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(Piatc 4, right sidc) (AscENZI, FRANçOJs & STEVE BocCIARELLI, 1963). 
They are not necessarily in correspondencc to tbc laying down of collagcn 
fihrils (Platc li) (AscENZI, BoNucci & STEVE BocctAREUI, 1965a; b). 

3) Latcr, small aggregates of randomly distributed crystallites are 
found sometimes along tbc collag-en fibril~, but frequently there is evidenee 
that tbey are only in relationship to tbe surrounding material (Platcs, 5, 6, lO 
and 11); as they p;row in size, the crystallized areas coalesee to forma con
tinuous stratum {AscENZI, BoNuccr & STEVE BocciAHELLI, l965a; /1). 

4) In osteons (Haversian system) the calcified fibrils show two diffe
rent aspects of the deposition of calcium salts: tbc first is a scries of paralh·l 
calcificd bands which are separated by clear interbands and run almost 
perpendicular to the osteon ax1s: this banding corresponds to the wl'll· 
known major collagen periods; the second is made by needle-shaped crystal
lites which, owing to their length, can cover two or many major collagen 
periods; their thick.ness reaches about 40 À (Plate 13) (AscENZI, BONUCCI & 
STEVE BocctARELLI. 1965a; b). 

5) The investigations on the dynamics of osteon calcification showed, 
after a sudden initial deposition of the calci.wn salts in the two forms dcscri
hed above, that the apatite is laid down slowly, on a Iargc percentage of the 
organic matrix, starting from the broad bands at the major collagen periods 
(Plate 13) (AscENZJ, BoNUCCI & STEVE BocCIARELLI, 1966). 

INTRODUZIONE 

È difficile fare un quadro organico dei dati che si possono ricavart~ dalla 
letteratura sul processo di ossificazione, non solo per l'enorme massa di lavoro 
fatto da decenni e l'esistenza di parecchi risultati difficilmente compatibili, 
ma anche perchè, essendo l'argomento molto complesso, i singoli ricercatori 
o gruppi di ricercatori lo hanno sempre affrontato entro un campo necessa
riamente limitato, legato alla disciplina che essi profes5ano: biologia, bio· 
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 è ben difficile a farsi. 

Ricorderemo quindi solo i dati essenziali so:ffermandoci su alcuni più 
recenti, senza pretesa di completezza, rimandando alle varie particolari 
rassegne sull'argomento e ai testi più recenti per una visione più approfon
dita (SOGNNAES, 1958; RAMACHANDRAN, 1963; FLEISCH, BLAcKWOOD & 
OwEN, 1965; AMPRINO, 1961; WHIPPLE, 1963; ONCJ,EY, 1959; MAc LEAN 
& BunY, 1964). 

Per calcificazione ossea Si intende il processo secoudo il quale su una 
matrice organica si deposita in fase solida, per la maggior parte cristallina, 

Ann, /B!. Super. Sa,.i/à (196G) 2, G57·674. 
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cella esagonale, intendendo la forma indicata in tratteggio nella stessa figura: 
sui vertici degli esagoni si trovano ioni Ca++. Al microscopio elettronico si 
possono identificare aghetti fino a circa lO A di sezione trasversa. È chiaro 
che, anche a prescindere dalle possibilità di scambi ionici dovuti alle condi-
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Fig. l. - Forma cristallina dell'idroo
siapatite: l) formazione del 
cristallino allungato; 2) cella 
elementare. (a= h= 9,-13 A: 
c= 6,88 À) . 

zioni particolari in cui si trovano questi cristallim, alle loro dimensioni il 
cristallo non può rispondere alle relazioni stechiometriche che si hanno in un 
cristallo di grandezza visibile, e neppure di dimensioni dell'ordine di l mi
cron, cioè visibile all'ottico (dimensioni che sono già 10.000 volte quelle della 
cella elementare). Anzi si può dire che parlire di formula chimica non ha 
più senso, perchè il grande S'-''iluppo di supérficie creato da così minuti cri
stallini rende non più trascurahili le variazioni ionicbe di superficie per even
tuale sostituzione degli atomi di Ca con altri, per esempio, Mg, Sr, K, N a, 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,h, dove R può essere F, Cl, OH, costituendo così le 
fluoro-cloro-idrossiapatiti, gli ioni F, Cl, OH possono sostituirsi a vicenda, 
ed è 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'osso, come è noto, non è un sistema inerte, ma incessantemente su
bisce processi di distruzione e ricostruzione attraverso i quali si rinnova di 
continuo; il minerale di calcio ha funzione, non solo di sostegno, ma anche 
di riserva di calcio. La concentrazione del calcio è infatti critica nel sangue 
dei vertebrati: nell'uomo normale varia tra 9 e 11 mg/100 ml, e un sistema 
di regolazione, che si ritiene comandato da ormoni paratiroidci, mobilita, 
quando occorre, il calcio del tessuto osseo. Fosfati di calcio ~ono, d'altra parte, 
sempre presenti nei liquidi extracellulari. 

Il problema della deposizione e del riassorhimento del calcio nel tessuto 
osseo, e solo in quello, è legato alla conoscenza delle caratteristiche strutto-

.tlnn. Isl. Super. Sanilù (1966) Z, 657·674. 
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. raJi:, biochimiche e fisico-chimiche delsubstrato. Queste sono eolo parzialmente 
note, utàlgrade l" enorme-lavoro di ricerca· fatto da qualche deeennio in questo 

· campo:.· 
Strutturalmente~ il tessuto oeeo è un tessuto connettivo che 'è capace, 

a differenza degli altri tessuti connettivi, di fieare la faae l!lo~da del fosfato 
di ea1db. :k- coatituito di poche cellule, che Ai protendono in lunghi rami tra 
i moki faaoi di fibrille collagene. Il collageDe, infatti, costituisce in peso secco 
pi6 d~·90,% di· tutta la matrice organica; la matrice organica è i120·35% 
del peao secco.. totale-. Oltre il collageno, non· tutto organizzato. in fibrille 
(bllll1"l', 1959). ai· trovano nelle. matrictt"varie specie di mu(!Opoliaaeçaridi, 
cb eono composti fol'Dlati da una proteina e un polisaccaride (Sca11BBBT, 

196-f+ e che costituiscono dall'l al 5 % del peso secco. Sono p:reaenti vari 
elettroliti; l'acqua si trova in quantità variabile a seconda della specie del
l'au,imale, l'età, lo stato ~ nutr;\aione e- il tipo di tessuto oBBeo. 

Le fibrille collagene sono aggregati m_acromolecolari formati da lunghe 
catene di una proteina, il tropocollagene, affiancate a formare una struttura 
ordinata periodica. n tropooollagene è costituito da tre catene polipeptidiche 
avvolte ad elica attomo a un asse comune e tenute assieme da lepmi idro
geno (SCBml"l', 1959.;. GLJMCBBX,· 1960). Ne rbndta una macromo1eeola di 
14 l di' sesioue, luilp circa 3.000. À. e di peso molecola:re circa 300.000 
(SCHIU'rl', 1959; PBTRusJU. & Ho o& a, 1964}, avente struttura periodica; il mo
dello della atnlttunl del tropocollagene, compatibile con i dati ottenuti dalle 
figure di- di11'r&.i0ne. in r~gi-X, stu.dinell'in&a:roaso, dati analitici e fisico-chi
mici, l achemtt.ti~eament; quello riportato nella Fig. 2; i1 grande periodo. ~ 
28,6 A (!bea & Cm a,_ 1955). Nel)e sezioni di oaso,l~ dove il materiale inorga~ 
nico aseai. dea• dà: luogo a _·una sort• dhlont:raato aeptivo. per quello orp~ 
nico, si può-mettere in evidenza uaa atruttura periodica in elementi allungati, 
della- matrice che dovrebbero identificarsi (Ase&NZI1 BoNUCCl & Snv» Boc
CIAIUIJ,ld-,.·1965 Oj b) con- ·il tropoeolla-gene. Nella Tav. 3 (in alto), per eaempìo, 
si vedono-chiarameate atnltture periodiche ia elementi allungati· che •i~Jul• 
cano gli aghetti di apatite; il loro epeuore massimo- è U-15 A, il period9 
circa 24- A; tenuto conto delle poHibili deforma:liesD del preparato, dovute 
in partieolatre ai trattameati di- disidratazione e inclusione, questi valori 
corriapo11dono bene a quelli ricavati da. Rtcu: & Cau:x (1955) per- il tropo• 
lagene. _t tuttavia da rieorda:re ebe, nel 'modello della moleeola propotto coD:le 
il piA probabile 'da R1ca & Cau::& ·(1961) e perfezioaato da Ramaclaandraa 
e coll. (RA.MACIUMlBA.l'f, 1962), la disposizione dei 81"1Ppi laterali· che appar· 
tengono alle singole eliche sarebbe tale da. simulare una suddiviaioDe del 
periodo m- tre< parti. n periodo apparente dovreb.be quindi easere circa 9 A. 
Le ae-.oni truve.ne delle molecole di tropocollagene poaaono euere oa.eervate 
là dove il taglio della aesione è opporttmamentlltorientato: ai presenta speuo 
(Tav. 3, in b&no)~ nel te!lsuto osseo, l'aflìancalll8llto di tre o quattre molecole 

Amt.. Itn. Buper. Sant'M (1968) !, 667-674. 
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attorno ad un aghetto di idrossiapatite. Nella fibrilla queste molecole sonu 
disposte, e legate lateralmente, in modo da dar luogo al }Jeriodo di 640 A 
caratteristico delle fibrille collagene native (Tav. 4, a sini$tra). Le fibrille 
collagene possono essere, in genert·, facilmente ùisgregatt' (quelle dell'osso 
un po' meno facilmente dclh~ altre) mediante trattamento con vari acidi 

. .. _ .. 

l 

l 

l l 
\ 
r \ 

. '--•••-

diluiti o sali neutri: il tropocollagene passa in soluzione e, 
in appropriate condizioni fisico-chimiche, è possibile ricosti
tuire le fibrille: il tropocollagene può riaggregarsi ill fibrille 
identichl:' a quelle native, oppure in fibrille che presentano 
periodicità differenti. 

Fig. 2 . -- Schema della "truttura della molecola del trupocollagene (RICff 
& CIUCK }9;)5; 1961). 

È generalmente riconosciuta la partecipaziont~ del col
lagene al processo di precipitazione del fosfato di calcio. 
Infatti è stato provato che le" fibrille collagene agiscono come 
centri di nucleazione per la precipitazione dell'idrossiapatite 
da una soluzione metastabile (FnANçms, 1962; SoLOMONS, 

IRVING & NEUMAN, 1960); c ciò è stato ottenuto solo con fibrille aventi pe
riodo 640 A, native o ricostituite. L'asse lungo dd cristallo risulta, dalle figun~ 
di diffrazione, parallelo all'asse longitudinale della fibrilla collagena su cui è 
deposto (GLIMCIIER, 1959). Contro l'affermazione che occorra la presenza 
di fibrille collagene per la nucleazione dell'idrossiapatite sta però il fatto che 
esistono batteri, ben noti agli odontoiatri, che calcificano, formando aghetti 
di idrossiapatite (TAKAZOE, TACIIENCHI & NAKAMURA, 1963), SU Una matrice 
qrganica, che non solo non contiene fibrille coliagenc, ma neppure è costi
tuita da proteine di composizione in ammino-acidi simile al tropocollagenc. 
Similmente, una deposizione di idrossiapatite si può avere sui flagelli di certe 
alghe unicellulari, il cui substrato contiene presumibilmente solo flagellina; 
e la deposizione appare del tutto simile a quella dell'osso fetale degli animali 
superiori c genericamente della cartilagine (SOGNNAES, 1958), 

Si è visto, poi, che nell'uomo, in condizioni patologiche, si può aven~ una 
deposizione intracellulare di fosfato di calcio, che inizia nei mitocondri c si 
accresce poi, senza evidentemente la presenza di fibrille collagene (LAFFERTY, 
REYNOLDS & PEARSON, 1965). Una calcificazione metastatica nel rene si può 
ottenere sperimentalmente, somministrando al ratto paratormone (ENGFELDT 
et al., 1958; GtACOMELLI, SPIRO & WIENER, 1964). La nucleazione avviene 

A""· !st. Su)Jer. sr.,;tù (196UJ 2, 057·674. 
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( lli!ll'iP.J""" di corpi intracellulari ialini, che poi danno. luogo a caleoli renali. 
~ amlll.ettere che la formazione di aghetti di apatite po88a 

presenza di strutture divene dal collagene: di molecole che 
~~e aspetto atruttlll'.de in comune col tropoc:!ollagene 

~ paeo aha aalla lunzione dei mucopoliaacoaridi nel processo di olllifi· 
~ ~,~.Aneo~ ~ 196+ 8<)a.n ha poatul4to cbeì dato che-la JDinualiJN_IiOile 
~~ D~~ .eolo "" certi team ti· connettivi.· meutre una au$cieale 

-~4i.J9ni.Ca.++ ePO,--- ai trova iD. molti. di e~ri(i qq.litu.ttavia 
..... Q!in~ il>. o011m.iooi patoJos;d>e, la pelle, p.. -io), il 
-~ ~: ~. da;J,t. altri _peJ ~ preaeu,a .di .. un «(lltl;~ l~•: 
~ l ... """"~pol:!'l'~identi&ue-"" """"'poli.aceorido.[v..W. 
iJ!,...,.;..,.,.,IIu..t.l'IG ... (19~)]• , 

1:. ~·da - che,. anche le vogliamo aJDmettu. che la oal.ifu:a, 
alone, ~-eMDlJliol. di.Ua·'batterio, avvenp. coa la-.preseu-a di lllaeroJIIOlecola 
che ~ abuttuqiz.en:r. qnaleoé& in eomane col eollagene~ i fattori impJi. 
~Del proceeeo · devcme-- e~eere- abbastanza diversi-; poiùf; nel ca.so del ba t· 
terio,la p.reeen•a di un poliuceuid«!t non sembra afFatto necessaria alla nueJea.. 
zione (T.u.uoa, T.U::Uft'CBI &· NA&.UitJU, 1963)~ 

Nel- teuuto OOAilettiVO; come ri l!-·gil accenttato, il polùaecaride non ~ 
libero, ma ~ uaociato ad una proteina, che non è collagene: eei.ate-, cio~ 
eome- protei:Dpolisaooaride [Je associazioni di molecole di importanza hiolo· 
giea con le protelne·sono f'tequei:Lti: BOno tali, pet esempio, le gHeoproteine o 
le nueleoproteine (•)J, Le prOteine sono, in genere, polieleitroliti eationici, 
mentre i polieaecar.idi soni polielettroliti anionici : eui ,v.ortano molte c.,mhe 
negative, poiCh~' ·ne hami.o aluieno ~. ma talvolta_ pià di due, per ogni 
unitÀ dblùa:e'c~de di Cai:l:OOÌnpoat& l& ~tena (SC!tuBftr, 1964). EaÌ:i ~ 
perciò ia. ~erè aNooiati. àd un Dllmerò di cati~ 'equivalenti alla loro e..nCa 
totale, elle' in·~ sonO libtri nella soluzione e poesono seambiani. e iB pUte 
sono Iepti :. ~io ·più alìa è la loro- valenza, tanto più-soDo-leP:U. Le- pra.. 
teine si lepn-o fortem.ente, ·mentre cationi di baua valenza, come pOtaaiiG. 
calcio, maptfu, 80ll;; in continuo sc8mbìo. Nella eartllagW.e, che ~ tt·pre;. 
cunore dell'ono, si _è potiJto stabilil'fl chè il pooBaecA:ride più d:itFU.e ,. ti 
eondìoitiDté'trasolfato, e ehe que~tò è in combinaziOne oon·tma -pròteiàa·eJaé. 
costi.taieu citta fl 15 % deJ oomple880: Questo insieme di; 1\iO-go a--~ 
molto rami&ate, di peso molecolare 1·50 · IO', che conf'ériiJCOno al'Jf~ 
intedihrillan una elevata viacoaitl; queste sarebbero anehe i:mpi~-'lra 
loro e impigliate alle fibrille collagene che· non sonò Solubili in ac~·; te·~ 
prietl e~astiche del te11auto sarebbero legate a questa con6gura.done, ia. qnaritO 



sarebbero dovutfl alla possibilità, da parte del polisaccaride, di trattenere mo
lecole di acqua (ScuUBERT, 1964). Ciò, malgrado che i polisaccaridi siano pn·
St'llti ~n così bassa percentuale. 

È stata fatta I"ipotesi (GLIMCHER, 1960) cht• i gruppi proteina-polisac
caride, attraverso un giuoco di polimcrizzazione e depolimerir~:zazione, trat
tengano e rispettivamente rilascino gli ioni Ca+~, costituendo così H mecca
nismo di regolazione della mineralizzazione dell'osso. Non vi sono dati spt"
rimentali che confermino questa ipotesi, ber>.chè sia certo, anche da estese 
ricerche fatte con radioisotopi (A.MPRINO, 1955) cht>, il condroitinsolfato è 
strettamente legato al processo di ossificazione. Si può ricordare che, mentre 
vi sono dati per ritenere che ormoni paratiroidei, o controllati dalla parati
roide, regolino l'equilibrio dinamico tra il minerale dell'osso e la sua soluzione 
ionica, è noto ancl{e che l'ormone tiroicleo favorisce la fOrmazione dd condro
itinsolfato, per lo meno in alcuni tessuti (DziEWIATOWSKY, 1964), mentre 
deprime quella del collagene (RoBERTSON, 1964). Alcuni AA. ritengono eht> 
la regolazione degli ioni Ca'+ e P04--- possa essere semplicemente spiegata 
in base alle condizioni fisico-chimicht' locali (MAc GREGOR & BROWN, 1965). 
Completamente diversa sarebbe l'azione dell'estrogeno che, iniettato negli 
ucce1li, promuove la deposizione di minerale di riserva per la formazione 
dell'uovo, in quanto esso eccita la formazione dtl collagene (RonERTSON,] 964). 

LA GERMINAZIONE DEL CRISTALLO DI IDROSSIAPATITE 
E LE FIBRILLE COLLAGENE 

Sono ormai classiche, ma sempre molto discusse, le esperienze di GLIM
CHER (1959) sulla nucleazione del collagene in vitro. Esse dimostravano cht' 
fibrille di co1lagene ricostituite, preparate da tessuti normalmente non calci
ficati - quali il te.ndine della coda del topo, la pelle del vitello o della cavia, 
la vescica natatoria dei pesci -potevano costituire centri di cristallizzazione 
di soluzioni metastabili di fosfato di calcio, purchè fossero del tipo del colla
gene nativo, fossero cioè 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. 
L'esperienza non riusciva, tuttavia, se il collagene veniva preso dall'osso; 
e l'insuccesso fu attribuito alla possibile presenza di legami laterali. Sul col
lagene nativo dell'osso decalcificato, inoltre, la cristallizzazione avveniva, 
ma con maggior difficoltà che sul collagene ricostituito, il che venne giusti
ficato con le probabili alterazioni della fibrilla dovute al processo di decalci
ficazione. La figura di diffrazione mostrava che questi cristallini non avevano 
un orientamento preferenziale come quelli nativi; t· in realtà le immagini 
al microscopio elettronico li mostrano di forma del tutto diversa dagli aghetti 

A!/!1. fs/. Super . • ~n,.i/1< (l96li) 2, 6~7-674. 
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i; <loDI"- Xa,v~ l : eeal appaiono- infatti come granuli- tondeggianti che· arrivano 
.,,20&-- A di di-etro. . 

· '-:~b~IIJ ....,_\e1perienza., basata sulla ricerca di centri di nuclea~ne 

,.,-. 

di ossillcasione. l'idrouiapatite nativa non: forma 
precipitano ...... la ..... 

~ stnrtturalmente clefiDito.- Un- eeempje .t\ dato 
fu,_ questo ~BIO· (ouc,. follieoliaieo) la matrice su cui il 

- nOI) .. semhia avere wu1, sUU.ttura ordina~ (AsCM'Dt 
~ 1963): la - eenitpondo a ua &<>nto di 

li .W....""" i pi~,piceoli oriètallbol del .... di calcio""" oi
, aono gr....nt di &OJI pl~ df ipalùo ,Je\liD,a di anpt!<>m 

._ atlhmellllO: al~ gr.u.elli; •-la--lb'llttu.n..* ~·ta 
,;. ..... ,di, ooJo 'J'hiW.. ,Je\liu.a,di ...,....... 
groa•li ..,.degiooC. , 

,;., __ i-. __ follieolUùcO; poMiamca prendere come esempio la prima 
dtfpùipu,o JDiaerale in zone in- cui a rieonoeeibile la g&.citura: di fibrille 
t;<tU.P'**'- co..,e ~ Tav. 5. La anione noa a colo.tata, perchè la ~oloruione 
.Idio abrillo impliéa la-...., .. , o pe< io""'""' l'oltuooiono, doi criaWJini 
_4J:.~ Le fihril\. tOllO' :tutta-via riconoecihili come -ombre al~W.s:Jtto, ed l 
c •. _eh.t i cristallini VftDIW formaadoai lungo di esse. 8 evidente elle alht 
prilll4 a~- ·dt gra.IJ~- noJ!. eep.e. mai UD iepeseimento, ma· aolo Wl 

-~w deL mutiura crittallina. 
Alno esempio_ puè> ~ pneo da sezioni di teea cranica di ratto neo-

.... (19<> 1iomo di _.;.,..), n.. ... , m 0.0, l %, -- Polodo, pH 
7 ·'e inclu.u- Di ~etaorilàti (Tavo 6).- L•oael'Vaaioae si n,e.e ideatiOil'. QM.tct 
~-~·- aoa -coe.çotdà co~· lè OQe.ri'ui.OJii fatte.· NQ.•oeeo omlnjoealo 
di u...u<. da Fwrol<, }4CUOI< (1%7)'. Coaie nello eoperienn di G..,._. 
(1%9),lntatti, ap~,m qneoto eaoolunao le fibrille groaoi gruuoliaeul 
(100.200 À di <Damatto), diopoòti lunao le bande chiare del ooDarne. Il p .... 
parato ~ Gitato in OsO-, l %. in solu.ione- di Tyrode, aggiUHata. a_ pH· 8.Z 
COD ~todi~ e inol1188 ia metacrilati. Noa ~-im~ che alte
razioni del preparatf) devote· a effetti di ricri&taUi•zaziooe pouaD& eaeerè re. 
spoaaahili di- riaultati dì qUesto tipo (DtroL&Y & Srmo., 1961). 

Iniziata la Dudeazioae, • da chiederai la h~Jloae po cui l'~ea.to 
deU'ichoaaiapatite dell'oBBO- avvieae prevalentemente in un IJeJlHo Le. apllli1i. 
note ~ miaeralogia eottituWoono cri•taUi che li acct"eaoono nelle tre d:in.leDi 
dei Iom- a.ui crittalliai, anche se speuo daJma forme tabulari o ~J 
se cià boa tuced8 nelle epatiti biologiche,, è da penaare che l'IUllllNciaemo 
sia per eae_ limitato da eondizioai ambieib.li. Esi•te.. d'altra pade, ua caae 
di tessuto biologico minel'albzato in; cui l'idroaeiapetite no• for ... agbeni0 
ma piccole plaoohe! queiJto è lo smalto dei denth a auai pii\ duro dell'o&&o, 
OOiltenendo soJo il 3 % di 101tanza organica, Il subttrata orgaaice' ROft è 
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piU connettivo, ma una matrice organica che pro\-iene da un processo di 
secrezione delle cellul{' ddl'cpitelio degli amenoblasti, ed è costituito da pro· 
teine fihrost• che non sono più collagene, ma - sembra - una cheratina 
(la struttura ddle cheratine è poco nota) e si presentano come sottili fila· 
menti, di 48 A di sezione, per lo più accoppiati in doppietti (separazione 
120 A), legati lateralmente a formare una struttura reticolarc. Gli spazi 
interfibrillari contengono mucopolisaccaridi, l cdstalli di idrossiapatite 
hanno la forma di piastrine, che in media sono lunghe 1300 A, larghe 400 e 
spesse 19 (TRAVIS & GLIMCHER, 1964). L'asse lungo del cristallo risulta pa· 
rallelo al lato lungo delle fibrille della matrice. L'accrescimento dei cristalli 
è graduale, sia in spessore, sia in larghezza. 

Le fibrille di cheratina costituiscono un tessuto assai rado, entro il quali' 
trovano posto i larghi cristalli. Nel tessuto osseo, in cui la matrice organica è 
in quantità dieci volte maggiore, non può esservi altrettanto spazio; anzi il 
collagene è tanto che si può fare la ipotesi che in esso ogni aghetto di idros· 
siapatite si trovi circondato da collagene. 

Questa ipotesi è confortata dall'osservazione al microscopio elettronico 
di sezioni sottili. Infatti, non solo nell'osso follicolinico, come ndla Tav. 7, 
in alto, si può notare che al minerale è sempre adiacente un materiale di bassa 
densità, ma anche (TaY. 7 in basso), nell'osteone in ft.se finale di calcificazione; 
cioè in un tessuto che contiene la massima quantità di calcio, su una matrice 
che contiene solo il4% di mucopolisaccaridi, quindi è in pratica tutto colla· 
gene. Dobbiamo concludere che ciò che circonda ogni aghetto di idrossia
patite è collagene. Nelle sezioni di osso osservate al microscopio elettronico, 
là dovt~ l'aghetto si presenta in sezione trasversa, esso appare come un punto 
nero circondato da materiale di bassa densità: questo costituisce spesso un 
piccolo qnadrilatero (v, anche Tav. 3, in basso). Le dimensioni trasversali 
dell'aghetto sono circa 40 A. Se si pensa che lo spessore della sezione non pub 
essere inferiore a qualche centinaio di angstrom, è evidente che, quando l'a· 
ghetto appare come un puntino nero, esso e il collagene che lo affianca devono 
essere disposti normalmente al piano di taglio e attraversare tutta la sezionr. 
Le dimensioni trasversali dell'aghetto suggeriscono cht• esso non possa esse,re 
costituito da più di quattro celle elementari, in larghrzza. In lunghezza, in· 
vece, possono allinearsi parecchie centinaia di celle. Se è vero che ogni 
aghetto è circondato da collagene, ne viene di conseguenza che gli aghi che 
appaiono, nelle zone di maggior densità, di spessore superiore a circa 40 A 
sono in realtà la sovrapposizione, nell'immagine, di aghi più sottili che si 
trovano nello spessore della sezione, Se la parte organica non fosse così 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 è se è proprio ''ero che la formazione dei cri· 
stallini nei vertehrati, e in condizioni non patologiche, aYviene solo suiJ,. 
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poco sulla natura di questi composti, cosicché i dati sperimentali, ottenuti 
su qualcuno di essi o sui polisaccaridi liberi, anche se hanno fatto progredire 
le nostre conoscenze su questi grossi polielettroliti, non sono sufficienti p1~r 
discutere alcune ipotesi, non solo sulla loro partecipazione al processo di 
calcificazione, ma neppure sulla loro eventuale associazione al collagene. 
L'osservazione di tessuti colorati con coloranti specifici e osservati al micro
scopio ottico ha mostrato che vi è una perdita di sostanza fondamentale, 
in particolare di solfato organico, 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, è difficilmente controllabile con prove dirette. 

Abbiamo fatto alcuni tentativi per ottenere per mezzo del microscopio 
elettronico qualche indicazione sulla presenza dei mucopolisaccaridi nel tes
suto osseo. Da questi si può ricavare qualche dato, che, anche se non è ancora 
confermato da prove istochimiche, può essere tuttavia considerato come un 
contributo alla discussione del problema. Questi dati sperimentali sono ottt>· 
nuti dallo studio dell'orletto osteoide. 

Quando l'osteone è in formazione, viene deposta in un primo tempo la 
matrice organica, e su di essa avviene bruscamente la calcificazione. La depo· 
sizione, e la conseguente calcificazione, avviene a strati, a partire dal margine 
esterno della cavità (CARETTO, 1959); l'os.f4one in formazione può presen· 
tare un sottile (circa 2 · 10-1 mm) orletto interno neodeposto non ancora calci
ficato: questo si chiama orletto osteoide. 

Al microscopio elettronico (AscENZI, BONUCCt & STEVE BocCIA· 
RELLt, 1965 a; b) que5t'orletto appare composto principalmente da fibrille 
collagene raggruppate in fasci con orientazioni differenti, disposti a 
formare grossolanamente Sll'ati concentriCI attorno al bordo interno 
dell'orletto. Di questo bordo fanno parte alcune cellule, che si presen
tano pressoché uniformemente opache agli elettroni, siano esse fissate in 
sola formalina 10 %, o in glutaraldeide e Os040 o solo alcool, 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 l'ergastoplasma ricco di ribosomi, e i 
mitocondri, anche se le cristae non sono ben definite. Da queste cellule st>m· 
bra che si partano delle fibrille collagene, in quanto il bordo cellulare non è 
ben definito. Adiacente alle cellule è spesso uno strato di materiale spugnoso, 
che ricorda, nel suo aspetto, quello già osservato nel substrato organico del
l'osso follicolinico (Tav. 8 e 9), e che abbiamo trovato integro solo in alcuni 
preparati fissati in alcool. Al di là di questo vi è 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, l'idrossiapatite. 

Nell'orletto osteoide, il fronte di calcificazione si presenta a notevole di
stanza dalle cellule che producono il tropocollagent', e dove questo è gi1ì 

Atm. ls/. 8t<JJfl" . .'la//iiÙ (1911G) 2, fl57·GH. 
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organ.i~zato in fibrille di 8()()..1000 À di dia~etro. Le fibrille, come mostra la 
Tav. 12, occupano quui completamente il subetrato: la colorazione con 
acido. fmfotungatico mette in evidenza le bande del collagene e un materiale 
filiforme~ tra e sopra le fibrille nella parte non calcificata, che non,compare 
nella parte calcificata, dove appaiono invece i vani lasciati dagli aghi .di idro&• 
siapatite che si sono sciolti per l'azione del PTA e sono stati portati via dai 
jiU&eessivi lavaggi. 

Negli interstizi tra le fibrille che vanno calcificandosi deve trovarsi un 
ma1:eriale che permette il trasporto di ioni e favorisce la deposizione del cal
cio. Esso dovrebbe contenere i mucopolisaccaridi. :&: vero che, con le normali 
fiuazioni in aldeidi e OsO. in soluzione acqUosa, i mucopolisaccaridi dovreb
bero r!'l4tare in soluzione, e quindi venire eliminati. nei succesaivi pauaggi; 
ma è anche vero che, se il muoopolisaccaride è un comples•o costituito da un 
polisaccaride fortemente legato a uD.a proteina, esso potrebbe venire pret~er· 
vato da qualsiaai buon fissatore della proteina ste1sa. D'altra parte, un ten• 
tativo di fi11azione al subacetato di Pb, che dovrebbe preservare, colorando 
contemporaneamente, i poli1accaridi, ha mostrato le fibrille collagene della 
parte non calcifi.cata rive1tite di un materiale denso, nel quale è da ricono· 
scere la colorazione al Pb. 

Se, nella parte non calcificata, tra le fibrille sono presenti soltanto o pre· 
valentemente i mucopolisaccaridi, si deve ammettere che la loro presenza non 
è più neceuaria quando il primo processo di calcificazione è avvenuto. Essi 
quindi non contribuirebb~ al successivo accrescimento del minerale di 
calcio. 

La bassa percentuale di mucopolisaccaridi ottenuta dai dati chimici 
sarebbe in accordo con queste osservazioni. 

CALCIFICAZIONE DELLE FIBRILLE COLLAGENE 

La calcificazione, nell'orletto osteoide, appare ~come abbiamo detto ~ 
là dove le fibrille sono già formate. ma la fibrilla non costituisce solo un sup· 
po:rto utile, in quanto fornisce un sostegno che ha determinate proprietà di 
elasticità, permeahilità, ecc. La costituzione molecola:re della fibrilla inter• 
viene nelle modalità di deposizione del minerale. Ciò si può a1Fermare 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 (AsCENZI, BoNUCCI & STEVE BOCCUJIBLLI, 1965 

a, b; 1966) (T a v. 13). Il primo dà luogo, lungo la fibrilla. a bande trasve:r· 
sali, di poco meno di 400 A di ampiezza, separate da interbande di circa 
250 A (i limiti delle bande non sono così definiti da consentire misure pre
cise). L'insieme di una banda e una interbanda copr.e quindi, entro gli 
errori di misura, l'ampiezza di un periodo della Jìb:rilla. 

4 
Ann. I8l. Su~~. Smnità (1006) t, 6"17·874. 
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Il secondo tipo di calcificazionf~ dà luogo a sottili aghi, che sono l'asp1;tto 
più noto e vistoso della calcificazione dell'osso: essi si trovano pn·feribil
mente paralleli all'asse longitudinal(' della fibrilla, si partono spesso dall'ini
zio della banda densa, ma, allo stadio iniziale della calcificazione (che con

tiene circa il 70 % del calcio che si troverà a calcificazione completa), essi 
sono m buona parte già formati. Negli stadi successivi si accrescono in nu

mero e in larghezza, fondendo in cristallini che si prolungano per più bande, 
fino a tre o quattro. 

Che si tratti di due tipi di calcificazione differenti appare chiaro dalle 
fotografie ottenute eliminando la parte organica dell'osso (Tav. l). Infatti 
in esse si trovano, dissociati dal trattamento, non solo i piccoli aghi liberi, 

ma anche delle sottili placche, di densità 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 quellt• 

che si ottengono 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 angolo di circa 120°; anche volendo ammettere qual

che processo di riassestamento dell'edificio cri~allino dopo l'eliminazionf' 

della parte organica, questo aspetto conferma J'ipotesi che si 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 è visto, nella 
teca cranica o nell'osso follicolinico dove le fibrille sono dissociate, nè nella 
sostanza cementante interlamellare. Essa richiederebbe, quindi, una certa 

organizzazione nel substrato, una disposizione particolare delle molecole di 
tropocollagene. A questo proposito si può ricordare che la formazione dei 
larghi cristalli che co~;;tituiscono lo smalto dei denti avviene parimenti sopra 

un substrato di lunghe molecole orientate: sono proteine fibrose, aggregate 

a costituire fibrille sottili, le quali si legano a formare un caratteristico reti
colo a lunghe maglie. 

Il fatto che le zone dense nelle fibrille collagene sono alternate a zone 

ove questo tipo di calcificazione sembra non poter avvenirf' deve essere messo 
in relazione con la costituzione delle fibrille stesse. 

Le ben note immagini di fibrille collagene hbere ottenute dalla micro· 

scopia elettronica mostrano, lungo le fibrille stesse, bande trasversali, che in 
contrasto negativo appaiono alternativamente chiare e scure. Sono state 

fatte varie ipotesi sullo stato di aggregazione delle singole molecole di tro· 
pocollagenc a formare le fibrille, per spiegare l'esi~;;tenza di queste bande, chl" 

si presentano, dopo colorazione con acido fosfotungstico, suddivise in carat· 

l 
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.: tm&tiche sotto bande (Tav. 4, o: sinistra). Recentemente G-uNT, HOBNB & 
>Cox (1965) hanno fatto uno studio accurato di questa struttura: da qu.eflto 
· n.uita che le due zone, l'una chiara che essi hanno chiamato A, l'altra scura 
_ (dove cioè penetra ila mezzo di contrasto), chiamata B, hanno rispettivamente 

spessore 275 e 365 A. Nella zona A, le molecole di tropocollagene appaiono 
aaldamente unite da legami laterali; nella zona B, invece, esse appaiono 

-~-poco legate, tanto poco che due vicine ponono addirittura permutare le re
. 'eiproche posbioni. 

· , La collagenasi digerisce rapidamente la zona B, mentre altera poco la 
.ona A. La molecola di. tropocollagene, lunga circa 3000 A, ai di.etende su 
circa quattro periodi. GRAM, HoRn-B & Cox (1965) dimostrano che, se si 
mppone clie questa molecola sia costi~uita da ciD.qae zone, ciaseuna di 275 A.. 
di ampiezza, capaci di formare facilmente legami Iaierali, alternate a quattro 
HOe di 365 A di ampiezza in cui tali legami non si formano, il periodo di 640 
A si può ottenere ammettendo che l'aggregaaione di tali molecole avvenga a 
cuo. Questa ipotesi è in aperto contrasto con· quella finora accettata (HoDGa 
& PRTBUSIA, 1963) di una disposizione delle molecole a file parallele, slasate, 
ciascuna rispetto alle vicine, di un quarto della lunghezza della molecola. 
Questa costruzione, peraltro, è geometricamente impossibile se è conside
rata in tre dimenaioni, e può euere-- accettata solo per strati coassiali alla 
fibrilla (SMITH, 1965), ' 

Sulla base dello schelD6 iJ.' G-RANT, HoBl'{R & Cox (1965), la nostra ouer
vazione sulle zone dense nella calcificazione delle fibrille collae'ene si spie· 
gherehhe con la formazione del depoaito a placche nella zona B, cioè dove, 
~do scarsi i legami laterali tra le molecole, il cristallo avrebbe ponibilitiÌ 
di' estendersi entro tutta l'ampiezza deUa banda. 

L'inizio della formazione degli aghi a partire dall'estremo di queste 
ste88e zont~ dovrebbe aacriveni a putieolaritiÌ della struttura_ del 
tropoeollagene: forse alla presenza di gruppi laterali NH 1 + della imo a 
e idrolisina (Flu.Nç01s1 1962). L'aghetto di idrossiapatite, una volta 
iniziata la nueleazione, crescerebbe poi in lunghezza, penetrando anche 
la banda A. 

Bisogna iafine ricordare che è stato anche dimostrato (N~~:x:nscan 

& GANSLU, 1961) che la penetrazione di elettroliti può produne un rigon· 
fiamento o un rattrappimento della fibrilla collagena, con conseguente disin· 
tegrazione ed eventuale riaggregazione della fibrilla stessa : ciò porta a rite
nere che il tropocollagen.e possa dar luogo a configurazioni non stabili, anche 
se in equilihrio chimico con l'ambiente circoatante. Le osservazioni che noi 
Cacciamo al microscopio elettronico sulla calcificazione delle fibrille eoet:i
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 %, privo di sostanza organica; inclusione in 
metacrilati. La cristallizzazione avvieoe in piccoli aghi di drca 40 A di sezione 
trasversa; tra e sotto di essi appaiono placche assai meno dense. 

An11. !st. 1:/up<:r. Su»Hi< (191:\G) 2, !i57-(;jL 
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Tav. 2. - a) Figura di diffrazione ottenuta nal campo b). 

b) Sezione di osteone calcificato al 100 %, zona scelta di crista llini isorientati . 
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Tav. 3 (In alto). - Sezione di or letto osteoide ; inclusione in araldi te. I fili chiari del colla · 
gene sono inframezzati agli aghetti di idrossiapatite; ove giacciono lo n· 
gitudinalmente, essi mostrano una struttura periodica. 

(I n basso). - Sezione di osteone calcificato al 70 ~~- O ve il taglio è trasversale ri · 
spetto alla giacitura degli aghetti , !fi osserva l'affiancamento di 3 o 4 
molecole di tropocollagene attorno ad un aghetto di idrossiapatite 
(freccia). 
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. 11111 . /~1. Supu. S ani tà (1966 ) 2, 657 ·674 . 



Tav. 4 (A &ini&tra). - Fibrilla collagena decalcificata (con acido tetra-acetico della etilen· 
diammina) e colorata con acido fosfotungstico. t evidente il pt>· 
riodo di 640 A. · <i 

(A destra). - Sezione di osso follicolinico incluso in inetacrilati : germinazione dei 
cristallini di idrossiapatite. 
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Tav. 5. 
., 

Sezione di osso follicolinico incluso in araldi te : inÌzio della mineralizzazione sulle 
fibrille collagene. 
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Tav. 6. - Seziont> di teca cranica di ratto, inclusa in"metacrilati : lo disposizione d ei cr i

stallini n on rispetta la giacitura delle fibrilte co llagene. 
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. 11111. 1.•1- Sttper. Sa11ilit (1966) 2, 657 -674 . 



Tav. 7 (In alto). - Sezione di osso follicolinico, incluso in metacrilati : a l minerale è sempre 
adiacente un materiale d i bassa densit à. 

(In basso). - Sezione di ostcone calcificato al 100 %v inclusioni' in araldite. 
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Tav. 8. - Sezione di osso follicolinico incluso in metacrilati, decalcificat o e colorato con 
acido fosfotungstico ; le fibrille sono tagliate in buona parte trasversalròente ; 
tra di esse appare un materiale spugnoso. 
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Tuv. 9. - Sezione di osso follicolinico incluso in metacrilati, decalcificalo e colorato con 
acido fosfotungstico: si vedono fibrille collage,. 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. · (/ 
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Tav. 11. - Sezione di orletto ost eoide, incluso in araldite, non tratta t o. l piccoli tratti 
disseminati mostrano l'inizio della mineralizzazione: solo tnlvoltn essa appare 
sulle sezioni trasverse delle fibrille collagene. ·., 
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Tuv. 12. Sezione di o rletto osteoide, incluso in araldite, trattato con acido fosfotung
stico. Zona di passaggio tra la zona {inferiore) in cui la calcificazione è appena 

all'inizio e In superiore in cui è già avvenuta. N ella parte inferiore si vede un 
materiale denso che. stretto tra le fìhrille , appare. 'liforme. 
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Tav. 13. - Sezione di ost eone incluso in ara lditc, non trattato. Stadio inizia le di culrifìt·a· 
zione. Sono visibili di due tipi d i calci fìca~~ne: a b and .. c ad Rl(hi. 
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