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Vettori d’idrogeno
e mitosi normale e neoplastica

Le nostre ricerche hanno avuto inizio alcuni anni or sono con un ten-
tativo di chiarire, in sede sperimentale e con finalita eminentemente
pratiche, ’azione dei gruppi sulfidrilici (SH) sulla mitosi.

Questi gruppi, biologicamente molto attivi, avevano, a piu riprese,
attirata I’attenzione degli studiosi per quei problemi, come quello
delle neoplasie, che con la mitosi avevano stretti rapporti d’interdi-
pendenza.

Wood e Fieser, in seguito alle loro ricerche, erano giunti alla enun-
ciazione di una teoria biochimica sulla carcinogenesi sperimentale
da idrocarburi, teoria secondo la quale I’insorgenza delle neoplasie
aveva come base fondamentale un’alterazione del metabolismo del-
lo zolfo. L’idrocarburo carcinogenetico venendo a contatto con le
proteine ne rompeva un legame disolfuro—S—S— si fissava su un
gruppo sulfidrilico (SH) e lasciava libero I’altro:

S—S +3,4benzopirene SH S—benzopirene

proteine proteine

Questi gruppi sulfidrilici liberi riversavano la loro attivita sul meta-
bolismo glucidico e stimolavano la crescita e la mitosi cellulare ano-
mala. Rapkine aveva pure studiato il problema della carcinogenesi da
idrocarburi ed era giunto alla conclusione che i gruppi SH giocavano
effettivamente un ruolo preponderante nei processi di mitosi. Se-
condo la sua opinione il bromobenzene ritardava 1’azione canceri-
gena degli idrocarburi proprio perche bloccava i gruppi sulfidrilici.
Beremblum confermava questi asserti dimostrando che la pelle dei
mammiferi adulti non reagiva pit agli idrocarburi carcinogenetici se
in precedenza era stata trattata con iprite. Si sa infatti che

questo composto agisce precisamente bloccando i gruppi SH.

1

Vettori d'idrogeno



2

Crabtree riconosceva I’effetto anticancerogeno di differenti sostanze
caratterizzate dalla presenza di un atomo di alogeno labile o stabile
come il bromobenzene. Acidi diversi non saturi (come I’acido mali-
o), aldeidi e cosi pure certi idrocarburi ciclici come il benzene, ’an-
tracene ed il fenantrene si mostrano come degli anticancerogeni atti-
vi. Tutte queste so-stanze reagiscono facilmente con i gruppi SH e ne
inattivano iradicali. Per quanto riguarda il meccanismo dell’azione
anticancerogena, nel momento dell’applicazione simultanea o suc-
cessiva di queste sostanze, si tratterebbe, anche secondo Crabtree,
della saturazione dei gruppi SH nei tessuti i quali non potrebbero pit
intervenire nella fissazione degli idrocarburi policiclici cancerogeni.
Infatti I’effetto di questi anticancerogeni poteva venire soppresso se
si somministravano contemporaneamente al dimercaptopropanolo.
Questa sostanza e in grado di fissare gli anticancerogeni grazie ai suoi
gruppi SH, mentre i gruppi similari dei tessuti restano liberi per una
reazione con gli idrocarburi carcinogenetici.

AncoraJ. Brachet, pure se soltanto come orientamento di ricerca,
ritornava sui gruppi sulfidrilici. Scriveva infatti: «<une des plus fruc-
tueuses taches de I’avenir sera de préciser la nature des relations en-
tre les agents cancérigens, les granules nucléoprotéiques, les groups
SH e la mitose».

Di fronte a queste ricerche dai risultati apparentemente cosi bene
individuati circa ’importanza quasi esclusiva e determinante dei
gruppi SH nella carcinogenesi sperimentale, abbiamo creduto op-
portuno occuparcidel problema da un altro punto di vista, studiando
cioe I’azione diretta di questi gruppi (senza idrocarburi intermediari)
su tessuti ed organi nell’intento di giungere alla conferma di quanto
era gia stato fatto in precedenza ed all’eventuale possibile impiego di
sostanze a carattere inibente sullo sviluppo cellulare abnorme spon-
taneo o provocato.

Come animali di laboratorio abbiamo scelto i conigli perche pitt ma-
neggevoli, resistenti e di facile controllo nelle loro manifestazioni,
come sostanza fornitrice di gruppi SH un aminoacido solforato: la ci-
steina sotto forma di cloridrato. La soluzione di cloridrato di cisteina
era tamponata con glicerofosfato di sodio sino a pH neutro. La dose
quotidiana per coniglio era di 90 mg.

[ conigli in numero di 40 e del peso singolo di circa 2 Kg. vennero
divisi in 4 gruppi di 10 ciascuno. L’alimentazione fu lasciata libera.

Il cloridrato di cisteina fu somministrato per 180 giorni consecutivi
seguendo le norme che descriviamo:
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1° gruppo: somministrazione sottocutanea quotidiana utilizzando
costantemente la parte superiore della coscia sinistra.

2° gruppo: somministrazione orale quotidiana in unica dose.

3° gruppo: somministrazione endovenosa quotidiana per i primi 10
giorni; somministrazione endoperitoneale, in seguito, per impossi-
bilita di utilizzare la via endovenosa.

4° gruppo: controllo.

Durante il periodo di trattamento non si notarono variazioni degne di
nota nell’aspetto e nell’atteggiamento dei conigli.

Al termine del periodo sperimentale e cioé allo scadere dei 180 gior-
ni, gli animali vennero sacrificati ed accuratamente esaminati. Nel
confronto dei controlli v’era un modico aumento di peso. La cute si
presentava in condizioni perfettamente normali. La coscia, sede delle
iniezioni, appariva (nei tessuti sottocutanei) con modesti e localizzati
segni di reazioni infiammatorie. Gli organi interni erano di volume,
aspetto e consistenza normali, solo I’utero delle coniglie faceva ec-
cezione: il suo volume era costantemente aumentato e I’aumento era
pit cospicuo negli animali trattati per via endovenosa-endoperito-
neale che in quelli a somministrazione orale o sottocutanea.

Nessun organo o tessuto presentava neoproduzioni di tipo tumorale.
La sperimentazione fu ripetuta osservando le stesse regole ma ri-
ducendo il trattamento a soli 45 giorni. I risultati non cambiarono:
’aumento di volume uterino era gia presente e facilmente rilevabile.

UTERI ESAMINATI ISTOLOGICAMENTE

Gli uteri, studiati dal punto di vista istologico, mostravano che I’au-
mento di volume era dovuto a processi di carattere iperplastico e

fi non ipertrofico. Gli elementi costitutivi dell’organo, sia epiteliali,
connettivali o muscolari non si presentavano infatti aumentati di
volume ma di numero e conservavano caratteristiche perfettamente
normali.

La descrizione istomorfologica particolareggiata dei tessuti uterini
dopo trattamento illustra a sufficienza i risultati.

Sezioni trasversali di corni uterini. — Le sezioni trasversali presen—
tano, rispetto alla norma, una parete piu spessa costituita da fasci di
fibre muscolari e connettivali i cui elementi presentano caratteristi-
che morfologiche normali. I lumi sono limitati da una mucosa iper-
plastica che si dispone a configurare formazioni sirnilghiandolari di
dimensioni variabili. Frequenti le figure mitotiche.
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Sulla base delle osservazioni anatomiche e sui dati istologici ci parve
di potere affermare che i gruppi SH erano sicuramente in grado di
esercitare un’azione stimolante sulla mitosi normale.

Da un punto di vista biologico i gruppi sulfidrilici sono dei traspor-
tatori d’idrogeno e come tali rivestono una notevole importanza nei
processi di respirazione per la loro capacita di captare ossigeno o ce-
dere idrogeno a livello tissutale o cellulare.

Se, com’era presumibile, la stimolazione alla mitosi era dovuta
all’influenza di questi gruppi sui processi respiratori, non si poteva
tralasciare dal prendere in considerazione altre sostanze, similari per
azione, nella speranza di giungere alla ripetizione dei risultati speri-
mentali ottenuti in precedenza.

La scelta cadde sull’acido lactoflavinfosforico, sia perche appar-
tenente ai «vettori d’idrogeno», sia per la sua ben nota importanza
come fattore di crescita.

Le condizioni di sperimentazione furono le seguenti:

— un lotto di 10 coniglie del peso di circa 2 Kg. fu tenuto come con-
trollo;

— un lotto di 10 coniglie del peso di circa 2 Kg. venne sottoposto, per
45 giorni, ad iniezioni endove—-nose ed endoperitoneali quotidiane di
acido lacto-flavinfosforico (per i primi 10 giorni fu usata la via en-
dovenosa, per i rimanenti 35 giorni la via endoperitoneale). La dose
quotidiana di acido lactoflavinfosforico (in soluzione acquosa) era di
6 mg.

Dopo 45 giorni gli animali vennero sacrificati e gli uteri accuratamen-
te studiati. Rispetto ai controlli era evidente e costante I’aumento di
volume. Dal punto di vista istologico, le sezioni trasversali mostra-
vano, nei confronti della norma, una parete fibromuscolare di spes-
sore ancora pit cospicuo di quella dei conigli trattati con cloridrato di
cisteina. Il connettivo era caratterizzato dalla presenza di elementi
giovani spesso in mitosi. L’iperplasia connettivale determinava un
disegno spiccatamente arboriforme delle pliche della mucosa il cui
rivestimento di superficie era rappresentato da cellule disposte su
unica fila, frequentemente in mitosi.

A nostro avviso i risultati erano tali da giustificare ed incoraggiare
altre ricerche per chiarire ulteriormente i rapporti tra i «vettori d’i-
drogeno» e la mitosi.

Furono scelte 50 coniglie del peso di circa 2 Kg. e divise in 5 lotti di 10
ciascuno.

1°lotto: 10 coniglie di controllo.
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2°lotto: 10 coniglie iniettate con sostanza tampone (glicerofosfato di
sodio-iniezione quotidiana).

3°lotto: 10 coniglie iniettate con cloridrato di cisteina (iniezione quo-
tidiana).

4°lotto: 10 coniglie iniettate con acido lactoflavinfosforico (iniezione
quotidiana).

5°lotto: 10 coniglie iniettate con acido lactoflavinfosforico e cloridra-
to di cisteina abbinati (iniezione quotidiana).

Nell’impiego abbinato delle due sostanze il dosaggio singolo era
mantenuto invariato (90 mg. di cisteina cloridrato e 6 mg. di acido
lactoflavinfosforico).

A tutti glianimali in esperimento, salvo ai controlli, la somministra-
zione fu fatta per via endovenosa i primi 10 giorni, per via endoperi-
toneale gli altri successivi 35. Dopo 45 giorni di trattamento gli ani-
mali vennero, come d’abitudine, sacrificati e ’utero studiato da un
punto di vista volumetrico ed istologico.

L’utero delle coniglie trattate con glicerofosfato di sodio non presen-
tava variazioni dalla norma ne per aspetto, ne per volume.

L’utero delle coniglie trattate con cloridrato di cisteina presentava un
volume pressoché raddoppiato e con un volume doppio del normale
si presentava pure ’utero delle coniglie trattate con acido lactofla-
vinfosforico.
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Fig.la, b, ¢, d. — Reperti anatomici di uteri di coniglie trattate rispettivamente con gli-
cerofosfato di sodio, cloridrato di cisteina, acido lactoflavinfosforico e con I’'abbinamento
di cloridrato di cisteina ed acido lactoflavinfosforico. Mentre il glicerofosfato (a) non ha
determinato alcuna modificazione apprezzabile, in b) ¢) e d) e osservabile un progressivo,
notevole aumento delle dimensioni ed in parte della vascolarizzazione, sia della matrice,
sia dei corni uterini.

6

Folicardo Grandi



[ &'
ald .

Fig. 2. — Sezione istologica di corno uterino appartenente a coniglia trattata per 45 giorni
con somministrazione endovenosa ed endoperitoneale di glicerofosfato di sodio. Il quadro
e sovrapponibile a quello che si puo osservare in coniglie normali non sottoposte ad alcun
trattamento.

Di piu significativa evidenza era ’aspetto dell’utero delle coniglie
trattate con ’abbinamento delle due sostanze: il volume era quintu-
plicato tanto da far pensare non ad un’azione additiva ma sinergica
(fig.1a,b, c,d).

Dal punto di vista istomorfologico I’utero delle coniglie trattate con
glicerofosfato di sodio non presentava variazioni dalla norma (fig.
2), Putero trattato con cloridrato di cisteina (fig. 3) e quello trattato
con acido lactoflavinfosforico (fig. 4) ripetevano i quadri istologici gia
chiariti in precedenza. L’utero delle coniglie trattate con ’abbina-
mento delle due sostanze (fig. 5 e 6) aveva I’aspetto che descriviamo:
le sezioni trasversali presentavano, rispetto alla norma, una pare-
te fibro-muscolare notevolmente aumentata di spessore e tale au-
mento era considerevole anche nei confronti della parete degli uteri
trattati singolarmente con cloridrato di cisteina oppure con acido
lactoflavinfosforico. Lo stroma aveva una particolare caratteristica
rappresentata da una ricchezza veramente notevole di vasi capillari
sanguigni. La mucosa delle pliche, essa pure assai iperplastica si da
determinare la formazione di numerosissime figure similghiandolari
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Fig. 3. — Repertiistologici relativi a corni uterini di coniglie alle quali e stato somministrato
per 45 giorni, per via endovenosa ed endoperitoneale, cloridrato di cisteina. E osservabile,
rispetto alla fig. 2, una discreta iperplasia delle componenti fibromuscolare ed epiteliale a).
Inb), apil forte ingrandimento, e meglio documentata I’iperplasia epiteliale in quanto sono
evidenti sia I’atteggiamento similghiandolare assunto dal rivestimento di superficie della
mucosa, sia alcune figure mitotiche.

e didisegni arboriformi, era rivestita da un epitelio cilindrico dispo-
sto su una, ma talvolta anche su due file di cellule che presentavano
caratteristiche morfologiche perfettamente normali.

Le figure in mitosi erano frequenti.

[ risultati del primo periodo di sperimentazione di laboratorio ave-
vano portato a considerazioni e deduzioni che riassumiamo breve-
mente:

1) In accordo con I’opinione di diversi Autori, potevano confermare
che i pruppi sulfidrilici erano dotati di una notevole azione stimolan-
te la mitosi normale.

2) Potevamo aggiungere che I’azione stimolante la mitosi norma-
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Fig. 4, — Microfotografie di sezioni trasversali di corni uterini appartenenti a coniglie trat-
tate per 45 giorni con acido lactoilavinfosforico somministrato per via endovenosa ed en-
doperitoneali. E evidente sia a piccolo (a),che a maggior ingrandimento (b) una discreta
iperplasia sia connettivale che epiteliale che fa assumere alle pliche mucose un atteggia-
mento pseudoadenomatoso.

le era condivisa da altre sostanze, come I’acido lactoflavinfosforico,
che, nell’organismo vivente, partecipavano a processi vitali sotto
forma di «trasportatori d’idrogeno» esplicando cioe, come i gruppi
SH, una funzione ossidoriduttrice.

Chiarita I’azione dei «vettori d’idrogeno» in relazione alla mitosi cel-
lulare normale, abbiamo creduto opportuno indagare sui rapporti che
potevano intercorrere tra queste sostanze e I’evoluzione di neopla-
sie provocate. Tenendo conto infatti dell’importanza della citodieresi
normale ai fini conservativi, di riparazione e di difesa non si poteva
non pensare ch’essa giocasse un ruolo di rilievo nei processi neopro-
duttivi soprattutto come complesso di energie frenanti.

9
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Fig. 5. — In a) ed in b) a diversi ingrandimenti, sezioni istologiche di corni uterini relative
a coniglie trattate per 45 giorni con acido lactoflavinfosforico e cloridrato di cisteina abbi-
nati. E chiaramente evidente I’iperplasia fibromuscolare e mucosa associata anche ad uno
spiccato aumento della vascolarizzazione capillare.

Secondo Briggs e Berril la disarmonia di crescita di alcune neoforma-
zioni non deriva tanto da una proliferazione abnormemente alta del-
le zone tumorali, bensi da una depressione dell’attivita proliferativa
delle rimanenti zone. Nell’attenuazione della proliferazione normale
troverebbe motivo di evidenziarsi la proliferazione abnorme.

Rous e Rogers hanno osservato che una proliferazione rigenerativa
costante in zone ripetutamente catramate inibisce notevolmente la
formazione tumorale ed inibisce pressoche totalmente la degenera-
zione maligna.

Come animali da esperimento abbiamo scelto il topo con tumore di
Ehrlich (liquido e solido) ed il ratto con tumore di Yoshida (liquido e
solido). Questi due ceppi di tumore, nella loro varieta solida e liqui-
da, si presentavano ottimamente per uno studio come quello da noi
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Fig. 6. — Ina) ed in b) sezioni istologiche di corni uterini di coniglie appartenenti allo stesso
lotto della fig. 5. In questi quadri e ancora pilt evidente I’iperplasia fibromuscolare, mucosa
e capillare.

intrapreso specialmente per la rapidita di evoluzione e quindi per la
possibilita di controlli ravvicinati ed ancora per alcune considerazioni
sul controverso problema del ricambio respiratorio in rapporto con lo
sviluppo della cellula neoplastica. Noi fornivamo infatti, come abbia-
mo gia riferito, agli animali da esperimento dei «vettori d’idrogeno»,
gruppi biologici d’importanza preponderante sul ricambio respira-
torio, ed era quindi interessante osservare quali variazioni si verifi-
cavano nel quadro tumorale in seguito alla loro somministrazione.
Condizioni di sperimentazione per tumore di Ehrlich liquido.

— Topi complessivamente impiegati 150 cosi suddivisi:

a) 50 topi di controllo.

b) 50 topi innestati dopo 15 giorni di trattamento con «vettori d’idro-
geno.

1"
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) 50 topi trattati con «vettori d’idrogeno» dall’ottavo giorno dopo
’innesto cioé in pieno rigoglio di sviluppo del tumore.

Condizioni di sperimentazione per tumore di Ehrlich solido.

— Topi complessivamente impiegatin. 150 cosi suddivisi:

a) 50 topi di controllo.

b) 50 topi innestati dopo 15 giorni di trattamento con «vettori d’idro-
genon.

€) 50 topi trattati con «vettori d’idrogeno» dopo 30 giorni dall’inne-
sto.

Condizioni di sperimentazione per tumore di Yoshida liquido.

— Ratti complessivamente impiegati n. 150 cosi suddivisi:

a) 50 ratti di controllo.

b) 50 ratti innestati dopo 15 giorni di trattamento con «vettori d’i-
drogeno».

) 50 ratti trattati con «vettori d’idrogeno» dal 12° giorno dopo I’inne-
sto cioe con tumore in pieno sviluppo.

Condizioni di sperimentazione per tumore di Yoshida solido.

— Ratti complessivamente impiegati n. 150 cosi suddivisi:

a) 50 ratti di controllo.

b) 50 ratti innestati dopo 15 giorni di trattamento con «vettori d’i-
drogenon.

) 50 ratti trattati con «vettori d’idrogeno» dopo 30 giorni dall’inne-
sto.

Per le forme liquide di Ehrlich e di Yoshida e stata adottata la sommi-
nistrazione endoperitoneale, per le forme solide dei due tumori le vie
sottocutanea ed endoperitoneale.

La soluzione acquosa impiegata, a pH neutro, era composta da clori-
drato di cisteina ed acido lactoflavinfosforico in rapporto 15/1 e tam-
ponata con glicerofosfato di sodio. La dose somministrata ai topi era
di 6 mg. di cisteina cloridrato e di mg. 0,4 di acido lactoflavinfosfori-
co; ladose somministrata ai ratti era di 60 mg. di cisteina cloridrato e
di 4 mg. di acido lactoflavinfosforico. La somministrazione era ripe-
tuta giornalmente in dose unica nella forma ascitica, in dose frazio-
nata (meta endoperitoneale e meta sottocutanea) nelle forme solide.

12
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RISULTATI E CONSIDERAZIONI

Ehrlich liquido

— Nei topi trattati ,con «vettori d’idrogeno» per 15 giorni prima
dell’inoculazione e durante I’evoluzione, I’attecchimento del tumore
si manifesta nel 50 % dei casi e lo sviluppo e relativamente lento tan-
to che al 30° giorno la percentuale dei topi viventi € ancora del 45 %.
Nei topi trattati dall’ottavo giorno dopo I’inoculazione la reazione ai
«vettori d’idrogeno» € notevole e si evidenzia con una sopravvivenza
che al 30° giorno € ancora del 25 %.

TABELLA 1 — Indice di attecchimento del tumore di Ehrlich liquido nel topo
non trattato e dopo trattamento per 15 giorni con «vettori d’idrogeno».

Ceppo Swiss/albino Percentuale di attecchimento della forma ascitica
Non trattato Dopo trattamento
95 % 50%
TABELLA 2 — Indice di sopravvivenza nei topi portatori di tumore di Ehr-
lich liquido al 30° giorno dall’inoculazione: 1° senza trattamento, 2° con
trattamento di «vettori d’idrogeno» per 15 gg. prima dell’inoculazione e du-

rante I’evoluzione, 3° con trattamento di «vettori d’idrogeno» dall’ottavo
giorno dall’inoculazione.

Ceppo Indice di sopravvivenza
Swiss/albino della forma ascitica
Non trattati Dopo trattamento Dopo trattamento
dall’ottavo giorno per 15 giorni prima
dall’inoculazione dell’innesto e durante
’evoluz.

0 % 45 % 25:%0
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Ehrlich solido

— L’attecchimento dell’innesto della forma solida di Ehrlich, dopo
trattamento per 15 giorni con «vettori d’idrogeno», € ancora ridotto
nei confrontidella forma ascitica, infatti raggiunge appena il 25 %. Lo
sviluppo del tumore in questi casi assume caratteristiche particolari
che possono venire riassunte come segue:

— 1°mese: sviluppo graduale ma lento.

— 2°mese: stabilizzazione del tumore sotto forma di arresto dello
sviluppo.

— 3°mese: tendenza all’espulsione della massa tumorale che in al-
cuni casi siulcera e si esaurisce in cicatrice.

Nella forma solida del tumore di Ehrlich trattata con «vettori d’idro-
geno» dal 30” giorno dopo I’inoculazione, ’arresto dello sviluppo si
rende, in generale, evidente tra la quarta e la quinta settimana dall’i-
nizio del trattamento e la tendenza all’espulsione tra la fine del 2°
mese e ’inizio del 3°.

Yoshida liquido

— Il comportamento dei ratti, trattati con «vettori d’idrogeno» prima
e dopo ’innesto di Yoshida liquido, segue molto da vicino il com-
portamento dei topi inoculati con Ehrlich liquido. Infatti le forme
in trattamento da 15 giorni prima dell’inoculazione danno una per-
centuale di attecchimento del 50 % ed una sopravvivenza che al 300
giorno e ancora del 60 %. Le forme con inizio di trattamento dal 13°
giorno dopo I’inoculazione danno una percentuale di sopravvivenza
che al 30°giorno € ancora del 47 %.

Yoshida solido

— L’attecchimento dell’inoculazione di Yoshida solido nel ratto,
dopo trattamento per 15 giorni con «vettori d’idrogeno», abitualmen-
te non si realizza. Va tenuto presente pero che I’indice di attecchi-
mento della forma solida e molto basso anche in condizioni normali
e che aumenta solo quando il tumore sia stato opportunamente
adattato.

14
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TABELLA 3
Indice di attecchimento della forma ascitica del tumore di Yoshida nel ratto
non trattato e dopo trattamento per 15 giorni con «vettori d’idrogeno»

Ceppo Indice di attecchimento della forma ascitica
Wistar/albino
Non trattati Dopo trattamento
100 % 50 %
TABELLA 4

Indice di sopravvivenza nei ratti portatori della varieta ascitica del tumo-
re di Yoshida a 30 giorni dall’inoculazione: 1° ratti non trattati, 2° trattati
con «vettori d’idrogeno» per 15 giorni prima dell’inoculazione e durante la
evoluzione, 3° trattati con «vettori d’idrogeno» dal 13° giorno dopo ’inocu-
lazione.

Ceppo Indice di sopravvivenza nella forma ascitica

Wistar/albino

Non trattati Dopo trattamento Dopo trattamento
per 15 giorni prima dal 13° giorno
dell’inoculaz. dopo I’inoculaz.
e durante I’evoluzione.

0% 60% 47 %

o

Nella forma di Yoshida solido trattata con «vettori d’idrogeno» dal 31
giorno dall’inoculazione, la stabilizzazione del tumore si ottiene, in
generale, tra la quarta e la quinta settimana di trattamento ed i fe-
nomeni regressivi sono gia bene evidenti alla fine del secondo mese.
Nel complesso si puo quindi dire che la sensibilita di questi due ceppi
di tumore ai «vettori di idrogeno» € notevole e si manifesta con una
diminuzione della percentuale di attecchimento, con un aumen-
to dell’indice di sopravvivenza, con una riduzione della rapidita di
evoluzione e con fenomeni regressivi che possono giungere sino alla
scomparsa della neoplasia.

La documentazione citologica fornisce dei dati, a nostro avviso, di
notevole rilievo ed in grado di confermare quanto proviene dall’os-
servazione diretta degli animali da esperimento. Infatti in seguito
all’introduzione di «vettori d’idrogeno» (in cavita peritoneale e sot-

tocutanea) gli elementi neoplastici vanno incontro ad un processo
15
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Fig. 7. — Quadri citologici ottenuti con liquido ascitico di topi cui era stato innestato tumore
di Ehrlich liquido. In a) reperto prima del trattamento ed in b) dopo somministrazione di
«ettori d’idrogeno. E evidente in a) la ricchezza della popolazione cellulare prevalente-
mente rappresentata da elementi neoplastici. In b) sono invece osservabili alcuni leucociti
ed una sola cellula neoplastica in preda a fenomeni litici.

di rarefazione della mitosi, gia bene evidente dopo le prime intro-
duzioni e che siaccentua con il progredire della somministrazione
(fig. 7e8).

In molti casiireperti rivelano la scomparsa di tutti o quasi gli ele-
menti neoplastici sia per la forma di Ehrlich che per la forma di Yo-
shida mentre sono pressoche costantemente presenti gli elementi
figurati del sangue il che dovrebbe confermare che I’azione inibente
sulla mitosi e un processo strettamente legato alle cellule a metabo-
lismo deviato e non agli elementi normali.

Pur su animali diversi ed in diverse condizioni di sperimentazione
(coniglie normali, topiEhrlich, rattiYoshida) e stato possibile mettere
in evidenza che ai «vettori d’idrogeno» studiati e legata una duplice
funzione: di stimolo sulla mitosi normale e di inibizione sulla mitosi
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Fig. 8. — Reperti citologici ottenuti da liquidi ascitici di ratto cui e stato innestato tumore
di Yoshida liquido. I quadri si riferiscono a prelievi prima (a) e dopo (b) trattamento con
«vettori d’idrogeno». Come per la figura precedente si puo osservare che il trattamento ha
provocato la scomparsa quasi totale degli elementi neoplastici nel liquido ascitico. Alcune
cellule atipiche, tuttora presenti, mostrano chiari segni degenerativi.

neoplastica, funzione che non ha bisogno di essere illustrata nella
sua importanza ma che e ancora di difficile interpretazione nel suo
intimo meccanismo di realizzazione.

L’oncogenesi, nei suoi rapporti con la captazione o la cessione di 0s-
sigeno a livello cellulare, e ancora oggi un problema insoluto, attuale
e largamente controverso. Praticamente fu Warburg per primo ad
iniziare e ad approfondire gli studi in questo campo e ad intravedere
una relazione di interdipendenza tra I’insorgenza delle neoplasie ed
il carente apporto di ossigeno. Basandosi sul concetto informatore
delle sue ricerche diversi autori hanno cercato di seguire la conver-
sione maligna delle cellule in seguito alla diminuzione di afflusso di
ossigeno.

Windisch nel 1947 riportava dei casi di cancerizzazione «in vitro» in
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seguito ad una diminuzione di approvvigionamento in ossigeno alle
culture; qualche anno prima era riuscito a trasformare dei fibro-
blasti in cellule sarcomatose aggiungendo del metilcolantrene alle
culture ed in qualche caso anche senza carcinogeno.

Goldblat e Cameron pubblicarono nel 1953 i risultati di lunghe e
minuziose ricerche nell’intento di giungere ad un chiarimento del
problema. Essi riuscirono a trasformare parecchi tipi di fibroblasti
di cuore di ratto normale in cellule sarcomatose; innestate a degli
altri ratti diedero origine al tumore e questo con I’aiuto di insuffi-
cienza intermittente di ossigeno. Culture della stessa origine ma
con ossigenazione normale non si erano cancerizzate.

Questi lavori, certo di notevole interesse sperimentale, non face-
vano che confermare I’ipotesi di Warburg sul processo di trasfor-
mazione maligna delle cellule. Dai risultati si poteva trarre il con-
vincimento che alcuni tumori spontanei nell’uomo o nell’animale
potessero svilupparsi con lo stesso meccanismo giacche anaerobio-
si temporanee di tessuti od organi, provocate da cause esogene od
endogene, erano certamente possibili ed anche frequenti.
Naturalmente non sono mancati, ne mancano, argomenti contro
’ipotesi di un rapporto diretto tra carenza di ossigeno e trasforma-
zione cellulare maligna. Si obiettava e si puo obiettare, tra I’altro,
che una cancerizzazione «in vitro» senza anaerobiosi e perfetta-
mente possibile con una durata di cultura sufficientemente lunga
e senza particolari accorgimenti. Earle, fautore di questa teoria, ri-
usciva ad ottenere la conversione maligna delle cellule con culture
della durata di circa un anno e mezzo senza ricorrere a modificazioni
artificiose dell’ambiente. Si poteva quindi ammettere che la tra-
sformazione maligna sopravvenisse per il solo fatto che le cellule
proliferavano all’infuori di forze correlative abitualmente presenti
nell’organismo. Heine ha cercato, attraverso la somministrazione
di veleni della respirazione cellulare (cianuro di potassio e solfato di
barberina), di cancerizzare delle culture di tessuti e particolarmente
di fibroblasti di ratto e di topo «in vitro». Tutte le sue sperimenta-
zioni ebbero risultato negativo malgrado la durata molto lunga delle
culture e laripetizione dei saggi per i quali il test era rappresentato
dall’inoculazione di liquido di cultura in animali.

Secondo I’opinione di Graff le cellule neoplastiche sono aerobica-
mente cosi torpide da dovere parassitare I’ospite e ricorrere ad esso
per le sostanze di cui hanno bisogno nel loro ciclo metabolico. Que-
sto loro torpore si manifesta con I’incapacita di metabolizzare sia
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’acetato che il piruvato ed ancora, per le culture «in vitro», la de-
ficienza dei meccanismi ossidativi si evidenzia con una restrizione
della crescita allo stato superficiale, mentre molti tessuti normali
riescono a crescere in tutto il mezzo culturale.

Significativa e ’influenza della carenza di ossigeno sulla sopravvi-
venza e sull’accrescimento delle cellule tumorali «in vivo» come lo
dimostrano le seguenti sperimentazioni:

1) se siintroducono (subito dopo il trapianto) degli animali inoculati
di tumore in un’atmosfera contenente soltanto il 7 % di ossigeno, il
tumore non si sviluppa;

2) se siriportano gli animali nelle condizioni atmosferiche normali
I’accrescimento si inizia immediatamente (Graff),

3) se si prendono in considerazione tumori gia bene sviluppati e si
sottopongono ad un’atmosfera impoverita di ossigeno si osserva
una spiccata inibizione dell’accrescimento ed in qualche caso I’ar-
resto od addirittura I’involuzione del tumore.

Sembrerebbe quindi che la cellula tumorale sia incapace di acclima-
tarsiabasse tensioni di 0ssigeno e possa, in conseguenza di queste,
andare incontro a delle alterazioni passibili di metterla perlomeno
in uno stato di quiescenza (Craigie).

Tra Warburg e gli altri autori che si occuparono del problema
dell’oncogenesi seguendo il suo indirizzo non v’e certamente con-
cordanza nei risultati. Mentre per tutti e valido il presupposto del
«danno irreversibile del meccanismo respiratorio della cellula» non
per tutti e valido I’altro presupposto e cioe «I’aumento compensa-
torio del metabolismo glicolitico». Infatti Leslie, Fulton e Sinclair,
per citarne alcuni, saggiando I’attivita glicolitica di diversi cep-
pi cellulari — tre di carcinomi umani, uno di fegato di embrione
umano di 20 settimane che presentava diverse caratteristiche di
malignita e tre di tessuto embrionale rispettivamente epidermico,
renale e polmonare — hanno rilevato che tutte le cellule maligne o
presumibilmente tali presentavano un tasso di consumo di glucosio
e di produzione di acido lattico assai pit basso di quello delle cellule
normali e di quelle embrionali.

Mentre quindi per Warburg e la sua scuola é la carenza respiratoria
che provoca la glicolisi compensatoria e quindi la genesi tumorale,
per Leslie, Fulton e Sinclair non esiste aumento compensatorio del
metabolismo glicolitico, per altri ancora, come Graff e Craigie, la
carenza di ossigeno € in grado di provocare modificazioni tali da
impedire ’attecchimento e la crescita del tumore.
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Cosi come non e chiaro il meccanismo intimo della carcinogenesi,
altrettanto poco chiaro e il meccanismo d’azione degli elementi e
delle sostanze che la possono influenzare, tanto da permettere, so-
vente, conclusioni in netto contrasto.

[ tessuti tumorali hanno, com’é noto, uno scarso contenuto in cito-
cromo c. In uno studio sul contenuto di questa istoemina in diversi
tessuti umani (organi normali, tumori benigni e tumori maligni),
Greenstein e collaboratori hanno osservato che i tessuti normali
aventi una incidenza relativamente bassa di tumori (tessuto cardia-
co, epatico, cerebrale, renale, muscolare) hanno la concentrazione
pit forte in citocromo c, che i tumori francamente maligni possie-
dono la concentrazione piu bassa mentre i tessuti normali, aventi
un’incidenza relativamente alta di tumori (tessuto polmonare, ga-
strico, vescicale, uterino), cosi come i tumori benigni, hanno una
concentrazione in citocromo c contenuta tra questi due estremi.

In tuttii tessuti studiati la citocromoossidasi si trovava in eccesso
in rapporto alla concentrazione in citocromo c. Questo eccesso era
meno marcato nei tessuti normali pili resistenti alla degenerazione
cancerigena, era pitt marcato nelle neoplasie maligne ed era inter-
medio nei tessuti normali pit sensibili alla cancerizzazione e nei
tumori benigni. Ad una riduzione del citocromo c, tanto pit note-
vole quanto pitt maligna era la neoplasia, faceva riscontro quindi
un aumento corrispondente della citocromoossidasi, presumibile
tentativo di reazione riequilibrante.

Siccome e il sistema citocromo/citocromoossidasi che costituisce il
fattore limitativo nel consumo di ossigeno nei tessuti, si comprende
come la cellula tumorale, povera in catalizzatori di questo sistema
ed incapace di utilizzare normalmente I’ossigeno, abbia un meta-
bolismo deviato come quello glicolitico che libera energia partendo
da substrati glucidici attraverso una sequenza di reazioni di dismu-
tazione (ossidoriduzione) senza assorbimento di ossigeno.

Quando noi introduciamo nell’organismo una sostanza contenente
carbonio ed idrogeno, nella maggior parte dei casi, secondo le pit
moderne concezioni, non e il carbonio introdotto che viene ossidato
bensi I’idrogeno che essa contiene (i processi ossidativi avvengono
in maggioranza non nel sangue ma a livello cellulare).

Questo concetto, che ha un po’ rivoluzionato le vecchie idee sui
processi di ossidazione cellulare, ci indica che la grande sorgente
di energia vitale normale e rappresentata dall’ossidazione dell’i-
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drogeno e che I’idrogeno e I’elemento combustibile fondamentale
dell’organismo vivente.

Allorche noi somministriamo dei «vettori d’idrogeno» e presumibile
che, per intervento delle deidrasi, I’idrogeno liberato dal substrato
giunga a contatto con le cellule e, reagendo con I’ossigeno, produca
energia vitale che potrebbe assumere un semplice carattere additi-
vo e di stimolo per le cellule normali; ma un carattere competitivo
invece per le cellule a metabolismo deviato come ¢ il caso delle cel-
lule tumorali.

In fondo questo processo glicolitico in aerobiosi che e una caratte-
ristica fondamentale della cellula neoplastica potrebbe trovare un
motivo di contrasto nell’ossidazione dell’idrogeno che e processo
caratteristico della cellula normale.

A nostro avviso é in questo meccanismo che dovrebbe trovare la sua
spiegazione I’azione di stimolo sulla mitosi normale e di inibizione
sulla mitosi tumorale provocata dai «vettori d’idrogeno» oggetto del
nostro studio.
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RIASSUNTO

F. Grandi: Vettori d’idrogeno e mitosi normale e neoplastica. - L’Au-
tore, prendendo lo spunto dalle ricerche di Wood e Fieser sulla car-
cinogenesi sperimentale da idrocarburi, ha studiato I’azione di due
«vettorid’idrogeno» in rapporto alla mitosi normale e neoplastica. Lo
studio ha permesso di riconfermare I’enorme importanza biologica
di queste sostanze e di giungere alla seguente conclusione: i «vettori
d’idrogeno» impiegati sono in grado di stimolare la mitosi normale
inibendo contemporaneamente la mitosi neoplastica, presumibil-
mente grazie ad un processo di ossidazione dell’idrogeno a livello
cellulare.

SUMMARY

F. Grandi: Hydrogen vectors and normal and neoplastic mitosis. - On
the basis of studies by Wood and Fieser on experimental carcinoge-
nesis due to hydrocarbons, the action of two hydrogen vectors was
studied in relation to normal and neoplastic mitosis. The study con-
firmed the great biological importance of these substances and the
following conclusion was reached: the hydrogen vectors employed
are capable of stimulating normal mitosis by contemporaneously
inhibiting neoplastic mitosis, presumably tranks to a process of
hydrogen oxidization at cell level.
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