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ASSISTENTE ALLIEVO INTERNO

In questi ultimi anni sono stati realizzati notevoli progressi nello studio
delle Vitamine ¢ ne sono risultate delle interessantissime deduzioni fisio-
patologiche ma anche una maggiore compléssita nell’interpretazione del
meccanismo dei diversi fattori vitaminici.

Nello studio dello scorbuto sperimentale, per esempio, le osservazioni
rilevate da diversi AA, non ci permettono di considerare questa affezione
come il solo risultato di una avitaminosi C. Cosi gli AA. che si sono occu-
pati di questa questione sono arrivati alla necessitd di ammettere I'inter-
vento di altri fattori; per SzENT-GYORGY [I] e per i suoi collaboratori si
tratterebbe di Flavoni che essi radunano sotto il nome generico di Vitamina P
(Vitamina della permeabilitd o Citrina). Questa sostanza agirebbe in modo
specifico sulla permeabilita capillare e su quella degli endoteli in genere.

Come abbiamo gia detto in un’altro nostro lavoro [2] le ricerche ese-
guite con queste sostanze sono state relativamente poche; sopratutto scarsi
sono stati i contributi con esperimenti i# wvitro. In nostre ricerche prece-
denti [2] abbiamo potuto constatare come i blocchetti di agar immersi in
una soluzione tampone a pH = 7,29 (ogni 100 cc. 30 cc. di KH,PO, M/15
e 70 cc. di Na,HPO,.2H,0 M/15) assumano molto meno liquido se nella
soluzione tampone vi sia aggiunta della Citrina. Percid, identificando col
GELLHORN [3] lidrofilia colloidale con la permeabilitd dei colloidi stessi
verso la soluzione in cui si trovano, abbiamo pensato che la Citrina ne fac-
cia diminuire la permeabilita. E per questo che abbiamo cercato di stu-
diare, colle ricerche che esponiamo in questa nota, le variazioni di per-
meabilita che la Citrina pud addurre iz vivo a cellule animali.

Da tempo & noto che gran parte dei fenomeni emolitici possono essere
‘considerati come fenomeni della permeabilita (GELLHORN [3]); & per que-




sto che abbiamo creduto utile scegliere questa via e studiare il comporta-
mento delle resistenze globulari in animali trattati con Citrina ed in ani-
mali controllo perché questa ¢ una tecnica” che non apporta alcun trauma
alle cellule che si vogliono esaminare ed all’organismo dell’animale mentre
permette di valorizzare le eventuali variazioni della resistenza come espo-
nente di una mutata permeabilitd delle emazie stesse.

Per permeabilitd dei corpuscoli rossi, e prendiamo questi come proto-
tipo delle cellule animali, intendiamo la facilita maggiore o minore che la
loro membrana plasmatica (membrana nel senso fisico-chimico e non isto-
logico) consente al passaggio delle varie sostanze che possono essere di-
sciolte nei liquidi in cui si trovano. La permeabilit dei corpuscoli rossi &
poi essenzialmente uguale a quella delle altre cellule animali (VIALE [4]).

I globuli rossi quindi, come tutte le cellule dell’organismo, soggiac-
ciono alle leggi dell’osmosi: in liquidi che possiedono nell’unita di volume
ugual numero di molecole non ha luogo scambio di sostanze, vi & isotonia,
cioé la pressione osmotica ¢ la stessa. Una soluzione di cloruro di sodio
al 0,9 9% & isotonica rispetto al plasma contenuto nello stroma globulare;
in essa quindi non si verifica alcuno spostamento di sostanze e gli eritrociti
conservano la loro integrita; ma posti a contatto con®soluzioni piti con-
centrate, ipertoniche, rispetto alla precedente che & la vera soluzione fisio-
logica, si raggrinzano per sottrazione di acqua; nelle soluzioni a concentra-
zione inferiore al 0,9 9, — soluzioni ipotoniche — i globuli si gonfiano, e,
raggiunto un alto grado di inturgidamento, si emolizzano.

Di.questo comportamento si trae profitto per misurare la resistenza
dei globuli rossi fuori dell’organismo, in vitro, di fronte a soluzioni cloro-
sodiche ipotoniche, cioé per giudicare della maggiore o minore permeabilita
delle emazie alle soluzioni cloro-sodiche.

L’esperienza ha dimostrato che non tutti i corpuscoli rossi di un de-
terminato individuo sono ugualmente sensibili di fronte alla stessa solu-
zione ipotonica, perché un certo numero si emolizza gid in una soluzione
salina che sia solo lievemente ipotonica, ancora molto vicina, per concen-
trazione osmotica, al plasma sanguigno, mentre altri corpuscoli si emoliz-
zano solo in diluizioni molto pitt forti,

La massima parte dei corpuscoli rossi del sangue normale non si dis-
solve pilt ad una concentrazione di 0,38 9% di cloruro di sodio (resistenza
media); ne rimane una minima parte, assai meno resistente, che seguita
a dissolversi fino ad una concentrazione di 0,48 9, (resistenza minima).
Di queste due isotonie la pitt importante & la prima essendo quella della
massima parte dei globuli rossi. Vi & poi una terza isotonia detta massima,
che & privilegio di qualche veramente raro elemento,
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Riassumendo si possono dunque distinguere tre gruppi di emazie:

1) di resistenza massima formata da pochi globuli ed indicata con R,
(nella cavia normale R, = 0,26);

2) uno di resisterfza media formata dalla massima parte dei globuli
ed indicata con R, (nella cavia normale R, = 0,38);

3) uno di resistenza minima, formato da pochi elementi ed indicato
con R, (nella cavia normale R, = 0,46).

Date queste premesse passiamo ora ad esporre i risultati delle nostre
esperienze. La tecnica usata & stata molto semplice: eseguivamo le ricerche
su cavie del peso di gr, 400 circa, vissute nello stesso ambiente ed alimen-
tate con lo stesso vitto: in queste determinavamo le resistenze dopo averle
tenute per 12 ore a digiuno; si prelevava il sangue strettamente necessario
con puntura intracardiaca; nei tre giorni seguenti iniettavamo per via endo-
peritoneale quantita varie di Citrina (') a sgconda dei gruppi in cui ab-
biamo suddiviso le ricerche. In questi tre giorni il vitto degli animali era
lo stesso di quello precedentemente somministrato; allo scadere del terzo
giorno, previo nuovo digiuno di 12 ore, determinavamo nuovamente le
resistenze con le stesse modalita della prima volta.

Abbiamo esaminato cosi tre gruppi di cavie: il primo gruppo era com-
posto dai controlli (7 cavie) perché abbiamo voluto inizialmente vedere
se le manualita tecniche, il lieve salasso o se anche spontaneamente le resi-
stenze subivano qualche variazione; il secondo gruppo era formato da un
lotto di 6 cavie alle quali avevamo somministrato 60 mmgr. di Citrina al
di e quindi nei tre giorni un totale di 180 mmgr. Il terzo gruppo era pure
formato da un lotto di 6 cavie alle quali avevamo somministrato 100 mmgr.
di Citrina al di e quindi complessivamente 300 mmgr.

Riportiamo ora i risultati dei singoli gruppi e, per chiarezza, diamo
pure la media dei valori ottenuti nelle diverse esperienze.

I Grupro.

In questo lotto composto di 7 cavie i prelievi venivano eseguiti con la
tecnica gia esposta;.nei tre giorni intercorrenti tra i due prelievi a quat-
tro di queste cavie abbiamo iniettato per via endoperitoneale due cc. di
soluzione tampone a pH = 7,29 onde introdurre nelle cavie controllo la

() Ringraziamo vivamente la Ditta Bayer che ci ha fornito con larghezza la
Citrina occorrente alle nostre esperienze,
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stessa quantita di liquido a pH = 7,29 usata per gli animali degli altri
gruppi; le tre rimanenti non hanno subito alcun trattamento.

In tutte le cavie di questo primo gruppo i valori sono stati costante-
mente uguali, tanto al primo esame quanto al secondo. Data I’ uniformita del

reperto riportiamo per brevita solo la media di tutti i valori: g
Prima dell’ esperienza Dopo Vesperienza
Rl = 0,26 R =026
R2 = 0,38 R2 = 0,38
R3 = 0,48 Rq = 0,48

Da queste esperienze si pud- notare che: 1) le resistenze globulari di
cavie normali, tenute a regime di vita uguale, non mutano i propri valori;
2) una soluzione tampone a pH = 7,29 introdotta nel peritoneo di cavie
normali tenute alla stessa dieta non modifica i valori delle resistenze glo-
bulari.

O R R R RO =———

I1 Grurpo.

In questo gruppo Ja tecnica & stata la stessa di queTla del gruppo pre-
cedente. Solo che qui invece di iniettare nel peritoneo della soluzione tam-
pone pura la iniettavamo come veicolo di 180 milligrammi di Citrina, ciod
ogni giorno e per tre giorni, iniettavamo due cc. di soluzione tampone a
PH = 7,29 nei quali facevamo sciogliere 60 mmgr. di Citrina pura.

Ecco i risultati dettagliati;

Prima dell’ esperienza Dopo Iesperienza
Cavia Nr. 1: Rl = 0,26 R] = 0,28 ,
R = 0,38 R = 0,34 '
Ra = 0,48 R3 = 0,54
Cavia Nr. 2: Rl = 0,26 Rx 0,32
R2 = 0,38 R2 = 0,34
| R3 = 0,48 R3 = 0,56
Cavia Nr. 3: R = 0,24 R =032
i’ R2 = 0,36 R2 = 0,34
R3 = 0,48 Rs 0,52
-
‘ Cavia Nr. 4: R1 = 0,26 Rl = 0,28
| R, = 0,38 R, = 0,34
R, = 0,48 R, = 0,56




Prima dell’esperienza

Cavia Nr. 5: R1 = 0,26

R2 = 0,38
Rs = 0,48
Cavia Nr. 6: R1 = 0,26
R2 = 0,38
Ra = 0,48

6 cavie.

Prima dell’esperienza

Rl = 0,26
R2 = 0,38
R, = 0,48

Dopo Uesperienza

R = 0,32
0,34
= 0,54

w e e

= 0,30
= 0,34
= 0,52

-

I

w

Per chiarezza diamo la media di tutti i risultatj di questo

Dopo Uesperienza

RI = 0,30
R, =034
R = 0,54

3

lotto di

Da questi dati possiamo notare come la R ela R, (resistenza mas-
sima e resistenza minima), diminuiscano emohuandos le emazie rispet-
tivamente invece che in una soluzione di NaCl al 0,26 Y% in una al.0,30 Y,
e che in una soluzione al 0,46 % in una al 0,54 %; la R, (resistenza me-
dia) aumenta invece la propria resistenza da o, 38 a 0,34. Quando discu-

teremo pil oltre questi risultati vedremo quale interpretazione si possa

dare,

IIT1 Grurpro.

In questo gruppo le esperienze sono identiche alle precedenti solo che
la quantita. di Citrina complessivamente introdotta in ogni cavia era di

300 mgr,

Ecco 1 dati di queste esperienze,

Prima - dell’esperienza

Cavia Nr. 1: = 0,26
= 0,38

= 0,48

e

© o

Cavia Nr. 2: = 0,26
0,38

= 0,48

-

12

i
il

@

Cavia Nr. 3: = 0,24
0,38

= 0,50

=

&)

]
il

o

Dopo Uesperienza

R1 = 0,28
R2 = 0,32
R3 = 0,56
R1 = 0,28
R =030
R‘\i = 0,56
R1 = 0,26
R, =0,34
R, = 0,58

)




Cavia Nr. 4:

Cavia Nr. 5:

CAviA Nr. 6:

R
1

Ro

R-
3

oI I

RAR =D

0,26
0,38
0,48

0,26
0,38

= 0,48

I

0,26
0,38

= 0,48

Prima dell’ esperienza

Dopo lesperienza

Anche per questo gruppo diamo per chiarezza la

che & stata:

Prima dell’ espevienza

0,26
0,38
0,48

= 0,28
= 0,32
= 0,54

=028

0,32
= 0,54

media dei risultati

Dopo l'esperienza

=0,28
= .0;3%
=.0;56

L

Da questi dati si puo rilevare come la resistenza globulare media (R.)

aumenti ancora di pitt che nel gruppo precedente mentre la R, e la R,

diminuiscono la propria resistenza emolizzandosi le emazie del primo grup-

po a 0,28 anziché a 0,26 mentre nel secondo i globuli rossi si emolizzano

a 0,56 anziché a 0/46. Prenderd in considerazione anche questi dati nella

discussione dei reperti.

Riassumendo quindi mentre le resistenze delle cavie controllo (I grup-

po) sono rimaste immutate le altre hanno subito tutte delle variazioni che

si possono esprimere chiaramente nella seguente grafica:

: SR 06 A8 10 0 N 35 38 40 42 44 46 48 50 52 5% 5h 0l
Prima 'y
& d N
dell’ e- \\ g
sperienza \'-_. \\
R \ R “~.\\
FIN e ; 3 LS
Dopo | EN S e A, S
=2 24 26 7830 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58

ove le linee continue esprimono i dati del I gruppo, le linee punteggiate le
variazioni del II gruppo e le linee tratteggiate quelle del III gruppo.
Quale interpretazione possiamo dare a questi risultati? La gran massa

dei globuli rossi delle cavie trattate (R.) ha aumentato la propria resistenza
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e, quindi, diminuita la permeabilitd emolizzandosi a 0,33 (media del 1I
e IIT gruppo) anziché a 0,38 (valore normale) mentre la quantita trascu-
rabile delle emazie rappresentata dalla R, e R, ha diminuita la propria
resistenza aumentando quindi la pe[meabxhta

E veramente strana la diversitd di questi risultati; perche tutte e tre
le resistenze non si sono comportate allo stesso modo aumentando o dimi-
nuendo uniformemente il proprio valore? A parte il fatto che in queste
prove la parte che ha veramente importanza ¢ la R,, perché a parere uni-
forme di tutti gli AA. & la espressione della quasi totalitd delle emazie, noi
crediamo, anche richiamandoci per spiegare il fatto della diversita del com-
portamento delle tre frazioni alle ricerche e conclusioni del Viora [5] il
quale pensa che variazioni della R, e R, siano espressioni di processi di di-
struzione e di rigenerazione, e che lo spostamento della R,, rappresentante
la parte di vita media normale del globulo rosso, sia dovuto ad alterazioni
reali delle proprietd osmotiche delle emazie.

Possiamo affermare che questa azione della Citrina & una vera dimi-
nuzione della permeabilita perché nei globuli rossi delle nostre cavie non
siamo mai riusciti a vedere una pachidermia e tanto meno i corpi di Heinz,
alterazioni queste alle quali ¢ dovuta la maggior resistenza che si pud otte-
nere per azione della fenilidrazina, dell’etere, del cloroformio, o del vele-
no di cobra.

Dato quindi che nei tre gruppi delle nostre esperienze il solo fattore
che variava era la Citrina, dobbiamo concludere che questa sostanza, in-
trodotta nell’organismo per via parenterale & capace di variare la per-
meabilita delle emazie aumentando la loro resistenza verso soluzioni ipo-
toniche di cloruro di sodio.

( Pervenuto in Redazione
il 31 marzo 1942-X.X)

Ri1assunNto. — In un gruppo di ricerche condotte su cavie nell’intento di ve-
dere se la Citrina poteva variarie le resistenze globulari, gli AA. hanno notato come
questa sostanza introdotta in peritoneo alla dose di 180-300 mgr. in tre giorni,
facesse aumentare la resistenza media portando il suo valore da R, = 0,38 a
R, = 0,33 (valori medi).

Essendo la resistenza globulare espressione della permeabilita delle emazic
(GELLHORN) gli AA. concludono dicendo come si possa affermare che la Citrina rie-
sca a diminuire la permeabilitd cellulare.
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