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I1 cap i to lo  degl i  i t t e r i  da  s tas i  6 s t a to  da  t e m p o  d i s t in to  nei  due  g r a n d i  g rupp i  

del le  colos tas i  i n t r a  ed  e x t r a e p a t i c h e ,  s o p r a t u t t o  in  base  a c r i te r i  di  o rd ine  

mor fo log ico .  

ALBOT (1955) ha  d i s t in to ,  semlore in base  a l la  sede de l l ' o s t aco lo  o s t r u t t i v o ,  

t r e  f o r m e  di  co los tas i  i n t r a e p a t i c a :  i n t r a l o b u l a r e ,  pe r i l obu la re  e s o t t o l o b u l a r e  
(o po r t a l e  o g l i ssoniana) .  

Successivamente ALBOT e JEZEQUEL (1962), studiando le alterazioni citologiche e la 
patogenesi dell'ittero nelle epatiti virali di breve durata, harem constatato che nei primi 
giorni dell'ittero non esistono alterazioni ostruttive dei tratti  di t iering o dei canali biliari 
interlobulari, n6 segni marcati di ostruzione dei canalicoli, n6 effrazioni nella continuit~ 
delle lamine cellulari. Per questi reperti, associati a quello di accumulo intracitoplasmatico 
di bile, gli AA. si prospettano la ipotesi che l ' ittero possa essere dovuto, in tall casi, ad una 
inibizione secretoria dell'epatocita. Anche Po~P~a e Coll. (1963) hanno accennato Mla possi- 
bilits che Mla base di alcuni itteri possa esservi una alterazione dei meccanismi secretori 
della cellula epatica. 

Ne l  corso di  uno  s tud io  e segu i to  su due  f ra te l l i  a f f e t t i  da  u n a  t ip i ca  s i n d r o m e  

di  D u b i n - J o h n s o n - R o t o r  e su o t to  i n d i v i d u i  t r a t t a t i  con  cloropromazina, a b b i a m o  

o s s e r v a t o  u n  in s i eme  di  a l t e r az ion i  c i to log iche  che  ben  si a e c o r d a n o  con la  ipo tes i  

s u d d e t t a  e pe r  le qua i l  s i amo s t a t i  i n d o t t i  ad  a m m e t t e r e  la  es i s tenza  di  u n a  

eolos tas i  che, pe r  il f a t t o  di i n t e re s sa re  e s c l u s i v a m e n t e  il s i s t ema  dei  cana l ico l i  

in t race l lu la r i ,  a b b i a m o  de f in i to  col t e r m i n e  di co los tas i  i n t r ace l l u l a r e  pura .  

Materiali e metodi 

La casistica da noi studiata comprende otto soggetti schizoh'enici trat tat i  con cloro- 
promazina per lungo periodo di tempo (da uno a tre anni). In tutt i  i cam non si apprezzavano 
segni clinici di insufficienza epatica; la bilirubina era nei limiti del normale e le prove di 
sierolabilith colloidale, tranne in tre soggetti - -  nei quMi si 6 osservata una disereta positivit~ 
della reazione di McLagan - -  solo modicamente alterate. 

Per le nostre ricerche abbiamo scelto soggetti anitterici e con minimi segni di disfuznione 
epatica, Mlo scopo di studiare le piu fini modificazioni delle cellule epatiche dovute Mla 
cloropromazina, il che riesce evidentemente meno agevole nelle conclamate manifestazioni 
itteriche legate Mla somministrazione di questo farmaco. 

Sono stati anche studiati due fratelli aifetti da una tipica sindrome di Dubin-Johnson- 
Rotor, il cui completo studio clinico, morfologico ed istochimico 6 stato Mtrove riferito 
[BARoNE, INFERREIaA e TmA~O (in torso di stampa)]. I frammenti bioptiei sono stati ottenuti 
con agopuntura ed in parte fissati in formalina, per ]a microscopia a lute, in parte fissati in 
OsO 4 all' 1% tamponato see. PMade a pH 7,3, disidratato in acetone ed ineluso in miscela 
di metaerilato (4:1). Una parte dei frammenti 6 st~ta inclusa in miseela maraglas see la 
teeniea suggerita da FREE,AS; e SI'UaLOCK (1962). 
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Le sezioni ultrafini, ottenute con lama di vetro al microtomo Leitz, sono state contrastate 
al piombo ed osservate al microscopio elettronico Elmskop della Siemens e Halske ed al 
Philips E.M. 75. 

Reperti istologici 
Soggetti trattati con cloropromazina. In  complesso le alterazioni riscontrate 

sono apparse trascurabili e, ad eecezione di un sensibile rigonfiamento degli 
epatociti con vacuolizzazione del citoplasma (pifi evidente in due soggetti), il 
quadro istologico si sarebbe potuto definire pressoch6 normale. In  cinque easi 
si 6 osservata una modesta steatosi ed in tre qualche accenno ad attivazione 
istioide negli spazi porto-biliari. In  tu t t i  i f rammenti  si 6 notata  una moderata  
pigmentazione lipofusciniea nei territori parenchimali perivenosi (centrolobulari). 
Non si sono osservati t rombi  biliari. 

Soggetti con sindrome di Dubin-Johnson-Rotor. In  entrambi i f rammenti  il 
quadro istologico ~ risultato simile. Le lamine cellulari sono ordinatamente 
disposte e non si osservano fenomeni flogistici e segni di ostruzionc de]le vie 
biliari. Nel eitoplasma delle cellule epatiche si osservauo granuli di pigmento di 
eolorito che vs dal giallo-ocra al bruno, disposti generalmente in prossimit~ 
del polo biliare della cellula. Tall granuli sono pi~ abbondanti  in eorrispondenza 
dei territori perivenosi (pcricentrolobulari). Istoehimicameute qucsto pigmento 
risultato essere analogo alle lipofuscine [BAI~O~E e Coll. (in corso di stampa)]. 
Oltre alla pigmentazione parenchimale l 'elemento di maggiore rilievo ~ offerto 
dalla intensa vacuolizzazione, del citoplasma, la cui s trut tura estremamente 
rilassata gli conferisce un aspetto simil-vegetale. I1 rigonfiamento e la vacuolizza- 
zione eitoplasmatiei sono risultati molto pifi mareati  nelle biopsie eseguite dopo 
24 ore dalla prova di carico con bromosulftaleina anzich6 nelle biopsie pratieate 
tre mesi pifi tardi. Pertano si ha, l 'impressione che il earico con bromosulftaleina 
aceentua notevolmente il preesistente rigonfiamento citoplasmatieo. I1 eontenuto 
in glicogeno ~ risultato pressoch6 normale; rare e minute goeeiole di grasso si 
sono osservatc nelle sezioni al congelatore. 

Reperti ultrastrutturali 
Soggetti trattati con cloropromazina. A1 microscopio elettronico si sono riscon- 

t rate  costanti alterazioni degli epatociti sopratutto a carico del reticolo endo- 
plasmico, della zona del Golgi e, in genere, delle porzioni citoplasmatiche prossime 
al capillare biliare. 

L 'ergastoplasma 6 notevolmente ridotto e i suoi scarsi residui sono distorti 
e poveri (o del tu t to  privi), di granuli ribosomici. I1 reticolo liscio mostra una 
diffusa trasformazione vacuolare in genere pifi evidente helle zone prossime al 
capillare biliare (Fig. la) .  Nei vacuoli si rinviene spesso una sostanza granulare, 
dalla quale sembrano trarre origiue per successive trasformazioni i tipiei aggreguti 
lipofuscinici. Questi sono caratterizzati da aree lucide centrali, circondate da 
mantelli  periferici di materiale fortemente denso agli elettroni (Fig. 4). 

In  altri vacuoli si rinviene una sostanza a costituzione lamellare, che per le 
sue caratteristiche, deve essere considerata come bile (Fig. 1 b). " 

La zona di Golgi partecipa al processo con le stesse alterazioni descritte a 
earico del reticolo endoplasmico : anche qul si rinvengono veseicole in parte vuote 
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Fig .  I .  Sogget to t ra t ta to  con cIo~opl'omazina. L'ergas~oplasma (B) ~ notevolmente  r idot to  mentre neI retieolo 
endopla,smico si osservano numerosi  vaouoli  (V) in  parte contenenti  materiale biliare (b). C capillare bJIiare; 

G zon~ die Golgi. a 42000 • ; b 80000 • 
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ed in parte eontenenti materiale denso a costituzione granulare o lamellare (bile) 
(Fig. 2). 

1~ interessante notare ehe, in contrasto con queste cospicue alterazioni de1 
reticolo endoplasmieo, dell 'apparato di Golgi e della zona pericanalieolare, i 
capillari biliari si presentano poeo o affatto alterati sia per quanto si riferisee al 
loro cahbro the alla disposizione ea l l a  s t rut tura dei mierovilh (Fig. 1). 

Fig.  2. Soggetto t r a t t a to  con cloropromazina. Porzioni  di  epatoci ta  ai  cui lagi si  osservano due capillari  biliare (C). 
I n  alcuni vacuoli  si osserva materiale a s t ru t tu ra  simil-biliare. G zona del Golgi;  P p igmento  lipofuscinico; 

m mitocondri .  23500 • 

I mitocondri sembrano, in molte cellule, diminuiti di numero, ma 6 probabile 
che questa impressione derivi0 almeno in parte, dal rigonfiamento del reticolo 
endoplasmico. Strutturalmente,  a carieo dei mitocondri, si sono osservate moderate 
modificazioni di forma e di volume con una sensibile riduzione delle creste. In  
qualche caso si sono visti residui di mitoeondri inelusi in formazioni simil-liso- 
somiali (Fig. 2). 

Soggetti con sindrome di Dubin-Johnson.  I reperti  osservati al mieroseopio 
elettronieo possono essere cosi raggruppati :  

1. Retico]o endoplasmieo. L'ergastoplasma 6 ridotto, distorto e con searsi 
granuli ribosomici. I1 reticolo liscio 6 abbondante e con notevole trasformazione 
vacuolare, pifi evidente nelle prime biopsie eseguite dopo carico con bromo- 
sulftaleina (Fig. 3). 

2. Accumulo di pigmento. Negh aggregati pigmentari  di maggiori dimensioni 
si distingue una matrice moderatamente  opaca nel eui contesto si osservano 
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aree lueide amorfe e fini granuli con pitt forte densits elettronica (Fig. 3). Tall 
granuli si rinvengono generalmente alla periferia della massa pigmentaria od 
anehe liberi nello ialoplasma immediatamente eireostante, eosi ehe si ha la 
impressione di una loro progressiva opposizione agli ammassi pigmentari gis 
eostituiti. La Fig. 3 dimostra i probabfli stadi di passaggio nella eostituzione dei 
pi~l grossi aggregari pigmentari. 
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3. Accumulo di bile. Nelle vescicole del reticolo endoplasmieo ed in quelle 
della zona del Go]gi si riscontra, frequentemente, l'accumulo di materiale denso 
a strnttura lamellare che riproduce perfettamente le immagini che si osservano 
nella colostasi e che viene comunemente riferito all'accumulo intracellulare di 
bile (Fig. 4). 

4. L'apparato di Golgi ~ ben evidente e mostra vescicole dilatate e spesso 
contenenti materiale denso di aspetto granulare o con strutturg simil-biliare. 
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Si rieava pertanto l'impressione ehe la  zona del Golgi pargeeipa al proeesso con 
modifieazioni analoghe a quelle osservabili a carico del retieolo endoplasmieo. 

5. Mitoeondri. Si riseontrano frequentemente una riduzione numeriea dei 
mitoeondri e loro immagini alterative eonsistenti in irregolarits di forma, dimi- 
nuzione delle ereste e fine vaeuolizzazione o smescolamento della matriee. In 
qualehe mitoeondrio si sono osservati aspetti di degenerazione fibrillare (Fig. 5). 

Fig. 5. Sindrome di Dubin-Johnson-l~otor. )Iitocondrio con immagin] di degenerazione fibrillare. 32000 x 

6. I eapillari biliari non mostrano sensibili modificazioni del loro ealibro e 
non eontengono materiale biliare. I mierovilli sono normMmente rappresent~ti e 
non mostrano alterazioni strutturali di rilievo (Fig. 4). 

Discussione dei reperti. I reperti ultrastutturali da noi osservati in soggetti 
anitteriei trat tat i  con eloropromazina dimostrano l'esistenza di costanti altera- 
zioni dell'epatoeita eonsistenti in diminuzione dell'ergastoplasma, vacuolizzazione 
del reticolo endoplasmico e dell'apparato di Golgi e nell'aeeumulo, in queste 
s~rutture, di materiale di na~ura biliare. Poieh6 tali reperti non si assoeiano a 
sensibili modifieazioni istologiehe ed, in partieolare, a processi infiamma~ori od 
ostruttivi delle vie biliari o a presenza di trombi biliari, si deve ammettere ehe 

Virchows Arch, path. Anat., Bd. 341 4 
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la eolostasi intracellulare, osservata in questi casi, eostituisce la eonseguenza di 
una primitiva alterazione dei meeeanismi seeretivi eellulari. Questa ipotesi ben 
si aeeorda con la eonstatazione della transistoria ritenzione di bromosulftaleina 
descritta in soggetti sani dope somministrazione di eloropromazina. 

Una earatteristica ritenzione di B.S.F.  si verifiea anche nella sindrome di 
Dubin-Johnson assoeiata a iperbilirubinemia diretta ed indiretta, a searsa o 
assente visualizzazione della eoleeisti, con i eomuni mezzi di eontrasto, e allo 
aecumulo di pigmento lipofuscinieo nelle cellule epatiehe. Quest'ultimo fenomeno 
non sembra per5 direttamente eonnesso eon il difetto secretive, pereh~ sono 
stati osservati casi senza pigmentazione parenchimale (sindrome di Rotor) o con 
modesta pigmentazione lAmAS 1961; BAaONE, I~F~aa~RA e TmA~o (in corse 
di stampa)]. 

Poich6 istologieamente non si sono riseontrate alterazioni infiammatorie od 
ostruttive, anehe l'ittero anemolitieo tipo Dubin-Johnson-Rotor viene eomune- 
mente interpretato come eonseguenza di un eongenito difetto della exerezione 
delia bilirubina dalla eellula epatica. Anehe per quanto riguarda le poche indagini 
al mieroseopio elettronico, ei sembra ehe l'attenzione dei rieereatori sia stata 
polarizzata dal pih vistoso fenomeno della pigmentazione parenchimale e che 
minore importanza sia stata rivolta alla rieerea di un quadro di assieme delle 
pifi fini alterazioni eitologiehe che potessero offrire una base morfologiea ad una 
malattia tuttora eomunemente eonsiderata espressione di un pure disordine 
bioehimieo. Soltanto aleuni AA. hanno riferito alterazioni del retieolo endo- 
plasmieo [UEDA (1962); ICmDA e FVNAHASttI (1964); CouPe e Coll. (1964)] ed 
un aecumulo intraeellulare di bile g state solo reeentemente deseritto [MI~IO e 
Coll. (1965); BA~ONn e Coll. (in corse di stampa)]. 

Nelle due osservazioni di sindrome di Dubin-Johnson-Rotor abbiamo messo 
in evidenza una serie di reperti ultrastrutturali che possono essere eosl riassunti: 
1. riduzione del retieolo granulate; 2. estesa frammentazione del retieolo endo- 
plasmieo e dell'apparato del Golgi; 3. presenza helle eellule epatiche di due tipi 
di pigmento, lipofuseinieo e biliare, ehe si aeeumulano inizialmente nelle veseicole 
del retieolo endoplasmieo e dell 'apparato di Golgi; 4. diminuzione di numero 
dei mitoeondri con alterazioni di vario tipo e con non frequenti immagini di 
degenerazione fibrillate; 5. assenza di sensibili alterazioni del calibre dei eapillari 
biliari e del numero e delia struttura dei mierovilli. 

1~ interessante notate ehe, analogamente a quanto riscontrato nei soggetti 
anitterici t rat tat i  con eloropromazina, le modifieazioni ultrastrutturali riguardano 
essenzialmente il retieolo endoplasmieo, l 'apparato di Golgi e la zona perieanali- 
eolare, cieg quelle strutture che vari elementi indueono a ritenere il substrato 
morfologico eve si svolgono i complessi ed ancora poco noti meecanismi bioehimici 
ehe presiedono alla formazione del secrete eellulare, al sue trasporto attraverso 
la cellula e alla sua escrezione dall'epatoeita nel eapillare biliare. In entrambe 
le evenienze patologiehe da noi studiate si doeumenta un dimostrativo esempio 
di colostasi che interessa esclusivamente la cellula epatiea e ehe, pertanto, abbiamo 
definite eel termine di colostasi intraeellulare pura. In  precedenti ricerehe [BA~o~n 
e F i~occmo (1962)] avevamo accertato la esistenza di estroflessioni o divertieoli 
dei eapillari biliari ed avevamo espresso la opinione ehe essi si pongono inter- 
mittentemente in comunicazione con i vaeuoli della regione perieanalieolare, 
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intervenendo in tal mode nella cserezione del secrete cellulare, probabilmente 
con un meccanismo inverse a quello delia pinocitosi. Questi divertieoli od estro- 
flessioni rappresentano, verosimilmente, una sorta di tratto intermedio the 
collega i capillari biliari con il sistema dei canalicoli intraeellulari, rappresentati 
dal reticolo endoplasmico e dalla zona del Golgi, che nel lore insieme possono 
essere considerate come le prime radiei del sistema biliare, essendo funzionalmcnte 
deputate alla elaborazione e al trasporto intracellulare del prodotto di seerezione. 

In  condizioni normali questc minime vie biliari intracellulari possono essere 
seguite con difficolts ma esse risultano al eontrario ben evidenti quando si 
determina un ostacolo alia secrezione biliare. 

Dai nostri reperti non 6 possibile stabilire con preeisione in quale parte della 
eellula si verifichi l'ostacolo alla eliminazione della bile. Teoricamente un tale 
ostacolo potrebbe verificarsi in sede di elaborazione (verosimilmente nell'ergasto- 
plasma), o durante il trasporto intracellulare (retieolo endoplasmieo e apparato 
di Golgi), ovvero in sede di escrezione (zona pericanalieolare e membrana ce[lu- 
larc). Le due ultime ipotesi sembrano essere le pih probabili. In  ogni mode risulta 
chiaro che, accanto a forme di colostasi riferibili a fenomeni flogistici od ostruttivi 
delle vie biliari extraepatiehe od intraepatiehe, deve ammettersi la esistanza di 
una colostasi che interessa primitivamente la ccllula epatiea e ehe pub pertanto 
essere definita col termine di eolostasi intracellulare pura. 

La possibilits di una colostasi dovuta ad una esclusiva o prevalente alterazione 
della cellula epatica 6 stata di reeente ammcssa da alcuni AA. nella interpretazione 
di aleune manifestazioni itteriehe dovute a determinati farmaei [PoPPE~ e 
SCRAFFNEn (1963); SMETANA (1963); SC~AFFNE~ e K~IFFE~ (1963); e SMETA~ 
(1963)] ha valorizzato la natura sterolica del farmaeo che potrebbe, verosimil- 
mente, interferire nella seerezione biliare con un meccanismo competitive. 

Per quanto si riferisee alla patogcnesi della eolostasi in corse di trattamento 
con cloropromazina, o determinata da altre sostanze tossiche, si 6 anehe espressa 
l'ipotesi [S~IETANA (1963)] the il ristagno biliare possa essere eonseguente ad un 
ostacolo nella escrezione della bile dalla ccllula con conseeutiva diminuzione 
della pressione di secrezione e riehiamo di bile per capillarits nei eanalieoli. 
L'aspetto morfologico di una colostasi primitivamente intraeellulare verrebbe 
in tal case a modificarsi assumendo i caratteri pih noti delle comuni eolostasi 
intraepatiche. Tale evoluzione si osserva, appunto, helle eonelamate manifesta- 
zioni itteriche da cloropromazina. 

1~ assai verosimile ehe molte forme di eolostasi intraepatiea, sine ad oggi 
interpretate quali eonseguenze di una ostruzione nei fini duttuli o nei eapillari 
biliari, vadano invece pih correttamente considerate quali eonseguenze di una 
primitiva colostasi intraeellulare. 

Questa ipotesi the sembra dimostrata per aleune forme di intossieazioni 
(eloropromazina, derivati del testosterone, eritromieina etc.), deve cssere anehe 
tenuta presente nella interpretazione di alcuni itteri eongeniti, come ad es. quello 
osservabile nella sindrome di Dubin-Johnson-I~otor. 

Riassunto 
Lo studio elettromieroseopico su ago-biopsie epatiehe di due fratelli affetti 

da sindrome di Dubin-Johnson-Rotor di otto soggetti anitterici trat tat i  con 

4" 
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cloropromazina ha messo in evidenza, in entrambe le situazioni patologiche, 
analoghe alterazioni del reticolo endoplasmico, dell 'apparato del Golgi e della 
zona pericanalicolare con accumulo intravacuolare di materiale biliare. Poich6 
non si sono osservate alterazioni ostruttive o infiammatorie dei dotti biliari, 
n@ presenza di trombi nei capillari biliari, si ammette che la eolostasi intraeellulare 
the si osserva in tall casi sia da riferire ad una primitiva alterazione dei meccanismi 
seeretivi celhflari. I reperti descritti ben si aecordano con la ipotesi the alla base 
dell'ittero cronico idiopatico si verifichi un bloeco nella escrezione delia bilirubina 
dalla cellula epatica nel capillare biliare. 

Reine intracellulgre Cholostase 
Untersuchuugen der Ultrastruktur in zwei F~illen mit I)ubin-Johnson-Syndrom 

und aeht anikterisehen, mit Chloropromazin behandelten Fiillen 

Zusammen[assung 

Die elektronenmikroskopische Untersuchung zeigte in beiden Gruppen /~hn- 
liche Ver/~nderungen des endoplasmatischen I~eticulums, des Golgi-Apparatcs 
und der perikanalicul&ren Zone mit intracellul~rer Anh/iufung yon Galle. Da 
weder obstruierende, noch entzfindliche Ver/inderungen an den Galleng/~ngen, 
noch Gallethromben in den Gallecapillaren bcobachtet werden konnten, wird 
angenommen, dab die nachgewiesene intraccllul/~re Cholostase auf eine prim&re 
Beeintr/ichtigung des eellul/~ren Sekretionsmechanismus zuriiekgeht. Die Befunde 
stimmen mit der I-Iypothese fiberein, dag der chronische idiopathische Ikterus auf 
tin I-Iindernis bci der Ausscheidung des Bilirubins dutch die Leberzellcn in die 
Gallecapillaren zurtiekzuffihren ist. Diese F~lle w/iren zu definieren als rein intra- 
eellul/ire Cholostase auf dem Boden eines prim~ren Lebcrzellschadcns. 

Pure intracellular eholestasis 
Summary 

The electronmicroscopic study of the hepatic needle biopsies of two brothers 
affected by Dubin-Johnson-Rotor syndrome and of eighg subjects without 
jaundice treated with chlorpromazine showed similar changes of the endoplasmic 
reticulum of the Golgi apparatus and of the pericanalicular zone with intravacuolar 
storage of bile. As neither obstructive or inflammatory alterations of the bile 
ducts nor presence of thrombi in the biliary capillaries were observed, it is sug- 
gested that  the intraccllular cholcstasis observed is due to a primitive alteration 
in the cellular secretory mechanism. The findings described agree with the hypo- 
thesis that  the chronic idiopathic jaundice is caused by an obstruction in the 
excretion of bilirubin from the hepatic cells into the biliary capillaries. These 
cases may be defined as a pure intracellular cholestasis, on the basis of primary 
damage of the liver cell. 
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