58. Maria Adelaide CHIBBARO. — Il comportamento della tionina nelle
ossido-riduzioni biologiche.

Riassunto. — Si passano in rassegna le varie teorie che hanno por-
tato al riconoscimento di un’attivitd eminentemente trofica da parte di
taluni colori sintetici ad azione fortemente ossido-riducente, facendo di
essi e in special modo della tionina, i rivelatori piu efficaci delle condi-
zioni del metabolismo respiratorio di determinati territori cellulari.

Résumé. — On passe en revue les différentes théories qui ont permis
d’affirmer l’existence d’une activité essentiellement trophique de cer-
fains colorants synthétiques. A cause de leur action d’oxydo-réduction,
ils ont ét6 considérés, et en particulier la thionine, comme les révélateurs
les plus efficaces des conditions du métabolisme respiratoire de terri-
toires cellulaires déterminés.

Summary. — Various theories are reviewed which have led to
ascertain that some highly oxy-reducing synthetic dyes, and especially
thionine, exert an essentially trophic action. This action makes them the
most efficient indicators of the conditions of respiratory metabolism
within particular cellular areas.

Zusammenfassung. — Zuniichst wird eine Ubersicht iiber die vers-
chiedenen Theorien gegeben, die zu der Annahme einer stark trophischen
Wirkung einiger synthetischer Farben gefiihrt haben, und zwar ins-
besondere des Thionins. Diese Farben, die ihre oxy-reduzierenden Wir-
kung ausiiben, werden somit die wirksamsten Anzeiger fiir die Bedingun-
gen des Atmungsstoffwechsels bestimmter Zellgebiete.

I lavori pubblicati da CorerLEssa sull’azione della tionina durante
lo sviluppo embrionale di Anfibi ed una quasi contemporanea disputa
di taluni tisiologi sull’opportunitdh o meno d’iniettare soluzioni di tio-
nina ad ammalati di t.b.c. in condizioni gravi, hanno recentemente ri-
portato allo stato di attualitd la gid dibattuta questione relativa all’in-
fluenza che i sistemi ad alto potenziale ossido-reduttivo, ed in partico-

lare i coloranti sintetici del gruppo tiazinico, hanno sugli organismi
viventi.
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Nell’elaborazione del suo quesito la COTELLESSA si @ sostanzialmente
riferita al dualismo d&’interpretazione esistente sulla provenienza della
energia necessaria all’accrescimento della cellula uovo, dualismo che si
dibatte, di volta in volta, nell’alternativa di provare che le fonti energe-
tiche dei processi di sintesi del protoplasma risiedono in certe reazioni
a tipo anossibiotico, come la glicolisi (WarBURG, ORR, BEREMBLUM ecc.),
piuttosto che in quelle a tipo ossidativo connesse all’attivita respiratoria,
o viceversa (Ronxpont e coll. ecc.).

La Corerressa ed altri AA. si riferiscono nelle proprie ricerche ai
presupposti di una numerosa e piuttosto contradittoria serie di dati chi-
mico-fisiologici che, in definitiva, avevano portato a questa conclusione :
la tionina attiva pitt energicamente del bleu di metilene la velocita di
respirazione di vari tipi di cellule: dagli eritrociti alle cellule canceri-
gene, dalle uova, fecondate o no, alle cariossidi di grano, di riso ecc.

Il fenomeno era stato apparentemente confermato anche dal punto
di vista clinico, perch® iniezioni di Katalisina (*), praticate a pazienti
in condizioni di gravi intossicazioni generali, causate da disturbi del
ricambio cellulare ossidativo, avevano dato, secondo gli AA., soddisfa-
centi risultati, tanto da far concludere che il meccanismo d’azione della
tionina si manifestava con 1’esaltare, meglio del bleu di metilene, I'ap-
provvigionamento di ossigeno, non solo in vitro, ma anche nell’organi-
smo vivente.

Procedendo ulteriormente, si volle, poi, indagare se la tionina, come
gid era stato provato col bleu di metilene, interveniva favorevolmente
nell’influenzare la capacita di sviluppo dell’embrione e cid sia per esten-
dere la validith della teoria ossidativa al processo di accrescimento dei
tessuti embrionali, quanto per studiare se le fonti da cui i vari tipi di
cellule potevano trarre il loro fabbisogno energetico, in stadi anche di-
versi di sviluppo, dovevano o no ritenersi uniche.

Ignorandosi, perd, entro quali limiti l’eventuale maggior apporto
di ossigeno da parte di queste sostanze rimanesse effettivamente un ap-
porto benefico per la catena di equilibri che regolano il metabolismo
cellulare, si pensd che, se un forzato approvvigionamento di ossigeno
alla cellula germinale poteva indurre miglioramenti nella velocita di
sviluppo e aumento delle dimensioni nell’organismo di una certa specie,
piuttosto che in quello di un’altra, cid doveva ritenersi come misura
corrispondente dell’influenza che l’evoluzione e, pil precisamente, che
le variazioni ecologiche e filogenetiche, hanno avuto sul ricambio respi-

(*) tionina al 0,2-0,49% in soluzione glucosata al 10%.
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ratorio della cellula a tipo embrionale e, quindi, fisiologicamente non
selezionata.

Le prime argomentazioni in proposito si fanno risalire a WarBure (*).

Questo A., studiando il ricambio respiratorio degli eritrociti nu-
cleati (di uccello), scopri che essi hanno in vitro un consumo di ossigeno
molto pitt grande di quello degli eritrociti anucleati (di mammifero),
per cui ne dedusse che gli eritrociti di mammifero devono essere consi-
derati come cellule filogeneticamente invecchiate, con un processo dive-
nuto ridotto e discontinuo per la scomparsa di taluni anelli del sistema
originario, tuttora integro nelle sole cellule con il nucleo.

Ma gia nel 1885 Emrricu (*) aveva reso noto 1’azione di taluni colo-
ranti sulle ossido-riduzioni della cellula vivente, cioé: il bleu di meti-
lene, il bleu di alizarina, I'indofenolo ecc., sono rapidamente ridotti in
vitro a leucoderivato, mentre la cellula con la quale il colorante si
trova a contatto esalta notevolmente il proprio consumo di ossigeno. Per
questo, a prescindere da talune misurazioni eseguite nel 1924 (%), con le
quali fu constatato che il bleu di metilene accelera da 5 fino a 20 volte
la velocitd delle note reazioni di ossidazione dell’indofenolo e della
parafenilendiamina (per cui esso fu ritenuto una vera ossidasi), le prime
importanti ricerche in proposito sono, pit esattamente, quelle di Har-
roP e Barron (*). Costoro, estendendo nel 1928 la ricerca al campo bio-
logico, trovarono che il bleu di metilene, in soluzione molto diluita
(1:20000 - 1:200000), influenza, in vitro, il consumo di ossigeno degli
eritrociti anucleati di mammifero, aumentandolo in media da 20 a 50
volte, ciod elevandolo fino ad un livello quasi uguale a quello degli
eritrociti nucleati o degli eritrociti immaturi. L’azione & connessa con
un miglioramento del metabolismo cellulare perché apporta un co-
stante aumento della produzione di anidride carbonica. Gli AA. esclu-
dono che si formi metemoglobina (come, invece, si era allermato da
parte dei sostenitori della teoria di Warsura (*) e si continuerd ad af-
fermare in seguito) e ricollegano i loro dati a quelli simili ottenuti da
MayeruoF (°) con culture di stafilococco o di lievito (poste in stato di
semiasfissia e poi recuperate con bleu di metilene), per concludere che
il colore, ripristinando 1’originario valore del ricambio respiratorio degli
eritrociti maturi deve, molto probabilmente, prendere il posto di faluni
anelli della catena ossidativa, scomparsi con lo sviluppo. Questi anelli
avrebbero il compito di facilitare il trasporto dell’ossigeno nell’ambito
dello stesso territorio cellulare, migliorandone 1'utilizzazione ed accele-
rando quella fase del ricambio metabolico sulla quale, pit o meno elet-
tivamente, agiscono (figure 1, 2, 3).
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Fig. 1. - Esperimenti di microrespirazione. Eifetto del bleu di metilene sul consumo
di 0, di eritrociti umani. [da Harror e Barron (%)].

Qui occorre ancora ricordare che non solo le sostanze del gruppo
tiazinico, ma moltissime altre sostanze coloranti, che funzionano, per
le particolaritd, strutturali della loro molecola, come indicatori di ossido-
riduzioni, sono state impiegate nello studio del metabolismo ossigenato
della cellula vivente; ma poich® l'interpretazione dei risultati osservati
da parte dei vari AA. &, come ovvio, inscindibile dalle teorie che questo
impiego hanno indotto e condizionato, & necessario procedere, anche se
molti di questi principi hanno oggi solamente un valore storico, ad un
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rapido riesame della produzione letteraria esistente sull’argomento, sia
per meglio discutere la successiva formulazione di vari e, talora, op-
posti orientamenti scientifici, sia per mettere in evidenza quegli aspetti
del problema che costituiscono i1 capisaldi delle applicazioni pratiche,
cui la teoria ha, poi, dato luogo.

Il bleu di metilene &, in elletti, il colore pit usato e piu discusso
nel campo delle ossido-riduzioni biologiche. Dall’immensa letteratura
che lo riguarda si sono stralciati i lavori che si riferiscono alle proprieta
riconosciute comuni alla tionina o che contrastano con quelle partico-
lari di quest’ultima, in relazione sia all’affinitd che alle divergenze co-
stituzionali delle due molecole.

L’alfermazione di Harror e Barron che il bleu di metilene ed 1
colori ad esso affini, se addizionati al mezzo ambiente, instaurano una
nuova forma di ossidazione dei carboidrati cellulari, in aggiunta a
quella naturalmente preesistente, & in contrasto ad una precedente in-
terpretazione di WarBuRre e coll., secondo i quali gli stessi coloranti in-
terverrebbero perfezionando il sistema di ossidazione in atto nella cel-
lula normalmente funzionante.

La classica teoria di Bacu e CuopaT presupponeva l’esistenza di si-
stemi facilmente autossidabili a perossido (ossigenasi) in presenza di
enzimi specifici (perossidasi), capaci di liberare ossigeno attivo che la
cellula doveva, poi, adoperare per il metabolismo intermedio dei si-
stemi non autossidabili. Ma 1’osservazione di SCHMIEDEBERG, secondo
la quale molti corpi ossidabilissimi in vitro con ossigeno molecolare o
atomico perdono, o quasi, tale proprieta quando fanno parte di tes-
suti viventi, e I’evidente impossibilitd che coesistano in uno stesso ter-
ritorio biologico (WieLanD) enzimi facilmente ossidabili e ossigeno at-
tivo, indussero alla formulazione dell’ipotesi del trasporto di questo gas
per mezzo di sistemi enzimatici contenenti metalli pesanti, altamente
specifici per ciascun substrato.

Partendo dalla considerazione che il ferro ha proprietd spiccata-
mente catalitiche verso 1’ossidazione di talune sostanze organiche, War-
BURG (") suppose che ogni cellula in aerobiosi fosse provvista di un ca-
talizzatore universale, cioé non specifico, contenente ferro, la cui fun-
zione era quella di attivare 1’ossigeno (4tmungsferment) fissandolo alla
propria molecola per poi cederlo ai tessuti con un sistema altrimenti
detto « per trasporto ». L’agente chimicamente attivo, una ferro-por-
firina con spettro di assorbimento caratteristico, sarebbe capace di com-
binarsi anche con 1’ossido di carbonio e con l’acido cianidrico, come
gid era stato provato per 1’emoglobina,

In sostanza, per Warsura il primo atto della respirazione si compiva
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con la reazione tra ossigeno molecolare e ferro del complesso eminico,
percheé solo per questa via 1’ossigeno poteva agire sulle molecole organiche
e non direttamente, come voleva la tesi opposta.

Ma per poter spiegare molti problemi, non ultimo dei quali il di-
verso comportamento dei tessuti cui si modifica in qualche modo 1'im-
palcatura cellulare, WarBure dovette ammettere anche il concorso di
un fattore aspecifico costituito, in uno con 1’etereogeneitd dei sistemi
protoplasmatici, da un particolare stato di condensazione, per adsor-
bimento, di substrati ossidabili e ossigeno molecolare a livello della stessa
superficie cellulare; il sistema enzimatico ferro-porfirinico trasformando
alternativamente il proprio ferro bivalente (riducente e capace di fis-
sare ossigeno molecolare) in ferro trivalente (ossidante e capace di ce-
dere ossigeno attivato ai substrati organici ossidabili) opererebbe il tra-
sporto gradatamente sino al substrato in atto di metabolismo, ritornando
allo stato bivalente; ma la sua ottimale funzionalitd & intimamente legata
al tipo e all’integritd dell’impalcatura cellulare, la cui distruzione limi-
ta il ricambio dell’ossigeno alla sola « respirazione accessoria ».

Tutte le sostanze chimiche che agiscono come veleni perchd® deter-
minano o un sequestro, totale o parziale, della superficie cellulare per
adsorbimento (narcotici) o la formazione di complessi ferro-eminici non
facilmente scindibili (acido cianidrico, ossido di carbonio), disturbano
o addirittura annullano questa parte della respirazione, perché almeno
uno dei due componenti: o lo specifico, detto, percido, anche ciano-sen-
sibile, o lo aspecifico, risultano profondamente compromessi.

Secondo Warsure 1'HCN si addiziona al ferro trivalente dell’emina
sopprimendo l'azione catalitica dell’enzima respiratorio in quanto impe-
disce la riduzione del substrato. L’ossido di carbonio forma, invece, un
composto di addizione col ferro trivalente del tipo Hb-CO; il composto
¢ dissociabile, per cui CO e 0, concorrono entrambi alla formazione di
composti con I’enzima respiratorio in rapporto alla loro pressione par-
ziale. E’) quindi, ovvio che in presenza di CO, solo la parte dell’enzima
eventualmente non bloccata pud funzionare come fermento respiratorio,
cio® puo ossidarsi fissando ossigeno molecolare.

L’enzima respiratorio di WARBURG reagirebbe come segue:

Enzima respiratorio-ferroso + 0, — Enzima respiratorio-ferrico-0,
Enzima respiratorio-ferrico-0, —» Enzima respiratorio-ferroso + H,0

Riferendosi ai lavori di Harrorp e Barron e al risultato delle loro
indagini (il bleu di metilene aggiunto ai globuli rossi in vitro determina
un aumento medio del consumo di ossigeno pari a 20-30 volte quello
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normale ed un contemporaneo innalzamento della quota del CO, forma-
tosi), cosi WarsurG e coll (®)) ne interpretano i risultati:

il bleu di metilene, aggiunto ai globuli rossi in vitro, non agisce diretta-
mente sui prodotti di degradazione degli idrati di carbonio del sangue,
ma sul ferro eminico, con un procedimento che pud essere espresso dallo
schema seguente:

I) bleu di metilene + emoglobina + H,0 < leucobleu di metilene + metemoglobina

II) metemoglobina + idrati di carbonio < emoglobina + prodotti di ossidazione degli
idrati di C

III) leucobleu di metilene + 14 0, < Bleu di metilene + H,0

= idrati di carbonio + 14 0, < prodotti di ossidazione degli idrati di C + H,0

dove per emoglobina che agisce col bleu di metilene deve intendersi:
« emoglobina libera ».

Nell’equazione I 1'inizio della reazione potrebbe essere determinato
dal passaggio di un elettrone dal ferro eminico al bleu di metilene.

All’obbiezione mossa da BarroN, che ’'aumento, cioe, del consumo
di ossigeno per azione del bleu di metilene & proporzionale al livello del
metabolismo anaerobico del singolo elemento vivente, WarBURG risponde
precisando che negli eritrociti sono sempre presenti quantitd di ferro
eminico bivalente libero, anche in caso di saturazione can ossigeno, per
cui la I equazione &, in ogni caso, soddisfatta, e questo spiega il costante
effetto positivo del colore.

La serie delle tre equazioni (dove possono, perd, comparire coefficien-
ti diversi da 1, anzi, per lo pit il coefficiente & 2) vale per qualunque tipo
di tessuto, perché in condizioni di anaerobiosi tutte le cellule hanno quan-
titd variabili di ferro enzimatico bivalente (ad es. sotto forma di mio-
ematina di Mac Munn o di citocromo di Keilin); si deduce che le condizio-
ni richieste dal sistema sono sempre verificabili, se si pensa di sostituire
nelle tre formule al posto dell’emoglobina e della metemoglobina, rispet-
tivamente, il ferro bivalente e trivalente di un’emina cellulare; 1’equazio-
ne procede verso destra e si formano forti quantitativi di enzima a tipo
metemoglobinico (WarsURG accenna addirittura ad un ciclo di diversi
gradi di valenza del ferro). Mentre la metemoglobina scompare, per il pro-
cesso di ossidazione dei prodotti di degradazione dei carboidrati che essa
determina riproducendo ’enzima a tipo emoglobinico, il leucoderivato
pud cedere facilmente 1’idrogeno all’ossigeno molecolare per la partico-
lare labilitd dei legami idrogeno, facendo ritornare il sistema allo stato
di partenza.

In aerobiosi la cellula &, invece, satura di ossigeno; il contenuto di
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ferro eminico bivalente libero, allo stato stazionario della respirazione,
deve essere molto scarso, anzi tendere a scomparire, per cui le condizioni
per il procedimento indicato dalla I non si verificano e 1’aggiunta del bleu
di metilene non determina il quadro precedentemente osservato in anaero-
biosi. |

Nel caso di avvelenamento con ossido di carbonio il legame Hb-CO
& molto stabile, il quantitativo di emoglobina libera diminuisce in forma
definitiva e I’effetto del colorante non si manifesta.

Barron aveva, perd, constatato che, mentre i narcotici inibiscono
I’azione del bleu di metilene, nessuna inibizione si osserva se si aggiunge
il colore al mezzo ambiente in cui vivono uova di riccio di mare o di aste-
ria, previamente addizionato di cianuro in concentrazione sufficiente per
produrre completo arresto della respirazione cellulare; in tal caso il bleu
di metilene ristabisce prontamente la quota di ossidazione che gli & pro-
pria, malgrado la presenza degli stessi cianuri, perché funziona esso stes-
so da trasportatore di ossigeno.

Warsure attribuisce, invece, il fenomeno a fattori diversi, e ciod:
I’avvelenamento dei catalizzatori & dato dall’affinitd che questi complessi
metallo-proteici hanno, probabilmente sotto forma di adsorbimento, verso
HCN e CO, ed &, infatti, noto che nei tessuti il cromoproteide esistente
sotto forma di emina di Mac Munn non reagisce, a differenza dell’emo-
globina, né con HCN né con CO.

La teoria di WARBURG non sembra, perd, rispondere esaurientemente
a taluni quesiti. Le pit sostanziali obbiezioni in merito fatte si riferiscono:

1) alla non rispondenza tra 1’alta quota di ferro enzimatico ed il
livello delle ossidazioni da questo indotte;

2) alla scarsa estensione dell’ossidazione diretta catalizzata in vi-
tro in rapporto al volume degli scambi respiratori, e, inoltre, alla gra-
dualita della demolizione dei substrati;

3) all’incompatibilitd della coesistenza nello stesso territorio cel-
lulare di sistemi enzimatici ossigeno-labili e di ossigeno attivato;

4) alla constatazione che in molti sistemi biologici le ossidazioni
possono avvenire in anaerobiosi, cioe senza che vi sia trasporto di ossi-
geno, per semplice deidrogenazione del substrato e, inoltre, che in vitro
taluni « combustibili fisiologici » non sono ossidati dalle emine triva-
lenti; '

8) che, in molti tessuti, I’avvelenamento della cellula con HCN de-
termina una inibizione del 40-809, della respirazione totale, per cui
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I’Atmungsferment di WarBURG non pud essere responsabile che di una
quota parte del ricambio ossigenato cellulare.

WieLanp gid nel 1912 (*°) aveva reso noto la sua teoria sulla « ossi-
dazione per rimozione dell’idrogeno ». Egli aveva fatto osservare che le
deidrogenasi, attivando 1’idrogeno, ciod labilizzandone i legami in de-
terminate molecole, lo rendono capace di fissarsi all’ossigeno molecolare
con ossidazione del donatore e contemporanea formazione di acqua o acqua
ossigenata, per cui 1’ossigeno molecolare diviene, in effetti, il pia impor-
tante accettore dell’idrogeno tissulare; tuttavia, non & il solo; in anaero-
biosi la cellula utilizza altri accettori ed, in particolare, se il sistema non
& naturale (come quando la cellula vive in un mezzo ambiente aggiunto
di speciali sostanze coloranti) la funzione di accettore di ioni H dal sub-
strato pud essere assunta da composti a tipo chinoide, primi tra i quali
il bleu di metilene e la tionina, entrambi appartenenti al gruppo delle
tiazine.

Secondo WIELAND non vi & un’azione ossidante separata da quella
riducente, ma si hanno ossido-riduzioni a coppie, risultanti dal trasporto
dell’idrogeno su accettori, per cui il vero enzima attivo di questo sistema
si comporta come ossido-reduttasi.

L’importante azione dell’HCN sui complessi ferro-eminici del sistema
si esplicherebbe, sempre secondo WieLanp, a carico della catalasi il cui
blocco impedisce lo smaltimento dell’acqua ossigenata formatasi e 1'uti-
lizzazione dell’ossigeno.

Harror e Barron, adottando la teoria di WIELAND, cosi spiegano, a
loro volta 1’azione del bleu di metilene:

— il colore non agisce affatto sul ferro enzimatico ma instaura,
per proprio conto, una nuova forma di ossidazione dei carboidrati cellu-
lari che si aggiunge a quella naturalmente esistente, migliorando, in de-
finitiva, il ritmo del ricambio respiratorio. Questa proprietd non & esclu-
siva del bleu di metilene, ma & un carattere comune alla serie dei colori
reversibili che possiedono un potenziale di ossido-riduzione compreso en-
tro un determinato intervallo di valori. Tuttavia, ’aumento del consumo
di ossigeno che questi colori instaurano nella cellula non & dipendente da
speciali caratteri fisico-chimici della molecola ed &, secondo Harror e
Barrox, in ogni caso, molto modesto, eccezion fatta per il bleu di tolui-
lene che & il solo ad indurre quote superiori a quelle del bleu di metilene.

Piu recentemente Warsure (*), nel tentativo di conciliare la sua teo-
ria con quella della deidrogenasi di WieLanD, ammise che il materiale os-
sidabile debba essere nella cellula preparato per la combustione, ossia si
deve avere una certa « attivazione » del substrato, in base alla quale &
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prevedibile la coesistenza in alcuni territori cellulari dell’enzima respira-
torio e di un enzima attivante il substrato, la cui quota di attivita & il vero
fattore determinante il livello del ricambio ossigenato.

Abbiamo gid visto come Barron e coll. trovassero I'azione del bleu
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consumo di ossigeno di Arbacia [da Barron (*)].
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di metilene non limitata ai corpuscoli rossi, ma estesa a tutte le comuni
cellule viventi (fig. 4, B, 6) e l'interpretazione del fenomeno data da
WARBURG in opposizione a quella dei detti AA.. Tuttavia, Barron (*') ando
anche oltre, confutando i risultati ottenuti da Mavermor. Quest’A. aveva
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Fig. 6. - Effetto del bleu di metilene sul consumo di ossigeno di cellule viventi,

Curva (1) eritrociti di mammifero; curva (2) eritrociti di oca; curva (3) leucociti

(linfa fresca del dotto toracico di cane); curva (4) uova di Arbacia; curva (3) uova

di Asteria. La linea continua corrisponde al consumo normale; la punteggiata al
consumo dopo addizione di bleu di metilene. [da Barron ()].
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dimostrato che il bleu di metilene normalmente inibisce dal 10 al 409,
della respirazione di una cultura di stafilococco, mentre ne ripristina la
quota, e, talora, anche la eleva se la cultura & stata in qualche modo dan-
neggiata; MaYERHOF aveva concluso che il colorante, nel secondo caso,
doveva in qualche modo restaurare un fattore ossidante andato distrutto
col danneggiamento subito dalla cultura.

Barron si dichiara, invece, nettamente contrario ad una tale inter-
pretazione del fenomeno perchd 1'azione del bleu di metilene si &, nei suoi
esperimenti, manifestata evidente anche in cellule il cui metabolismo re-
spiratorio & perfettamente normale, e ribadisce il concetto che le deidro-
genazioni ossidative possono coesistere con i normali processi respiratori
delle cellule, sebbene non sia possibile dedurre alcuna relazione evidente
tra ossidazione con bleu di metilene ¢ normali processi respiratori, men-
tre vi & stretta relazione tra attivitd del colore ed entitd dei processi di
fermentazione enzimatica.

A tal proposito Harror e BarroN avevano provato che il bleu di me-
tilene agisce sui carboidrati del sangue solo se questi sono stati attivati,
cio¢ trasformati in composti piu facilmente ossidabili ad opera dei fer-
menti glicolitici. Ma se, comunque, s’inibisce l’azione della glicolisi o
per azione del calore, che distrugge gli enzimi corrispondenti, o per emo-
lisi, che distrugge l'impalcatura cellulare, allora ’azione del bleu di me-
tilene diviene nulla perch® nulla & la concentrazione di prodotti ad alta
degradazione (del tipo dell’acido lattico) in vicinanza dell’enzima.

E’ indubbio che la respirazione cellulare ¢ intimamente connessa con
’ossidazione dei carboidrati, ma per Barron il bleu di metilene intervie-
ne durante la fase anaerobica del loro metabolismo e solo se i carboidrati
sono stati attivati e demoliti in composti pit facilmente ossidabili dagli
enzimi di fermentazione.

Come colore reversibile e forte accettore d’idrogeno 'azione del bleu
di metilene pud essere indicata dall’espressione:

carhoidrati facilmente
| ossidabili |

| ¥
bleu di metilene leucobleu di metilene

4 |
| 1% 0, |

val quanto dire: esso agisce come una deidrogenasi ossidativa di WieLanND
con un meccanismo analogo a quello espresso da THUNBERG per la deidro-
genasi succinica del muscolo.
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BarroN pensa che 1'inibizione del fermento respiratorio ad opera del
cianuro non influenzi il potere ossidativo del bleu di metilene, ma che sia
la inibizione degli enzimi di fermentazione a prevenire I'azione del colore;
tuttavia, egli dichiara la sua teoria sul meccanismo respiratorio cellulare
non in opposizione ma coadiuvante quella di WarBURG e pone nel giusto
rilievo il fatto che, se & esatto attribuire ai composti organici contenenti
ferro il ruolo di catalizzatori, non & affatto definitivamente stabilito se il
ferro attiva i composti da essere ossidati o la molecola di ossigeno.

E’ evidente che le deidrogenazioni ossidative per addizione del bleu
di metilene possono anche prendere il posto dei normali processi respira-
tori o perfezionarli in maniera pitt 0 meno spiccata secondo i substrati
presenti, ma cid che Barron tende a mettere maggiormente in evidenza
& che non vi & correlazione tra ossidazione con bleu di metilene e processi
respiratori, mentre vi & stretta correlazione tra enzimi di fermentazione
ed azione del bleu di metilene, giacch® quest’ultimo non pud manifestare
i suoi noti effetti se 1’azione enzimatica & comunque inibita.

Il progredire degli studi in questo campo permette oggi di formulare
uno schema che, per quanto ancora incompleto, pud, tuttavia, render
conto in maniera pit soddisfacente del sistema con il quale la natura ha
effettivamente risolto il complesso problema della respirazione cellulare.

La quota delle ossidazioni dirette catalizzate dalle ossidasi & alquanto
bassa rispetto a quella delle deidrogenazioni ossidative le quali, insieme
ai fenomeni di catalisi desmolasica, costituiscono i piu importanti siste-
mi di aggressione della molecola organica per la produzione di energia.

Il vero processo di respirazione della cellula s’inizia (**) con una dei-
drogenazione ossidativa del substrato donatore (D) ad opera di enzimi
ossido-riducenti che hanno il compito di trasferire tale H attivato dal me-
tabolita ad un accettore che pud essere o l’ossigeno atmosferico o un de-
terminato componente esistente nei tessuti:

DH, > D + 2 H+ + 2¢
(enzima)

Enzima + 2g + 2H+ < Enzima ridotto

| Se ’enzima ridotto o deidroenzima & autossidabile (deidrogenasi ossi-
tropa) pud facilmente trasferire 1'idrogeno acquisito all’ossigeno moleco-
lare con formazione di acqua o di acqua ossigenata; ma se 1’enzima per
ragioni termodinamiche non & in tali condizioni, allora, perche la ridu-
zione del substrato abbia luogo, devono intervenire i cosiddetti mesoca-
talizzatori o trasportatori, ciod una serie di altri fermenti la cui funzione
& quella di costituire un ponte tra 1’enzima ridotto e 1’ossigeno molecolare.
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Nella cellula animale tale funzione & espletata dal sistema citocromi-
co, costituito da una serie di proteine coniugate il cui gruppo prostetico
¢ un’emina (o porfirina metallica).

Questi fermenti hanno ciascuno un potenziale diverso e nella cellula
sarebbero ordinati in modo che ciascun termine sia piu elettropositivo
del precedente e piu elettronegativo del seguente (citocromo b, ¢, a); essi
servono alla veicolazione degli elettroni, veicolazione che realizzano at-
traverso il ferro del loro nucleo eminico, cioé con un alterno cambiamen-
to di valenza del metallo.

L’ultimo anello di questa catena, il piu elettropositivo, & rappresen-
tato dalla citocromo-ossidasi o citocromo a,, sensibile all’azione -del cia-
nuro e nella quale con Kemin (°) si vuole identificare il fermento respira-
torio di Warburg (Atmungsferment). La citocromossidasi non & separabi-
le dalla struttura cellulare perché & insolubile.

I componenti del sistema citocromico sono presenti, anche se non
tutti sempre insieme, nelle cellule aerobie delle piu svariate specie; di essi
il componente ¢, 1’unico solubile di questo gruppo, & il pit abbondante
in natura, ma, insieme al citocromo a non & ossidabile dall’ossigeno mo-
lecolare se non in presenza della citocromossidasi; il citocromo b & autos-
sidabile, ma in maniera molto lenta. In ogni caso, la forma ferrosa dei
componenti & quantitativamente determinata nel sistema dagli elettroni
in movimento dal substrato, mentre la forma ferrica & ripristinata dalle
cariche positive provenienti dall’attivazione dell’ossigeno molecolare.

Con questo assetto & possibile alla cellula realizzare un’ossida-
zione per gradi, la cui risultante & non solo di poter impedire che 1’ener-
gia del sistema venga liberata in maniera esplosiva, ma anche di realiz-
zare una delicata e sensibilissima interdipendenza degli equilibri cellu-
lari in conformitd del fabbisogno energetico del momento.

Le deidrogenasi, a differenza del sistema citocromico, sono, perd,
attive anche in assenza di ossigeno. In condizioni di anaerobiosi, per la
scarsa funzionalitd del ponte citocromico, esse possono cedere il loro idro-
geno attivo ad altri sistemi accettori ed, in condizioni non naturali, anche
alle sostanze coloranti di adatto potenziale. Ne viene che a livello del si-
stema citocromico, qualora questo difetti dal punto di vista funzionale
(ad es. nei casi di assenza di citocromo ¢ per la riduzione dell’acido suc-
cinico), I’aggiunzione di bleu di metilene o di altro colore di conveniente
potenziale ossido-reduttivo, determina l’instaurazione nella cellula di un
ponte di flusso elettronico, val quanto dire che il sistema citocromico pud
essere in tal modo facilmente scavalcato e gli elettroni del substrato pos-
sono essere direttamente portati a contatto con 1’ossigeno molecolare.
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La risultante finale sard una pil o meno spinta accelerazione della
velocitd di respirazione del sistema che nell’organismo vivente, a diffe-
renza di quanto pud avvenire in un frammento di tessuto isolato, deve
influenzare con importanza non prevedibile, ma certamente varia, gli
equilibri naturalmente predisposti per il normale metabolismo interme-
dio dell’organismo.

In condizioni normali di aerobiosi tutto 1’idrogeno dei substrati viene
ossidato attraverso il sistema citocromico per la grandissima attivitd espli-
cata dalla citocromossidasi (1 molecola pud deidrogenare 10° molecole
di substrato/secondo).

Lo studio del blocco dell’enzima per avvelenamento con HCN (gia
con HCN N/1000 si ha inibizione totale della citocromossidasi, cui si ac-
compagna una diminuizione del consumo di ossigeno che non oltrepassa
1’809 della quota normale) portd alla concezione che 1’idrogeno del sub-
strato in tali casi doveva venire stornato dal sistema citocromico e avviato
verso un altro sistema, normalmente meno attivo alle basse tensioni di
ossigeno proprie della cellula in attivita fisiologica. Questo secondo siste-
ma, a prescindere dal fatto che anche il citocromo b, benché scarsamente
autossidabile, potrebbe essere alquanto interessato nella quota della re-
spirazione ciano-resistente, & rappresentato dalle flavo-proteine (o deri-
vati iso-allossazinici), ossia da una serie di enzimi deidrogenasici privi di
ferro, che dovrebbero costituire il termine intermedio tra le deidrogenasi
anaerobiche a coenzima piridin-nucleotidico (Co I, Co II) e l'ossigeno
atmosferico. Ma poiché le flavoproteine sono deidrogenasi a carattere
debolmente ossitropico, cio® scarsamente autossidabili alle tensioni di
ossigeno normali per la cellula, si ammette, malgrado la scarsa cono-
scenza tuttora esistente sull’effettivo ingranaggio di tale meccanismo,
che 1’idrogeno proveniente dalle deidrogenasi a coenzima piridin-nucleo-
tidico possa, attraverso il sistema flavo-proteinico, essere avviato al
citrocromo ¢ e da questo ceduto all’ossigeno atmosferico, attivato dalla
citocromossidasi, con formazione finale di acqua.

Non tutti gli anelli che collegano il sistema flavo-proteico a quello
citocromico sono, perd, ben noti. Cosi, la diaforasi che ossida il Co I
ridotto & assai lentamente ossidata dall’ossigeno molecolare, ma non &
capace di ridurre il citrocromo ¢, per cui si ammette che debba esistere
un ancora ignoto trasportatore che colleghi la diaforasi ridotta al ci-
trocromo ¢ ossidato. Al contrario, la diaforasi ¢ un agente ossidante
specifico del solo coenzima I ridotto, percid si pensa che debba esistere
un’altra flavo-proteina (del tipo della diaforasi) capace di ossidare il
Go II, mentre & noto che l'idrogeno, per mezzo della citrocromo-redut-
tasi specifica, viene dal Co IT agevolmente trasferita al citrocromo c.
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Nei casi di avvelenamento del fermento respiratorio la tensione par-
ziale dell’ossigeno pud elevarsi notevolmente nella cellula, tanto da per-
mettere al sistema flavo-proteinico di cedere direttamente l'idrogeno del
substrato all’ossigeno molecolare con formazione, percio, di acqua os-
sigenata. Il bleu di metilene, inserendosi indifferentemente nel sistema
normale o in quello avvelenato, non essendo per altro ciano-sensibile,
ossiderd rapidamente le flavoproteine enzimatiche, cedendo, poi, l'idro-
geno della sua forma leuco all’ossigeno molecolare e aumentando note-
volmente la produzione di acqua ossigenata endocellulare.

Da tutto questo si deve dedurre che, mentre le deidrasi mostrano
alta specificitd sia verso il donatore che verso l'accettore d’idrogeno, i
coloranti del tipo del bleu di metilene, ad elevato potenziale ossido-re-
duttivo, possono ricevere 1'idrogeno del substrato da una grande varieta
di enzimi deidrogenanti a prevalente carattere anossitropo e connettere
tali sistemi direttamente con 1’ossigeno allo stato molecolare, apportando
variazioni e del normale ricambio intermedio e del patrimonio energetico
individuale.

Il1 bleu di metilene (Mb) puo, ad es. inserirsi a livello del sistema
citrocromico, scavalcandolo o perché capta 1'H direttamente dal substrato,
come nella: |

ac. suceinico—\ = ossidato <~ > H,0
N citocrorr.to ¥l

ac. fumarico«/ N\ ridotto —/ N— 140,
suceino- citocro-
deidrasi mossidasi

che diviene:

ac. succinico—\_~~ /— Mb 7 H,0,
k™ .
v Ve

ac. iumaricm./ \-» leuco-Mb sl Mo 0,

succino-
deidrasi

o perche capta l'idrogeno da una deidrasi a scarso potere di autossida-
zione, come avviene ad es. nella riduzione dell’acido lattico animale o
dello esoso-monofosfato:
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ac. lattico N - Col +\\ /*3' ridotto e s 15 0,
& 4 Bl ;
citocromo

I /
FN /N
ac. piruvico . Mo 06 LOH o \— ossidato 4./ N H,0
deidrogena- diaforasi citocromos-
si lattica sidasi

esosomonofosfato i g G W =5 > ridotto —\ /4 0,
I1) >< \/\( citocromo \><
ac. 6 fosfo-gluconico«”  “\»CoIL2H —/ N~ ossidato «/ > H,0
esc;somonofosfat& citocromo- citocromos-
deidrasi reduttasi sidasi

che in presenza di bleu di metilene divengono rispettivamente:

ac. lattico —\ 7= Gl % /> Mb. 2H —\ ¥ 0,
n X X

T :
ac. piruvico </ Ny 06 TOH =i New Mb &7 N\ H.0,

deidrogena-
si lattica

esosomonofosfato =N -/~— Co IL o P i Mb. 2H — = 0,
bV b ¥ St
275 P

1D)
7%
ac. 6 fosfogluconico < N\ Co IL2H_/ N Mb - S N\« H,0,

£5080mMono-
fosfato-
deidrasi

E’ evidente, percid, che 1a dove i sistemi citocromici sono difettosi,
o mancano addirittura, il bleu di metilene ravviva, o instaura improvvi-
samente col suo intervento, fasi del metabolismo intermedio che per ra-
gioni fisiologiche erano allo stato latente o potenziale.

Se si sottrae 1’ossigeno ad un sistema qual’®, ad es., quello dell’ac.
lattico il complesso di ossido-riduzioni a coppie cessa di funzionare, so-
pratutto perch® rimane bloccata nella sua forma ridotta il Co I, sempre
presente in scarsa quantita per il suo elevato « numero di scambio ». Tut-
tavia, cellule, tessuti, organismi a bassa evoluzione (e tra questi anche
le uova e gli embrioni), possono vivere e funzionare in condizioni di
anaerobiosi e talora in anaerobiosi assoluta. In tal caso il quadro meta-
bolico relativo alla respirazione dei tessuti assume aspetti diversi. Cosi,
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® noto che in taluni batteri intatti, mantenuti in anaerobiosi, lattico- e
succino-deidrasi possono accoppiarsi per dar luogo alla:

ac. lattico =\ ac. fumarico
ac. piruvico </ \ac. succinico

ciod, I’ossidazione dell’acido lattico diviene condizionata al ripristino del-
’acido succinico, gia ridotto in acido fumarico ad opera della deidrasi
specifica. La reversibilitd delle reazioni di ossido-riduzione mediante rea-
zioni accoppiate (dismutazioni) pud portare a stati di equilibrio.

Negli estratti batterici un tale accoppiamento di reazioni avviene solo
se  presente il bleu di metilene o la piocianina, che funzionano da « tra-
sportatori intermedi », per cui la stessa reazione diviene:

ac. lattiso  —\_/—Mb (o piocianina) “\_/ *ac. succinico
ac. piruvico «~ \>Mb.2H (o piocianina ridotta)—/ \—ac. fumarico
lattico-dei- .succino-dei-
drasi drasi

Non si sa, ancora, se lo stesso sistema di dismutazioni pud anche
sussistere in presenza di ossigeno.

Allo stato attuale delle nostre conoscenze siamo ben lontam dal poter
stabilire in tutti i particolari I'influenza del bleu di metilene sui vari
substrati specifici (e tanto meno per la tionina), ma, considerando 1’ef-
fetto che il suo intervento pud apportare in molti sistemi di catalisi,
bene ribadire il concetto che il normale metabolismo intermedio di un
essere vivente, di un tessuto ecc. pud essere, per questo, portato anche a
stadi diversi di equilibrio, per cui interi sistemi potrebbero arrivare a
non progredire pitt almeno in una delle due direzioni possibili: la sintesi
o la degradazione del substrato.

E’ evidente che il solo studio del metabolismo respiratorio puo non
rendere perfettamente conto delle variazioni subite dal substrato su cui
si sperimenta, per cid & errato concludere, in tal caso, che I'azione di un
colorante &, ad es., un nulla di fatto.

Anche gli stessi substrati, senza alcun intervento enzimatico possono
talora funzionare da accettori d’idrogeno da parte del leucobleu di meti-
lene (legami etilenici, acido ascorbico, glutatione ecc.); ma cid & sempre
condizionato dalla pitt o meno facile reversibilitd dei sistemi di ossido-
riduzione e dal livello dei rispettivi potenziali.

Recentemente, taluni studi sulla capacita delle tiazine di aumentare
la concentrazione degli ioni ferrici dagli ioni ferrosi di una determinata
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soluzione hanno riportato allo stato di attualitd 1'ipotesi di WarBURG
e, ciloe, la possibilith che detti colori influenzino direttamente il me-
tallo del nucleo cromo-protidico, modificando il rapporto Fe++ [Fet+
dei processi respiratori, ed, in ultima analisi, il quadro delle ossido-ridu-
zioni. Tuttavia, esse tiazine agiscono anche sull’attivitd di fermenti di
altro tipo, come la colinesterasi e la cocarbossilasi, per cui non & im-
probabile che si possa, in parte, attribuire la loro azione anche alla for-
mazione di complessi.

Il fatto che bleu di metilene e colori ad esso affini cedano diretta-
mente il loro idrogeno della forma leuco all’ossigeno molecolare porta
alla conclusione che, anche allo stato di piccole quantitd, essi determi-
nano almeno un aumento notevole della formazione di acqua ossigenata
di natura endocellulare, e ¢id non pud essere, a sua volta, senza influenza
sui normali sistemi, ancora, tuttavia, non ben noti completamente,
della catalasi e delle perossidasi,

Tutte queste proprietd del bleu di metilene devono intendersi estese
alla tionina, che, da taluni, si vuole agisca anche pil energicamente a
causa del suo piu alto potenziale ossido-reduttivo, il che si compendiereb-
be, per i sostenitori, in un maggiore apporto di ossigeno ai tessuti.

E’ ovvio che ogni obbiezione fatta per il passato sull’intervento o no
di tali sostanze nella fase ossibiotica o in quella anossibiotica & completa-
mente destituita di fondamento perché respirazione e fermentazione ten-
dono, oggi, ad essere intesi non piu come due termini antitetici, riferi-
bili a procedimenti diversi secondo i quali si pud realizzare il metabolismo
della cellula vivente, ma come due diverse fasi di un unico processo
che si puod verificare nella stessa cellula in tempi successivi.

L’anello di congiunzione fra la fase aerobica e quella anaerobica &
rappresentato dall’equazione:

ac. piruvico = ac. lattico

e, in via secondaria, anche dalla degradazione degli esteri fosforici, sui
quali elettivamente agiscono, come si & visto, le sostanze coloranti in
questione.

Gli annessi schemi, per quanto molto sommari, servono ad illu-
strare quanto si & detto sul processo della respirazione cellulare.
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Scuema I - Respirazione in aerobiosi.
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Scuema II - Respirazione in presenza di bleu di metilene.
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Rimangono, inoltre, ignote le condizioni (concentrazione del colo-
rante, pH, temperatura ecc.) che possono determinare varianze nell’at-
tivitdh (totale o parziale) del sistema citocromico in presenza del bleu
di metilene.

Mentre gli studi sull’attivitd degli enzimi progredivano, mettendo
in evidenza anche i lati negativi dell’influenza del bleu di metilene qua-
lora questo agisca su complessi viventi, molti AA. continuarono a stu-
diarne i pretesi costanti benefici effetti sulla respirazione, solo ba-
sandosi o sui risultati dell’esperienze di Enrricr o sulle conclusioni di
Truneure, indubbiamente validi per sistemi isolati, come gli eritrociti
e gli estratti muscolari.

Molti biologi, indagando sull’attivitd respiratoria di uova vergini e
fecondate, si erano posti come quesito la ricerca delle sorgenti di energia
cui il germe in accrescimento pud attingere per il suo sviluppo; pill pre-
cisamente, essi tentarono di sapere se nella formazione dell’individuo
adulto ha il sopravvento un metabolismo di tipo prevalentemente aero-
hico, per cui la crescente richiesta di energia da parte della cellula deve
ritenersi soddisfatta da un aumento dell’attivitd respiratoria (BATAILLON,
Lo, GODLEVSKY, RUNNSTROM ecc.) 0 se vi &, piuttosto, una forte preva-
lenza del metabolismo anaerobico a cui corrisponde un ricambio ener-
getico ancorato a reazioni di tipo spiccatamente fermentativo [WARBURG,
Parnas, BracoeT ecc. (*?)].
| Gid Parnvas e Krasinsga (), sin dal 1921, avevano fatto 1'ipotesi che
dalle prime divisioni sino alla formazione dei foglietti germinativi la
piccola quota di consumo di ossigeno riscontrata in talune uova, ad es.
in quelle di Rana fusca, dovesse attribuirsi a cause non connesse con la
vera attivitd respiratoria, che s’iniziava piu tardivamente.

Molti ricercatori, come BracueET (**), spiegano il fenomeno ammet-
tendo che un consumo molto basso di ossigeno debba supporsi in rela-
zione, pill che con una bassa attivitd respiratoria, con l’ossidazione di me-
taboliti accumulatisi nell’'uovo durante processi anaerobici a tipo fer-
mentativo, forse per deficienza di riserve ossidanti. BRAGHET precisa, anzi,
che i cicli respiratori da lui osservati in uova di Rana fusca sono la prova
tangibile dell’andamento ciclico delle reazioni anaerobiche.

Pill recentemente SpiriTo (*°) considera la fermentazione anaerobica
un sistema che nello sviluppo embrionale non deve avere mai il soprav-
vento, pur essendo possibile la sua manifestazione in determinati mo-
menti funzionali. STEFANELLI (**), confermando le gid osservate oscilla-
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zioni cicliche nell’assunzione di ossigeno da parte di uova di rana e di
rospo, pensa che i due tipi di metabolismo possano manifestarsi secondo
I’ereditd genetica del germe e che l’energia necessaria alla mitosi sia
originata da una attivazione degli scambi gassosi o dei processi fermen-
tativi, a meno che, in quest’ultimo caso, la povertd di riserve ossidanti
non produca fenomeni tossici.

Ma anche con questa ammissione rimane ignoto il meccanismo del-
I’esaltazione periodica osservata nell’assunzione di ossigeno da parte del-
I'uovo fecondo; pil precisamente, rimane non accertato se tale maggio-
razione della normale richiesta coincide con la fase attiva della mitosi
nucleare, che lo determinerebbe, o se & d’esclusiva e vaga pertinenza
citoplasmatica.

Basandosi su principi gid esposti, si ricorse, percio, all’impiego di
sostanze a forte potere ossido-reduttivo per indagare la risposta della cel-
lula vivente. Fra le sostanze piu usate, notevole importanza ha la para-
fenilendiamina che Runnstrom adoperd nel 1930 (1) facendola agire su
uova di Paracentrotus. |

L’A. osservd che il considerevole aumento del consumo di ossi-
geno indotto in questo caso era inibito da cianuri e da ossido di carbonio,
con un grado d’inibizione che si rivelava in rapporto diretto con la
quota ridotta dell’enzima di WarBurc. RuNNsTROM ne dedusse che la p.
fenilendiamina non si autossida come il bleu di metilene, ma viene
ossidata a seguito del processo di riduzione del fermento respiratorio, la
cui quota di ossidabilitd nelle uova sterili doveva essere limitata da un
impedimento nella catena dei trasportatori che connettono lo stesso At-
mungsferment al sistema deidrasico.

Nel 1935 RunnsTrOM estese le sue ricerche alla piocianina, perché,
pur appartenendo questa per il suo potenziale di ossido-riduzione alla
stessa categoria del bleu di metilene, era, perd, ritenuta far parte di un
gruppo di sostanze la cui ossido-riduzione avveniva in due tempi, ciascun
tempo comportando il trasferimento di un solo elettrone, mentre per il
bleu di metilene si riteneva che la riduzione avvenisse in un sol tempo,
per contemporaneo trasferimento di entrambi gli elettroni. Inoltre, sin
dal 1931 Friepuemt (**) aveva dimostrato che in talune ossidazioni la
piocianina & un catalizzatore piu efficace del bleu di metilene,

RunnsTrOM trovd che, per azione della piocianina su uovo di riccio
di mare in soluzioni crescenti da 0,006 a 0,0159%, il consumo di ossigeno
delle uova sterili aumenta da 1 a 3 circa, mentre le uova fecondate, che
normalmente hanno un consumo di ossigeno 4 volte superiore a quello
delle sterili, lo aumentano solo da 1 a 2 e s’inibisce il processo di divisione
cellulare.
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Deorro (*°), tuttavia, confutera nel 1939 quest’asserzione, dimostran-
do che se si adoperano concentrazioni meno forti di quelle adoperate da
RunnstroM (1:200.000-1:4.000.000 invece di 1:6.666-1:16.666), & possi-
bile constatare un’azione accelerante anche nella moltiplicazione cellulare,
nel senso che le gastrule si formano in maggior numero e piti rapidamente
dei rispettivi controlli. Le osservazioni fatte valgono anche per la tio-
nina che, con la piocianina, in concentrazioni 1:10.000-1:80.000, induce
ritardo ed alterazione nei processi di segmentazione e pilt 0 meno rapido
disfacimento del substrato in rapporto al tempo di azione.

La respirazione indotta dalla piocianina, cosi come avviene per il
bleu di metilene e la tionina, non subisce modifiche per aggiunta di cia-
nuro in soluzione diluita, anzi, in questo caso, la bassa quota di respi-
razione delle uova sterili raggiunge, e, talora, oltrepassa, quella dei con-
trolli fertili. RUuNNsTROM attribuisce il risultato delle esperienze al fatto
che anche la piocianina & autossidabile.

Il fermento di WarBurG che, secondo I’A., agisce indisturbato per
suo conto, deve trovarsi presente nelle uova fecondate allo stato ridotto
in quote molto basse e cid sarebbe in accordo con l'alto livello di respi-
razione osservato nel germe durante le prime segmentazioni; la piocia-
nina, come la tionina, non agirebbe eccitando la parte ciano-sensibile
della respirazione della cellula uovo, ma come un’enzima artificiale a
tipo deidrogenasico. L’HCN, bloccando la quota ciano-sensibile non ini-
bisce la respirazione, ma ostacola il processo di divisione cellulare, met-
tendo in evidenza che a questo stadio il fermento respiratorio pud essere
sovratutto destinato a dirigere, completamente o in parte, le prime mi-
tosi dell’uovo di Paracentrotus.

Nelle uova sterili, la cui respirazione & molto bassa, la quota del
fermento respiratorio ridotto deve essere molto alta e frenata da una
specie di blocco della catena dei trasportatori, mentre la funzione dell’en-
zima respiratorio attivo deve essere, probabilmente, assunta, in tutto o
in parte, da un sistema pit bassamente autossidabile, a tipo deidrasico,
simile, se non identico, all’enzima giallo di WaRrBURG.

RunnsTrRGM constatd che la piocianina favorisce, con 1’aumento della
respirazione, una sintesi di esteri-fosfato; essa, aggiunta ad acqua di
mare 0 a sistemi contenenti esoso-fosfato, provoca innalzamento del
consumo di ossigeno per un valore pari a 3,5 volte circa quello provocato
dal bleu di metilene nelle stesse condizioni; il fatto, poi, che il bleu di
metilene non promuova lo sviluppo di uova di Paracentrotus, se sussi-
stono le condizioni di anaerobiosi e arresti il processo di divisione cel-
lulare, lo induce ad ammettere una correlazione tra respirazione e sintesi
degli stessi esoso-fosfati nell'uovo, mentre 1’azione dell’HCN sarebbe ve-
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rosimile attribuirla all’attivazione di enzimi che aumenterebbero la quan-
titd del substrato presente.

Un caso, tuttavia contraddittorio rimane, per RunNnsTrOM quello ri-
ferito da Friepmem, secondo il quale 1’aumento della respirazione del
Bacillus Pyocianeus ad opera della piocianina & inibito da CO e HCN,
ciod in questo caso la piocianina si comporterebbe come la p. fenilendia-
mina e reagirebbe debolmente o non reagirebbe affatto con 1'ossigeno mo-
lecolare, ma si lascerebbe ossidare dall’enzima respiratorio di WARBURG.

In ogni modo non sono per I’A. fattori limitanti la quota della respi-
razione di ciascun protoplasma né il fermento respiratorio né il sistema
substrato-deidrasi; il principale responsabile del meccanismo respiratorio
in atto deve essere considerato il solo trasportatore di ossigeno.

Senza voler ulteriormente insistere nel riportare le numerose analo-
ghe ricerche nel campo dell’intimo meccanismo d’azione dei vari colo-
ranti sintetici sul ricambio respiratorio della cellula germinale, si puo,
tuttavia concludere che, in merito, ’attenzione dei ricercatori & rimasta
sempre circoscritta allo studio della richiesta di ossigeno e al tentativo
d’interpretare i vari risultati al lume di una o dell’altra delle due teorie
antagoniste :

1) i coloranti a funzione ossido-reduttiva agiscono sul substrato
attivato della cellula vivente come deidrogenasi, connettendo lo stesso
substrato direttamente con 1’ossigeno molecolare atmosferico ed instau-
rando una via di trasporto degli ioni idrogeno;

2) i coloranti a funzione ossido-reduttiva perfezionano il sistema
endocellulare di trasporto dell’ossigeno, perche capaci di agire sulla ca-
rica elettronica del ferro eminico cellulare, migliorando i sistemi che si
presentano naturalmente difettosi o manchevoli di anelli della consueta
catena ossidativa.

Lo studio particolareggiato dall’accelerazione dei fatti proliferativi
in rapporto ai controlli & stato, perd, in questa prima fase soltanto intra-
visto e, in ogni caso, & stato eseguito solo, o molto incompletamente, per
i primissimi stadi dello sviluppo embrionale (piastra neurale), per cui
si rimane fortemente perplessi nel dover rispondere al quesito:

— D’intervento di coloranti ad alto potere ossido-reduttivo, come il
bleu di metilene, la tionina o la piocianina, apporta effettivamente, con
I’aumento della richiesta di ossigeno, un perfezionamento del meccani-
smo respiratorio che poi si riflette sulla velocitd dell’accrescimento em-
brionale, o tale intervento si limita, piuttosto, ad alterare il normale
avvicendarsi di talune scorte del metabolismo intermedio, di cui modifica
la preesistente dinamica?
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— fino a che punto & logico ammettere che 1'esaltazione della fase
aerobica del ricambio intermedio, naturalmente predisposto per il nor-
male sviluppo di una determinata specie, induca nel germe, cioe in uno
stadio caratterizzato, rispetto all’individuo adulto, da una scarsa speci-
ficita del protoplasma e da una scarsa selezione delle sue funzioni, mo-
difiche tali da influenzare solo benevolmente la celerita e la perfezione di
sviluppo dell’animale vivente?

E’ utile, in proposito, ricordare che BErTHO e GROSSMANN (*°) cosi
riassumono la trattazione delle due teorie piu volte qui citate:

— «In soli pochi casi pud essere definitivamente deciso che si
tratti di attivazione d’idrogeno e questo avviene quando l'accettore coin-
volto & privo di ossigeno. Nella maggior parte dei casi di catalisi da
ferro & esclusivamente opinione personale supporre che il metallo pe-
sante o il complesso substrato-metallo pesante abbia il potere di atti-
vare l'idrogeno del substrato o che sia l'ossigeno ad essere preparato
per ellettuare 1’ossidazione ».

e CLARK (*'): « ...there has run through the litterature from the time
of Eurricu’s suggestion, a stream of speculation regarding some vaguely
defined relation between the staining properties of certain tissues and
their oxidation-reduction metabolism. Unna... has suggest a correlation
between « staining gradient » and his so-called « metabolic gradient ».
In all such speculation there has heen a noteworthy absence of quanti-
tative data ».

Molte proprieta fisico-chimiche della tionina e di altri coloranti af-
lini del gruppo delle ossazine e delle fenazine sono ancora poco note.

La tionina appartiene al gruppo delle tiazine e il prodotto commer-
ciale, noto col nome di cloruro del violetto di Laurn, & il cloruro della
2-7 diamino-fentiazina.

Parecchie formule sono state proposte per giustificare con determi-
nati aggruppamenti funzionali della molecola 'importante sua caratte-
ristica di sostanza a potere riducente reversibile; ma la risoluzione del
quesito si riallaccia a problemi di significato pit generale perché tende
ad accertare se nel gruppo delle ossazine, fenazine e tiazine & l’atomo
di S dell’anello centrale quello che porta nel corrispondente ione la ca-
rica positiva del colorante o uno dei due atomi di N dei due radicali
laterali.

KeEBRMANN e ScHAPOSCHNIKOFF (?2) nel 1897 e poi KEmrMANN nel
1902 (**) proposero per la tionina una formula di tipo ortochinoide, che
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lo stesso Kemrmann abbandond nel 1914 perché non rispondente ai re-
quisiti della molecola:

206
sl N Sl > s,

J
Cl

frones

G. Opbpo (**) attribuisce alla tionina una formula simile, ma con la strut-
tura tipica dei perossidi:

{\/ \/m
HN/\/\S/\ 3 NH,

I
Cl

Anche Karrer (*°) riporta come probabile una forma ortochinoide:
N, ,
ANV NN

| |l Cl
H;N/\\\/\S/\\\/\NHJ I

ma accetta come possibile anche la configurazione para.

Oggi si tende a riconoscere come pilt probabile la forma strutturale
parachinoide, inizialmente proposta da BernTaSEN (*%), nella quale i deri-
vati non vengono considerati come omologhi dei sali di ossonio, ma
come omologhi di quelli di ammonio:

NN
N/ NN g /N

(C,H,N,.S) Cl. H,0

Cl

La tionina, che & un cloruro e non un cloridrato, come si era prima
proposto, si presenta macroscopicamente sotto forma di aghi (*7) o di
prismi giallo verdastri moderatamente solubili in acqua calda con in-
tenso colore violetto; piu difficilmente & solubile in acqua fredda. Si
scioglie in HCI debolmente concentrato con colore violetto, ma per ulte-
riore aggiunta dello stesso acido il colore si trasforma in bleu; 'addi-
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sione di acido solforico molto concentrato (oleum) provoca, invece, la
dissoluzione della sostanza con formazione di una soluzione verde blua-
stra. In soda alcoolica & pure solubile dando colorazione rosso fucsina.

Il cloruro s’intende derivato da una base: la (7) amino-fentiazi-
na (2), o, anche, dall’idrato che & idrossido del 2-7-diamino-fentiazonio:

/‘“\\/N'\‘\/\\ - /’\\/NJf\//'\ B
1 1 Jdenm I I
HN N N/ O | uNn"\ 5/ NNy, |0H
(CH,N.S) = (C,,H,,0N,S) |

quasi insolubile, anche in acqua calda ed alcool.
Per riduzione del cloruro si ottiene la forma leuco che ¢ una dia-
mino-tio-difenilamina, comunemente detta anche bianco di LauTa:

”/\/ \ \”

(C.H, N S).HCI

solubile in soluzione acida diluita (dove & piu stabile) e in alcali. Questa
forma & il prodotto finale che si ottiene nelle soluzioni in seguito alla
sensibilitd fotochimica della tionina; secondo Crarck la fotosensibilita
del bleu di metilene & anche di ordine superiore.

Il catione ossidante & fortemente polare, paragonabile ad NH, + :

/\/N\/\\
{ U T Loxme
Hg:{_q/\%’\s//\‘/-_w

per quanto risulti meno forte dell’omologo radicale del bleu di metilene,
nel quale si manifesta una maggioreé basicild a causa dei radicali alchi-
lici che sostituiscono altrettanti atomi di H:

l/\-\l/l‘f\\l/\\I |I/‘._\\I/I:I\\l/\l
CHYN/ NN\ g/ = CHY,N" 7 N\g?/\/ ~NCH)

(struttura para) |

(struttura orto)

Infatti, mentre per la tionina gid nella zona di pH vicina a 11 si
osserva il cambiamento di colore da porpora a rosso fucsina, per il bleu
di metilene & richiesta una maggiore alcalinizzazione. Entrambi i cationi
sono, perd, difficilmente separabili se non si ricorre all’ossido di argento
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umido, e il nitrato di argento non precipita dalle soluzioni, in nessun
modo, l'ione cloro.

Kenrmany ammette che il violetto di Lauts formi con I'HCI tre tipi
di sali, secondo la concentrazione acida a cui si sottopone il catione
colorato, e cioé:

H/\\I/N\\t/\l (\\/ A

o Mg NATIB NP R
base gialla Cloruro violetto
.HCl .HCI

_NH HCI = :

H;N/\/ S/\/ e s/ \S/\\/ PR
HCl
Oloruro blen verdastro Cloruro verde giallastro

ma la formazione degli ultimi due richiede un’aciditd fortissima e 1'ul-
timo, addirittura, una concentrazione di H,S0, corrispondente al 35-809
di oleum.

Vari schemi sono stati descritti per spiegare il processo di ossido-
riduzione di questa serie di coloranti.

E’ noto che, in presenza di ioni ferrosi, la riduzione di una soluzio-
ne acida di tionina avviene spontaneamente, anche in assenza di ossi-
geno, per azione delle radiazioni dello spettro visibile, per cui il leuco-
derivato rimane indefinitamente tale se mantenuto allo stato di massima
sensibilizzazione, cioé sotto 1’azione continua delle radiazioni. Se s’in-
terrompe l'irradiazione o si fa penetrare ossigeno si ha allora la rever-
sione del leucoderivato a prodotto colorato.

Weiss nel 1935 (*°) aveva osservato che l'aggiunzione di un sale
ferroso ad una soluzione acida di tionina ne determina 1'istantanea deco-
lorazione. Portando la soluzione allo scuro, la ricolorazione & istantanea,
ma, se si rimuovono in qualche modo gli ioni ferrici formatisi, il leuco-
derivato rimane irreversibilmente ridotto.

Lo stesso fenomeno si riproduce per altri coloranti in soluzione acida,
quali il brillant-cresil-blau, il bleu di metilene ecc. WEiss pensa che
per irradiazione si abbia 1'immediata ossidazione del Fe?*t a Fe®t a spese
dell’acqua, secondo la formula: '

Fe*+ 4+ HOH -+ sost. colorante < Fe’+ + HO- + sost. colorata-H
(leucoderivato)

Questa teoria sard in seguito perfezionata da Rasixowirch, ed & evi-
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dente 'interesse che presenta dal punto di vista biologico anche per 1'ul-
teriore destinazione degli ioni OH.

WieLanp (39, in analogia a quello che aveva dimostrato per altri
coloranti (indaco, bleu di metilene ecc.) ammise che nella riduzione della
tionina uno solo dei due idrogeni necessari alla formazione del leucoderi-
vato si fissa stabilmente all’azoto dell’anello eterociclico del colorante per
determinare 1’equilibrio:

colore < leucoderivato

Pur riconoscendo che nel caso del bleu di metilene il sistema & com-
plicato dalla grande varietd di vie attraverso le quali pud esser condotta
’ossido-riduzione reversibile, tuttavia si ammette (*') che, scrivendo la
tionina secondo la formula di BErnTusen, la riduzione avvenga secondo la:

g ﬁ'_
/\/ e /NS N\ \

R\ I . \ lc = N/ + 22— \ N” l | N/ R

A AN s \/\S/\/

ciod, mentre 1’azoto terminale con doppio legame nell’anello di destra
ha una distinta valenza polare paragonabile a quella dell’'NH,+, per
riduzione questa valenza viene ad essere distrutta e nello stesso tempo
si crea un anione potenziale a livello dell’azoto dell’anello eterociclico,
come nel caso degli indofenoli. Il processo di ossido-riduzione si dovrebbe
dunque esprimere con la:

Ox + 2¢ = Red.

Il gruppo polare, creatosi da quello non polare, pud assumere pro-
prietd basiche per addizione diretta di H o per addizione di acqua e
susseguente ionizzazione dell'ossidrile. L’idrogeno o I’equivalente legato
all’azoto dell’anello eterociclico & indissociabile; al contrario il cloruro
¢ fortemente dissociato e nessun cambiamento di pH ne pud influenzare il
grado, per cui i cambiamenti di colore osservati per pH estremamente
acidi devono spiegarsi altrimenti.

A seguito della riduzione i due gruppi terminali contenenti azoto e
i due anelli estremi della molecola divengono strutturalmente identici.

Granick, Micoairis e coll. (*'), sulla base della teoria di PAULING,
trovarono nel 1940 che le ossido-riduzioni di sostanze coloranti a nucleo
chinonico (in particolare della tionina) appartengono al tipo delle ossi-
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dazioni bivalenti, per le quali la riduzione avviene in due tempi, ciog,
prima di aversi la forma definitiva del leucoderivato, che richiede due
atomi di H per la sua formazione, vi & un gradino di riduzione inter-
media con formazione di semitionina a nucleo semichinonico, ossia si
ha un prodotto di riduzione univalente.

Questo radicale semichinonico esiste in equilibrio col colore e con
la leucobase solo in una percentuale molto piccola, seppure non trascu-
rabile, in un campo di pH coperto dai consueti tamponi, ma in soluzioni
fortemente acide (H,SO, 10-26 N) esso & molto piu stabile e pud essere
identificato per analisi della curva di titolazione reduttiva del colore
con TiCl,; la curva potenziometrica presenta un netto salto al 8509 di
riduzione e nella seconda metd della titolazione il colore giallo puro del
radicale semichinonico appare senza essere eclissato dall’intenso colore
bleu-verde della forma chinonica.

All’esame spettrofotometrico il radicale semichinoide & riconoscibile
per le bande caratteristiche nella parte bleu dello spettro, quantunque
le condizioni non siano molto favorevoli per la costante presenza della
forma chinoide. Al punto finale della titolazione riduttiva ogni colora-
zione scompare giacche la soluzione si & completamente ridotta a leuco-
derivato incolore.

La costante di formazione semichinonica K raggiunge il valore 1000
in soluzione 26,6 N di acido solforico, ma decresce rapidamente a valori
inferiori ad 1 per soluzioni meno acide; tuttavia anche in soluzione
neutra o quasi, la semitionina non & completamente scomparsa.

Le soluzioni fortemente acide stabilizzano il radicale semichinonico
perche si forma un catione bivalente con struttura che presenta risonanza
equivalente del tipo analogo a quello del radicale di WURSTER.

Nella formula:

t/\H/:N\i/\ﬁ
H._.N/\/\S/\/\i&H._,

la tionina possiede un elettrone eccentrico nell’azoto dell’anello centrale
e non pud presentare risonanza perche quest’atomo di N e quello aminico
della catena laterale sono legati a differente numero di atomi. In solu-
zioni moderatamente acide questa forma, che ha scarsa basicita, pud
fissare un protone ad uno dei gruppi -NH, formando il catione:

| YN
HN AN s/ 7 \qH,
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che non & molto stabile; ma se si aumenta ancora l’acidita del mezzo
ambiente un altro protone si attacca alla precedente molecola, formando
un catione bivalente:

H
1 /V SN

[ I
H/\/\ VAYAN

Questo viene a trovarsi in risonanza equivalente con la

H

/\\/ \”/\\
HN/\ \ /N7 \NH,

(+) (+)

IV

perche sono entrambi forme strutturali considerabili come « stati limi-
tanti equivalenti » indistinguibili.

Per spostamento di un solo elettrone si hanno altri due stati limitan-
ti di risonanza equivalente ed equivalenti al primo paio (V e VI), che pos-
sono considerarsi simili al radicale di Wurster (VII).

H H
- &
7 735,\”/\ /\/ B A % Mo
HN/\/\ P \NH H{H’/\?\\ /\/\NH >N/\/
(+) (+) R~ (+)
V) (VI)

(VII)

A quest’ultimo radicale basta una soluzione lievemente acida per
entrare in stato di risonanza equivalente, cioé di carica cationica singola;
per la tionina la condizione necessaria & la formazione di un catione a
doppia carica, il che vuol dire che occorre una concentrazione acida mag-
giore di quella necessaria al radicale di Wurster per poter raggiungere
lo stato di catione stabile, cio® di radicale libero.

In soluzioni fortemente acide (10-26 N di H,S0,) il radicale semichi-
nouico & stabile per un’estensione molto pit grande di quella corrispon-
dente al suo equilibrio con il colore ed il leucoderivato.

Il radicale corrispondente del bleu di metilene & spettroscopicamente
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molto simile a quello della tionina, ma la sua formazione richiede un am-
biente fortemente piu acido. |

Rasivowrrcu (®%), studiando le proprietd fotochimiche di un tale si-
stema, secondo quanto WEiss aveva gid osservato, dimostra che il semi-
chinone della tionina, in quantitad piccole, ma non trascurabili in solu-
zioni moderatamente acide, pud aumentare notevolmente la sua con-
centrazione in presenza di ioni Fe®*, perche, per azione della parte visi-
bile dello spettro, la sua fotosensibilita da origine a equilibri del tipo

o luce luce
tionina + Fe®’+ < semitionina + Fe®+ + Fe?’+ <« leucotionina + 2Fe’+
oscuro  (gialla) 08CUro (incolore)

In tale equilibrio la concentrazione del leucoderivato allo stato fo-
tostazionario & proporzionale all’intensitd della luce ed inversamente
proporzionale alla concentrazione degli ioni Fe®*, se la concentra-
zione della tionina & bassa; se la concentrazione &, invece, piu sen-
sibile il leucoderivato raggiunge, allora, un valore massimo solo sino
ad un certo valore della concentrazione di tionina, dopo il quale torna
a diminuire divenendo inversamente proporzionale alla concentrazione
del colore.

La formazione del leucoderivato aumenta fortemente con l’aumento
della aciditd (probabilmente perche gli ioni H tendono a diminuire gli
ioni Fe®t) onde in un sistema fotostazionario la formula diviene:

luce ,
tionina + 2Fe*+ <« [x semilionina + (1-x) leucotionina] + [(2-x) Fe®+ +xFe*+]
oscuro

Se gli ioni Fe®* formatisi vengono in qualche modo precipitati
o ridotti con atomi di H, allora la reazione diviene irreversibile.

Il sistema richiede solo pochi secondi per raggiungere ciascun stato
fotostazionario e, in assenza di ossigeno, la leucotionina & quantitativa-
mente reversibile; ma se il sistema si trova anche in presenza di ossige-
no, allora il colore ridotto viene parzialmente riossidato con il risultato
finale di un accumulo di ioni ferrici.

Il sistema tionina-Fe®+ & percid, simile all’altro sistema

luce
%6 J, + Fe*+ <« T + Fe'+
oscuro

ma quest’ultimo richiede piu tempo e spesso non raggiunge le stato fo-
tostazionario.
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Tali reazioni della tionina sono comuni anche ad altre sostanze co-
loranti tiaziniche (bleu di metilene, calcozina, verde di metilene, bleu di
toluidina, brillanteresilblau, tiocarminio ecc.) ma, tra queste, la pit sen-
sibile rimane sempre la tionina. Sostanze capaci di formare complessi
con gli ioni ferrici, come ad es. SO, ~ e, piu di tutti, gli ioni fosfato,
aumentano la sensibilitd della reazione se presenti nel mezzo ambiente.

Gli AA. studiano la cinetica di queste reazioni per misurare fotome-
tricamente la concentrazione del colore in stato fotostazionario, ma 1'in-
terpretazione dei risultati & complicata dal fatto che nessuna serie di mi-
surazioni corrisponde al cambio di una sola variabile: ad es. se varia
I'intensitd d’illuminazione varia la concentrazione stabile della tionina,
per cui in caso di forte aumento di tale concentrazione, l'intensita di
assorbimento della luce pud divenire non proporzionale all’intensitd
d’illuminazione. Alle variazioni della riduzione e riossidazione della tio-
nina si aggiungono quelle correlate alla presenza degli ioni Fe, le dismu-
tazioni della semitionina, la dimerizzazione ed interazione con ioni H ecc.

Con 'aumentare del pH diminuisce continuamente l'intensitd d’im-
bianchimento; 1'effetto dell’aciditd sulla decolorazione del colorante &
in relazione al suo effetto sull’equilibrio termodinamico del sistema tio-
nina-leucotionina, ma questa relazione non & la sola perché 1’equilibrio
dipende evidentemente dalla costante di velocitd, mentre lo stato foto-
stazionario dipende dal valore assoluto di talune di queste sostanze.

Anche in epoche meno recenti la cinetica della fotodecolorazione di
questi colori ha destato l'interesse di vari autori. Cosi: WEBEr (*°), stu-
diando la velocita di decolorazione della tionina in presenza di agenti
riducenti (tiosinamina, dietiltiosinamina), in soluzione acquosa o metil-
alcoolica, con o senza aggiunta di sostanze ritardanti, come l'idrochi-
none, pone gid il quesito relativo al fatto che 1'assorbimento della luce
produce ioni eccitati del colore con differenti livelli di energia. Questa
variazione sarebbe il fattore determinante della velocitd di reazione del
processo di decolorazione; SteiGmManN (°°) trova che le soluzioni di tio-
nina, acide per acido solforico, passano, per aggiunta di tiosolfato in
quantitd progressivamente crescenti, prima dal violetto al bleu e poi
si decolorano pure progressivamente.

Nel 1941 MicuaeLis e Granick (*°) riconfermano che la reversibilita
delle ossido-riduzioni dei coloranti ossazinici e tiazinici & intimamente le-
gata alla formazione di un radicale libero intermedio, che & presente nelle
soluzioni acide in concentrazioni sufficienti per non costituire un fattore
limitante. Essi tentano, poi, di provare che queste sostanze coloranti a
tipo cationico mantengono il radicale semichinonico anche in soluzione
alcalina e a questo scopo valutano l’indice di potenziale sia per inter-



— 684 —

polazione di valori potenziometrici ottenuti nella serie di pH, che per
titolazione, trovando, per sostanze come l'ossonina, la tionina ed il
bleu di metilene, un buon accordo e valori non discosti per piu di
0,5-1,0 m.V. sopra il valore minimo tcorico di 14,3 m.V., proprio del
radicale semichinonico. Essi riconoscono, tuttavia, che una convincente
curva di titolazione in soluzione alcalina e difficile ad essere ottenuta
sia per la, genericamente, bassa solubilitd delle basi libere del colorante
che per l'insolubilitd di taluni leucocolori. Successivamente (°%), stu-
diando la formazione di radicali semichinonici per riduzione parziale
di ossazine, tiazine e selenazine, trovano che la presenza di amino-
gruppi nella molecola (rispettivamente: nessuno (tionolo), uno (tiono-
lina) e due (bleu di metilene e tionina) & il fattore determinante le con-
dizioni di aciditd ambientale necessarie percheé il ponte azotato possa
catturare e stabilmente attaccare il protone che gli compete per formare
il radicale semichinonico.

Per quanto riguarda l'importanza dell’intervento dei vari ioni ferro
nei processi di ossido-riduzione dei coloranti & necessario accennare che,
sulla base di precedenti indagini, intese a studiare la formazione quali-
tativa e quantitativa di diverse specie ioniche (che si formano nelle so-
luzioni saline di metalli polivalenti), intermedie tra ioni liberi e mole-
cole (*°°), BraLEY e coll. (**7) poterono provare che nelle soluzioni al-
cooletiliche di ioni ferrici, in presenza di LiCl in opportune concentra-
zioni, sono presenti quantitd preminenti dell’ione libero FeCl, ™ . Questo
ione, che da solo si comporta come agente ossidante, ¢ capace, in pre-
senza di determinati coloranti, di fornire una reazione accoppiata di
ossido-riduzione, funzionando da fotocatalizzatore. Usando la linea del
Hg a 365 mp come sorgente di luce essi trovano che I'ione FeCl, si
riduce a FeCl?™, ossidando nel contempo il substrato alcoolico. In
presenza di tionina o di bleu di metilene I'ione FeCl? ~ reagisce de-
colorando la tionina e riproducendo 'ione iniziale, dando luogo, in con-
dizioni anaerobiche, all’equilibrio:

2 FeCl?™ + tionina+ < 2 FeCl;” + tionina™

L’ossidazione dell’ione complesso ferroso si determinerebbe, in so-
luzione alcoolica, per un mutamento di 0,8 V nel potenziale di ossido-ri-
duzione del sistema, provocato dall’aggiunzione di un eccesso di ioni
cloro.

Successivamente, nel 1982, essi trovano (*°®) che i radicali prodotti
possono favorire 1’inizio di una polimerizzazione di radicali vinilici, ol-
tre che 1’ossidazione di substrati organici.
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OstER e coll. (*'7), studiando le condizioni necessarie per la fotode-
colorazione e per il fotorecupero del colore (bleu di metilene e tionina) in
presenza di fenilidrazina, stabiliscono, fra l'altro, i rapporti tra la velo-
citd della decolorazione e la viscosita del solvente.

PestMER (1'%), mette a punto la cinetica della riduzione fotochimica
della tionina; egli conclude osservando che il primo passo per l'eccita-
zione del catione & il trasferimento di un elettrone e discute il probabile
schema di reazione.

Lawrence J. HEmr (**) mette a punto un suo procedimento per di-
mostrare queste proprietd dinamiche dei colori (ed in particolare della
tionina) che si compendiano nella conversione della luce in energia chi-
mica e nel consecutivo svanire di certi colori. Una grande lacuna, tutta-
via, persiste nel mececanismo di tali ossido-riduzioni in campo biologico,
dove non si & ancora potuto accertare quale effettivo comportamento
abbiano queste sostanze colorate nei confronti del rapporto Fe®+/Fe?+
dei vari gruppi prostetici enzimatici, specialmente quando nel substrato
variano i principali componenti inorganici della cellula vivente, secondo
il metabolismo che le & proprio.

La tionina, come altri coloranti, presenta ulteriori particolari affi-
nitd verso determinati costituenti della cellula, vivente o no. Cosi ad es.
tionina e bleu di metilene, colori entrambi di natura basica, hanno la
proprietd di fissarsi ai batteri Gram-negativi; una goccia di sangue in-
fetto, fissata e poi colorata con tionina, rende visibili in bleu verdastro
gli eritrociti, in violetto il nucleo batterico ed in violetto rossastro il
citoplasma. In organismi pit evoluti della scala zoologica, la tionina co-
lora anche le zolle tigroidi delle cellule nervose, la mucina delle cal-
ciformi, la sostanza fondamentale delle cartilagini con tonalitd che va-
riano secondo le strutture protoplasmatiche.

Due teorie sono state formulate per spiegare il fenomeno della colo-
razione dei batteri, e cio¢: la teoria chimica, secondo la quale la parte
acida del protoplasma & quella che reagisce con i colori che si comportano
come cationi e la teoria fisica che mette in giuoco forze di capillarita e di
0SIMOSI.

E’ noto che la tionina, in soluzione concentrata, ha sui germi una
azione piu batteriostatica che germicida (**) ed & anche noto che, va-
riando la quantita del colore, si pud produrre sospensione della mobilita,
genesistasi, inibizione della sporulazione ecc.. STEARN e STEARN (*°)
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credono di attribuire questo potere antisettico dei coloranti ad uno scam-
bio ionico tra proteine batteriche e radicali dei colori, secondo gli schemi :

Bp-NH, + NaA + H,0 = Bp-NH,A + NaOH
Bp-COOH + CCl = Bp-COOG  + HCI

dove Bp= proteina batterica, A= anione del colore acido, C = catione
del colore basico.

- La formulazione di questa teoria assume, perd, un carattere troppo
vago qualora la si voglia invocare per spiegare 1'importante caratteri-
stica di taluni coloranti, che si manifesta con l’esercitare un’azione se-
lettiva nello sviluppo di varie specie di ceppi batterici. Cosi, & noto che
tionina e fucsina (*%) permettono la soluzione di varie specie del genere
Brucella, perch®, mentre una soluzione di tionina 1 :23000-1:30000 ini-
bisce I'accrescimento di Brucella melitensis, la B. suis si accresce indif-
ferentemente nelle soluzioni di entrambi i colori e la B. abortus solo in
fucsina. Pit recentemente, ’azione di una numerosa serie di colori sul-
l'accrescimento selettivo di Brucella & stato oggetto di ulteriori ricerche
da parte di vari studiosi. Tra queste ricorderemo :

— VERNA e coll. (*7) che nella tionina in soluzione al 0,019 mnon
trovano azione inibitrice sull’accrescimento di Brucella melitensis, men-
tre, sembra che, assieme alla triplaflavina, tale colore inibisca, parzial-
mente lo sviluppo di B. abortus. Sulla B. suis la tionina sarebbe, invece,
del tutto indifferente.

— CamEeron e coll. (*¥%), che, continuando lo studio della batterio-
stasi differenziale dei colori, attribuiscono la variabilith dell’effetto della
tionina, fucsina ecc., sul genere Brucella a differente azione tossica sui
sistemi enzimatici cellulari, mettendo in evidenza il fatto che i colori
indurrebbero, pili propriamente, variazioni nel metabolismo della d-
alanina del gene.

— Woop e Austrian (*%) secondo i quali nicotamide e cozimasi,
aggiunte al mezzo ambiente di una cultura di Staphilococcus aureus,
bloccano I'azione batteriostatica non solo di vari derivati sulfamidici e
sulfopiridinici, ma anche di vari coloranti, tra cui la tionina.

— Murano (*%), per il quale ’azione germicida di molte tiazine, os-
sazine ed azine & rafforzata dall’azione di onde supersoniche. Tionina,
bleu di metilene, safranina ecc., sono tra quelle favorevolmente influen-
zate nel senso accennato e solo per pochi altri colori si riscontra un in-
debolimento della loro attivitd batteriostatica.

— AIQUEL e coll. (**%), che riferiscono sull’azione tossica o meno di
sostanze coloranti, e in particolare della tionina, in rapporto all’accre-
scimento di culture di Aspergillus niger e A. flavus.



— 657 —

Come & ovvio, la teoria che fa risalire alla formazione di un sem.
plice legame salino o, ancora di pit, a fenomeni di adsorbimento la
causa di una tale serie di fenomeni piuttosto complessi e apparentemente
diversi tra di loro, non poteva bastare a render conto dell’intima natura
dei fenomeni stessi.

La scoperta delle proprieta metacromatiche dei coloranti e delle loro
affinitA verso i complessi di natura proteica portd un primo notevole
contributo alla comprensione del problema.

Mi riferisco ai lavori di KELLEYy e MiLLER, ma & bene precisare che
essi non sono i primi ad indagare in tal senso perché, oltre tutto, il
concetto di metacromasia risale a P. Eurvrich.

Questi AA. (*®) studiarono nel 1932 la natura delle reazioni di taluni
coloranti con sostanze nucleari isolate (B-nucleoistone, a-nucleoprotei-
na, ac. nucleinico, istone ecc.) e analizzarono, in vitro, i risultati ottenuti
per variazione di fissativi, colori, pH del mezzo ecc., ribadendo il con-
cetto che, in genere, vi deve essere formazione di sali tra 1’ione colorato
ed il corrispondente ione proteico, per quanto in certi casi non sia pos-
sibile escludere !’intervento di fenomeni di adsorbimento.

La metacromasia, che possiamo definire con Lison (*°), come la ten-
denza di certi colori a tingere elementi istologici diversi, ciascuno con
diversa tonalitd (colorazione « segnaletica »), sembra, in effetti essere
la risultante di reazioni di molteplice natura tra gli elementi che la de-
terminano.

Cosi: I’ematossilina non mordenzata, di recente ossidata, colora in
bleu I’istone ed in arancio pallido I’acido nucleinico, ma la colorazione
& suscettibile di variazioni nella tonalitd a secondo del fissativo, del tam-
pone adoperato ecc., per cui KeLLey e MiLLER pensano che in questo
caso debba trattarsi di un’affinitd selettiva della proteina verso la forma
primaria o secondaria di ionizzazione del colore, ambedue presenti nella
soluzione.. Non &, perd, per loro improbabile che la proteina leghi soltan-
to una delle due forme del colore e che gli ioni H4+ ed OH— provenienti
dalla dissociazione dei gruppi fortemente acidi o basici presenti nell’isto-
ne o nell’acido nucleinico, addensandosi tra la striscia di proteina soli-
dificata sul portaoggetti e la soluzione, determinino lo stato ionico finale.

Di ben altra natura & per gli AA. la metacromasia osservata con la
tionina. Questa sostanza da con certi elementi istologici variazione di co-
lore che non sono condizionati al pH della soluzione colorata; in partico-
lare, essa colora in violetto mucina e mucoidi ed in bleu il nucleo. Oltre
che metacromatica la tionina & anche dicromatica, cio® in soluzione con-
cenfrata & violetta e in soluzione diluita bleu, e la diluizione cambia 'una
forma nell’altra.

.
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HoLmes (*°), studiando lo spettro di assorbimento di soluzioni acquo-
se di tionina, aveva visto che nelle soluzioni concentrate (1:800) il colo-
re & completamente nella forma violetta e che lo spettro di assorbimento
ha un’unica banda a 550 my; nelle soluzioni diluite (1:40000), decisa-
mente bleu, la banda si & tutta spostata verso il rosso (600 my), ma per
concentrazioni intermedie (1:1600-1:8000), dove coesistono notevoli
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Fig. 7. - Spettro di assorbimento di soluzioni acquose di tionina. [da KerLiey e

Murer (°%)] (p.p.m. = parti di colore per 1 milione di parti di acqua).

proporzioni intermedie dei due colori, anche le bande coesistono e si spo-
stano verso I'uno o l'altro estremo dello spettro visibile secondo il va-
riare della diluizione, il che vuol dire che la legge di BEer non & sod-
disfatta (fig. 7).

Partendo dal concetto di HoLmEs per il quale il dicromatismo avreb-
be potuto essere la causa della colorazione differenziale tra mucina e
nucleo-proteidi, KeLLEy e MiLLER esaminarono molti coloranti basici che
presentano lo spostamento dei loro massimi di assorbimento a seguito
della diluizione (bleu di toluidina, brillantcresilblau, rosso neutro, ecc.),
constatando che tutti davano variazione di colorazione con le sostanze



