Osservazioni sul processo di calcificazione ossea

Daria STEVE BOCCIARELLI

Laboratori di Fisica

Riassunto. — Dalle osservazioni di sezioni sottili di osso al microscopio
elettronico si possono stabilire le relazioni spaziali tra il minerale di calcio e
il substrato organico, a livello molecolare. Queste vengono commentate e
discusse sulla base delle nozioni che oggi si possono raccogliere dall’enorme
massa di lavoro fatto da biologi, biochimici e mineralogisti in questo campo.

Summary (Observations on calcification process in bone). — The calei-
fication in bone is a special case of a more general phenomenon which is the
tissue mineralization : it occurs largely in biological specimens, with exam-
ples ranging from bacteria to the most highly organized species. Despite
the enormous efforts made in the last decades in bone research. none of the
processes related to the miueralization of the organic matrix has been up
to now completely undergood (SocNNAES, 1958; RAMACHANDRAN, 1963 ;
Freiscu, Brackwoon & Owen, 1965; AmpriNo, 1961; WaurppLE, 1963;
OncLEY, 1959).

In these last years we have been corcerned with studies in this field,
and many observations have been performed at the electron microscope on
different specimens with different techniques. From these, the spatial rela-
tionship between organic and inorganic material may be obtained at a
molecular level. To facilitate the understanding of these observations, the
chemical, biological and physico-chemical informations obtained from the
current literature are synthesized.

In summarizing the results we may conclude that:

1) the needle-shaped crystallites well knewn in calcified tissues (which
are shown free from the organic matrix in Plate 1), when found in bone tis-
sues, seem generally flanked by thropocollagen molecules, as they appear to
lay down in the plane of the section in Plate 3 (top) and in cross section in
Plate 3 (bottom) (Ascenzi, Bonuccr & Steve BoccrareLLr, 1965a; b; 1966).

2) Incipient calcification of the matrix appears as small spots (no
more than 10 A in diameter) which grow as thin needleshaped crystals
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(Plate 4, right side) (AsceEnzi, Francors & STEVE Bocciareril, 1963).
They are not necessarily in correspondence to the laving down of collagen
fibrils (Plate 11} (AscEnzi, Bonucer & STEvE BocclAReLLI, 1965¢; b).

3) Later, small aggregates of randomly distributed crystallites are
found sometimes along the collagen fibrils, but frequently there is evidence
that they are only in relationship to the surrounding material {Plates, 5, 6, 10
and 11); as they grow in size, the crystallized areas coalesce to form a con-
tinuous stratum (AscEnzi, BoNvcel & STEVE BoccianeLrny, 1965a; b).

4) In osteons (Haversian svstem) the calcified fibrils show two diffe-
rent aspects of the deposition of calcium salts: the first is a series of parallel
calcified bands which are separated by clear interbands and run almost
perpendicular to the osteon axis: this banding corresponds to the weli-
known major collagen periods; the second is made by needle-shaped erystal-
lites which, owing to their length, can cover two or many major collagen
periods; their thickness reaches about 40 A (Plate 13) (AscEnzi, Bonucar &
STEVE BocclArReLLI, 1965a; b).

5) The investigations on the dynamics of osteon calcification showed,
after a sudden initial deposition of the c.alcugn salts in the two forms descri-
bed above, that the apatite is laid down slowly, on a large percentage of the
organic matrix, starting from the broad bands at the major collagen periods
(Plate 13) (Ascenzi, Bonvcar & StevE BocciarReLr, 1966).

INTRODUZIONE

. difficile fare un quadro organico dei dati che si possono ricavare dalla
letteratura sul processo di ossificazione, non solo per ’enorme massa di lavoro
fatto da decenni e I’esistenza di parecchi risultati difficilmente compatibili,
ma anche perché, essendo I'argomento molto complesso, i singoli ricercatori
o gruppi di ricercatori lo hanno sempre affrontate entro un campo necessa-
riamente limitato, legato alla disciplina che essi professanc: biologia, bic-
chimica, mineralogia, fisico-chimica. E malgrado si facciano ogni anno pa-
recchi simposi nell’intento di fondere, accordare e completare i risultati cosi
ottenuti, un quadro organico dei passi che sono stati fatti finora per risolvere
il problema dell’ossificazione & ben difficile a farsi.

Ricorderemo quindi solo i dati essenziali soffermandoci su alcuni pin
recenti, senza pretesa di completezza, rimandande alle varie particolari
rassegne sull’argomento e ai testi pili recent! per una visione pit approfon-
dita (SocwrvaEs, 1958; RamacHANDRAN, 1963; FLEIscH, Brackwoon &
OweN, 1965; Amprino, 1961 ; WarepLE, 1963 ; OncrLEY, 1959; Mac Lean
& Bupy, 1964).

Per calcificazione ossea si intende il processo secondo il quale su una
matrice organica si deposita in fase solida, per la maggior parte cristallina,
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cella esagonale, intendendo la forma indicata in tratteggio nella stessa figura :
sui vertici degli esagoni si trovano toni Ca*+. Al microscopio elettronico si
possono identificare aghetti fino a circa 10 A di sezione trasversa. E chiaro
che, anche a prescindere dalle possibilitd di scambi ionici dovuti alle condi-

Eindi N

’J ~
'Y il
1™ / Y
: : S . Fig. 1. — Forma eristallina dell'idros-
b | 4 sigpatite : 1) formazione del
o ' . AN b cristallino allungato; 2} cella
;\ N elementare. {a = b = 9,43 A;

S y : ¢ = 6,88 A).

zioni particolari in cui si trovano questi cristallini, alle loro dimensioni il
cristallo non pud rispendere alle relazioni stechiometriche che si hanno in un
cristallo di grandezza visibile, e neppure di dimensioni dell’ordine di 1 mi-
crom, cioé visibile all’ottico (dimensioni che sono gia 10.000 volte quelle della
cella elementare). Anzi si pud dire che parlare di formula chimicz non ha
piti senso, perch® il grande sviluppo di superficie creato da cosi minuti eri-
stallini rende non pil trascurabili le variazioni ioniche di superficie per even-
tuale sostituzione degli atomi di Ca con altri, per esempio, Mg, Sr, K, Na, ecc.,
o di gruppi fosfati con carbonati o citrati.

Del resto, anche nelle apatiti che si trovano in natura e che rispondono
alla formula Ca,R(PO,);, dove R pud essere ¥, Cl, OH, costituendo cosi le
fluoro-cloro-idrossiapatiti, gl ioni F, Cl, OH possono sostituirsi a vicenda,
ed & difficile avere i termini puri, mentre si trovano facilmente le loro miscele
isomorfe. La grande diffusione che hanno questi cristalli in natura, nelle rocce
e nelle sabbie, assicura la costante presenza, nel terreno, del fosforo che tanta
importanza ha nella vita degli organismi.

L’ogs0, come & noto, non & un sistema inerte, ma incessantemente su-
bisce processi di distruzione e ricostruzione attraverso i quali ei rinnova di
continuo; il minerale di calcio ha funzione, non solo di sostegno, ma anche
di riserva di caleio. La concentrazione del caleio & infatti critica nel sangue
dei vertebrati: nell’'womo normale varia tra 9 e 11 mg/ 100 m], e un sistema
di regolazione, che si ritiene comandato da ormeni paratircidei, mobilita,
quando occorre, il caleio del tessuto osseo. Fosfati di calcio sono, d’altra parte,
sempre presenti nei liquidi extracellulari.

1l preblema della deposizione e del riassorbimente del calcio nel tessuto
osseo, ¢ solo in quello, & legato alla conoscenza delle caratieristiche struttu-
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* rahi, biochiwriche e fisico-chimiche del substrato. Queste sono solo parsialmente
' ﬁoto', malgrada Penorme lavoro di rioerc'a' fatto da qualche d‘ecennio in questo
Strutmrahnente, 11 tessuto osseo & un tessuto comnettive che 3 capace;
g differenza degh altri tessuti connettivi, di fissare la fase solida del fosfato
di calcio, B costituito di poche cellule, che i proténdono in lunghi rami tra

- i molti fascei di fibrille collagene: I collagene, infatli, costituisce in peso secco
. pidv del-99.9; di tutta ln matrice organica; la matrice orgamica & il 20-35.9,
" del peso secco. totale. Oltre il collagens, non  tutte organizzato. in fibrille
(Scamrrr, 1959), si trovano nella. matrice varie specie di mneopoluaccmdn
che sore composti formati da una proteina ¢ un polisaccaride (SawuBERT,
1964} e che costituiscono dall’l al 59 del peso secco. Sono presenti vari

elettroliti ; 'acqua si trova in quantitd variabile a seconda della specie del-
Ianimale, I'etd; to stato di nutrizione e il tipo di tessuto osseo.

Le fibrille collagene sono aggregati macromolecolari formati da lunghe
catene di una proteina, il tropocollagene, affiancate a formare una struttura
ordinata perigdica. Il tropocollagene & costituite da tre catene polipeptidiche
avvolte ad ¢lica attorno a un asse comune ¢ tenute assieme da legami idro-
geno {Scamerrr, 1959; GriMcmeER, 1960) Ne risulta una macromolecola di
14 A di sexione, lunga cives 3.000 A e di peso- melecolare circa 300.000
(Sc:mu'rr, 1959 ; Perrusxa & Hobes, 1964}, avente struttura periodica ; il mo-
dello della struttura del tropoeollagene, compatibile con i dati ottenuti dalle
figure di diffrasione in raggl X, studi nellinfrarosso, dati analitici e fisico-chi-
mici, & scbemuhcammga quello. riportato nella Fig. 2; il grande periodo. &
28,6 A (Ricn & €arcx, 1955). Nelle sezioni di 0sso, 1 dove il materiale inorga-
nico assai. dense. di fuoge a una sorta di contrasto negative per quello orgs-
nicoe, si pub mettere in ewdmu uma strutturs periodica in elementi: allungati,
della matrice che dovrebbero identificarsi. {(Ascxwzi, Bonvecer & Stave Boc
CIARELLE, 1965 a3 b) con il tropocollagene. Nella Tav. 3 {in- alto), per esempio,
si vedono chiaramente strutture periodiche in elementi allungati che affians
cano gli aghetti di apatite; il loro spessore massimo & 13-15 A; il periode
circa 24 A ; tenuto conto delle possibili deformazieni del preparato, dovute
in particolare ai trattamenti di disidratagzione e inclusione, questi valoxi
corrispondono bene a quelli ricavati da Rica & Cricx (1955) per il tropocek
lagene. E tuttavia da ricordare che, nel modello della moleeola proposto.come
il pid probabile da Rice & Cricx (1961) ¢ perfezionate da Ramsochendran
e coll. (RaMACEANDRAN, 1962), Ia dispecizione dei gruppi Iateraki che appar-
tengono alle singole eliche sarebhe tale da simulare una suddivisions del
periodo in: tre parti, Il periodo apparente dovrebbe quindi essere circa 9 A..
Le sezioni trasverse delle molecole di tropocollagene possono essere osservate
l& dove il tagho della sesione & opportunamente orientato: si presenta spesso
(Tav. 3, in basso), nel tessuto osseo, I'affiancamento di tre o quattro molecole

Ann. Ist. Super. Sanifd (1008) 2, 657-674.




662 ESPERIENZE T. RICERCIL

attorno ad un aghetto di idrossiapatite. Nella fibrilla queste molecole sono
dispuste, e legate lateralmente, in modo da dar luogo al periodo di 640 A
caratteristico delle fibrille collagene native (Tav. 4, a sinistra). Le fibrille
collagene possono essere, in genere, facilmente disgregate (quelle dell’osso
un po’ meno facilmente delle altre} mediante trattamento con vari acidi
diluiti o salt neatri: il tropocollagené passa in soluzione e,
in appropriate condizioni fisico-chimiche, & possibile ricosti-
tuire le fibrille: il tropocollagene pud riaggregarsi in fibrille
identiche a quelle native, oppure in fibrille che presentano
periodicita differenti.

Fig, 2, — Schema della struttura della molecola del tropocollagene {Rick
& Crick 19553 1961).

E geueralmente riconosciuta la partecipazione del col-
lagene al processe di precipmazione del fosfate di calcio.
, Infatti & stato provato che le fibrille collagene agiscono come

«—wi~ centri di nucleazione per la precipitazione dell’idrossiapatite
da una soluzione metastabile (Frangors, 1962; Sonomons,
Invine & NEUMAN, 1960); e cid € stato ottenuto solo con fibrille aventi pe-
riodo 640 A, native o ricostituite. L’asse lungo del cristallo risulta, dalle figure
di diffrazione, parallelo all’asse longitudinale della fibrilla collagena su cui &
deposto (GrimcueRr, 1959). Contro 'affermazione che occorra la presenza
di fibrille collagene per la nucleazione dell'idrossiapatite sta perd il fatto che
esistono batteri, ben noti agli odontoiatri, che calcificano, formande aghetti
di idrossiapatite (TaAkAZoE, TacHENCHI & NAKAMURA, 1963), su una matrice
organica, che non solo non contiene fibrille collagene, ma neppure & costi-
tuita da proteine di composizionte in ammino-acidi simile al tropocollagenc,
Similmente, una deposizione di idrossiapatite si pud avere sui flagelli di certe
alghe unicellulari, il cui substrato contiene presumibilmente solo flagellina ;
¢ la deposizione appare del tutto simile a quella dell’osso fetale degli animali
superiori e genericamente della cartilagine (SocNNaEs, 1958).

Si & visto, pot, che nell’'uomo, in condizioni patologiche, si pud avere una
deposizione intracellulare di fosfato di calcio, che inizia net mitocondri ¢ si
accresce poi, senza evidentemente la presenza di fibrille collagene (LAFFERTY,
Reynoups & PEaRrson, 1965). Una calcificazione metastatica nel rene si pud
ottenere sperimentalmente, somministrando al ratto paratormone (ENGFELDT
et al., 1958 GracoMELLI, SFIRO & WIENER, 1964). La nucleazione avviene
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1%5“ ipterno di corpi intracellular: ialini, che poi danne luege a calcoh renali,
. quindi ammettere che la formazione di -aghetti di apatite possa
i in presenza di strutture diverse dal collagene:. di molecole che
gy;g?.nq, fom, (malehc _aspetto strutturale in comune. col t.ropocollagene
(Favrazn; 1966). .
iy Bt paco. !in mlla fnnmme dei mucopohaaccmdl nel processo dxomﬁ
_ ne; Ancora nel 1964 Sonex ha postulato che, dato che la mineraliszagione
'"Wc normalmente solp s certi tessuti connettivi, mentre una sufficiente
sione dxiom(‘.a++ e PO~~~ #i trova in molti di essi (i gquali tuttavia
powsons - mines in condigioni patologichs, la. pelle, per esempia), il
tmm ouen dzﬂ'emu daglt altri per la presensa. di.un sfattore. locales:
- .questo> &. serahrato. poi - potersi identificare con up. W!whuec&ridaﬁvedm
. et Brraxcen (1964)). . L
S Epu&damche,mchcuvoglinmammenemchehcahﬁca
zione; pex esempio; di-un'batterio, avvengs con la- presenza di macromolecols
* che hanno strittuealntents qualeoea in comtne cal collugene, i fattori imph-
cati:nel processo devono essere abbastansa diversi poiché; nel caso del bat-
terio, la presensa di un polisaccaride non sembra affatto necessaria alla nuclea-
zione (Taxazor, Tacasncar & Naxawvra, 1963), -
© Nel tessuto connettive; cotte si &gk accennito, il polisaccarula non &
libero, ma & associato ad una proteing, che non & collagene: eniste, ciod,
come protem])olmaccande [le associazioni di meolecole di importanas biolo-
gica con Je proteine sono ﬁ-equenti : sono tali, per esempio, le glicoproteine o
le nucleoproteine (*)]. Le ‘Proteme sono, in genere, polielettroliti cationici,
mentre i polisaecaridi. sond ‘polielettroliti anionici : essi portano molte curiche
negative, poichd ne hanno almeno una, ma talvolta pitt di due, per ogai
unitd & disacoaride di cui § composta la catena (Scituskrr; 1964). Esei s0n0
percid in genere assoelatl ad un numero di cationi eqtuvnlentl alla loro: cATica
totale, che in parte sono liberi nells soluzione e possono scambiarsi ¢ in pane
50710 leggt:l _quanto piit alta  la loro valenza, tante pilt sono Tegati. Le pre
teine sf legmo fortemente, mentre cationi di bassa valenzi, come potassia,
calcio, maguesio, sonc in éontinuo scambio. Nella cartilagine, che 3 il prn-
cursore dell’osso, si & potite stabilira che il polluccande pitt dxil’ulo 3l
cond:omntetrmlfato, e che questo & in combinazione con una pmtunacha
costituisoe cirea il 13'%, del complesso. Questo ingieme di I‘udgo a skruttore
molto ramificate, di peso molecolare 1-50 - 10¢, che confériscono al Hefisdo
interfbrillare una elevata viscosith; queste sarchbero anche lmpxgﬁsto ﬁ!a-
loro ¢ impigliate alle fibrille collagene che non sono solubili in acqua. L& pm-
prieta elastiche del tessuto sarebbero legate a questa conﬁguruiona. in quanto

(*) Non si conosce ln natura di queste proteine né il tipe d legams,
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sarebbero dovute alla possibilita, da parte del polisaccaride, di trattenere mo-
lecole di acqua (ScuuBeRT, 1964). Cid, malgrado che i polisaccaridi siano pre-
senti "}n cosi bassa percentuale.

E stata fatta I'ipotesi (GLIMCHER, 1960) che i gruppi proteina-polisuc-
caride, attraverso un giuoco di polimerizzazione e depolimerizzazione, trat-
tengano e rispettivamente rilaseine ghi doni Ca**, costituendo cosi il mecca-
nismo di regolazione della mineralizzazione dell’osso. Non vi sono dati spe-
rimentali ehe confermino questa ipotesi, benché stu certo, anche da estese
ricerche fatte con radioisotopi (AMPRINO, 1955) che il coundroitinsolfato &
strettamente legato al processo di ossificazione. Si pud ricordare che, mentre
vi sono dati per ritenere che ormoni paratiroidei, v controllati dalla parati-
roide, regolino 'equilibrio dinamico tra il minerale dell’osso e 1a sua soluzione
ionica, & noto ancle che I'ormone tiroideo favorisce la formazione del condro-
itinsolfato, per lo meno in alcuni tessuti (DziEwiaTowsky, 1964), mentre
deprime quella del collagene (RoBERTsON, 1964). Alcuni AA. ritengono che
la regolazione degli ioni Ca:* e PO,~~~ possa essere semplicemente spiegata
in base alle condizioni fisico-chimiche locali (Mac GrecorR & Brown, 1965).
Completamente diversa sarebbe I'azione dell’estrogeno che, iniettato negli
uccelli, promuove Ja deposizione di minerale di riserva per la formazione
dell'uovo, in quanto esso eccita la formazione d#l collagene (ROBERTSON, 1964).

»

LA GERMINAZIONE DEL CRISTALLO DI IDROSSIAPATITE
E LE FIBRILLE COLLAGENE

Sono ormai classiche, ma sempre molte discusse, le esperienze di GLim-
CHER {1959) sulla nucleazione del collagene in vitro. Esse dimostravano che
fibrille di collagene ricostituite, preparate da tessuli normalmente non calci-
ficati — quali il tendine della coda del topo, la pelle del vitello o della cavia,
la vescica natatoria dei pesci — potevano costituire centri di cristallizzazione
di seluzioni metastabili di fosfato di calcio, purché fossero del tipo del colla-
gene nativo, fossero ciod ricostituite col periodo di 640 A. Le fotografie al
microscopio elettronico mostravano una distribuzione regolare e periodica
di granuli del minerale di calcio sulle fibrille, all’inizio della calcificazione.
D’esperienza non riusciva, tuttavia, se il collagene veniva preso dall’osso;
e I'insuccesso fu attribuito alla possibile presenza di legami laterali. Sul col-
lagene nativo dell’osso decalcificato, inoltre, la cristallizzazione avveniva,
ma con maggior difficeltd che sul collagene ricostituito, 1l che venne giusti-
ficato con le probabili alterazioni della fibrilla dovute al processo di decalei-
ficazione. La figura di diffrazione mostrava che questi cristallini non avevano
un orientamento preferenziale come quelli nativi; ¢ in realtd le immagini
al microscapio elettronico li mostrane di forma del tutto diversa dagli aghetti
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__ _-mm di omﬁcamone. lzdmsmapatue nativea non form
i tmskwmﬁ, neppure-quando sembra. precipitare senza la pre-
di. unsupporte orgasice strutturalmente definito. Un esempio 3 date
‘ay: 4 (a destrz). In. questo. easo. (0sg. follicolinieo). ln matrice su cui il
Ji:- 4. depostn. non. sembra gvere. una- struttura. ordinats (AscEnzr,
1. & Srxvs Bocaanxnir, 1963) : la. zona corrispondd a un fronte di
' 'Echlnehetplﬁpueuhmstalﬁuidelnlethealemduupw
_idan.uﬁw:e sono granelli di ton pilk &k qualehs: decing di angstrom
quali sk affisneanc altd granelli; e la. strottura. i complata
_ &ogkashetﬁ»mpwodimhtpulehcdemudtmptm
.mai-ded groasi granuh tondeggianti, - -
Seupm d&ll?ouo follicolinicd; possiame prendere come csampm la prima
posisione_del minerale in zone in ¢vi & riconoscibile 1s giacitura di fibrille
. collagerie, come nells Tav, 5. La sezione nou 3 colorata, perchd la colerazione
S deﬁn ﬁbnlle implics la distruzione, o per lo mene Palterazione, dei cristallini
o @.—- tei. Lo ﬁhnlk soRc: tnttavis riconoscibili come ombre allmgato, ed &
. 'cb;im che i cristallini vanoo formandosi lungo di esse. B evidente che alls
_-_‘pm:m apparisione: ‘di granuh non segue mai un upeamento, ma sole un
;all‘nngpmentﬁ della struttura cristallina.
. Altro esempio pud osere preso da sesioni d: teca cranica di ratto neo-
nam (190 giomo di. gespasione), fiseata in OsOy.1 %, tompone Palade; pH
T4e inchiss in metacrilati (Tav. 6). L’mmanm sk ripete identiow, Queste
. ultime esempie:non. congorda oom- b csservazioni fatte sull’osso: cmbrionale
'~ di uceello da- Frezon: Jm{l%?)' Comie nella esperienss di Crotemen
(1959), infatti, appaicne.in questo caso lungo. lo.fibsille grossi granuli: sowsi
(100-200 & di diametro); disposti lungo le bande chiare del collagone. Ii pre-
parato 3 fisaato in 080y 1%, in soluxione di Tyrede, aggiustata a pH- 8,2
con bicirhonato di sodio,.e incluse in metacrilati. Nonbmpomhhche&ka-
razioni del preparato devute a effetti di rieristallizzazione possano essere res
spousabili di risultats di questo tipe (DunrEvy & Seimo, 1961).

Iniziats la nucleazione, & da chiedersi la ragione per oui F'accrescimento
del’idrosaispatite dell’osso avviene prevalentemente in un sense. Le apatis
note in mineralogia eostituiscono cristalli che #i accrescono nelle tre diresioni
dei loro assi cristallini, ancke se spesso danno forme tabulmanﬂnnstte;
se ¢id non succede nelle epatiti biologiche, & da pensare che Pacorescimento
sia per esse limitato da condizioni ambieiitali. Esists, d’altra pazte, un case
di tessuto biolegico mineralizzato. in oui P'idrossinpatite non- forme aghetii,
ma piccole placche : questo & lo smalto dei denti: B assai pits duro dell’osso,
contenendo solo il 3 9, di sostanza organica. I} substrate organice non &
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pilt connettivo, ma una matrice organica che proviene da un processo di
secrezione delle cellule dell’epitelio degli amenoblasti, ed & costituito da pro-
teine fibrose che non sone pitt collagene, ma — sembra — una cheratina
{Ia struttura delle cheratine & poco nota} e si presentano come sottili fila-
menti, di 48 A di sezione, per lo pit accoppiati in doppietti (separazione
120 A), legati lateralmente a formare una struttura reticolare. Gli spazi
interfibrillari contengone muccpolisaccaridi, [ cristalli di idressiapatite
hanno la forma di piastrine, che in media sono Iunghe 1300 A, larghe 400 ¢
spesse 19 (TRavIs & GLIMCHER, 1964), L’asse lungoe del cristallo risulta pa-
rallelo al lato lungo delle fibrille della matrice. L’accrescimento dei cristalli
¢é graduale, sia in spessore, sia in larghezza.

Le fibrille di cheratina costituiscono un tessuto assai rade, entro il quale
trovano posto i larghi cristalli. Nel tessuto osseo, in cui la matrice organica &
in quantita dieci volte maggiore, non pué esservi altrettanto spazio; anzi il
collagene & tanto che si pnd fare la ipotesi che in esso ogni aghetto di idros-
siapatite si trovi circondato da collagene.

Questa ipotesi & confortata dall’osservazione al microscopio elettronico
di sezioni sottili. Infatti, non solo nell’osso follicolinico, come nella Tav, 7,
in alto, si pud notare che al minerale & sempre adiacente un materiale di bassa
densita, ma anche (Tav. 7 in basso), nell’osteone in fMse finale di calcificazione ;
cioé in un tessuto che contiene la massima quantita di caleio, su una matrice
che contiene solo il 4 %, di mucopolisaccaridi, quindi & in pratica tutto colia-
gene. Dobbiamo concludere che cid che circonda ogni aghetto di idrossia-
patite & collagene. Nelle sezioni di osso vsservate al microscopio elettronico,
12 dove I'aghetto si presenta in sezione trasversa, esso appare come un punto
nero circondato da materiale di bassa densita: questo costituisee spesso un
piccolo quadrilatero (v. anche Tav. 3, in basso). Le dimensioni trasversali
dell’aghetto sono circa 40 A. Sesi pensa che lo spessore della sezione non pud
essere inferiore a quaiche centinaio di angstrom, & evidente che, quando I'a-
ghetto appare come un puntino nero, esso e il collagene che lo affianca devono
essere disposti normailmente al piano di taglio e attraversare tutta la sezione,
Le dimensioni trasversali dell’aghetto suggeriscono che esso non possa essere
costituito da pilt di quattro celle elementari, in larghezza. In lunghezza, in-
vece, possono allinearsi parecchie centinaia di celle. Se & vero che ogni
aghetto & circondato da collagene, ne viene di conseguenza che gli aghi che
appaiono, nelle zone di maggior densita, di spessore superiore a circa 40 A
sono in realtd la sovrapposizione, nell'immagine, di aghi pin sottili che si
trovano nello spessore della sezione, Se la parte organica non fosse cosi intra-
mezzata agli aghi, non vedremmo mai, nell'immagine di una sezione spessa
qualche centinaio di angstrom, dei cristallini singoli spessi 40 A.

Il problema che sorge ora & se & proprio vero che la formazione dei cri-
stallini nei vertebrati, e in condizioni non patologiche, avviene solo sulle
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poco sulla natura di questi composti, cosicché i dat sperimentali, ottenuti
su qualcunoe di essi o sui polisaccaridi liberi, anche se hanno fatto progredire
le nostre conoscenze sn questi grossi polielettroliti, non sono sufficienti per
discutere alcune ipotesi, non solo sulla loro partecipazione al processo di
calcificazione, ma neppure sulla lore eventuale associazione al collagene.
L’osservazione di tessuti colorati con coloranti specifici e osservati al micro-
scopio ottico ha mostrato che vi & una perdita di sostanza fondamentale,
in particolare di solfate organice, durante la calcificazione., La ipotesi che ai
polisaccaridi possano essere legati ioni Ca++, i quali verrebbero lasciati liberi
di formare idrossiapatite in seguito a depolimerizzazione del polielettrolita,
suffragata da alcuni dati chimici, ¢ difficilmente controllabile con prove dirette,

Abbiamo fatto alcuni tentativi per ottenere per mezzo del microscopio
elettronico gqualche indicazione sulla Presenza dei mucopolisaccaridi nel tes-
suto osseo. Da questi si pud ricavare qualche dato, che, anche se non ¢ ancora
confermato da prove istochimiche, pud essere tuttavia considerato come un
contributo alla discussione del problema. Questi dati sperimentali sono otte-
nuti dallo studio dell’orletto osteoide.

Quando Iostecne & in formazione, viene deposta in un prime tempo la
matrice organica, e su di essa avviene bruscamente la ealcificazione. La depo-
sizione, e la conseguente calcificazione, avviene a strati, a partire dal margine
esterno della cavitd (CARETTO, 1959); losteone in formazione pud presen-
tare un sottile (circa 2 . 10* mm) orletto interno neodeposto non ancora calci-
ficato: questo si chiama orletto osteoide.

Al microscopio elettronico (Ascenzi, Bonucet & STEVE Boccia-
RELLI, 1965 a; b) quest’orletto appare composto principalmente da fibrille
collagene raggruppate in fasci con orientazioni differenti, disposti a
formare grossolanamente strati concentrici attorno al borde interno
dell’orletto. Di questo borde fanno parte alcune cellule, che si presen-
tano pressoché uniformemente opache agli elettroni, siano esse fissate in
sola formalina 10 9/, o in glutaraldeide e 0s0,, o solo aleool, o subacetato
di Pb, e siano o no colorate (con acetato di uranile o con PTA). Vi si distin-
guono tuttavia chiaramente il nucleo e I'ergastoplasma ricco di ribosomi, e i
mitocondri, anche se le cristae non sono ben definite. Da queste cellule sem-
bra che si partano delle fibrille collagene, in quanto il bordo cellulare non &
ben definito. Adiacente alle cellule ¢ spesso uno strato di materiale spugnoso,
che ricorda, nel suo aspetto, quello gia osservato nel substrato organico del-
losso follicolinico (Tav. 8 ¢ 9), ¢ che abbiamo trovato integro solo in alcuni
preparati fissati in aleool, Al di 1a di questo vi & solo la distesa delle fibrille
collagene, sulle quali appare, a distanza di circa 20 micron dalla cellula, a
piccoli aghi e poi a piccoli gruppi di aghi, I'idrossiapatite.

Nell'orletto osteoide, il fronte di calcificazione si presenta a noievole di-
stanza dalle cellule che producone il tropocollagene, ¢ dove questo & gia
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organizzato in fibrille di 800-1000 A di diametro. Le fibrille, come mostra la
.Tav. }2, occupano quasi completamente il substrato: la colorazione con
acido. fesfotungstico mette in evidenza le bande del collagene e un materiale
filiforme, tra ¢ sopra le fibrille nella parte non calcificata, che non.compare
nella parte calcificata, dove appaione invece i vani lasciati dagli aghi di idros-
siapatite che si sono sciolti per 'azione del PTA e sono stati portati via dai
guccessivi lavaggi. o .
- Negli interstizi tra le fibrille che vanno calcificandosi deve trovarsi un
materiale che permette il trasporto di ioni e favorisce la deposizione del cal-
¢io. Esso dovrebbe contenere i mucopolisaccaridi. E vero che, con lo normali
. fiseazioni in aldeidi e 080, in soluzione acquosa, i mucopolisaccaridi dovreb-
"' bero restare in scluzione, e quindi venire eliminati nei successivi passaggi;
ma & anche vero che, se il mucopolisaccaride & un complessa costituito da un
polisaccaride fortemente legato a uha proteina, esso potrebbe venire preser-
vato da qualeiasi buon fissatore della proteina stessa. IY’altra parte, un ten-
tativo di fissazione al subacetato di Ph, che dovrebbe preservare, coloranda
contemporaneamente, i polisaccaridi, ha mostrato le fibrille collagene della
parte non calcificata rivestite di un materiale denso, nel quale & da ricono-
‘scere la colorazione al Pb, , : :
Se, neila parte non caleificata, tra le fibrille sono presenti soltanto o pre-
valentemente i mucopolisaccaridi, si deve ammettere che la loro presenza non
& pill necessaria quando il primo processo di calcificazione & avvenuto. Essi
quindi non contribuirebbege al successivo accrescimento del minerale di
calcio.
La bassa percentuale di mucopolisacearidi ottenuta dai dati chimiei
sarebbe in accorde con queste osservazioni.

CALCIFICAZIONE DELLE FIBRILLE COLLAGENE

La caicificazione, nell’orletto osteoide, appare — come abbiamo detto —
la dove le fibrille sono gia formate, ma la fibrilla non costituisce solo un sup-
porte utile, in quanto fornisce un sostegno che ha. determinate proprieta di
elasticitd, permeabilita, ecc. La costituzione molecolare della fibrilla inter-
viene nelle modalitd di deposizione del minerale. Cid si pud affermare in
base alle osservazioni al microscopio elettronico.sulle fibrille calcificate.
Si osserva infatti che su di esse la deposizione del minerale si presenta
sotto due aspetti diversi (Ascewzi, Bonvccr & Steve BocclageLir, 1965
a, b; 1966) (Tav. 13). Il primo da luego, lungo la fibrilla, & bande trasver-
sali, di poco meno di 400 A di ampiesza, separate da interbande di circa
250 A (i limiti delle bande non sone cosi definiti da consentire misure pre-
cise}. L’insieme di una banda e una interbanda copre quindi, entro gli
errori di misura, Pampiezze di un periodo deila fibrilla,
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Il secondo tipo di calcificazione da luogoe a sottili aghi, che sono l'aspetto
piu noto e vistoso della calcificazione dell’osso: essi si trovano preferibil-
mente paralleli all’asse longitudinale della fibrilla, si partono spesso dall’ini-
zio della banda densa, mu, allo stadio iniziale della calcificazione (che con-
tiene circa il 70 %, del calcio che si trovera a calcificazione completa), essi
sono m buona parte gia formati. Negli stadi successivi si accrescono in nu-
mero e in larghezza, fondendo in cristallini che si prolungano per pin bande,
fino a tre o quattreo.

Che si tratti di due tipi di calcificazione differenti appare chiaro dalle
fotografie ottenute eliminando la parte organica dell’osso {Tav. 1). Infatti
in esse si trovano, dissociati dal trattamento, non solo i piccoli agbi liberi,
ma anche delle sottili placche, di densita uniforme e inferiore a quella degli
aghi; queste, dato il loro aspetto e le loro dimensioni, devono ritenersi libe-
rate da quelle che abbiamo chiamato le zone dense delle fibrille calcificate.
Le figure di diffrazione fatte su zone di tessuto osseo che apparivano, nelle
sezioni ultrasottili, particolarmente povere di aghi, e dove quindi era quasi
esclusivamente presente la calcificazione a placche, non differiscono da quelle
che si ottengone da zone coperte di cristallini aghiformi e non isorientati.
Qualcuna di queste placche appare con un accenno a forma poligonale, pre-
sentando al margine un angoloe di circa 120°; anche volendo ammettere qual-
che processo di riassestamento dell’edificio crigtalline dopo 1’eliminazione
della parte organica, questo aspetto conferma l'ipotesi che &i tratti di una
seconda forma di cristallizzazione dell’idrossiapatite.

Questo tipo di cristallizzazione a zone sembra richiedere la presenza della
fibrilla collagena per verificarsi. Infatti non compare, come si & visto, nella
teca cranica o nell’osso follicolinico dove le fibrille sono dissociate, né nella
sostanza cementante interlamellare. Essa richiederebbe, quindi, una certa
organizzazione nel substrato, una disposizione particolare delle molecole di
tropocollagene. A questo proposito si pud ricordare che la formazione dei
larghi cristalli che costituiscono le smalte dei denti avviene parimenti sopra
un substrate di lunghe molecole orientate: sono proteine fibrose, aggregate
a costituire fibrille sottili, le quali si legano a formare un caratteristico reti-
colo a Iunghe maglie.

Il fatto che le zone dense nelle fibrille collagene sono alternate a zone
ove questo tipo di calcificazione sembra non poter avvenire deve essere messo
in relazione con la costituzione delle fibrille stesse.

Le ben note immagini di fibrille collagene libere ottenute dalla micro-
gcopia elettronica mostrano, lungo le fibrille stesse, bande trasversali, che in
contrasto megativo appaiono alternativamente chiare e scurc. Sonmo state
fatte varie ipotesi sullo stato di aggregazione delle singole molecole di tro-
pocollagene a formare le fibrille, per spiegare ’esistenza di queste bande, che
si presentano, dope colorazione con acido fosfotungstice, suddivise in carat-
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teristiche sotto bande (Tav. 4, g sinisira). Recentemente Grant, Horne &
€ox (1965) hanno fatto uno studio accurate di questa struttara: da questo
pisulta che le due zone, 'una chiara che essi hanno chiamato A, T'altra scura
(dove ciod penetra 11 mezzo di contrasto), chiamata B, hanne rispettivamente
gpessore 275 ¢ 365 A. Nella zona A, le molecole di tropocollagene appaiono
saldamente unite da legami laterali; nella zona B, invece, esse appaiono
poco legate, tanto poco che due vicine possono addirittura permutare le re-
ciproche posizioni.

. . La collagenasi digerisce rapidamente la zona B, mentre altera poco la
sona A. La melecols di tropocollagene, lunga cires 3000 A, & distende su
i eirca quattro periodi. GRany, Horve & Cox (1963) dimostramo che; ee si
supponte chie questa molecola sia costituita da cingue zone, ciascuna di 275 X
di ampiezza, capaci di formare facllmente legami laterali, alternate a quattro
zone di 365 A di ampiesza in cui tali legami non si formano, il periodo di 640
A si pud ottenere ammettendo che I'aggregazione di tali molecole avvenga a
caso. (Juesta ipotesi & in aperto contrasto con quella finora accettata (Hopce
& Perruska, 1963) di una dizposizione delle molecole a file parallele, sfasate,
cisscuna rispetto alle vicine, di un quarto della lunghezza della molecola.
* Questa costruzione, peraltro, & geometricamente impossibile se & conside-
" ‘rata in tre dimensioni, ¢ pud essere. accettata sole per strati coassiali alla
- fibrilla (SmrTE, 1965). *

Sulla base dello schema & Grant, Horne & Cox (1965), la nostra osser-
vazione sulle zone dense mella calcificazione delle fibrille collagene si spie-
. gherebhe con la formazione del deposito a placche nella zona B, ciod dove,
* essendo scarei i legami laterali tra le molecole, il cristallo avrebbe possibilita
di' estendersi entro tutta Pampiesza della banda.

L'inizio della formazione degli aghi a partire dall’estremo di queste
. stesse zome dovrebbe ascriversi a particolaritd della struttura. del
tropocollagene : forse alla presenza di gruppi laterali NH,” della lisina
e idrolisina (FRawgois, 1962). L’aghetto di idrossiapatite, una volta
iniziata la nucleazione, crescerebbe poi in lunghezza, penetrando anche
la banda A.
Bicogna infine ricordare che & stato anche dimostrato (NEMETSCHEK
* & GansiuEn, 1961) che la penetrazione di elettroliti pud produrre un rigon-
- fiamento o un rattrappimento della fibrilla collagena, con conseguente disin-
tegrazione ed eventuale riaggregazione della fibrilla stessa: cid porta a rite-
nere che il tropocollagene possa dar luogo a configurazioni non stabili, anche
se in equilibrio chimico con I'ambiente circostante. Le osservazioni che noi
facciame al microscopio elettronico sulla calcificazione delle fibrille costi-
tuite potrebbero quindi essere relative, per quanto riguarda in particolare
la disposizione degli aghi, a condizioni del tutto trasnsitorie. '
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Tav. L. — Sezione di osteonc calcificato al 70 94, privo di sostunza organica; inclusione in
- a . x * - - - - . » 4 - .
metacrilati. La cristallizzazione avviene in piccoli aghi di cieen 40 A Qi sezione
trasversa; tra € sotto di essi appaiono placche aseai meno dense.
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Tav. 2. — a) Figura di diffrazione ottenuta nal campo b).
b) Sezione di osteone calcificato al 100 9, zona scelta di cristallini isorientati.
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Tav. 3 (In alto). — Sezione di orletto osteoide; inclusione in araldite. I fili chiari del colla-
gene sono inframezzati agli aghetti di idrossiapatite; ove giacciono lon-
gitudinalmente, essi mostrano una struttura periodica.

(In basso). — Sezione di osteone calcificato al 70 “’g Ove il taglio & trasversale ri-
spetto alla giacitura degli aghetti, ¢i osserva l'affiancamento di 3 o 4

molecole di tropocollagene attorno ad un aghetto di idrossiapatite
(freccia).
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Tav. 4 (A sinistra). — Fibrilla collagena decalcificata (con acido tetra-acetico della etilen-

diammina) e colorata con acido fosfotungstico. E evidente il pe-
riodo di 640 A. o

(A destra). — Sezione di osso follicolinico incluso in metacrilati: germinazione dei
cristallini di idrossiapatite,
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Tav. 4
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Tav. 5. — Sezione di osso follicolinico incluso in araldite: inizio della mineralizzazione sulle
fibrille collagene. ’
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Tav. 6. — Sezione di teca cranica di ratto, inclusa inYmetacrilati: la disposizione dei cri-
stallini non rispetta la giacitura delle fibrile collagene.
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Tav. 7 (In alto). — Sezione di osso follicolinico, incluso in metacrilati: al minerale & sempre
adiacente un materiale di bassa densita.

(In basso). — Sezione di osteone calcificato al 100 9, yinclusione in araldite.
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Tav. 8. — Sezione di osso follicolinico incluso in metacrilati, decalcificato e colorato con
acido fosfotungstico; le fibrille sono tagliate in buona parte trasversalmente;
tra di esse appare un materiale spugnoso.
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Tav. 9. — Sezione di osso follicolinico incluso in metacrilati, decalcificato e colorato con
acido fosfotungstico: si vedono fibrille collagep# in sezione longitudinale, fian-
cheggiate da materiale spugnoso.

»
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Tav. 10. — Sezione di osso follicolinico incluso in metacrilati. L’ossificazione non avviene
preferibilmente lungo le fibrille collagene. A

»
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Tav. 11. — Sezione di orletto osteoide, incluso in araldite, non trattato. I piccoli tratti
disseminati mostrano I'inizio della mineralizzazione: golo talvolta essa appare
sulle sezioni trasverse delle fibrille collagene. o
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Tav. 12, — Sezione di orletto osteoide, incluso in araldite, trattato con acido fosfotung-
stico. Zona di passaggio tra la zona (inferiore) in cui la calcificazione & appena
all'inizio e la superiore in cui & gia avvenuta. Nella parte inferiore si vede un
materiale denso che, stretto tra le fibrille, appare fliforme.
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Tav. 13, — Sezione di osteone incluso in araldite, non trattato. Stadio iniziale di caleifica-
zione, Sono visibili di due tipi di calciﬁcuz'yme: a bande e ad aghi.

»



Tav.

13
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