96. G. D. BOMPIANI. — Ricerche sulla ultrastruttura della fibra
muscolare striata nella avitaminosi E sperimentale del coniglio.

Riassunto. — L’A. divide la trattazione in due parti: nella prima
esamina criticamente le nozioni precedentemente acquisite — in base a
ricerche di microscopia a luce polarizzata come pure in base ad osser-
vazioni di ordine chimico e chimico-fisico — sulle modificazioni della
fibra muscolare striata in corso della avitaminosi E sperimentale del
coniglio.

Nella seconda parte 1I’A. riferisce su una ricerca personale al micro-
scopio elettronico volta a definire in forma diretta le modificazioni della
struttura proteica contrattile delle miofibrille nella avitaminosi E del
coniglio.

Vengono anche riferite alcune osservazioni sulla struttura delle
miofibrille normali al microscopio elettronico.

I risultati si possono sintetizzare come segue:

La miofibrilla striata appare al microscopio elettronico come una
unita precostituita « in vivo », formata da filamenti paralleli di actina
diretti secondo 1'asse longitudinale, e da filamenti di miosina situati a
livello delle bande 4.

Nella avitaminosi E sperimentale del coniglio la diminuzione di
opacita della banda A deve essere interpretata come espressione della
scomparsa parziale o totale della miosina, mentre la disgregazione dei
filamenti di actina va considerata alla stregua di un difetto di polime-
rizzazione della stessa proteina.

Résumé. — L’ouvrage est divisé en deux parties:

Dans la premisére I’Auteur examine au point de vue critique les no-
tions précédemment acquises — au moyen de la microscopie & lumiére
polarisée et au moyen des recherches chimiques et chimico-physiques —
sur les modifications de la fibre musculaire striée au cours de l'avitami-
nose £ expérimentale du lapin.

Dans la seconde partie, I'Auteur s’entretient sur les resultats des
recherches personnelles, au microscope électronique, faites dans le but
d’établir les modifications de la stracture protéique contractile des myo-
fibrilles dans les méme conditions expérimentales.

Quelques observations collatérales sur la structures des myofibril-
les normales au microscope électronique complétent 1'ouvrage.

Les résultats peuvent étre résumés brievement comme il suit :

La myofibrille striée apparait au microscope électronique comme
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une unité préconstituée « in vivo », formée de filaments paralldles d’acti-
ne orientés selon 1’axe longitudinale des fibrilles et de filaments de
myosine situés au niveau des bandes 4.

Dans l'avitaminose E expérimentale du lapin la diminution de
I'opacité de la bande A doit étre interpretée comme expression de la
disparition partielle ou totale de la myosine, tandis que la désagréga-
tion des filaments d’actine doit étre considérée comme un défaut de
polimérisation de la protéine elle-méme.

Summary. — The paper results from two sections. In the first sec-
tion are critically examined the priviously in litterature reported investi-
gations (realized both with the polarized light microscope and with the
chemical and physico-chemical analysis) on the changes of the striated
muscle fibre in vitamin E deficient rabbits.

In the second section, a personal study on the electron microscope
is reported on the changes of the contractil protein structure of the myo-
fibrils in vitamin E deficient rabbits.

Some related investigations are also reported on the structure of
normal myofibrils under the electron microscope.

The results are summarizable as follows:

Under the electron microscope the striated myofibril appears as a
« in vivo » pre-formed entity resulting from F actin filaments parallely
arranged and from myosin filaments, present only at the level of the
A bands.

In muscles of vitamin E deficient rabbits, the decreased opacity of
the 4 band is to be referred to the partial or total disappearance of
myosin, while the disintegration of the actin filaments is to be consi-
dered in terms of a polymerization defect of this protein.

Zusammenfassung., — Im ersten Teil des Berichtes werden vom
Verfasser kritisch die bisherigen Kenntnisse iiber die Verinderungen der
quergestreiften Musklfaser in Kaninchen bei experimentelle Vitamin E
Mangel, gepriift. Diese Kenntrisse wurden mittels Mikroskopheobachtung
bei polarisiertem Licht ebenso wie auf Grund chemischer und chemisch-
physikalischer Beobactungen gesammelt.

Im zweiten Teil der Verfasser berichtet iiber seine eigene Untersu-
chungen, die er mit dem Elektronenmikroscop zwecks unmittelbarer
Feststellung der Strukturverinderungen der Konkraktilen Protein
der Myofibrillen bei Vitamin E Mangel des Kaninchens ausfiihrte.

Ausserdem Verfasser berichtet iiber einige Beobachtungen am Elek-
tronenmikroskop iiber die Struktur normaler Myofibrillen.

b
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Die Ergebnisse konnen wie folgt zusammengefasst werden :

Die quergestreifte Myofibrille erscheint im Elektronenmikroskop als
eine « in vivo » priikonstituierte Einheit, die aus der Liingsachse gemiiss
ausgerichieten parallelen Aktinfasern und auf der Hohe der A Streifen
liegenden Myosinfasern besteht.

Bei der experimentellen Vitamin E Mangel des Kaninchens ist die
grossere Durchsichtigkeit des A- Streifens als Zeichen des teilweisen
oder volligen Myosinschwunds zu werten, wihrend die Auflésung der
Aktinfilamente als Defekt der Polymerisierung des Proteins zu werten ist.

Le ricerche sulla struttura submicroscopica della fibra muscolare
striata  hanno trovato ampio motivo di approfondimento dall’in-
troduzione del microscopio elettronico in biologia. Tale strumento
infatti consente un limite massimo di risoluzione corrispondente all’or-
dine di grandezza delle macromolecole, ed ha reso quindi possibile il
confronto diretto della struttura intima della miofibrilla con le proteine
muscolari filamentose chimicamente estratte. In tal modo ipotesi varie,
elaborate sulla base delle nozioni indirette derivanti dall’analisi chimica,
dalle ricerche istologiche al microscopio polarizzatore, dalle indagini
istochimiche, hanno trovato, a seconda dei casi, piena conferma oppure
accoglimento parziale o, ancora, completo diniego. |

Mentre la letteratura registra tutta una serie di osservazioni sulla
struttura del muscolo normale al microscopio elettronico, del tutto as-
senti risultano, finora, le ricerche relative alla patologia muscolare.

Ho quindi creduto fare oggetto di pubblicazione questi rilievi pre-
liminari sulle modificazioni della fibra muscolare striata nel corso della
distrofia sperimentale da avitaminosi E nel coniglio. Le presenti osser-
vazioni fanno parte integrante di un vasto piano di ricerche sulla pato-
logia della fibra muscolare, indetto dal Centro per lo studio della Fisio-
patologia del C.N.R., diretto dal Prof. Guido Vernoni.

Colgo T'occasione per esprimere all'lllustre Maestro 1’espressione
della pit profonda gratitudine per avermi ammesso a partecipare di que-
sto interessante corpo di investigazioni, affidandomi la parte relativa alle
osservazioni al microscopio elettronico.

Prima di passare ad esporre i particolari della tecnica adottata ed
1 risultati ai quali sono pervenuto, non reputo fuori luogo sintetizzare
alcune delle tappe fondamentali nello studio della distrofia muscolare
sperimentale da avitaminosi E. :
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Evaxs e Scorr per primi constatarono che ratti alimentati con una
dieta sintetica, bene equilibrata, alla quale venivano aggiunte tutte le
vitamine allora conosciute, crescevano bene, ma divenivano sterili. La
sterilitdh poteva essere evitata se la dieta era complementata con foglie
di lattuga. La sostanza contenuta nella lattuga e ritenuta attiva fu chia-
mata vitamina E ed identificata con 1'allofanato di due alcool denomi-
nati tocoferoli. Successivamente furono descritte sia nella cavia che nel
coniglio lesioni degenerative gravi del tessuto muscolare da carenza di
questo principio attivo (Goerrscn M. e Pappennemer A. M. 1), Quindi fu
documentato come la mancanza di vitamina E fosse essenziale per 1'insor-
cenza di miodistrofie alimentari (Morris S. G. ?; Mackenzie G. C. e
Mc Corrum E. V. 2 4 9)

Il comportamento del tessuto muscolare striato in corso di carenza
del fattore E & stato studiato sotto gli aspetti rispettivamente morfolo-
gico (istologico e submicroscopico) e biochimico.

Le alterazioni istologiche del tessuto nella distrofia da ipovitamino-
si E non presentano alterazioni peculiari. Si rileva precocemente perdi-
ta della striatura trasversale della fibra e perdita dell’orientamento in-
terno in senso longitudinale delle colonnette di miofibrille, che si pre-
sentano a spirale o ad anelli, « accasciate nell’interno del tubo sarco-
lemmatico, come se il mioplasma fibrillare in diversi distretti non fosse
pill sostenuto dal sarcoplasma » (Aroist M. ). Si nota ancora moltiplicazio-
ne dei nuclei del sarcolemma, rigonfiamento del sarcoplasma che suc-
cessivamente si vacuolizza, aspetti di « necrosi a zolle » di Zenker, in qual-
che caso edema e reazione infiammatoria del connettivo interstiziale con
calcificazione delle fibre necrotiche (mioliti). I quadri istologici descritti
riproducono quasi tutti gli aspetti regressivi e progressivi propri della
patologia della fibra striata. Pertanto sembra logico concludere con
Avoisr che « le alterazioni microscopiche sono verosimilmente un epife-
nomeno comune a molti, ed in sostanza diversi, processi submicrosco-
pici ».

Particolarmente interessanti si sono rivelate le ricerche eseguite con
il microscopio polarizzatore sul comportamento comparativo delle fibre
muscolari di animali normali e di animali tenuti in carenza di vitami-
na E.

In questi ultimi anni Avoist M., Ascenzi A. e BoNxerTr E. () hanno po-

(™) J. Exp. Med., 84: 145 (1931).

(*) Science, 2: 424 (1939).

(*) Science, 89: 370 (1939).

(*) J. Nutr., 19: 547 (1940).

(*)) Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 48: 642 (1941).

(*) Arch. De Vecchi per 1’Anat. Patol. e la Med: Clin., 3: 1 (1940).
(") J. of Path. Bacter., 64: 321 (1952).
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tuto rilevare come il potere birifrattivo della stria 4, ad anisotropia positi-
va progressivamente si attenua. Rilievo che, d’altra parte, & suscettibile di
documentazione quantitativa esatta. In stadii pit avanzati del processo
si rileva materiale ad anisotropia ottica negativa, dapprima in corri-
spondenza delle zone normalmente isotrope (strie I), quindi, in forma
continua, lungo tratti abbastanza estesi della fibrocellula.

Ricerche coordinate di ordine biochimico e chimico-fisico sulle pro-
teine contrattili, condotte da Avroist M., BoNerti E. ¢ MErUCCH (%) e da
Avroist M., Ascenzt A. e Bonerri E. (™ '°) hanno permesso di stabilire come
negli stessi muscoli distrofici la quota di miosina progressivamente dimi-
nuisca fino a scomparire, mentre 'actina permane quantitativamente im-
modificata anche negli stadii estremi della distrofia. Tuttavia, mentre la
miosina non denuncia alterazioni qualitative apprezzabili, al contrario, ne-
ali stadii avanzati del processo, 1'actina mostra completa incapacita a poli-
merizzarsi, ciod a trasformarsi dalla forma globulare o G nella forma
filamentosa o F, quando venga trattata con KCI, NaCl, ecc. Il fenomeno
& stato osservato sia studiando il comportamento della birifrangenza di
flusso, sia definendo le modificazioni morfologiche delle proteine estratte,
al microscopio elettronico.

In seguito ad ulteriori ricerche, gli stessi autori (*') sono
riusciti ad interpretare i reperti relativi alle alterazioni substrutturali
del muscolo al microscopio polarizzatore sulla base delle modificazioni
delle proteine contrattili. La caduta della potenza birifrattiva nei tratti
anisotropi dipende essenzialmente da perdita della miosina; la comparsn
di materiale dotato di birifrangenza negativa & un fenomeno verosimil-
mente dovuto a depolimerizzazione della actina.

Sulla base dei presenti rilievi ho eseguito una ricerca sistematica
diretta a stabilire le modificazioni della struttura dei muscoli striati nel
corso della avitaminosi E sperimentale nel coniglio e cid sopratutto nel-
Vintento di definire, in forma pit diretta, i rilievi inizialmente stabiliti
dagli AA. sopracitati. Nel corso di queste ricerche mi si & offerta 1’oppor-
tunith di eseguire osservazioni anche sulla struttura submicroscopica
del tessuto muscolare striato normale. Degli uni e degli altri riferiro
partitamente, dopo avere esposto i dati essenziali inerenti al material2
studiato ed alla tecnica seguita.

(*) Experientia, VIII/2, 69 (1952).

(") Rendiconti Ist. Sup. Sanita, 15: (1952).
('*) J. of Path. Bacter., 64: 321 (1952).

(*') J. of Path. Bacter., 64: 321 (1952).
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PARTE SPERIMENTALE

Il materiale di studio & rappresentato da muscoli somatici pallidi
(muscolo psoas) di cavie e di conigli normali, nonché da muscoli distro-
fici di conigli tenuti a dieta di Houchin e Mattil, modificata, priva di
vitamina E (Cfr. Aroist M., Ascenzi A. e BoNerT1 E. *2).

La tecnica seguita per la preparazione del materiale e la osserva-
zione delle miofibrille al microscopio elettronico & — nelle sue grandi
linee — quella di Drarer N. H. e Hooee A. J. (**), sia pure con qualche
modificazione, come verrd illustrato piti avanti.

La ricerca & stata realizzata in parte su muscoli freschi, in parte
su muscoli fissati in formalina 109.

Per il materiale non previamente fissato si & cosi proceduto:

frammenti di muscolo psoas di coniglio venivano tagliati in sot-
tilissime strisce dello spessore di circa 0,3 cm., le quali erano poste
in soluzione di 0,02M KCl (onde evitare la perdita di miosina) per una
o due ore.

Seguiva dissociazione in apparecchio del tipo Waring-blender, pre-
via aggiunta di 80-100 ml. di acqua bidistillata (a).

L’apparecchio era azionato per due tempi della durata di 20" cia-
scuno intervallando una sosta di 10’ al fine di evitare il riscaldamento
del materiale.

Le fasi successive della preparazione corrispondono a quelle rea-
lizzate per il muscolo fissato e di esse riferird piu avanti.

La metodica adottata per il materiale fissato pud essere cosi rias-
sunta:

Il muscolo psoas veniva tagliato in strisce dello spessore di 0,3 cm.
circa. Queste erano fissate su zoccoletti di sughero allo scopo di evitare
alterazioni da contrattura. Seguiva la fissazione in una soluzione di for-
malina al 109, per la durata di 24 h. almeno. Quindi le striscioline fis-
sate erano liberate dal supporto e finemente tagliuzzate. Si passava al-
lora al trattamento in Waring-blender, previa aggiunta di circa 150 ml.
di acqua bidistillata. L’apparecchio veniva azionato per tre tempi di 8
intercalati da opportuni periodi di sosta, onde evitare la benché minima
alterazione del tessuto per sovrariscaldamento.

Per i muscoli di conigli distrofici & necessario ridurre adeguata-
mente il tempo di dissociazione, perché la resistenza meccanica del tes-

(a) Ho trovato particolarmente adeguato allo scopo l’apbarecchin Braun-Mulfimix.
(*2) J. of Path. Bacter., 64: 321 (1952,.
(**) Aust. j. exp. Biol. Med. Sci., 27: 465 (1949).
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suto risulta molto diminuita. Ho potuto ottenere materiale adatio per
I’osservazione praticando un trattamento in tre tempi della durata di
B’ ciascuno.

La preparazione veniva completata, sia che si usasse muscolo fre-
sco o previamente fissato, centrifugando la sospensione a 2000 giri al
minuto per 4’ e raccogliendo il materiale sedimentato in modo da allon-
tanare, insieme al liquido supernatante le piu fini impuritd, ed in par-
ticolare le esili fibrille collagene. Per separare invece le particelle piu
pesanti come i grossi frustoli di tessuto non dissociato & necessario
sospendere nuovamente il materiale e centrifugare a 400-600 giri al mi-
nuto per 1°. Questa volta si raccoglie il supernatante.

Il materiale cosi preparato veniva portato alla concentrazione otti-
male per l'osservazione al microscopio elettronico. Questa non pud es-
sere prevista, ma & sopratutto dettata dalla esperienza. Personalmente
ho trovato di particolare utilita la prassi della osservazione preliminare
di gocce del materiale al microscopio ottico. Essa permette di farsi una
idea approssimativa, ma tuttavia adeguata, del grado di concentrazione.

Il materiale cosi allestito veniva deposto con un’ansa di platino
sulla membrana portaoggetti di collodio. Ad essiccamento avvenuto, il
preparato veniva « ombreggiato » con cromo secondo la tecnica di WiL-
LIaM e WYKOFF.

Al fine di fornire dei ragguagli sull’ordine di grandezza del mate-
riale che si osserva al microscopio elettronico nei confronti dei comuni
rilievi istologici, credo utile far precedere, alla illustrazione dei miei
reperti, i seguenti richiami preliminari.

La fibra muscolare striata & costituita da fasci di colonnette, che in
sezione trasversale si identificano con le aree di ConmEIM; ogni singola
colonnetta & a sua volta formata da unitd minori, o miofibrille, disposte
parallelamente le une alle altre e orientate secondo 1'asse della fibra.

Orbene il materiale nastriforme che si osserva al microscopio elet-
tronico corrisponde a frammenti — nel senso della lunghezza — di sin-
gole miofibrille.

In accordo con DrarEr ¢ HobGe penso che la miofibrilla debba con-
siderarsi una unitd precostituita nella fibra muscolare. Sono giunto a
questa conclusione in base all’osservazione che il diametro massimo di
queste formazioni risulta sempre dello stesso ordine di grandezza, anche
se le miofibrille siano state ottenute dopo trattamento di breve durata.
L'unitd miofibrilla & definita quindi dalla impossibilitd di oltrepassare
un certo limite quantitativamente superiore di organizzazione. Non mi
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sembra si-possa convenire con SzENT-Gyodreyr A. (** % 1%) che considera
le formazioni nastriformi del microscopio elettronico un prodotto della
dissociazione meccanica, al quale mancano limiti precisi nel senso dello
spessore.

Delle miofibrille non conosciamo invece la lunghezza. perché la
tecnica di preparazione ne spezza la continuitd. A questo proposito, dal-
I’esame dei miei preparati si rileva come l'interruzione della miofibrilla
avvenga con spiccata regolaritd a livello del disco I che si dimostra per-
tanto il luogo di minore resistenza alle sollecitazioni meccaniche, ol-
treche all’azione degli enzimi, sia batterici (Draper ¢ Hobce, '7), che
triptici (Scuick A, F. e Hass G. M., ).

A) OSSERVAZIONI RELATIVE A MUSCOLO NORMALE.

L’immagine striata della fibra muscolare quale viene descritta dalla
istologia classica, trova corrispondenza nelle formazioni strutturali che
si osservano al microscopio elettronico (figg. 1, 2, 8). Il disco aniso-
tropo 4 corrisponde ad una zona relativamente opaca al fascio elettro-
nico. L’opacita & dovuta ad una sostanza meno permeabile al fascio me-
desimo, la quale si raccoglie in maniera quasi esclusiva in questa zona.
Sulla natura di tale sostanza le opinioni sono ancora incerte; sembra
che essa possa identificarsi, almeno in parte, con la miosina. Il disco I
¢ di dimensioni piu limitate ed & relativamente piu trasparente al fascio
elettronico. In questa zona & piu evidente il disegno a filamenti longi-
tudinali allineati parallelamente lungo l'asse della fibra, che tuttavia,
ad una osservazione analitica fine, si puo rilevare anche a livello del
disco 4.

Nel tratto intermedio del disco I trovasi la stria Z e, corrispondente-
mente, a metd del disco A repertasi la stria M. Esse appaiono rilevate
rispetto alle parti restanti della miofibrilla. Piu raramente la stria M
o mesofragma & delimitata su entrambi i versanti da una depressione
con i caratteri di un sottilissimo solco. Si ricava pertanto 1'impressione
che la sostanza opaca della zona A sia disposta simmetricamente in due
semibande ai lati del mesofragma, senza tuttavia venire in contatto con
1l materiale di quest’ultimo. Tale aspetto & stato descritto da Reep R. e

() Acta Physiol. Scandinava, 9: Suppl. 25 (1945).

(**) Chemistry of Muscolar Contraction; Acad. Press. New York (1948)
(2%} Science, 110: 411 (1949).

(*") Aust. J. Exp. Biol. Med. Sci., 27: 465 (1949).

(*®) Science, 109: 487 (1949).
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i avitaminosi E.

D. BOMPIANI - Ricerche sulla wlrrastruttura della fibra muscolare striata in condizioni d

G.

Fig. 5. - Miofibrilla di tessuto muscolare normale, fissato in formalina
(Ingrandimento: 18.000 Xx).

Fig. 6. - Particolare della miofibrilla illustrata nella figura precedente
(Ingrandimento: 39.000 X).



G. D. BOMPIANI - Ricerche sulla ultrastruttura della fibra muscolare striata in condizioni di avitaminosi E.

Fig. 7. - Miofibrilla di muscolo distrofico, previamente fissato in formalina. Fase
iniziale di elisione del disco A4 (Ingrandimento: 18.000 X ).

Fig. 8. - Miofibrilla di muscolo distrofico previamente fissato in formalina. Elisione
del disco A4 con abbondante materiale coagulato disposto lungo il traliccio delle
protofibrille (Ingrandimento: 18.000 ).



G. ID. BomriaNi - Ricerche sulla ultrastruttura della fibra muscolare striata in condizioni di avitaminosi E.

Fig. 9. - Miofibrilla di muscolo distrofico previamente fissato in formalina. Pressoche
completa elisione del disco 4 (Ingrandimento: 18.000 ).

Fig. 10. - Miofibrilla di muscolo distrofico previamente fissato in formalina. Nel campo
microscopico si visualizzano fibrille collagene (Ingrandimento: 18.000 ).



G. D. BOMPIANI - Ricerche sulla witrastruttura della fibra muscolare striata in condizioni di avitaminosi E.

Fig. 11. - Miofibrilla di muscolo distrofico previamente fissato in formalina. Una di
esse presenta completa elisione del disco A e dissociazione della trama delle proto-
fibrille (Ingrandimento: 18.000 ).

Fig. 12. - Particolare della miofibrilla illustrata nella figura precedente
(Ingrandimento: 34.000 X).



G. D. BOMPIANI - Ricerche sulla wltrastruttura della fibra muscolare striata in condizioni di avitaminosi

Fig. 13. - Miofibrilla di muscolo distrofico non previamente fissato. E scomparso il
disegno alterno dei dischi 4 ed I. Permangono invece le strie Z ed M, la mem-
brana del fondo & disseminata di detriti di protofibrille (Ingrandimento: 7.000 X ).

Fig. 14. - Particolare relativo ad un estremo della miofibrilla della figura precedente.
Completa dissociazione della trama protofibrillare di actina (Ingrandimento:
18.000 X).



G. D. BoMPIANT - Ricerche sulla witrastruttura della fibra muscolare striara in condizioni di avitaminosi E.

Fig. 15. - Particolare relativo all’altro estremo della miofibrilla precedente
dimento: 18.000 ).

Fig. 16. - Miofibrilla di muscolo non fissato, allo stato di avanzata distrofia
dimento: 18.000 X).

(Ingran-

(Ingran-



E.

i avitaminosi

. D. BOMPIANI - Ricerche sulla ultrastrurtura della fibra muscolare striata in condizioni d

Fig. 17. - Miofibrilla di mascolo non fissata, allo stadio di distrofia estrema (Ingrandi-
mento: 18.000 X).

Fig. 18. - Particolare della miofibrilla illustrata nella figura precedente (Ingrandi-
mento: 18.000 X).
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Rupacn K. M. (** 29 quali ebbero a rilevarlo in preparati allestiti con il
loro metodo delle repliche. Non & tuttavia di frequente osservazione. Non &
stato descritto ne da DrarEr ¢ Hopce ne da Szent-GYorcy. Da parte mia
ho avuto la possibilitd di rilevarlo soltanto in alcuni preparati di mate-
riale non previamente fissato (fig. 1).

Mentre la stria Z ha un aspetto amorfo, superficie accidentata e
grossolanamente ondulata per sovrapposizione di masse di materiale ap-
parentemente poco organizzate, la zona M mostra bene evidente la strut-
tura e filamenti longitudinali continui.

La struttura submicroscopica della miofibrilla normale & anche piu
chiaramente apprezzabile quando il muscolo sia stato previamente fissato
in formalina.

L'esame del muscolo non fissato permette tuttavia un’analisi piu
profonda attraverso la rimozione del materiale idrosolubile: cosidetto
« muscolo lavato » (figg. 3, 4). Le miofibrille infatti preparate da tes-
suto muscolare Iresco tenuto in acqua per un lasso adeguato di tempo
risultano omogeneamente costituite da filamenti disposti parallelamente
secondo la direzione di allungamento. Pertanto non & pil rilevabile la
diversitd di struttura tra disco 4 e disco I e la miofibrilla assume un
aspetto uniforme. Si osservano tuttavia, regolarmente intervallati, gli
inofragmi, che resistono all’azione solvente dell’acqua.

I filamenti proteici o protofibrille si continuano lungo piu sarco-
meri (fig. 4), disposti parallelamente gli uni agli altri, mantenendo un
perfetto allineamento. Il diametro medio di una protofibrilla & di circa
100 A, oscillando entro limiti rispettivamente massimo e minimo di
9250 A e di 50 A. (Cir. Har C. E., Jakus M. A. e Scamrrt F. 0. (*" #*)]. Dato
che la tecnica di preparazione del materiale spezza le protofibrille, non &
possibile determinare con esattezza la lunghezza delle stesse. Nella direzio-
ne dell’asse maggiore le singole protofibrille rivelano un caratteristico
aspetto a nodi o a « corona di rosario » [HaLL, Jakus e Scmmitr (**);
SzENT-GYORGYD (*%)] dovuto versosimilmente all’allineamento di unita
morfologiche elementari, di forma globulare o lievemente allungata di
circa 300 x 100 A. Per queste caratteristiche le protofibrille corrispon-
dono morfologicamente alle macromolecole di actina F chimicamente
estratta.

(**) Bioch. Biophys. Acta, 2: 19 (11}*8)

{2 )BlOG]L Biophys. Acta, 2: 7 (1948).

(*1) (citato da Grégoire), 1944.

(*2) J. Appl, Physiol., 16: 439 (194%).

(**) (citato da Grégoire), 1944.

(*9) Chemistry of Muscolar Contraction; Acad. Press. New York (1948).
(**) SzENT-GYORGYI A. - Biol. Bull.,, 96: 140 (1949).
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Si pud quindi ritenere che l'actina sia presente in maniera conti-
nua lungo tutto il decorso della miofibrilla, anche nella zona 4, dove
tuttavia i filamenti proteici si associano ad altro materiale.

B) OSSERVAZIONI RELATIVE A MUSCOLO DI ANIMALI DISTROFICI.

Le miofibrille isolate da muscolo di conigli tenuti a dieta carente
di vitamina E, rivelano modificazioni evidenti della struttura. A seconda
della entitd e dello stadio evolutivo del processo morboso, si rinvengono
fondamentalmente, sia pure in via del tutto schematica, tre ordini di
alterazioni.

Nelle miofibrille meno interessate appare ancora evidente, per quan-
to pin sfumata ed indecisa, la successione alterna dei dischi 4 ed I. Cosi
pure sono presenti e riconoscibili le strie Z ed M. In una fase ulteriore
le miofibrille non dimostrano pit il disegno a dischi alterni ma denun-
ciano una configurazione molto simile a quella delle cosidette miofi-
brille normali lavate. Esse cioe¢ risultano di filamenti continui (proto-
fibrille) a corona di rosario, la cui configurazione corrisponde a quella
della actina F artificialmente estratta.

Infine le miofibrille maggiormente interessate appaiono disgregate
al punto da costituire ammassi di granuli o di filamenti cortissimi.

Malgrado la pluralita e le particolaritd degli aspetti assunti dalle
presenti lesioni nelle singole miofibrille prese in esame si pud prospet-
tare come da un punto di vista generale, le caratteristiche morfologiche
fondamentali indotte dallo stato carenziale siano le seguenti:

a) graduale scomparsa della sostanza propria del disco 4;

b) evidenziazione della struttura fondamentale della miofibrilla
risultante di soli filamenti di actina;

¢) perdita da parte di questi ultimi della aggregazione lineare dei
globuli e conseguente scomparsa dell’orientamento e della struttura delle
protofibrille.

Questi rilievi trovano chiara illustrazione nella documentazione foto-
grafica.

Le figure 7, 11, corrispondono ad una miofibrilla ancora presso-
ché normale. Essa conserva quasi integralmente il materiale opaco loca-
lizzato come di norma a livello del disco A. Pur tuttavia spicca in ma-
niera pit evidente che di regola il disegno caratteristico delle protofi-
brille. Il processo distrofico pud considerarsi pertanto in una fase molto
precoce, corrispondente alla perdita della sostanza opaca della zona A.
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Le figure 8, 9 mostrano la perdita pressochd totale del materiale opaco
del disco 4. Questo materiale si frammenta in zolle irregolari che sono
disperse lungo il traliccio formato dalle protofibrille. La sostanza opaca
¢ completamente assente nelle miofibrille illustrate dalle figure 9, 10,
onde ne deriva un aspetto molto simile a quello delle miofibrille lavate
(aspetto a stuoia). Persistono tuttavia le strie Z e M che si rendono evi-
denti anche nelle miofibrille maggiormente interessate dal processo di-
strofico. In questi preparati 1'orientamento delle protofibrille di actina
appare nell’insieme ben conservato. Tuttavia se si analizzano con at-
tenzione i singoli filamenti ed i rapporti che intercorrono fra loro, non
& difficile evidenziare la non pit perfetta regolaritd nella disposizione
parallela e di conseguenza la perdita dell’allineamento trasversale dei
granuli costitutivi dei filamenti.

Negli stadii avanzati della distrofia si manifestano in forma com-
pleta entrambe le espressioni fondamentali della lesione miofibrillare
(figg. 11, 12, 13, 14, 15). Scomparsa della opacitd a livello del disco 4;
persistenza dello « scheletro » di actina,  che risulta tuttavia discontinuo
e disorientato. Quest’ultimo rilievo & bene evidente a forte ingrandi-
mento (figg. 14, 15). I filamenti sono molto corti, orientati in tutte le
direzioni, a forma ora di S italica, ora di C, per lo piu costituiti da
pochi granuli. In alcuni tratti poi si rinvengono addirittura singoli gra-
nuli isolati. Formazioni molto brevi, a catenella, granuli minuti nume-
rosissimi, talora raccolti in masserelle irregolari, si rinvengono anche
dispersi sulla membrana portaoggetti al di fuori dell’ambito della mio-
fibrilla degenerata. Nelle figg. 17, 18, 19 e 20 sono rappresentati alcuni
preparati nei quali il processo di disgregazione delle protofibrille ha
raggiunto la espressione estrema. Le miofibrille dimostrano aspetto gra-
nuloso, come pulverulento, simile ad un ammasso di detriti. I granuli
ed i brevi filamenti sono del tutto disorientati e si adagiano disordina-
tamente sulla membrana portaoggetti.

In ordine ad una interpretazione adeguata dei presenti reperti,
vorrei subito porre in rilievo come questi possano considerarsi in per-
fetta armonia con quelli desunti dalle gia citate ricerche di BonNertI E.,
Avoist M. e Meruccr (%) e di Avorst M., Ascenzt A, e BoNerTt E. (37 2°),

(2%) Experientia, VIII/2, 69 (1952).
(") J. of Path. Bact., 64: 321 (1952).
(**) Experientia, VIII/7, 266 (19%52).
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sul comportamento chimico, fisico-chimico e submicroscopico (al micro-
scopio polarizzatore) del muscolo nella distrofia da avitaminosi E del
coniglio.

Infatti & possibile stabilire un netto parallelismo fra i rilievi degli
AA. suddetti ed i miei.

La diminuzione quantitativa della miosina, che costituisce 1’espres-
sione apparentemente iniziale del processo distrofico, si manifesta al
microscopio polarizzatore con cadula della potenza birifrattiva dei tratti
A, mentre al microscopio elettronico si evidenzia la diminuzione fino
a scomparsa della soslanza propria degly stessi tratit A.

Con l'evoluzione ulteriore del processo distrofico, il muscolo pre-
senta al microscopio polarizzatore una forte birifrangenza negativa, dap-
prima limitata alle zone I, normalmente isotrope, quindi diffusa a tutta
la fibra. A questo reperto fa riscontro, all’indagine con il microscopio
elettronico, una immagine particolare delle miofibrille. Sia in corrispon-
denza dei dischi A che dei dischi I esse risultano omogeneamente formate
da protofibrille, come filamenti di actina. Queste tuttavia non manten-
gono l'aspetto filamentoso continuo a nodi, ma appaiono disgregate, in-
terrotte, e nei casi estremi ridotte ad un ammasso di granult.

Questo reperto & verostmilmenle espressione di un'alterata condi-
zione del processo di polimerizzazione della actina che, come & stato di-
mostrato, pur mantenendosi quantitativamente immodificata, perde la
capacitd di passare dalla forma globulare (G) nella forma filamentosa (F).

I rilievi su riportati — come desunti dall’osservazione condotta,
qui, per la prima volta, al microscopio elettronico, sulla fibra muscolare
di conigli in carenza di vitamina E — danno credito alla valutazione che
le modificazioni ottiche, constatate su fibre muscolari in analoghe con-
dizioni, al microscopio polarizzatore, con la comparsa di una forte biri-
frangenza negativa lungo il decorso della fibra, siano da riferire allo
stato di depolimerizzazione della actina.

Le osservazioni da me perseguite al microscopio elettronico sui ca-
ratteri strutturali del tessuto muscolare striato pertinente sia a conigli
normali che a conigli sottoposti a distrofia sperimentale da carenza di
vitamina E, opportunamente vagliate sulla base di un’ampia revisione
della letteratura mi consentono di formulare le seguenti proposizioni :

1) Lo studio della miofibrilla striata al microscopio elettronico
porta a ritenere come questa rappresenti una entitd strutturale precosti-
tuita e pertanto gia esiste in vivo;
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2) L'immagine striata della fibra muscolare, quale ci deriva dalle
nozioni della istologia classica, non & espressione di un aspetto pura-
mente funzionale del tessuto, bensi poggia su caratteri strutturali ben
definiti anche al livello submicroscopico;

3) Il disco anisotropo 4, ha come immagine corrispondente al mi-
croscopio elettronico una zona fortemente opaca costituita da un disegno
apparentemente a duplice striatura, longitudinale e trasversale.

4) 11 disco I isotropo & rappresentato da una zona di lunghezza
piu limitata rispetto al disco 4. In questa zona & piu evidente il disegno
a filamenti longitudinali allineati parallelamente lungo l’asse della fibra;

) La stria Z e quella M risultano particolarmente rilevate rispetto
alle parti restanti della miofibrilla. La prima ha generalmente aspetto
amorfo, mentre nella seconda si rinviene quasi sempre il disegno delle
protofibrille longitudinali;

6) Le miofibrille preparate da frammenti di muscolo non fissato e
rimasto lungo tempo in acqua (miofibrille « lavate ») dimostrano una
parziale elisione della striatura, per cui non sono pil riconoscibili le
zone A da quelle I. Entrambe appaiono costituite da protofibrille longi-
tudinali, parallele, con i1 caratteri di filamenti di actina F. Risaltano
invece con particolare evidenza e permangono inalterate le strie Z ed M;

7) I muscoli di conigli in distrofia da avitaminosi E dimostrano
profonde modificazioni nell'immagine delle miofibrille, immagine che
varia sensibilmente a seconda della fase evolutiva raggiunta dal processo
morboso;

8) In uno stadio iniziale il disco 4 diventa meno compatto e piu
trasparente, dimostrando con maggior risalto la struttura delle protofi-
brille;

9) In questo stesso stadio la sostanza propria della zona A appare
spesso frammentata in piceoli blocchi disposti irregolarmente lungo la
miofibrilla;

10) In una fase ulteriore scompare completamente la suddivisione
in bande della miofibrilla e questa assume caratteri molto simili a quelli
della miofibrilla « lavata »;

11) A questo stadio le protofibrille mostrano dapprima una disso-
ciazione nell’allineamento parallelo, quindi una profonda modificazione
di struttura contrassegnata dallo spezzettamento e dalla disgregazione
dei filamenti che sono ridotti a piccole catenelle o a granuli sparsi senza
alcun orientamento;
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12) Oltre i filamenti ora accennati non si rinvengono strutture rife-
ribili ad altri costituenti proteici;

13) Ritengo che le modificazioni strutturali ora riferite possano
essere interpretate nel senso seguente:

a) la diminuzione di opacita della banda A & espressione della
diminuzione fino a scomparsa della miosina;

b) la disgregazione delle protofibrille, riferibili all’actina F, va
considerata come manifestazione di un difetto di polimerizzazione della
proteina.

14) Questa interpretazione trova piena corrispondenza nelle ricer-
che chimiche quantitative e qualitative sulle proteine muscolari con-
trattili in coniglio distrofico per carenza di vitamine E, le quali dimo-
strano diminuzione fino a scomparsa della miosina estraibile e inatti-
vazione dell’actina estratta, che permane tuttavia in quantitd invariata.
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