risultati degli Autori precedenti potevano lasciar il dubbio che
al primo interrogativo si dovesse rispondere affermando anche la variabi-
litd del nucleo fenolico. I nostri risultati invece non lasciano nessun
dubbio in proposito e noi possiamo dire che, almeno entro i limiti di
sensibility delle reazioni attuate, la sostanza contenuta nei granuli &
sempre ed esclusivamente un difenolo.

Variabile pud essere la catena laterale in posizione para, specialmente
se si tiene conto della gid accennata possibilitd che le reazioni possano
dare tonalitd di colore leggermente diverse.

A noi sembra difficile poter escludere assolutamente una tale possi-
bilitd, perd ci pare assai piti facile ammettere una unica composizione
costante anche della catena laterale e spiegare le diverse tonalitdy di
colore, apprezzabili specialmente con la cromoreazione, con una diversa
concentrazione del composto nei granuli: i granuli ricchi della sostanza
difenolica daranno naturalmente una reazione assai pill intensa, i granuli
poveri invece daranno una reazione appena apprezzabile; infatti in
quest’ultimo caso molte volte si rende necessaria una posteromizzazione
molto prolungata. D’altra parte ci conforta ancor pill in questa sup-
posizione anche il fatto che nei Rettili, Anfibi e Ganoidi, in cui di norma
la cromoreazione appare piii debole, si hanno tuttavia cellule, per quanto
rare, che presentano una reazione altrettanto intensa che quella delle
cellule dei Vertebrati superlorl Noi possiamo pensare che questa maggiore
facilith a rinvenire una piu grande quantitd di granuli a scarsa con-
centrazione del difenolo nei Vertebrati inferiori possa essere spiegata
colla minor vivacitd del ricambio in questi gruppi animali, e cid qualunque
sia la funzione che possa venir dimostrata per le enterocromaiffini.

In alcuni casi poi I'impressione di una pit debole intensitd di cro-
mizzazione pud essere data dal minor numero di granuli contenuti nelle
cellule.

Come logica conclusione di queste nostre considerazioni noi possiamo
mantenere la affermazione, da noi fatta in una nostra nota preventiva,
che nella intera serie dei Vertebrati sia sempre presente nelle granula-
zioni una stessa sostanza.

L’omogeneita da noi dimostrata nel comportamento istochimico delle
enterocromaffini nei Vertebrati ci sembra autorizzare a ritenere che
queste cellule abbiano una notevole importanza. Inoltre dai nostri
reperti puo forse derivare qualche fondato indizio circa la loro possibile
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funzione; senza volere qui discutere la guestione assai complessa e su
cui abbiamo in corso ricerche sperimentali varie, ci pare non azzardato
sostenere che esse possano rappresentare un prodotto di secrezione a
tipo ormonico.” B’ infatti assai suggestivo il comportamento ad esempio
sempre .omogeneo nella intera serie dei Vertebrati della adrenalina pex
il sistema feocromo, della tiroxina per la tiroide, della insulina per il
pancreas.

D’altra parte c¢i confortano ancor pill in questa supposizione:

1.2 1l fatto che le sostanze fenoliche sono in genere delle sostanze
ad azione farmacodinamica assai intensa.

2.2 11 risultato di recentissime ricerche compiute nel nostro Istituto
da RAVETTA che dimostrano come non si possa attribuire alle cellule
enterocromaffini una semplice azione nell’assorbimento o nella escrezione
dei difenoli.

Né queste sono le uniche considerazioni che ci indirizzano in-questo
senso in quanto numerose interrelazioni da noi intravviste anche se non
tali da poter essere considerate, singolarmente prese, prove valide debbono
tuttavia essere ritenute nel loro complesso favorevoli ad una interpreta-
zione in questo senso che noi crediamo di poter mantenere anche se essa
appare in contrasto colle vedute espresse da CLARA nella sua mono-
grafia.

Per la questione poi dell’acidofilia not crediamo che i chiarimenti
da noi portati alla discussione colla prova che alle cellule enterocromaffini
a granuli acidofili spetta il significato di stadi funzionali delle entero-
cromaffini tipiche siano di una certa importanza. Infatti di fronte alle
asserzioni di CLARA, come noi abbiamo detto, si poteva presumere per
queste cellule una composizione chimica del tutto diversa delle granu-
lazioni. La nostra dimostrazione quindi prova che anche per il ciclo
cellulare quale si ha nei Mammiferi sussiste quella completa uniformita
nella caratteristica istochimica che noi abbiamo dimostrato essere insita
nelle cellule enterocromaffini per I'intera serie dei Vertebrati.

Un fatto gia nettamente, come abbiamo detto in precedenza, osser-
vato da Craccro pud secondo noi permettere di avanzare, in via affatto
ipotetica, e forse anche in modo un pod azzardato, qualche considerazione
che, pur non avendo in sé valore assolutamente probativo, pud tuttavia
rappresentare una valida base per indirizzare le ricerche sulla natura
chimica della catena laterale che si trova in posizione para, problema
che rimane del tutto oscuro e che si pud dire sia un’importante incognita
nella istochimica delle enterocromaffini.

Craccro osserva: ,,. . .. quando i granuli assumono una leggera tinta
gialla dopo 1’azione del cromo assumono facilmente alcuni colori d’anilina
come per es, la saffranina e la fuxina acida‘, e noi possiamo aggiungere
che la acidofilis del granulo diminuisce in proporzione alla intensita
con cui si mostra cromizzato in modo che le cellule pitt intensamente
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colorate in giallo in seguito a fissazione in Regaud dimostrano nella
colorazione secondo ALTMANN-KULIL un’acidofilia assai scarsa.

Come & ovvio la acidofilia di un granulo indica la presenza in questo
di sostanza basica e il grado maggior o minore di-acidofilia pu¢ venire
in senso generale, considerato come espressione di variazioni nella reazione
alcalina.

Applicando questo concetto generale al nostro caso possiamo dire
che variando la concentrazione della sostanza difenolica nel granulo
(tale & infatti la spiegazione che noi diamo del maggior o minor grado
di cromaffinitd) varia anche la basicitd del granulo e poiché essa dimi-
nuisce col crescere della sostanza difenolica noi possiamo ammettere
che questa nel suo complesso, almeno nelle condizioni di fissazione da
noi sperimentate, abbia una funzione acida.

Noi crediamo che si possa attribuire appunto a neutralizzazione pilt
o meno spinta da parte del difenolo della sostanza basica granulare fonda-
mentale. la variazione dell’acidofilia del granulo.

La funzione acida della sostanza potrebbe esser dovuta oltreché
agli ossidrili fenolici presenti nel nucleo pirocatechinico anche alla catena
laterale. Ora noi vediamo ad esempio che 'adrenalina, pur avendo anche
essa i due OH del nuclec pirocatechinico, tuttavia, per la presenza
del gruppo aminico della catena laterale, funziona come base. Queste
considerazioni quindi ¢i hanno portato a legittimamente ritenere che
nella catena laterale sconosciuta del nostro difenolo non possa esistere
un aggruppamento di natura basica tale da neutralizzare la debole
aciditd del nucle difenolico. Noi propendiamo piuttosto a ritenere che la
catena laterale sia neutra o pilt facilmente contribuisca anch’essa, forse
in misura preponderante, a determinare il carattere acido della sostanza
difenolica sia perché direttamente acida sia per il possibile contenuto
di gruppi a carattere negativo.

E’ evidente che questo nostro presupposto preso a base di ulteriori
indagini potra portare a una pili completa conoscenza della catena laterale,
e d’altra parte permettera anche di indagare in modo razionale i dati
gid numerosi, ma poco paragonabili tra loro e non bene analizzahili,
circa V’azione dei vari fissativi sulle granulagzioni.

Conelusioni.

I risultati obbiettivi delle nostre ricerche si possono cosi brevemente
riassumere :

1.° Le cellule enterocromaffini sono presenti nella intera serie dei
Vertebrati ad eccezione dei Ciclostomi e dei Teleostei. I granuli di
questi elementi danno in tutte le specie considerate la cromo, Pargento
e la diazoreazione positive.

2.° Da tali risultati si puo dedurre come conseguenza che r.elle granula-
zioni & sempre presente una stessa sostanza che anche noi, come Lisox
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e CLARA, crediamo di poter identificare come un ortodifenolo avente
in posizione para una catena laterale sconosciuta e probabilmente non
molto complessa, ed una posizione orto libera.

3. In via di supposiziene noi siamo portati ad ammettere che la
sostanza abbia complessivamente carattere acido e quindi pensiamo che
la catena laterale non possa avere carattere alcalino, ma piuttosto neutro
o fors’anche acido.

4.9 Nei Mammiferi possiamo distinguere due tipi di cellule a granuli
basali: a) cellule enterocromaffini; b) cellule basigranulose acidofile
dell’intestino posteriore di gatto e cane.

5.2 Del gruppo delle cellule enterocromaifini fanno anche parte le
cellule da noi chiamate cellule enterocromaffini a granuli acidofili, da
alcuni Awutori erroneamente considerate in blocco con le basigranulose
acidofile. Esse rappresentano semplicemente uno stadio funzionale della
cellula cromaffine caratterizzato da una minore concentrazione di difenolo
nei granuli.

6. Le cellule basigranulose acidofile del gatto e del cane non danno
nessuna delle tre reazioni caratteristiche e quindi non possono contenere
sostanze fenoliche copulabili. Il loro significato ci appare tuttora oscuro
e degno di ulteriore indagine.

Appendice.

La denominazione delle cellule enterocromaffini & certo resa assai
complicata dalla esistenza di sinonimi numerosi spesso tra loro non del
tutto corrispondenti. Anche recentemente CLARA ha suscitato la questione
della nomenclatura sostenendo che il nome da lui adottato di cellule
basigranulose deve essere accolto in contrap posto alle altre denominazioni
usate dagli Autori e di cio ha cercato di dare una dimostrazione.

Noi sosteniamo che il termine enterocromaffine debba esser mantenuto
almeno mnella nomenclatura italiana per le seguenti ragioni:

1. Esso & il termine adottato da Craccio, il primo Autore Italiano
che dell’argomento si & occupato e d’altra parte esso & il nome adottato
da molti degli Autori successivi.

Anche se la scoperta del meccanismo chimico della cromoreazione
ha dimostrato che il colore che i granuli assumono non dipende diret-
tamente dal cromo ma da un processo di ossidazione che i sali di cromo
ingenerano, non ci pare per questo che si debba scartare il nome come
non si & scartato, anche dopo che & stato proposta la denominazione piit
razionale di ;,feocrome’, il nome di cellule cromaffini per le cellule adrena-
linogene.

2.° Crara da alla cromoreazione un valore assai minore di quello
che le spetta in base alle nostre ricerche. L’aver dimostrato che in tutta
la, serie dei Vertebrati la cosidetta cromaffinityd & criterio, necessario
e sufficiente per stabilire I’appartenenza di un elemento al sistema delle’
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cellule enterocromaffini rappresenta secondo noi la migliore ginsti-
ficazione del nome.

3.° Esiste contro il nome proposto-da CLARA una possibilitd di con-
fusione generata dal fatto che col termine di cellule basigranulose acidofile
vengono da TERVER designati. elementi che noi, anche dopo aceurata
analisi istochimica, non ei sentiamo di ritenere senz’altro come parte
integrante del sistema.

Per questi elementi anehe noi abbiamo mantenuto il nome di cellule
basigranulose acidofile, sebbene esso non ci appaia del tutto soddisfacente.

4.° La distinzione proposta da CLaRra in cellule basigranulose gialle
e acidofile non regge per il sistema cellulare guale noi lo comprendiamo,
poiché noi abbiamo dimostrato che ambito delle tre reazioni: cromica-
argentica e diazo coincide nella maniera pit perfetta.

5.2 Anche dal punto di vista strettamente morfologico il termine
di basigranulose non risulto del tutto soddisfacente.

Si potrebbe pensare all’'utilith di cercare un nome nuovo in base
alla natura chimica dei granuli ma noi in questo concordiamo con CLaRA
nel voler rimandare la scelta di tale nuova denominazione a quando la
natura chimica dei granuli sard stata pill esattamente stabilita,

Zusammenfassung.

1. Die enterochromaffinen Zellen kommen in der ganzen Wirbeltier-
reihe vor, mit Ausnahme der Cyclostomen und der Teleostier. Die
Koérnchen dieser Zellen geben bei allen erforschten Arten einen positiven
Ausfall der Chrom-Silber- und Diazoreaktion.

2. Aus solchen Ergebnissen kann man den SchluBl ziehen, daB in
den Granula immer eine gleiche Substanz vorhanden ist, die ‘wir, mit
Lison und CrLARA, als Ortho-diphenol ansehen zu kénnen glanben, das
in Parastellung eine unbekannte und vielleicht nicht sehr komplexe
Seitenkette trigt und eine freie Orthostellung hat.

3. Als Hypothese kénnen wir vielleicht annehmen, daB die Substanz
insgesamt sauer wirkt, und denken also, dafl die Seitenkette nicht alkalisch
sein kann, sondern neutral oder gar sawer.

4. Bei den Siugetieren konnen wir zwei Typen von Zellen mit basalen
Granula unterscheiden: a) enterochromaffine Zellen, b) acidophile, basal-
gekornte Zellen des distalen Darmabschnittes der Katze und des Hundes.

5. Auch die Elemente, die wir als enterochromaffine Zellen mit
acidophilen Granula bezeichnen, kénnen wir zu den enterochromaffinen
Zellen gruppieren; solche Zellen werden von einigen Autoren irrtiimlich
als acidophil basalgekornte Zellen angesehen. Die enterochromaffinen
Zellen mit acidophilen Granula stellen einfach ein funktionelles Stadium
der chromaffinen Zelle dar, das durch eine geringere Diphenolkonzentra-
tion charakterisiert ist.
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6. Die acidophilen basalgekornten Zellen der Katze und des Hundes
geben keinen positiven Ausfall der drei charakteristischen Reaktionen
und konnen daher keine kuppelbare phenolische Substanz enthalten.
Thre Bedeutung bleibt uns bisher ganz ungeklirt und bedarf noch weiterer
Untersuchungen.
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