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LA FOSFATASI DEL SIERO NEGLI ITTERI

RICERCHE /N VITRO
SULL'AZIONE DEI SALI BILIARI E DELL’ACIDO ASCORBICO
SULLA FOSFATASI DEL SIERO

Dott. FRANCESCO ARCURI, Assistente

Nel corso di determinazioni della glicerofosfatasi eseguite su nume-
rosi sieri, allo scopo di fissare il valore medio-normale di questa attivitd
fermentativa, ho avuto occasione di notare come a sieri di soggetti affetti
da ittero di varia natura corrispondesse un potere fosfatasico molto ele-

vato. La costanza di questa osservazione e il fatto che Iattivita fermen-
tativa di qualcuno di questi sieri si discostasse assai dalla norma, mi ha
spinto a rivedere la letteratura in proposito ed a intraprendere alcune ri-
cerche sull’argomento.

La costatazione di una attivitd fosfatasica elevata nei sieri di itterici
‘non & recente; risale al 1930, anno in cui ROBERTS segnalo per il primo di
aver riscontrato un notevole aumento della fosfatasi negli itteri da ostru-
zione, mentre in quelli catarrali ed epatotossici i valori si mantienevano
pressocché normali, Da queste ricerche sorse la speranza, che invero non
¢ stata confermata dalle successive osservazioni di possedere un mezzo dia-
gnostico che, a complemento della Reazione di H. v. d. Berg ¢ dei dati
clinici, riuscisse a differenziare i vari tipi di ittero. Dopo RoBERTS, AusTo-
NI e Cocél, usando il metodo Kay, confermarono 1’aumento della fosfatasi
negli itteri da occlusione trovando valori normali o quasi negli itteri emo-
litici ed epatotossici. Alle stesse conclusioni pervennero le ricerche di
RoruManN, MErANZE D. e MERaNzE T. che studiarono, con il metodo Ro-
berts il fermento nel siero di 29 itteri meccanici, di 8 itteri emolitici e di
23 itteri epatotossici, e le ricerche di FLoop, GuTMANN E. e GUTMANN A,
i quali dimostrarono, usando il metodo Bodanski, che in 23 su 25 casi di
ostruzione coledocica la fosfatasi era nettamente aumentata, con valori
superiori alle 10 Unita; negli itteri epatitici i valori tendevano ad essere
elevati, ma di solito non superavano le 1o Unitd (valori inferiori in 35



su 47 casi); nelle cirrosi epatiche ottennero valori variabili e senza appa-
rente relazione con lo studio della malattia; un leggero aumento nei carci-
nomi metastatici del fegato e normalita in tre casi di ittero emolitico e in
due di ittero da atresia congenita. delle vie biliari. Nonostante questa ulti-
ma contraddizione, agli AA. il metodo sembra utilizzabile per distinguere
la natura degli itteri.

A conclusione incerta, e quindi indtili per la pratica differenziale,
sono le ricerche di ArMsTRONG, KING e Harris e quelle di HERBERT; i
primi in itteri epatocellulari trovarono valori solo di poco aumentati; il se-
condo trovd negli itteri meccanici valori alti e negli itteri tossici od infet-
tivi valori talvolta normali, talvolta fortemente aumentati. Anche GIOR-
DANO, WICHELM e PRESTRUD da ricerche eseguite su 41 itteri di differente
natura concludono che almeno per ora il dosaggio della fosfatasi nel siero
non pud essere usato allo scopo di differenziare gli itteri da ostruzione da
quelli di altra natura. Allo stesso modo, incerti sono i risultati delle ri-
cerche di CanTAROW e NELSON, i quali riscontrarono negli itteri da occlu-
sione (3T casi) il maggior numero di valori alti di fosfatasi nel siero, in
confronto ai 22 casi di itteri da epatite da essi studiati contemporanea-
mente; giustamente osservano che s¢ nel 24 % degli itteri meccanici i va-
lori furone inferiori alle 1o unitd Bodanski e che questa percentuale negli
itteri epatitici si eleva al 36,6 %, cid & insufficiente per valorizzare il me-
todo nella diagnosi differenziale delle itterizie. Decisamente contrarie al-
l'utilitd pratica del dosaggio del fermento negli itter!, sarebbero le osser-
vazioni di GREENE, SHATTUCK e KAPLOWITZ che ritrovarono la fosfatasi in
aumento negli itteri catarrali, negli itteri meccanici e nella cirrosi epatica,
mentre valori normali sarebbero stati riscontrati negli itteri emolitici.

Della stessa opinione sono FIESSINGER e BOYER i quali, anche usando
per le loro ricerche un metodo differente (il metodo Kay), giudicano del
tutto inutile la ricerca dell’attivita del fermento per la differenzazione
degli itteri meccanici dagli itteri epatitici.

Anche le ricerche recenti di ANGELERI e PESCARMONA concludono nel
non attribuire alla ricerca della fosfatasi nel siero degli itterici alcun va-
lore pratico per la diagnosi differenziale, potendosi ritrovare valori molto
alti in qualsiasi tipo di ittero, compreso gli emolitici. Gli AA. hanno ado-
perato il metodo Kay, fissando come valore normale le oscillazioni com-
prese tra le 0,20 e le 0,22 unita Kay.

Contemporaneamente eseguirono dosaggi nel sangue della bilirubina
e dei sali biliari, dimostrando come nessun rapporto esista tra bilirubi-
nemia e aumento della fosfatasi nel siero, mentre un certo rapporto sem-
bra potersi esprimere dal confronto dell’aumento dei sali biliari nel san-
gue con 'aumento della fosfatasi.
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" Non meno contraddittorie sono le ricerche sperimentali intese a spie-
gare o a riprodurre il singolare comportamento della fosfatasi negli itteri.
Contraddittorie, sia perché non esiste tra esse un assoluto accordo, giun-
gendo talora a risultati opposti, sia perché sono, alcune tra esse, in disac-
cordo con i dati riguardanti le ricerche cliniche. STEwarT, Mc CooL e CAN-
TAROW praticando la legatura del coledoco in animali non riuscirono a de-
terminare un aumento della fosfatasi nel siero, mentre BODANSKI e JAFFE
prima a THANNHAUSER, REICHEL, GRATTAN e MADDOCK dopo riscontrarono
alte cifre di fosfatasi sul siero di animali a cui era stata praticata 1'occlusio-
ne delle vie biliari. Questi ultimi ricercatori riuscirono a precisare che I'au-
mento massimo si ottiene dopo due settimane dall’operazione, ed inoltre
che 'aumento del fermento non ¢ di natura quantitativa ma dipende da
una vera attivazione. Infatti i sieri di animali a cui era stato occluso il
coledoco subivano, per mezzo dell’acido ascorbico una attivazione solo del
130 %, mentre prima dell’operazione si aveva un incremento nell’attiva-
zione del 2000 %. Ricorderemo a questo proposito come ad opera degli
stessi AA. & stato nel 1937 dimostrato che 'acido ascorbico attiva la gli-
cerofosfatasi del siero, e che ad essi ¢ dovuto un metodo che, a mezzo
dell’acido ascorbico, permette di distinguere fra un aumento di attivita
della fosfatasi e aumento di quantita del fermento.

All'aumento della fosfatasemia negli itteri sono state date interpreta-
zioni molto diverse. RoBerts fa derivare T'aumento del fermento nel san-
gue degli itteri da occlusione dal passaggio nel sangue della fosfatasi pre-
sente nella bile; ma poiché questo non sarebbe sufficiente per spiegare i
valori molto elevati, anche dal mancato aumento di eliminazione del fer-
mento per via urinaria. Si otterrebbe cosi negli itteri occlusivi accanto a

* una normale eliminazione un apporto di fermento nel sangue, cioé¢ una
relativa ritenzione dell’enzina. AusTonI e CoceI spiegano l'iperfosfatase-
mia come un segno « precoce e premonitore » di un alterato metabolismo
minerale. Con la derivazione all’esterno della bile questi AA. riscontra-
rono, con un aumento cella fosfatasemia, una alterazione dell’equilibrio
calcio-fosforo; alterazione che conduce, a lungo andare, a manifeste le-
sioni scheletriche per un insufficiente assorbimento del calcio dall’inte-
stino, assorbimento che & condizionato in gran parte dalla presenza della
bile. E noto, infatti, da ricerche anche precedenti quelle dei due AA.
(Dovon, PawLow, ecc.) come la esclusione della bile dall’intestino indotta
sperimentalmente per mezzo della legatura del coledoco o di fistola biliare
determini vere alterazioni scheletriche consistenti in rammollimenti, osteo-
porosi e decalcificazioni.

Ma a queste due interpretazioni della iperfosfatasemia negli itteri si

.

puo facilmente opporre quanto & risultato dalle successive ricerche, e cio¢



— 4 —

che l'iperfosfatasemia non & esclusiva degli itteri da ritenzione ma si ri-
scontra, piti o meno, in tutti gli itteri e talvolta in epatopatie non itteri-
gene (cirrosi). Anzi a questo dato si attennero FIESSINGER e BOYER per
formulare l'ipotesi che la iperfosfatasemia & legata all’insufficienza epa-
tica; ipotesi che non regge di fronte al dato di cirrosi con fosfatasemia nor-
male. Infine, tra gli AA. che si sono occupati dell’argomento, ANGELERI
¢ PEescarMoNA formulano anche essi una ipotesi basata sul dato — da
essi riscontrato — di un certo rapporto fra concentrazione dei sali biliari
nel sangue e fosfatasemia. Negli itteri da essi studiati, mentre nessuna
relazione esiste fra bilirubinemia e valore della fosfatasi, 'aumento della
concentrazione dei sali biliari nel sangue che precede sempre la iperfosfa-
tasemia ha un certo rapporto con essa, specie se si osservano separata-
mente i dati riguardanti gli itteri meccanici da quelli epatotossici. Poiché
i sali biliari in vitro (Takata, Austoni e CocGr) inibiscono la fosfatasi,
secondo gli AA. si pud pensare che in vivo avvenga una iperproduzione
del fermento che compensa, per cosi dire, I'inibizione prodotta dai sali bi-
liari; inibizione che potrebbe a lungo causare alterazioni del ricambio
calcio-fosforo. Ma si pud opporre a questa ipotesi che I'iperfosfatasemia
non & solo csponente di processi di ossificazioni o di un ricambio mine-
rale attivo, ma si riscontra molto spesso in particolari condizioni o in ma-
lattie in cui si hanno appunto profonde turbe minerali, in cui non si
pud supporre che l'aumento della fosfatasi sia il fattore che impedisca
le turbe del ricambio minerale. *

Allo stato delle ricerche fin qui eseguite nessuna spiegazione, quindi,
che regga a una critica pud esprimersi e si rendono necessarie ulteriori
esperienze. Si pud solo affermare, per le brillanti esperienze di THANN-
HAUSER e coll., che 'aumento della fosfatasemia negli itteri non ¢ di na-
tura quantitativa ma dipende da una attivazione del fermento. Proprio
a questo punto ho rivolto la mia attenzione, proponendomi di ricercare
sull’azione dell’acido ascorbico in rapporto alla inibizione della fosfatasi
operata in vitro sul siero dai sali biliari.

L’azione inibente sulla glicerofosfatasi prodotta dai sali biliari fu,
come dicemmo, trovata per primo da TAKATA, che studio questo effetto
sulla fosfatasi dell’osso, del fegato e del rene dimostrando che questa ini-
bizione & tanto pil accentuata quanto pitt abbondante & il contenuto di
sali biliari negli estratti; successivamente questo fenomento fu confermato
sul siero di AusToNT.e CoGGI e da THANNHAUSER e coll.

Io ho ripreso queste esperienze, facendo agire sul siero (un cc.) dosi
crescenti di bilirubina, glicocolato e taurocolato di sodio a dosi da 0,5
mmgr. fino a 10 mmgr. Ho esperimentato successivamente 1'azione dell’aci-
do ascorbico sul siero che era stato gid in contatto con i sali biliari. A questo



scopo su uno stesso siero ho istituito le seguenti prove: 1) aggiunta del-
I'acido ascorbico in quantita opportuna (5 mmgr.) al siero; 2) aggiunta
dell’acido ascorbico dopo che il siero era stato in contatto con quantita
sempre eguali (5 mmgr.) di taurocolato di sodio, per un tempo co-
stante (307).

La tecnica usata per la determinazione della fosfatasi del siero & fon-
damentalmente quella di Kay. In altro nostro lavoro essa & descritta per
esteso; qui mi limiterd a precisare che la bilirubina, il glicocolato e il tau-
rocolato di sodio furono diluiti nel substrato in cui successivamente si
aggiungeva il siero. L’attivazione della fosfatasi con acido ascorbico &
stata raggiunta aggiungendo al substrato mmgr. 5 di acido ascorbico
Bayer. Nonoslante quanto affermino THANNHAUSER ¢ Coll., gia questa
quantith da con i reattivi usati per la determinazione del fosforo (molib-
dato, idrochinone e solfito) una debole colorazione azzurra che tradotta
colorimetricamente in mmgr. di fosforo corrisponde a mmgr. 0,004. Que-
sta colorazione non altera, perd, come & facile comprendere i valori finali,
poiche la determinazione della fosfatasi ¢ il risultato 4i una sottrazione del
quantitativo. di fosforo ritrovato nel siero immediatamente inattivato da
quello tenuto in incubazione. Per non turbare il ph del substrato ho pre-
ventivamente neutralizzato ’acido ascorbico con NaCh N/10 — secondo
il metodo degli AA. americani. -

Nessun effetto ho potuto.mettere in evidenza trattando il siero con
dosi crescenti di bilirubina; riporto in tabella alcune delle esperienze ese-
guite su tre sieri a diversa attivitd fosfatasica (tab. I).

— Taserra L.

ATTIVITA FOSFATASICA

BILIRUBINA SIERO | Siero 1I Siero 111

mmgr. o 0,130 0,150 0,165
» 0,5 0,130 0,150 0,165
n oI 0,135 0,151 0,162
» 1,5 0,132 0,149 0,163
» 2 0,130 0,152 0,168
» 2,5 0,133 0,154 0,159
» 3 0,138 0,148 0,155
» 3,5 0,137 0,150 0,164
» 4 0,133 0,152 0,160
4,5 0,134 0,157 0,166
» 5 0,130 0,153 0,162

» IO 0,131 0,153 0,163
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Le oscillazioni dei valori della fosfatasi sono di tale modestia da rien-
trare nell’errore di determinazione; nessun rapporto vi & tra concentra-
zione della bilirubina e valore della fosfatasi.

Con I'aggiunta di taurocolato e di glicocolato di sodio al siero si &
ottenuto invece una diminuzione dell’attivita fosfatasica che & in rapporto
diretto alla concentrazione dei sali (tab. IT-III).

GLICOCOLATO DI SODIO

mingr. o
» 0,5
» I
» 1,5
» 2
» 2,5
» 3
» 3.5
» 4
» 45

» IO

TAUROCOLATO DI SODIO

mmgr. o
» 0,5
» I
» 1,5
» 2
» 2,5
”» 3
» 35
» 4
» 45
» 5
» 10

TaseLra II.

ATTIVITA FOSFATASICA
Siero I

SiERO 1

0,153
0,152
0,150
0,150
0,142
0,140
0,141
0,138
0,138
0,135
0,135
0,130

TaseLra IIL

ATTIVITA FOSFATASICA
Stero 11

SierO 1
0,146
0,140
0,142
0,135
0,130
0,130
0,132
0,130
0,120
0,120
0,092
0,080

0,172
0,172
0,172
0,171
0,162
0,163
0,163
0,152
0,152
0,142
0,143
0,132

0,157
0,153
0,150
0,150
0,145
0,142
0,143
0,145
0,141
0,140
0,132
0,121

Stero 111

0,194
0,194
0,192
0,193
0,192
0,184
0,180
0,173
0,172
0,170
0,170
0,166

Siero 111
0,241
0,238
0,230
0,232
0,230
0,230
0,224
0,220
0,184
0,184
0,150
0,138

Si pud osservare come il taurocolato esplichi una azione inibente sulla
fosfatasi del siero, forse pilt marcata, alle stesse concentrazioni, del gli-
cocolato, e come le ultime concentrazioni sono quelle che danno vera-
mente un effetto inibente. A deboli concentrazioni (fino a mmgr. 1,5) non




si hanno decisive influenze sull’attivita del fermento. Ora, sebbene gli
esperimenti in vitro non siano del tutto confrontabili con cid che succede
nell’organismo vivente, pure vi sarebbe da far rilevare come le concentra-
zioni di sali biliari che in vitro {ncominciano a inibire lattivita della fo-
sfatasi non si riscontrano che di rado negli itteri. Infatti i pitt alti valori
della colalemia sono stati trovati nell’ittero meccanico e le cifre ritrovate
dai vari AA. vanno da un minimo di 100 MmET. %o (CHABROL € BENARD)
ad @n massimo di 1350 mmgr. %o (GIORDANO e LEvi). Nelle nostre espe-
rienze una decisa inibizione del fermento inizia a concentrazioni di mmgr. 2
per cc. circa, sia per il glicocolato che per il taurocolato; ossia a concen-
trazioni %, di 2000 mgr. Per gli esperimenti eseguiti i vitro da TARKATA
e da AusTton! e Cocal furono usate quantitd molto notevoli di sali biliari.
AustonI e Cocal, infatti, fanno agire su un cc. di siero soluzioni di tau-
rocolato e di glicocolato di sodio all't 9% e al 0,25 %, usando progressi-
ve quantita (cc. 0,5-1, 1,5) di queste soluzioni. Leffetto inibitorio & evi-
dente usando cc. 1 di queste soluzioni, ossia rispettivamente 100 mmgr.
di sostanza o 25 mmgr. per cc. di siero. Praticamente quantita molto no-
tevoli che nel siero itterico non si ritrovano mai.

L’azione dell’acido ascorbico sulla fosfatasi del siero, che era stato
gia a contatto con il taurocolato & stata nelle mie esperienze quasi eguale
a quella operata sul siero senza V'aggiunta del sale; ossia attivazione —
salvo trascurabili variazioni — della stessa entita (Tab. IV).

TaBeLLa IV.

ATTIVITA FOSFATASICA

SIERO 4 TAUROC. SIERO SIERO + TAUROC.

SIERO mmgr. 5 = ACIDO ASCORB. —+4 ACIDO ASCORB.
mmgr. § mmgr. §
I 0,163 0,091 0,756 0,746
11 0,184 0,124 ) 0,620 0,586
II1 0,156 0,138 0,564 0,560
v 0,221 0,184 0,842 0,849
v 0,178 0,102 0,684 0,688
VI 0,143 0,098 0,764 0,762
VII 0,162 0,122 0,654 0,652
VIII 0,148 0,112 0 684 0,672
IX 0,241 0,128 0,848 0,852
X 0,384 0,245 0,794 0,796
XI 0,232 0,124 0,846 0,842
XII 0,136 0,096 0,566 0,544
XIII 0,212 0,116 0,691 0,604
XIvV 0,132 0,107 0,864 . 0,862

XV 0,146 0,096 0.562 0,560
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Possiamo cosl concludere che la fosfatasemia & stata ritrovata ele-
vata sia negli itteri ostruttivi che negli itteri di altra natura. Che 1’azione
sulla fosfatasi dei sali biliari in vitro & decisamente inibente, perd a con-
centrazioni molto maggiori di quelle che si ritrovano negli itteri, e che
questa azione & reversibile. Nell’organismo possono esistere dei meccani-
smi attivatori che si oppongono all’azione inibente dei sali biliari, mecca-
nismi la cui natura potrebbe essere molto vicina a quella operata in vitro
dall’acido ascorbico, che per alcuni autori pud considerarsi come il cofer
mento delle fosfatasi,

{Pervenuto in Redazione
il 14 maggio 1942-XX)

Riassunto, — La fosfatasemia & stata ritrovata elevata sia negli itteri ostrut-
tivi che negli itteri di altra natura. L’azione inibente dei sali biliari sulla fosfa-
tasi del siero ¢ di natura reversibile, come I'A. dimostra con il metodo all’acido
ascorbico,
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