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SULL’ ATTIVITA GLICOLITICA IN ARROBIOSI,
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(Con due figure)

FRANGO RECCHIA E MARCELLO GHIRON

SvMMARIVM, — Quadam adhibita suilli fecoris prasparations (P. I}, in qua iam
cellulas spaticae agnosci nequeunt {est enim liquor, qui, si centrifegstur, ostendit
tantum minimas formas fers rotundas, quae anilinae coloribus tingui possunt),

_Auctores et in wivo et in vilre demonstrarunt glycolithicam huius praepara-
rationis (P.E.) vim, Putant autem Aunctores, quamguam nondum audent de
natura earum formarum gquidquam certivs asserere, in es preparations inesse
enzyma cellulae epaticae propria (quae glycidos oxydare poseunt), dummodo
optimis condicionibus se habeat (eius enim vis evanescit decursu temporis, vel
si oxygeninm adsit, eademque calore cessnt), :

Numerosi sono ilavori riguardanti la funzione esplicata dal fegato
sul ricambio dei carboidrati. Da essi risulta come il fegato ha un ruolo
di primo piano nells trasformazione del glucosio e degli altri zuccheri [1).
Recenti studi tendono s dimostrare che il fegato, per la proprista
- omeostatica ad esso atbribuita, ha anche la funzione di regolare il tasso
glicemico, & che la curva tipica di carico da glucosio, pitt che ad un
- plus di secrezione insulinica pancreatica, pare legate alls funzione glico-
litica- del fegato [2]. In proposito, vari AA. hanno anche studiato su
fegato isolato, o su omogenati, dettagli della sus funzione. LErAGE o

(*) Nota presentata  dali’Accademico Pontificio 8. E, Dante De Blasi il
31 maggio 1951, : . : '

11 deta, vol. XIV.



R S -romﬁ;r;_jchx"'-m}AmcM!A SCIBNTIARVM

Srosz . 3] hanno osserv&i,o 1a produzione di a,udo lattico ed estenﬂ
" cazione di fosforo medmnte pappe di fegato in mezzo glucosato. MAsORE
“od Isamrr (4] hanno. dimostrato che fette. di fogato normale hanno, in
opportune condizioni, la capacitd di metabolizzare il glucosio,

“In questo lavoro (*) abbiamo voluto studiare, se & possibile otte-
nere dal fegato d1 maiale (abbiamo seelto per le esperienze il fegato
di maiele, perché esso ci ha dimostrato a paritd di concentrazione il
- massino di attivitd) una preparazione che dimostrasse attivitd glicoli-
tica In vitro ed in presenza di ossigeno, ¢ quali fossero i caratteri propri
di ung .preparazione di fegato che si dimostrasse capace di determinare
N ghcohm. Abbiamo seelto come substrato il sangue di coniglio nmmalo,
' a,i quale ‘al momento delle esperienze, per aumentare il tasso glicemico
' 1n vitro, abbiamo. aggiunto a volte glucosm, 8 voite levulosm o volte
'_1attosm a volte maltosio.

" Abbiamo usato la seguente metodica. o

Pe'epm'adzone epatica (P. K.): B0 g. di fcga,to di ma,lale (ucciso nella
' stess& giornata) si triturano e si lavano con acetone anidro. Si decanta
"o si ascings alla pompa, si da ottenere una polvere, che si riprende
con 300 ce. di una soluzione acquose di fosfato monopotassico 0,5 M
. e fosfato bisodico 0,5 M a pH 7,80. Successivamente si procede alln
‘purificazione con earbone animale, carbonato di magnesio e caolino, e
si filtra con carta Whatman n. 4. La preparazione cosl ottenuts, si &
rivelata attiva solo per 30 ore, dopo di che Iattivitd scompare com-_
pletamente. . .

Preparazione del sangue substrato: 11 sangue, prelevato con puntum
intracardiace, da conigli del peso di circa Kg. 2, alimentati con crusca
e verdura da pil giorni, veniva diluito in acqua bidistillate al fine di
lmpedn'ne la. coagulazione (gli anticoagulanti, come il citrato di sodio,
non furono usati per evitare possibili interferonze con la reazione che
o voleva studiare), e veniva usato come controllo, oppure ad esso
veniva aggiunte in quantita diverse a seconda degli esperimenti, una
soluzione all’l / o di glucosio, o -di levuloe.lo, ) d1 lattosm, 0 d1
.maltosm. ' '

- (4 Tl presente lavoro & stato esegluto nella Clinica de!}e Malattio. Infettlve_ -
del!’Umvmmt& di. Roma, dnetta dal Pxof G, CARONIA. . :




_ Le varie lavorazioni furouo sempre esoguite stemlmente. sl da
poter escludore inquinamenti microbici che potessero falsare i risultati.

Per 1a determinazione dcgh zucchen, abbiamo usato il metodo dl :
Baupoix e LEWIN [5]. X

PARTE SPERIMENTALR

In ogni beuta veniva posto sangue diluito corrispondente ad 1 cc.
di sangue prelevato dal coniglio. Ad esso si aggiungeva la prepara-
zione epatica (P.E.) ed uno degli zuecheri sopra elencati, in propor-
- zioni diverse, Venivano preparati, inoltre, controlli contenenti: 1°) san-
gue; 929 sangue ¢ preparazione epatica; 3°) sangue e zuccheri. Lo beute
cosi preparate venivano poste in termostato a 87° per un periodo di
tempo variabile tro i 16 e i 180 minuti. I dosaggi degli zuccherl venl- '
- vano eseguiti dopo 15 20-30-60-120-150-180 minuti, '

. RISULTATI DEGLI ESPERIMENTI
I, Dopo 20¢ g 87°; ' . ‘

1. sangue controllo , . ... . . . . ., ., ., . g. glueosio .9/,, 1,06
2. » Flee.P.E . . . . ., . ... s s 0,75
3, » 4+ 10mg. glucesio. . . e e » » B2
4 = + 10 mg. glucosm+ 1ee. P LB, ... > w » 4,76

II. Dopo 60" o 87

L. sangue contrdlle . . . . . . . . ... .., g. glucosio %/, 1,44

2. » +1ccPL » » 0,84
-8, "» 410 mg. glucosio ., . - e o x e 6,98

i T 10 mg. glucosio - l ce. P E S T I X

. IIL. Dopo 60° a 37¢;

1. sangue controllo. . ., .., . DU ‘g glocogio 9/, 1,20
2 2 4 O0Bec. P.E. . .. L L s s » 0,80
8. e + 10 mg. glucosio . . ... v * » »  8,bb

4 » 410 mg. g%uc0510+ 0,5 cec., P, lu. o » » » 1,69

IV, 4} Dopo 120/ a 870,

‘1. sangue controllo . . . . ., .. . . . . g. glucosio °fy, 1,08
2, ¥ + 10 mg, gloeosio , . . . ., .o, . » » » .B,48
3. .» + 10 mg. glueosio +0,5 ec. P. 1, . . 2 . c2 6,14

“L1  Aete, vob XIV. -
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B) Dopo 120 a 870
1, snngue 4 20 mg‘ glucosm . ,
2, - » 420 mg. glucosm + 0,6 ce. P l'

V. A) Dopo 80 a 87,
1. sangne controllo S e
2, » - 0l ece. PLE . . 0 0 o
3. » 10 ‘mg. glucosio . . A
4, » +10 ‘mg, glueosio 4 0,1 cc, P L‘ o

"~ B) Dopo 60" & 37°:
b, sangue |-10 mg. glucosio . . b
-6, » .4 10 mg. glucosio + ;1 cc. l’ ]‘. v

‘¢) Dopo 120 a 370
7. sangue + 10 mg. glucosio . . A
' 8. » +10 mg. glucosio + 0,1 ce, P IJ .o

VI DOpo 1208 a 370
' 1. sangue contrelle . . . . . . ..
2, .2 + 02¢cc. POE. ..
8. » +10 mg. glacosio . . . . . e e
4. » 410 mg. glucosio 4+ 0,2 cc. P B ..
5. » 410 mg. glucosio +0,1 ce. P.I, . .

" VIL 4) Dopo 120 a 8%

1, sangue controllo . . . . o . . . e .
2, » + 0,1 ¢e. P. 5,
B o» +10  mg. glucosio . . R

4o » +10 mg. glucosio +0,1 cc. P L

) Dopo 160’ a 8
5, sangue + 10 mg. gluecosio. . . o
B, + 10 mg. glueosio + 0,1 ce. P L + 2 ao.
' : soluz. tampone fosfato pH 7,80
T » + 10 mg. glugosio + 0,1 e, TLE. . .
8 = +10 mg. glucosio + 0,05 ec, P.E. - .

“ VIII, Dopo 15 n 870:

1, sangue controdo .t . . . .. o 0 e s
"9, . » - '+ 10 mg. glocosio . .o

8. .» 410 mg, ghucosio -+ 0,05 ce, P 1< s

IX. Dopo 15 a 87,
‘1, sangne controllo . . . . . . . .
P 4 20 mg. glocosio. . . e
8 . v . 20 mg g11100910+000 ce. P E. . '
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0,92
0,60
7,56
7,43

7,65
7,07

7,55
5,90

1,66
1,80
7,71
6,50

6,88

0,72
0,48
7,60
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7,50

5,55
5,53
6,77

0,90
4,25
8,50

0,30
6,20
4,10 -
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X, 4) Dopo 120° a 87e:
1. sangue contrelle . . . . . . . ,
2. » + 10 mg. levulogio ., .

B) Dopo 180" a 870:

4. sangue + 10 mg. levulosio . .

X1, 4} Dopo 120" a 37
1. sanpue confroilo . . . . . . .
I A i 01 ce. P, . . .,
8. » + 10 mg. lattosio . .
4, » + 10 me. lattosio + 0,1 ce. P L.

B) Dopo 180" a 370

B. sangue + 10 mg. lattosio . . . .o
6. = +10 mg. lattoszo+01 ce. [’. I,

XIL, 4) Dopo 120" & 37°:

Dopo 1207 g 87°:

L. sangue controllo . o

2. » +0bc. PL.E. . . Lo,

3 » + 10 mg. glucosio .
4. » + 10 mg. glucosio + 0,6 ce. l’ B,

Dopo 120" a 370: :

1. sangue controile . . . . . . .,

2. » 405 ce P.LE

8. » + 10 mg. glucosio .

A + 10 mg, glucosio + 0,6 cc, l’ L

8. » + 10 mg. levalosio + 0,1 ce. P 1,

5. » 410 mg. levulosio 4 0,1 ce. P I].

1. sangue controllo . . . . , . . ,

2, » +0,t ce. P.E, . . .

3, » + 10 mg. maltosio .

4o » + 10 mg. maltosio + 0,1 cec. P k.
) Dopo 180" a 87°; '

B, sangue + 10 mg. maltosio . . ,

6. = 4+ 10 mg, maltogio 4+ 0,1 ce. P L.

+

g. zucchori °/;,
g. zuccheri /.,
» » “»

g, zuqcheri %00

g. zucchori 9/,

» » »

g. auccheri 9/,

» » 2
* » »
% » »

g. zuccheri °/,,

» » -1

Controllo con preparazione epatica inattivata col calove.

g. glucosio °/,,

Controllo con preparazione epatica vecchia di 8 giorni.

g. glucosio 9/,
» » .»
»‘ X »
* » k4

1,20

7,95
8,86

7,95
6,87

0,75
0,50
5,09
4,85 -

5,00
4.06

0,75
0,50
4,49
4,25

4,49
4,23

0,90
0,90
1,65

1,50

0,76
0,75
7,73

7,70
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Incomggmm dELl 11sulta,L1 ottenuti dalle prove in vitro, abbiamo
‘voluto vedere. successw&mente se la preparazione epatica (P.I.) in
..eS8Ie, mlet{,a,ta, per via venosa nel coniglio, fosse in grado di determi-
- nare in vivo lo “stesso abbassamento della glicemia come avevamo
constatato in vitro. In due conigli del peso di Kg. 2, tenuti a digiuno
—da 24 ore, dopo di aver determinato, tenendoli sempre a digiuno, il
" tasso glmo_r_m_co,_abblamo.lnlettato quantitd diverse di P. K. (4-2cc.)
ed abbiamo seguito la, eurva .glicemica, per due ore.

.Con.igiio A ore 9 glicemia 0,95 %00

» 9 10 iniezione endovenosa 4 cc. P. ]3

dopo - BO glicemia . - . . . = 0,62 %/oo
a0 2 -75" S S : 0,45 »
' » 1200 » e o e - 0BO »

B _Conig]id B ore 9 glicemia 0.76 /o

» 9 10 iniezicne endovenosa 2 ce. P. I,

“dopo - 80" glicemia . . . . -, 0,68 0/
o » 485 » C e '0,58 »

» 90 5 o e e e 0,40 »

» 180" » PR o R ( I

Nessuno dei duce conigli presentd convulsioni nonostente il note-
" yole abbassamento della glicemia. ' o '

CoNsIDERAZIONL — Dall’ insieme delle nostre ricerche, risulta jnnanzi
* tutto dimostrato che & possibile ottencre dal fegato di maiale una prepa-
razione che conserva la capacitd ossidante suglt znccheri propria del
tossuto epatico. La preparazione epatica (P, E.) de noi ottenuta pre-
* senta inoltre alcune caratteristiche che meritano di essere segnalate,
_' . perchd a nostro parere capaci di meglio chiarive la complessa fisio-
~ patologia del fegato. Questa preparazione perfettamente limpida, se

‘centrifugate & 8.000 giri, non di aleun sedimento; a fresco ed in pre-
: ._,par&u colorati col bleu di metilene non si osservano al microscopio
cellule epatlche, ma solo formazioni rotondeg gianti, probabilmente di
*derivazione cellulare, ma -sulla cui natura e funzione, pur cowoscendo
gl _E_Ltt_uah_ studi sull’importante problema della localizzazione degli -
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cenzimi nella cellula epatica [6], non vogliamo almeno per ora avanzare
alcuna decisive affermazione. ' ' o o '

Nel detfaglio della disamina dei vari protocolli risulta provato —
oltre che & possibile ottenere dal fegato una preparazione, libera da
cellule, che abbia un’azione glicolitica sugli zuccheri (senza che sia
necessario aggiungere particolari coenzimi o catalizzatori metalliei)
— anche che questa preparazione epatica esplica in vitro una notevole
azione glicolitica, maggiore sul glucosio, minore sugli altei glicidi
presi in esame. h ' _

Studiando le curve di scomposizione del glucosio {vedi fig. 1), si
osserva che loptimum si ha quando la P. . viene aggiunta nella
quantitd di 0,6 ce. It interossante perd notare come la curva del va-
lori ottenuti con 0,1 ce. di P. K. sia quasi uguale alla precedente, sep-
pure ritardate nel tempo, mentre quella ottenuts con 1 cc., dopo una
rapida ascesa, dimostra un arresto o una lieve diminuzione. Quella
con 0,06 cc. decorre molto piti bassa delle precedenti.
= L'optimum di conservazione e di attivitd della P. E. & il pII 7,80.
. L'aggiunta di soluzione tampone a pH 7,80 non facilita la reazione
_perehé gid nella P. E. ¢ nel sangue di coniglio esistono sistemi tam-
-~ pone. Determinazioni potenziometriche eseguite nei diversi tempi degli
esperimenti hanno fatto risaltare un lieve abbassamento del pH, come
ad esempio da pH 7,80 a pH 7,60. B interessante questo dato perchd
dimostra la tendenza all’acidificazione del mezzo per opera della rea-
zione glicolitica, limitate dai vari sistemi tampone presenti.

Come 'si osserve nella fig. 2, il massimo di attivita di scomposi-
- zione, a paritd di concentrazione della P. K., si esplica sul glucosio,
in misura minore sul levulosio e sul lattosio, e in misura ancors pitt
ridotta sul maltosio, Questo dato & in accordo con 1 concefli oggil
esistonti sul ricambio dei carboidrati, secondo i quali fase obbligata
. della scomposizione delle molecole dei glicidi & la trasformazione in
~ molecole di glucosio [b]. La P. B. dimostra cosi di conservare la pro-
- prieta del tessuto epatico di scindere il glucosio ¢ di trasformare in
glucosio e sueccessivamente scindere gli altri carboidrati di origine ali-
. mentare, . ' o
E possibile ottenere curve ipoglicemiche nei conigli tenuti a di-
:-'giuno per 24 ore, mediante la somministrazione per via venosa di.
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9-4 cc. di P.E. Non si sono osservate convulsioni nonostante il hasso
livello glicemico raggiunto, Si rileva che le curve 1p0ghcem1c,he 0
vitro ed in vivo dnnostrano un accentua,to parallelismo.

‘ConoLusionI. — Dalle caratteristiche della P.E. ora esaminate, si
-pud ritenere che essa contenga gli enzimi propri della cellula epatica
. ad azione ossidante i glicidi.

' Gli elementi per i quali si pud arrivare alla conclusione della.pre-
- senga_di enzimi nella preparazione epatica, SON0 :

a) POSS’BdBlB un optimum di concentrazione nel mezzo. Infatti
- raddoppiando la concentrazione non si ha un ‘attivitd glicolitica doppia.
' b) Possedere un optimwmn di pH (7,80) 0 di temperatura (37°).
¢) Esaurimento - dell’attivitd glicolitica col tempo, in presenza
cdi OSSlanO, caratteristico degh enzimi -ossidanti dei tessubi.

d) Distruzione dell’attivita glicolitica per opera del calore.

‘Queste due ultime caratteristiche portano anche ad escludere una
“ipotetica azione glicolitica aspecifica, termostn.bﬂe della P. E., dovuin
' .ad esemplo a sostanze proteiche.
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_____ 1,00 cc.PE,
ey 0,50 . PLE,
- 0,10cc.|‘..E.

........ 0,05¢c.PE.

-y

1
135" -150° 165" 180

Froura No 1

Ascisse: tempo degli esperimenti in minuti primi.

Ordinate: quantitativo di glucosxo scomposto (in mg.) dalla P, I,

per ce. di sangue,

Neila figura si osserva lo quantitd di glucosio per ce. di sangue seisso

- da quantith variabili di P. E., in rapporto al tempo. La lines tratteggiata
o punteggiata indiea quanti mg. di glucosio per ce. vengono scissi rispetto
al tempo do 1 ce. di P. 1. La linea continua indica i mg. di glucosio per
ce. di sangue scissi da 0,6 cc, P, I.; la lines trattegginta i mg. di glu-
cosio scissl da 0,10 co. di P.LL; la linea punteggiate i mg. di glucosio
seissl da 0,05 cc. P. ., sempre rispetto al tempo. La figura dimostrn Iesi-
stenza di un optimum di concentrazione delln P, B, o la mancanza di
un rapporto proporzionale diretio tra quantibh di P, B, impiegata e quan-
titd di glneosio seisso.
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250
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: 100
165 180

Figura Ne 2

Ascisse: tempo degli esperimenti in minuti primi.

Ordinate: Quantitativo degli zuccheri scomposti dalla P. E. per cc,
di sangue, ' : . SRR

Nella figura sono riportati in mg. per ce. di sangue i diversi guantita-
tivi degli zuccheri scissi da una medesima quantith. di P.E. (0,10 ce.),

©rispetto al tempo. La linea continua dimostra i mg. di glucosio soissi

rispetto al tempo; quelln punteggiata i mg. di levulosio; quella tratteg-

- -giateimg. & lattosio; quella puntoggiata o tratteggiata i mg. di maltosio,

gempre rispetto al tempo. Si osserva la. maggiore scissione operata dalla
P.T..sui monosacearidi riepettic ai disaccaridi.
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