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CONTRIBUTO
ALLA CHIARIFICAZIONE DEI RAPPORTI
FRA ORMONI E TESSUTI NEOPLASTICI(*(

(Con 3 figure)

T.CERVIGNI - A, MASSARELLI - V.RU580 ~ R. CARBONE

Svmmarivm — In tribus mamillac tumoribus eiusdem speciei histologicae cum
Auctores quid ostendat reductasis, si mulier bilateralem surrenalectomiam subeat,
investigaverint, invenerunt varies fuisse clinicos, et biochimicos surrenalectomiac
effectus, hos autem semper una cum illis mutari et interdum magis quam illos.

Il meccanismo con il quale l'asportazione delle ghiandole endocrine
(gonadi, surreni, ipofisi}) o la somministrazione di ormoni sessuali e corticoidi
agisce sui tumori maligni della mammella non & ancora chiaro, nonostante
la grande mole di studi eseguiti.

Per cercare di chiarire questo meccanismo, nel precedente lavoro [1] si
¢ sostenuta la opportunitd di studiare direttamente sul tumore le eventuali

- modificazioni biochimiche indotte da una terapia ormonale. Infatti se potes-
simo conoscere meglio quali funzioni biochimiche risultano alterate nel tumore
che regredisce o si accresce sotto il trattamento ormonale, sarermmo in grado
di valutare meno empiricamente la natura e il « qﬁantum » della azione svolta
dai vari ormoni al livello del tessuto neoplastico.

Inoltre potremmo forse fare un ulteriore passo avanti nella utilizzazione
degli attuali mezzi terapeutici ¢ potremmo trovarne altri pitt efficaci.

(*} Nota presentata dall’ Accademico Pontificio Pietro Rondoni il 3 ottobra to56.
(*} Uso del trifeniltetrasclo clorure (TTC) per lo studio del metabolismo dei
. carcinomi deila mammella dopo surrenalectomia.

16 Acta, vol. XVI.
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Dal momento che gli ormoni attraverso la loro azione regolano vari
processi metabolici dell’organismo, abbiamo sceito una reazione biochimica
passibile di essere inflnenzata sia dagli ormoni sessuali naturali e sintetici
sia dai corticoidi ed anche dalle sottrazioni ghiandolari e cid allo scopo di
cercare di spiegare da un punto di vista unitario l'azione dei diversi stimoli
ormonali.

Risulta che moltissime sono le reazioni biochimiche che possono essere
influenzate da stimoli ormonali e, fra queste, la respirazione, la glicoiisi, la
decarbossilazione ossidativa degli g-chetoacidi, le varie deidrogenasi, la cata-
lasi, la transuminasi |2-27].

Tale regolazione si pud esplicare sia in senso attivate sia in senso inibente;
cid avviene sia in vivo che in vilro, su enzimi purl come su tessuti, Organi
diversi rispondono in maniera differente. Organi e fessufi possono inoltre
reagire diversamente all’azione ormonale se differente & la specie o il sesso
o lo stato fisiologico dell’animale al momento dell’indagine. A variazione
di dose dell’ormone pud infine rispondere una reazione metabolica diversa.

Poiche la reazione agli stimoli ormonali dei varl organi e tessufi ¢ sotto
un profilo biochimico oltremode variabile, ¢i slame domandati come reagi-
scono metabolicamente 1 tumori della mammella alla surrenalectomia e se tale
reazione & univoca oppure varia da tumore a tumore e a seconda del tipo

istologico,

PARTE SPERIMENTALE

Fra le numerose reazioni biochimiche che potevano essere studiate, ab-
biamo scelto la reazione della reduttasi.

It noto che tale reazione enzimatica si esegue ponendo a contatto con il
tessuto da esaminarc un adatto trasportatore di H+ passibile di essere do-
sato. Come trasportatore di I+ abbiamo usato il cloruro del 2, 3, 5 trifenil-
tetrazolio (TTC). Questo sale per riduzione si trasforma in TTCH, (forma-
zano) insolubile, colorato in rosso che si deposita nelle cellule; da queste poi
si pud estrarre con opportuni solventi ¢ dosare colorimetricamente.

Nelle condizioni sperimentall da noi usate, la quantitiy di formazano for-
matasi ¢ un indice della attivitd reduttasica endogena del tessuto. 11 mecca-
nismo con il quale ii TTC viene ridotte dai sistemi reduitasici a pH fisiologici
non & def tutto noto; sembra che 'immediato donatore di elettroni al TTC



ACTA 145

sia. una {lavoproteina ridotta [30]. La flavoprofeina a sua volta cra stata
ridotta dal DPNH, o dal TPNH, oppure direttamente dal substrato.

Dato il potenziale di ossido-riduzione del TTC/TTCH, (Eo = - 0,08
volt) gli elettroni potrebbero seguire le due strade indicate dallo schema.

.+ DPN (TPN)

Substrati

~+ flavoproteina— TTC—= TTCH,

In un sistema in cui i1 TTC sia in eccesso, i snbstrati, i coenzimi
DPN, TPN, le flavoproteine e gli enzimi deidrogenasici sono i fattori limi-
tanti la formazione det TTCH,,.

Studi sulla possibiliti di applicazione di questo metodo di indagine bio-
chimica ne! campo fisiologico e patologico hanno dato interessanti risultati.

Secondo ZWEIFACH e coll. [31] si ha un netto parallelismo fra intensita
di deposizione del formazano (TTCH,) nei tessuti in condizioni anaerobie e
la respirazione calcolata come consumo di O, con il metodo classico di
WARBURG.

Rosenrerp [32] ha trovato che nei surreni perfusi con vari substrati
capaci di aumentare il consumo di O,, anche la formazione di formazano
era aumentata mentre gli inibitori che agiscono sopprimendo le attivitd me.
taboliche delle cellule, fanno diminuire anche la riduzione dei sali di tetra-
zolio, Inoltre solo le cellule vitali sono capaci di ridurre i1 TTC; c¢id & in
accordo anche con le esperienze condotte dalla scuola di Antoror [33].

Recentemente Hosxing e coll. [34], lavorando col tumore-ascite, hanno
trovato che la capacitd di ridurre il TTC ¢ un buon indice della vitality delle
sospensioni tumorali,

SmrtH [z9] ha usato il TTC per determinare la germinabilith dei semi.

Melodo di determinazione delle veduttasi endogene

Si preleva un frammento di tumore; nel tempo massimo di I5 minuti si
separanc le zone apparentemente necrotiche ed il grasso; si fanno delle sezioni
a mano libera dello spessore di 1-2 mm. Si pongono le sezioni in tubicini da
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saggio mei quali ¢ stata preventivamente posta la miscela di reazione cosi

composta :

tampone fosfato M/15 pH 7,2: 1 cc;

clorure di 2,3,5 trifeniltetrazelio 1% in tampone fosfato M/x5 pH 7.2 1 cc;
H,0 distillata: 1 cc.

Si pone in termostato a 37° per un’ora esatta dopo di che si lavano le
sezioni con acqua distillata. pitt volte e per estrarre il formazano rosso depo-
sitato nelle cellule si aggiungone 2,5 cc di alcool etilice a g4°. Si ripara dalla
luce per impedire che avvenga una cis-trans-isomerizzazione del formazano
con passaggio dal colore rosso al giallo [5]. Di solito dopo sei ore il formazano
¢ completamente estratte, Si esegue la lettura allo spettrofotometro di Brex-
MAN @ 485 my, riportando i valori ad una curva di taratura.

Dividendo per il peso secco delle fettine i valori in 4 del formazano
estratto, si hanno i 4/mg di peso secco di tumore. Poiche si possono avere
delle oscitlazioni nelle determinazioni piuttoste forti (fino al 20-25%) le
prove vamno eseguite almeno in triplo e per i tumori istologicamente poco
omogenei anche in sestuplo.

Nei grafici 1-2-3 per ogni punte delle curve vengono riportati gli scarti
quadratici medi.

Sono stati studiati tre tumori della mammella dello stesso tipo istologico
{carcinomi a cordoni solidi) in donne sottoposte a surrenalectomia bilaterale
eseguita in due tempi successivi ¢ in un caso associata a ovariectomnia totale,
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Caso N. I

V. E., anni 52. Tumore della mammella Sn. ulcerato con metastasi linfo-
ghiandolari regionali.

ovariectomia ‘
surrenalectormia 1° surrenalectomia 2°
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GRAFICO N, I.

Variazioni cliniche locali ed istologiche

Prima della ovariectornia e surrenalectomia 1:
Condizioni locali: voluminosa vegetazione neoplastica in sede mam-
maria S,
Reperto istologico: numerosissimi ammassi di celiule neoplastiche in
abbondante tessuto connettivo fibroblastico ricco in cellule piccole

con nucleo tondeggiante; varie cellule neoplastiche isolate. Elementi
neoplastici molto ben conservati.
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Dopo 17 gg. dall'intervento:
Condizioni locali: notevole riduzione in volume (circa 50%) delia
vegetazione neoplastica.
Reperto istologico: invariato.

Dopo 24 gg. dall’intervento:
Condizioni locali invariate,

Reperto istologico invariato.

Dopo 32 gg. dal I intervento e prima della surrenalectomia 11;
Condizioni locali invariate,
Reperto istologico invariato.

Dopo 6 gg. dal II intervento e 38 gg. dal I intervento:
Condizioni locali: notevole ulteriore riduzione della vegetazione neo-
plastica.
Reperto istologico invariato.

Dopo 13 glomi dal 1T intervento ¢ 45 gg. dal I intervento:
Condizioni locali: lieve ulteriore riduzione.

Reperto istelogico invariato,

Dopo 86 gg.:
Condizioni locali: la massa neoplastica che precedentemente si era
notevolmente ridotta, dopo un periodo di stasi di circa x5 gg., si
mostra nuovamente aumentata di volume. Si osserva inoltre la com-
parsa di noduli neoplastici cutane: al livello della regione mammaria

sede del tumore primitivo.
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CASO N. 2

C. M., anni 57. Recidiva locale da pregresso tumore della mammella Sn.
con metastasi alla mammella controlaterale e ai linfonodi sopraclaveari di
Dx. e Sn,

surrenalectomio 1°  surrenalectomia 2°
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GRAFICO N. 2.

Variazioni cliniche locali ed istologiche:

Prima della surrenalectomia I:
Condizioni locali: ulcerazione neoplastica cm. 5x5 in sede para-
sternale Sn. Tumefazione ulcerata della mammella Dx.
Reperto istologico: vari zaifi ¢ nidi di cellule neoplastiche e cellule
neoplastiche sparse in tessuto connettivo fibroblastico con infiltrati
flogistici. Cellule neoplastiche per lo pit alterate.
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Dopo 6 gg. dal T intervento:
Condizioni locali invariate.
Reperto istologico: rari nidi di cellule neoplastiche in tessnto di gra-
nulazione povero di vasi e con zone di necrosi amorfa, Cellule neo-
plastiche ben riconoscibili.

Dopo 12 gg. dal I intervento:
Condizioni locali: la ulcerazione parasternale mostra zone di necrosi.
Reperto istologico; rari nidi di cellule neoplastiche in abbondante
tessuto di granulazione. Cellute ncoplastiche ben ricenoscibili.

Dopo 6 gg. dalla Surzenalectomia II ¢ 27 gg. dal 1 intervento:
Condizioni locali: la ulcerazione parasternale si presenta detersa allo
stesso modo che la ulcerazione delia mammella Dx,

Esame istologico non eseguitc.

Dopo 33 gg. dalla surrenalectomia II e 54 gg. dal 1 intervento:
Condizioni locali; lievemente miglicrate.
Reperto istologico: vari nidi ed ampi ammassi di cellule neoplastiche,
nonche cellule neaplastiche sparse in tessuto di granulazione in alcuni
punti ricco di plasmacellule. Rare formazioni tubolari neoplastiche.
Cellule neoplastiche ben conservate.,
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Caso N. 3

D. M., anni 63. Recidiva locale da pregresso tumore della mamunella Sn.
con 1netastasi linfoghiandolari ascellari ¢ sopraclaveari Sn. Tumore contro-
laterale della mammella Dx.
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GRAFICO N. 3.

Variazioni cliniche locali ed istologiche:

Dopo 2 gg dalla surrenalectomia 1:
Condizioni locali: vegetazione neoplastica disseminata lungo tutti i
margini della cicatrice della mastectomia Sn. Alla mammella Dx.
tumefazione neoplastica ulcerata,
Reperto istologico: varl nidi di cellule neoplastiche in abbondante
tessuto connettivo tendente alla ialinizzazione e con infiltrati parvi-
cellulari linfocitari, Cellule neoplastiche ben conservate.

Dopo 6 gg. dalla swrrenalectomia II e 30 gg. dalla surrenalectomia I:
Condizioni locali: lieve aumento in numero ¢ volume delle vegeta-
zioni neoplastiche di Sn, Mammella Dx.; condizioni invariate.
Reperto istologico: esame non eseguito.
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Dapo 6o gg. dalla surrenalectomia 11 e oo gg. dalla surrenalectomia I:
Condizioni locali: a Dx. e a Sn. invariate,
Reperte istologico: numerosi nidi di cellude neoplastiche ben con-
servate in abbondante tessute di granulazione relativamente riccu
i vasi.

DISCUSSIONE

Dall’esame dei risultati appare chiaro innanzitutto come ogni tumocre,
anche se dello stesso tipo istologico, possa venire influenzato in modo diverso
dalla surrenalectomia, cosi come si verifica per la terapia ormonale di ap-
porto {1). Tale diverso comportamento riguarda sia le modificazioni clinicho,
cosa del resto gid pit che nota, sia le modificazioni delle reduttasi del tessuto
neopiastico, Nei nostri tre casi infatti & stato osservato, pur trattandosi di tre
carcinomi a cordoni solidi, una differente risposta sia clinica che biochimica.

[ casi nn. 1 e 2 hanno risposto clinicamente alla surrenalectomia con una
notevole riduzione delie vegetazioni neoplastiche, mentre il caso n. 3 non ¢
stato affatto influenzato,

Anche per gquante rignarda 'andamento delle reduttasi si & notato un
comportamento analogo nei casi n. I e n. 2 e un comportamento diverso nel
caso n. 3.

Per gquanto riguarda poi le modificazioni del quadro istologico ogni caso
& diverso dallaltro.

Analizzando ulteriorinente I nostri casi, si ¢ notato in tutti un buon pa-
rallelisme fra le modificazioni cliniche ¢ quelle biochimiche goprattutto depo
fa IT surrenalectomia,

Infalti, nel primo e nel secondo caso, alla riduzione della massa neopla-
stica & corrisposta una riduzione, del contenuto in reduttasi, cosi come nel
terzo caso alla nessuna modificazione del quadro clinico locale & corrisposta
una costanza del dato biochimico.

Inoltre, nei periodi durante i quali il tuwmore non subiva modificazione
alcuna dal punto di vista clinico, periodi che sono stati da nol osservati nel
primo caso dopo la prima e la seconda surrenalectomia, anche le reduttasi
restavano costanti.

Va sottolineato il fatto che nei due casi che hanno henciicate defla sur-
renalectomia, dopo il primo intervento, a distanza di tempo variabile, si ha
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una netta risalita del valore reduttasico: il che farebbe supporre una tendenza
del tumore a riprendere la sua attivitd proliferativa,

A confermare questa supposizione sta il fatto che il caso n. 7, seguitc pil
a lungo nel tempo, presenta anche dopo la II surrenalectomia una risalita
della funzione reduttasica con un andamento della curva analogo a quello
osservato dopo il primo intervento ¢ in parallelo con una ripresa proliferativa
della lesione neoplastica.

Dato il parallelisme trovato fra i dati clinico-locali e quelli biochimici,
crediamo che le variazioni biochimiche possano assumere una maggiore im-
portanza sia per aiutarci a capire il meccanismo d’azione delia surrenalecto-
mia, sia forse per consigliare in quali casi & opportuno eseguire il secondo
tempo della surrenalectomia e in quali no.

Certamente queste nostre osservazioni necessitano di ulteriore piti ampio
controllo per essere o meno confermate,

Soprattutto crediamo che si debbano studiare anche altre funzioni nel
corso del trattamento ormonale in modo da avere nn quadro il pitt possibile
completo di come si modifica il metabolismo del tumore. Cid allo scopo di
poter seguire ¢ meglio orientare la cura.
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