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proteiche nello stesso senso mostrato dalla tionina, cioe la colorazione
assunta, ad es., dalla mucina con ciascun colorante corrispondeva in pre-
valenza al colore della soluzione acquosa concentrata dello stesso colo-
rante (che assorbe sempre nelle lunghezze d’onda piu corte), mentre
quella assunta dalle nucleoproteine era simile al colore della soluzione
diluita (che assorbe nelle lunghezze d’onda piu lunghe) (figg. 8, 9).
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Fig. 8. - Elfetto della mucina sullo spettro di assorbimento della tionina [da Kerrey
e MmLer (*%)] (p.p.m. = parti di colore per 1 milione di parti di acqua).

I coloranti metacromatici in soluzione acquosa sono sempre orio-
cromatici in alcool, acetone, ac. acetico glaciale ecc. e seguono la legge
di LamBerT-BEER; ma vi sono sostanze, come la pararosanilina, che, pur
non avendo dicromasia in soluzione acquosa, presentano, ma meno pro-
nunziata, la colorazione differenziale delle proteine; gli AA. constata-
rono che, in tal caso, & la soluzione alcoolica del colore che presenta il
noto spostamento dei massimi di assorbimento rispetto alla posi-
zione assunta nella soluzione acquosa; questo vuol dire che dicroma-
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sia e relativo spostamento non si manifestano per elfetto della diluizione |
ma per effetto del solvente.
Gli altri coloranti che, come il verde di malachite, non presentano
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Fig. 9. - Effetto del nucleoistone e dell’ac. nucleinico sulla tionina. [da KerLiey
e MicLer ("*)].

mai questi spostamenti dei massimi, non danno neppure apprezzabili
differenze di colorazione tra mucina e proteine nucleari.

Le soluzioni di tionina di concentrazione intermedia (1 :800-1 :40000),
che, come si & detto, presentano due massimi di assorbimento piti 0 meno
spostati verso il bleu o il violetto in rapporto alla concentrazione, messe
in presenza di mucina, spostano nettamente il massimo della curva verso
la zona del violetto, mentre 1’aggiunta di B-nucleoistone sposta il colore
verso il bleu ed il massimo della curva verso la zona del rosso dello
spettro. '

Variazioni analoghe si notano con tutte le sostanze coloranti che si
comportano come la tionina in rapporto alla diluizione.

Nessun effetto sulla posizione dei massimi della curva di assorbi-
mento si nota per variazioni del pH ad opera di HCl o per cambiamento
dell’anione (&, infatti, indifferente che si adoperi cloruro o acetato), ecc.

KeLLey e MiLLER trovano che, affinché si manifesti lo spostamento
dei massimi di assorbimento con la diluizione, & indispensabile la pre-



— 661 —

senza di almeno un atomo di N sotto forma di —NH,, —NHCH,,
—N(CH,),, ecc. nel corpo della molecola e credono possibile che deter-
minati cambiamenti del mezzo della soluzione colorata (diluizione,
alcool, mucina, nucleoproteina) possano provocare o no cambiamenti
dell’angolo formato dalle valenze del gruppo auxocromo.

Nel 1941 Rasivowrircu e EesTEIN (*') riconfermano, in gran par-
te, i dati gid noti. Determinando le curve di estinzione della tionina
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Fig. 10. - Estinzione molare di tionina. [da Rasmowirca e Eesten (“)].

e del bleu di metilene, a differenti concentrazioni e temperature, in di-
versi solventi (acqua, etanolo, miscele etanolo-acqua ecc.) trovano che
la tionina, gid a concentrazione di 107 mol./litro, dd deviazione dalla
legge di Beer, e che le soluzioni concentrate presentano una curva con
un massimo a 587 my (D-Band), mentre le diluite hanno un massimo a
897 my (M-Band) (fig. 10). |

Gli AA. pensano che lo spettro delle soluzioni di concentrazioni in-
termedie debba essere costituito dalla sovrapposizione delle due bande
e che la deviazione dalla legge di Beer debba esser dovuta alla forma-
zione di ioni dimeri Tio,*+, analogamente a quanto si manifesta, ad es.,
nell’equilibrio : ’

Essi dimostrano che si tratta effettivamente di una polimerizzazio-
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Fig. 11. - Effetti della temperatura sullo spettro di assorbimento della tionina per tre
differenti concentrazioni. [da RasinowiTcH e EpsTEIN (41)].
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nei di cationi e non di associazione catione-anione, che 'aumento di tem-
peratura ha una influenza sullo spettro di assorbimento simile a quella
che apporta la diluizione (fig. 11) e ascrivono la banda M all’ione mo-
nomero Tiot e la banda D all’ione dimero Tio,**.

Analogamente alla tionina si comporterebbe il bleu di metilene
(fig. 12).
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Fig. 12. - Estinzione molare del bleu di metilene. [da RapiNnowrrcn e EpsteiN (*')].

La dimerizzazione, secondo gli AA. non avviene in etanolo puro,
porta ad estinzione della fluorescenza del colorante, si manifesta in buon
accordo con le altre proprietd della soluzione (potenziale di ossido-ridu-
zione, conduttivitd, pressione osmotica ecc.) ed & ritenuta una proprietd
cenerale delle sostanze coloranti organiche da interpretarsi sulla base
della teoria di London per le forze intermolecolari (*°). La dimerizzazione
richiede, in ogni caso, attivazione di energia per vincere le forze repul-
sive che si manifestano tra ioni di uguale segno.

Lo studio degli spettri di assorbimento di tionina e leucotionina in
soluzioni moderatamente acide, iniziato da Karusm e RamiNnowircH nel
1941 (**), mise in evidenza il fatto che non & possibile in condizioni normali
individuare le bande corrispondenti alla semitionina e che la legge di
Beer & soddisfatta solo per soluzioni che contengano la base libera e
I'ione trivalente; con 1’ione monovalente Tio* la legge non puo essere
seguita (anche per concentrazioni tanto basse quanto 10° mol./litro)
a causa delle note capacitd di dimerizzazione di questo stesso ione nelle
soluzioni acide diluite.
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MicuaELIS (%) pensa che i coloranti metacromatici si trovino nella
soluzione diluita e nei solventi non acquosi sotto forma monomera, a
cui corrisponde la banda di assorbimento caratteristica (a); in soluzioni
concentrate le molecole possono trovarsi sotto forma dimera (banda f)
e, spesso, anche polimera (banda y).

Questo nuovo concetto di formazione di polimeri colorati viene ul-
teriormente sviluppato in successivi lavori. Cosi, nel 1945 MicHAELIS e
Granick (°*) si occupano di trovare le relazioni esistenti tra caratteri-
stiche metacromatiche dei coloranti e natura intima del substrato che
determina la metacromasia. Esaminando, ad es., lo spettro di una solu-
zione di tionina in agar (1,93 x 10° M in agar 19) essi rilevano che, in
tal caso, la banda di assorbimento, caratteristica del colore in soluzione
acquosa alla stessa concentrazione, si presenta fortemente spostata verso
le lunghezze d’onda pit brevi, ciod la banda «, caratteristica delle forme
menomere, & fortemente depressa (con taluni colori puo anche scom-
parire), mentre la banda metacromatica, caratteristica delle associazioni
polimeriche, si presenta esaltata nelle dimensioni e fortemente spostata
verso il violetto, pitt della banda B, caratteristica delle aggregazioni di-
mere. Se al colore si aggiunge, invece, acido nucleico lo spettro di as-
sorbimento rimane all’incirca quello delle soluzioni diluite e la curva
di assorbimento molare del colore & indipendente dalla concentrazione
del colore stesso, cioé obbedisce alla legge di BEER, in confrasto con
quanto avviene per le soluzioni acquose. Gli AA. attribuiscono tale com-
portamento, che in entrambi i casi si manifesta a pH costante di 4,67,
al fatto che 1’agar determinerebbe dapprima un’aggregazione del colore
e adsorbirebbe poi tali aggregati per formare piti importanti complessi
molecolari. Con acido nucleico tale polimerizzazione non potrebbe aver
luogo e gli AA. presumono che in tal caso si debba soltanto avere la
formazione, in rapporto stechiometrico, dei composti a tipo salino tra i
radicali dell’acido nucleico e il catione colorato. Tuttavia, il quadro spet-
trofotometrico di una sostanza colorante non & soltanto stabilito dal sub-
strato perch® & stato visto che la sostituzione dell’atomo di S delle tia-
zine (tionina) con un atomo di O distrugge in parte nelle ossazine (os-
sonina) le proprietd di dimerizzazione e polimerizzazione del colore, per
cui & discussa dagli AA. la validitd della teoria che tende a correlare la
proprietd di polimerizzazione dei coloranti con la loro stessa struttura
chimica.

Le variazioni del tipo spettrale presentato dai radicali liberi di ossa-
zine, tiazine e selenazine sono in relazione con la costituzione chimica
del radicale stesso (°%) e, in particolare, con un diverso tipo di oscillatore
cui ciascun radicale da luogo e che & il vero fattore determinante dello
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spettro, analogamente a quanto & stato studiato per altri colori, ad es. i
colori flavinici che pure intervengono nel meccanismo delle ossidazioni
enzimatiche. Poiché ogni oscillatore ha sempre un estremo formato dal
ponte azotato cui si lega il protone, mentre l'altro estremo & o un atomo
di ossigeno (o del nucleo o di una catena laterale) o, se questo non c’e,
un atomo di S o di Se, si avrebbero i seguenti tre tipi di oscillatori, di
cui il IIT & quello caratteristico delle tiazine. All’esame spettrofotome-
trico esso produce uno spettro unico, con complicate bande di assorbi-
mento tutte comprese tra 4200 e 8300 A.

LA
A = 4
s L ... 0 // &I_,
R\/\(?W/W/R R\r\(sw/>%’ R\r\(,\/\/R
| |
/
NN NN N NN
H| SHO) H|
¥ :
I +/ I III

In contrasto alle teorie di Micnaeuis e coll. sono le interpretazioni di
Levine ed altri (*°%), perché la presenza di minimi di estinzione nella
curva di assorbimento di soluzioni coloranti tiaziniche suggerisce loro la
possibilitd che molto deboli legami debbano formarsi tra cationi del colo-
re e polianioni cromotropi. Essi sono piu propensi ad ammettere 1'esi-
stenza di fenomeni di assorbimento del tipo manifestato dalle sostanze
colloidali, che si estrinsecherebbero tra cationi colorati e molecole di ad-
sorbente ad alta densitd anionica. Se il colore & tale che i suoi livelli di
energia possono essere facilmente influenzati da campi elettrici esterni,
allora I’'adsorbimento apporta differenze nei livelli energetici e modifi-
che nella posizione delle bande.

Kozumi e coll. (*'?) respingono il presupposto di LEvine perche dalle
esperienze riportate con rodanina G, bleu di metilene, tionina ecc. deb-
bono, piuttosto, dedurre che l’adsorbente, in questo caso polivinilsol-
fato di potassio, si limiti a fissare la forma monomera, aumentando, cosi,
la concentrazione del dimero nel sistema. Lo spostamento dell’equili-
brio monomero-dimero sarebbe legato allo stato elettronico dell’ione co-
lorato monomero, il solo influenzabile in questo fenomeno, che si mani-
festerebbe, percid, senza cambiamenti nella forma di aggregazione del
colore.

L’aggiunzione di ribonucleasi ad un sistema formato dal colore basico
(tionina, bleu di metilene, pironina, ecc.) e acido ribonucleico, deter-
mina variazioni nello spettro di assorbimento della tionina che sono
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proporzionali alla concentrazione dell’enzima, la cui attivitd, ottimale
a pH 7,5, si annulla a pH 4. Snucar (*'?) ne deduce che la quota d’idro-
lisi enzimatica dell’acido ribonucleico & indipendente dalla presenza del
colore, per cui altri gruppi, diversi da quelli fosfato, devono essere coin-
volti nei legami formati tra colore basico e radicale dell’acido nucleico.
Valori quantitativi, che regolano gli incrementi dell’intensitd metacro-
matica di colori come la tionina, sono forniti da Furasawa (*2°),

Una nuova recentissima interpretazione delle caratteristiche spettro-
fotometriche presentate dai colori metacromatici si basa sulle varia-
zioni degli spettri di assorbimento in funzione delle variazioni dei livelli
energetici delle molecole.

Kunn (*%?) aveva dimostrato che, estendendo a talune sostanze orga-
niche coloranti la teoria del modello metallico di SomMERFELD, si pote-
vano dedurre formule abbastanza esatte per calcolare tali livelli, rela-
tivamente al massimo della principale banda di assorbimento nel visi-
bile. La teoria del modello metallico prevede che a livello di una catena
di doppi legami coniugati posseduti da sostanze coloranti polimetiniche,
gli elettroni d’insaturazione o = elettroni, si muovano, come nei metalli,
lungo la catena medesima. Questi elettroni, due per ciascun doppio le-
game, sono considerati come un gas elettronico unidimensionale, libero;
in condizioni normali essi elettroni sono stabilmente attirati lungo la
catena polimetinica, perché contenuti in un campo di energia potenziale
uniforme, la cui lunghezza & approssimativamente quella del sistema
coniugato, gli altri due parametri essendo praticamente trascurabili e
senza elfetto sulle proprieta ottiche. In condizioni normali, quindi, i
livelli di energia dei gas elettronici sono stabilissimi e distribuiti per
mezzo dei due elettroni secondo il principio di PavLing, mentre i rima-
nenti livelli sono vuoti. La comparsa della banda principale nello spet-
tro di assorbimento della sostanza colorata & collegata al salto di un
eclettrone = dal livello di energia massima, occupata allo stato normale, al
pit vicino e piu alto livello vuoto connesso. Kunn trova anche la formula
per calcolare, dalla lunghezza d’onda corrispondente al massimo della
principale banda di assorbimento, la lunghezza d’onda delle altre even-
tuali bande.

NiTiNe (*°%), interpretando al lume di questa teoria gli spettri di
assorbimento di varie classi di coloranti polimetinici (mentre Kunn si
era occupato di riscontrare la validita della sua teoria su cianine sim-
metriche, porfirine, ecc.), trova che in questo caso le proprieta ottiche
sono particolarmente legate ai doppietti liberi dell’atomo di azoto, che
non formando legami, entrano a far parte del gas elettronico. Calcolando
1 vari livelli di energia E_, egli trova che i livelli quantici degli elettroni
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metallici sono, in prima approssimazione, gli stessi in tutte le forme del
colorante, ma, col variare dell’aciditd, del mezzo ambiente ¢ quindi della
forma ionizzata, varia il numero di elettroni metallici che occupano due
a due questi livelli.

Per es., ammettendo le seguenti forme tautomeriche per la tionina
ed il bleu di metilene

TIONINA BLEU DI METILENE
/W/NW/W (W/N\/\
HHN/\/\S /\//\\‘NH (CH:_,)gN/\/\\ S/\/\\&(CHJ;
forma D
forma D7
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BN N Ns /N ONn, H
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H | CH),N N N\s/ ' \NCH,),
N1‘-
PA T A 4

| | forma DH'*
HzN/\/\ S/\‘ /\“+NH3

forma DH, *

si trova che 1’ione monovalente F+ (corrispondente a DH* per la tionina
e D+ per il bleu di metilene) implica la presenza di 14 elettroni distri-
buiti in 7 livelli energetici. In un mezzo piu acido, dove i due coloranti
passano a formare l'ione bivalente F*+ ottenuto per fissazione di un
protone H+, due elettroni del livello inferiore del gas elettronico sono
fissati per localizzare il protone, per cui il gas elettronico verrd ora a
constare di 12 elettroni.

In seguito a questo, le transazioni ottiche che corrispondono al pas-
saggio di un elettrone da un livello occupato da 2 elettroni ad un li-
vello libero non sono pit le stesse nelle due forme e gli spettri, cui esse
danno luogo, variano.

La decolorazione dell’indicatore col variare del pH & attribuita a
cessazione di risonanza metallica.

Era stato visto, come abbiamo accennato prima, che la banda di
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assorbimento diminuisce in intensitd col variare del pH dalla regione
acida a quella alcalina. Questo elfetto, detto ipocromico, si pud accom-
pagnare all’elfetto descritto di spostamento della banda verso lunghez-
ze d’onda pit brevi (effetto ipsocromico). WorsLawskr (**%) riscontra
questi effetti tanto a forte alcalinitd che a forte acidita. Calcolando la
posizione delle bande di assorbimento e la loro intensitd secondo le
formule riportate e discusse, NmiTINE trova buon accordo, in genere, tra
esperienza e teoria per le varie forme ionizzate dei coloranti in rela-
zione dell’aciditd del mezzo. L’accordo si presenta ottimo, ad es., per il
bleu di metilene, ma lo & meno per la tionina, per la quale, invece, pare
che 'applicazione pratica del modello metallico si complichi, e richieda,
per la sua intellegibilita, ’ammissione della formazione di ponti di H
con altre molecole identiche o con il solvente.

La teoria pu0, percid, spiegare come talune sostanze coloranti non
debbano variare il loro colore col modico variare del pH (entro i limiti,
ciog, in cui sussiste una stessa forma), ma non spiega ad es. lo sposta-
mento di talune bande di assorbimento verso il rosso col diminuire
dell’aciditd della soluzione.

Mever e TrEapweLL (**?) determinano il potenziale di ossido-ridu-
zione di taluni poliossiantrachinoni e di sostanze coloranti in funzione
dell’esatta e determinata aciditd della soluzione, dal campo di acido
forte a quello alcalino. Per le azine e sostanze coloranti affini essi rico-
noscono l'esistenza della forma ossidata sotto forma di catione monova-
lente, mentre la forma ridotta primaria & un anione monovalente, che,
per costruzione di un ione idrossonio, si trasforma direttamente nel leuco-
corpo neutro, secondo la formula:

©
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| | Pag == | | tH =
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catione monovalente anione monovalenfe lencoderivato
colorato del leucoderivato neutro

L’esattezza di una tale formulazione & sostenuta dai dati sperimen-
tali, perche sia per la tionina che per il bleu di metilene, i valori d’indi-
ce di potenziale trovati non oltrepassano mai il valore di 14 mV, come
& caratteristico per le formazioni semichinoniche. Secondo MEeyYERrR e
TreADWELL, quindi, non esistono forme di riduzione intermedia nelle
soluzioni di questi colori, per cui cadono ipotesi e deduzioni da altri
AA. cosi validamente sostenute per il passato.
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Studiando la curva della funzione ¢, = f (pH) essi trovano per la
tionina due soli punti di flessione, uno a pH 4,92 che corrisponde alla
sistemazione di un ione H nel corrispondente aminogruppo del leucoderi-
vato, ed uno a pH 11,22 che corrisponde alla sistemazione di un ione
H nel gruppo aminico della sostanza colorata. Analogo comportamento
riscontrano, in particolare, per il bleu di metilene.

Poiche le azine hanno la carica cationica situata nel ponte azotato,
i loro spettri di assorbimento nel visibile sono influenzati in modo ca-
ratteristico. Basandosi sulla teoria di Kumn, anch’essi confermano che
le variazioni di aciditd di un campo intermedio di pH non portano nessun
percettibile spostamento del massimo di assorbimento che si ha attorno
a 6000 A; in un campo fortemente acido il collocamento di un protone
nel ponte di azoto aumenta la polaritd della molecola e, quindi, deter-
mina uno spostamento del massimo di assorbimento di ca. 700 A verso
le lunghezze d’onda pitu lunghe, per un allungamento della catena da
n an+1 elementi. La formazione di questo nuovo massimo & congiunta
con la diminuizione del precedente massimo, come teoricamente si de-
duce anche dalla teoria di Kunn sui modelli metallici.

E’ ovvio che il semplice fatto di attribuire alla molecola la possi-
bilitd di formare polimeri in funzione della concentrazione, non pud da
solo esaurire il problema perchd questo fenomeno si manifesta con lar-
ghezza in molti altri composti senza provocare necessariamente varia-
zioni metacromatiche.

In merito allo spostamento dei massimi della curva di assorbimento,
che Lison (*°) chiama «viraggio metacromaticon, non & possibile stabilire
rapporti quantitativi, per quanto sia certo che il viraggio & influen-
zato, oltre che dalla concentrazione dei due corpi presenti, cioe colore
e sostanza che determina il viraggio, anche dalla temperatura, dalla
presenza di elettroliti o di non elettroliti ecc.

Lison nel 1948 (*®) dimostrd che le sostanze capaci di provocare il
viraggio metacromatico di soluzioni pure di tionina sono i polisaccaridi
macromolecolari che hanno una funzione acida (cio® composti del tipo
R-0S0,H) e i loro sali (ac. condroitin-solforico, ecc. mucoitinsolforico,
agar e parecchi gelosi estratti dalle alghe ecc.), cui seguono, ma con
proprietd meno accentuate, i polisaccaridi macromolecolari la cui fun-
zione acida & rappresentata da un carbossile (ac. galatturonico, ac. glu-
curonico, ac. jaluronico ecc.).

La proprietd metacromatica & fortemente legata al radicale acido e
I’idrolisi del radicale —O0SO,H sopprime tale proprietd, che, pil pro-
priamente, per LisoN consiste in un progressivo abbassamento del mas-



— 670 —

100
TIONINA M /20000
3 L J— soluzione acquosa pura
% - idem+acido desossiribonucleico
- A & 1
! sale di sodi0) X ———
2 - ) X 55000
g 70 -
60 -
50 1
40 -
30 A
20 -
10 - -
] I | I 1
450 500 550 600 M 650

Fig. 13. - Metacromasia degli acidi nucleici. Cambiamento dello spettro della
tionina provocato dallintroduzione di quantitd crescenti di acido nucleico.
Tra 0 e 25 x 10° di acido nucleico si ha metacromasia positiva, ossia ab-
bassamento progressivo dell’apice della curva corrispondente al colore orto-
cromatico del colorante ¢ comparsa di bande verso le lunghezze d’onda piu
corte. Per quantitd superiori di acido nucleico la metacromasia diviene negaftiva:
scomparsa progressiva delle bande di metacromasia positiva e comparsa di
nuove bande nelle lunghezze d’onda pitt lunghe della banda ortocromatica.
[da Lison (**)].

simo della curva e comparsa di bande spostate verso le lunghezze d’onda
piu corte (figg. 13 e 14).

Comportamento fortemente caratteristico avrebbero gli acidi nuclei-
nici (ac. desossiribonucleinico e ac. ribonucleinico) che, aggiunti ad una
soluzione di tionina, producono, se in quantitd scarse, ma crescenti, un
viraggio metacromatico normale a sua volta progressivamente crescente.
Aumentando, perd, oltre un certo livello la quantitd degli acidi si verifi-
ca un’inversione, cio® si passa ad una metacromasia negativa, con pro-
gressivo rinnalzamento dei massimi e spostamento verso le lunghezze
d’onda piu lunghe della banda ortocromatica.

MicnaeLis ed altri pensano che sia determinante il carattere di col-
loidi a forte carica elettro-negativa, sia perché tutte le sostanze che
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la curva presenta uno spetfro ortocromatico; le successive curve in acqua dimostrano

che, con I'aumentare della concentrazione, lo spettro ortocromatico si abbassa progres-

sivamente e compaiono nuove bande a lunghezza d’onda pitt corta. L’ultima curva

illustra che, per addizione di una sostanza ad effetto metacromatico, gli effetti notati
nelle precedenti curve in acqua risultano esaltati [da Lison (*%)].
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danno viraggio metacromatico hanno un evidente carattere acido, sia
perché la eliminazione del radicale acido o la sua neutralizzazione sop-
prime la metacromasia. Tuttavia, questa non pud essere un’interpre-
tazione esauriente perché molti colloidi a carica elettronegativa mnon
hanno mai mostrato proprietd metacromatiche.

Nonostante il risultato di queste ricerche, che avevano anche messo
in luce nei coloranti proprietd diverse da quelle caratteristiche dei siste-
mi ossido-riduttivi, proprietd che riguardano l'integritd funzionale dei
pitt preziosi costituenti cellulari, gia nel 1935 una piuttosto numerosa
schiera di sanitari, in gran prevalenza appartenenti alla scuola tedesca,
inizid la comunicazione dei primi risultati ottenuti con la « applicazione
terapeutica » della tionina.

I presupposti scientifici sui quali si basava la preferenza di tale so-
stanza come medicamento nei casi di grave intossicazione generale dello
organismo per asfissia, erano in sinfesi:

1) il pit alto potenziale di ossido-riduzione della tionina.

Crarck e coll. (3Y) avevano trovato che la tionina ha un potenziale
di ossido-riduzione di circa 50 millivolt superiore a quella del bleu di
metilene (a pH 7,0 i potenziali trovati erano, rispettivamente, di +61 e
+11 millivolt); percid, secondo Groscurta ¢ HaveEmann (*°), KEMKES (*9),
Vo~ VELDEN (*7) ecc. la tionina deve perfezionare, in confronto al bleu di
metilene, 1'approvvigionamento dell’ossigeno del territorio endocellu-
lare. Tale presupposto, secondo gli_ AA. trova conferma nel fatto che dei
due coloranti solo il bleu di metilene & eliminato attraverso il rene nella
forma ossidata, per la sua piu facile reversibilitdh nei vari territori cel-
lulari; la tionina, al contrario, a causa del suo piu alto potenziale, si
ritrova, nelle urine, tutta allo stato di leucoderivato.

Questa concezione & divenuta, in seguito, la base di un sistema di
cura per casi particolarmente gravi e si basa sul presupposto:

a) che 1'ossidazione di taluni prodotti del ricambio intermedio da
parte della tionina non disturba, nel sano come nell’individuo amma-
lato, i processi di sintesi che 1’organismo deve compiere;

b) che la tionina, come il bleu di metilene, inserendosi indiffe-
rentemente in un territorio enzimatico normale o danneggiato, lo fa in
ogni caso con esito ottimale e che, se vi sono variazioni, queste non sono
comunque causa di danni apprezzabili nell’ambito dello stretto territo-
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rio di azione e neppure di manifestazioni collaterali, per un’eventuale
influenza esercitata, sia pure a distanza, su altri sistemi.

2) i risultati delle prove biologiche in vitro.

Queste prove si limitano, in vero, a quelle eseguite da GROSCURTH e
Havemany, i quali, ripetendo le gid note ricerche sull’effetto dei colo-
ranti in un sistema contenente emoglobina (eritrociti), riconfermano che
la respirazione, inibita dai prodotti della glicolisi, si ripristina ugual-
mente bene tanto con la tionina che con il bleu di metilene.

La velocita di respirazione del sistema raggiunge i valori primitivi
e li mantiene sino ad esaurimento del glucosio; le due curve hanno lo
stesso andamento e gli AA. lo attribuiscono al fatto che il potenziale di
ossido-riduzione del glucosio si trova molto al di sotto del potenziale di
entrambi le sostanze coloranti, percid all’eliminazione dell’inibizione
respiratoria causata dai prodotti della glicolisi basterebbe gia il poten-
ziale del bleu di metilene. Studiando successivamente un sistema privo
di emoglobina (trombociti) perché piu vicino col suo metabolismo a quel-
lo delle cellule degli altri tessuti, trovano, invece, un consumo i 0<si-
geno piu elevato da parte della tionina. La diversitd di comportamento
dei due coloranti viene fatta risalire alla proprieta del bleu di metilene
di trasformare (come unica eccezione) il 219, di emoglobina in mete-
moglobina, ma questo viene anche ad essere in contrasto con quanto
Harror e Barron credono di aver definitivamente riscontrato.

GroscurtH e HAVEMANN sostengono che dal punto di vista terapeu-
tico la Katalisina favorisce 1’eliminazione dell’ossido di carbonio dal
sangue e ne spiegano il meccanismo ammettendo che in questo tipo di
avvelenamento la lesione ad esito catastrofico non & tanto rappresentata
dal blocco dei legami ossigenati del « trasportatore » di ossigeno, quan-
to nella sopravvenente paralisi della respirazione interna. La Katalisina,
ravvivando il processo di ossidazione endocellulare senza essere influen-
zata dall’ossido di carbonio, aumenterebbe nel sangue il deficiente con-
tenuto di CO,, con la conseguenza che i centri respiratori, nuovamente
stimolati, possono intervenire per accelerare la ventilazione e, di con-
seguenza, la eliminazione del gas tossico.

Essi non arrivano, perd, a dare la dimostrazione scientifica di quan-
to presuppongono, perché il coniglio, animale sul quale sperimentano,
sopporta bene avvelenamenti che producono sino al 709 di carbossie-
moglobina, ma quantitativi di poco piu alti producono immediatamente
coma e morte negli animali.

Tuttavia, una certa conferma delle loro supposizioni sembrano
averla da HERBRAND ¢ JAEGER (%),
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Kiese (**?) nel 1947 conferma ancora questi dati e trova che talune
ossazioni e tiazine, tra le quali tionina e bleu di metilene, accelerano in
eritrociti intatti di cane la riduzione della metemoglobina da parte del
glucosio e tale accelerazione risulta pit spiccata in vivo che in vitro,
senza essere influenzata dall’acido ascorbico. La tionina ossiderebbe in
vitro I’emoglobina libera a metemoglobina in presenza di ossigeno.

3) i risultati delle prove sperimentali in vivo:
a) su coniglio, cane, gatto e cavie.

Gid sin dal 1922 C. Heymans prima (*°) e H. F. Heymans, in segui-
to (°°), avevano osservato che la tionina, somministrata endovena a cani
normali nel rapporto di g 0,08/kg. di peso &, come il bleu di metilene,
un forte ipertermizzante. L’elevazione della temperatura (di circa 6° G
in 3 ore) & accompagnata da ipersecrezione salivare piti marcata di quella
prodotta dal bleu di metilene, persistente sino alla morte dell’animale
e, comunque, non provocata da esaltazione dell’attivith muscolare.

Al contrario del bleu di metilene, la tionina pud determinare un
rallentamento cardiaco passeggero (seguito da accelerazione ipertemica
cui fa seguito la consueta modificazione della respirazione) ed un’azione
stimolante diretta del metabolismo cellulare, che assume il significato
di una risposta difensiva dell’organismo ad un’azione tossico-simile,
Analoga ipertermia con aumento del consumo di ossigeno osserva Van
EurLer ('), ad opera specialmente del bleu di metilene e della tionina,
sulla zampa isolata e perfusa di cane. Con 'aumento considerevole del
metabolismo cellulare 1’A. rileva anche una notevole vasodilatazione,
mentre altri coloranti (bleu di toluidina, verde Bindschedler e verde
malachite) provocano intensa vasocostrizione,

Poich® i fenomeni della termoregolazione sono dipendenti dal sistema
neurovegetativo e da quello endocrino, Costanzo nel 1947 (°2) riprende
I'importante problema della correlazione tra tionina e reattivitd Ler-
mica e trova che il colorante deprime il sistema neurovegetativo del-
I’ortosimpatico e della relativa sfera endocrina, percheé sopprime la iper-
termia iniziale da perfrigerazione, abbassa il livello cui giunge nella ca-
via normale l'ipertermia, aumenta la reazione ipotermica secondaria o
ritarda notevolmente il ripristino della temperatura ai valori iniziali.

Dosi 10-12 volte superiori alla dose terapeutica giornaliera (che &
di 5-10 em® di Katalisina e.v.) sono da GroscurTH e HAVEMANN considerate
« favorevoli », nel senso che non provocano la morte, per lo meno im-
mediata; essi devono, perd, riscontrare piu o meno leggeri abbassamenti
della pressione sanguigna nel coniglio e nel gatto, depressione di varia
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entitd della curva respiratoria ecc. In un gatto fu anche notato, con ’ab-
bassarsi della pressione sanguigna, un temporaneo arresto del battito
cardiaco e la pressione rimase in seguito sempre al di sotto del livello
normale. _

IncranM e VisscuEr (''?) avevano osservato nel 1933 che, se nel cane
s’iniettano e.v. determinate concentrazioni di sostanze colorate basiche o
acide, si ha una costante selezione nella eliminazione dei colori, nel senso
che nel succo gastrico compaiono solamente i colori il cui gruppo eromo-
geno [fa parte dell’ione elettropositivo (colori basici) e nel succo pan-
creatico soltanto quelli il cui gruppo cromogeno ¢ compreso nell’ione
elettronegativo (colori acidi). WorsLawskr (') pil recentemente, penso
ad una possibile relazione tra costanti d’ionizzazione dei colori (compresi
nel gruppo degli azo-composti, azine, xanteni, ossazine e tiazine) e se-
lettivita della secrezione, ma, in pratica, pur trovando buon accordo di
valori tra i vari metodi di apprezzamento di tali costanti, non riesce a
stabilire una relazione possibile tra secrezione del colore in un sistema
biologico e costante d’ionizzazione in soluzioni acquose o alcooliche.
Successivamente ('**) lo stesso AA. deve riconoscere la grande variabi-
lita di questi valori in relazione al metodo, al mezzo, all’ordine di basi-
citd delle sostanze colorate ecc., contrariamente a quanto altri avevano
alfermato circa la costanza dell’ordine di basicitd di una serie in mezzi
dilferenti.

b) nell’'uomo

Nell'uomo sano la dose terapeutica & dichiarata pressoché inefficace
sulla pressione (dove possono manifestarsi, pero, cadute di ca 5 mm.),
sulla frequenza del polso, sull’andamento dell’elettrocardiogramma; tut-
tavia, si verificano spesso depressioni della respirazione per la durata di
ca. 2 minuti e collassi cardiaci passeggeri seguiti da aritmia.

KemkEs insiste nel mettere in rilievo che la « dose compatibile senza
qualche danno » & 10-12 volte piu alta della dose terapeutica usata e che
negli animali la tionina & tollerata in quantitativi che sarebbero senza
dubbio mortali se usati per il bleu di metilene.

Gli accertamenti clinici, eseguiti per stabilire una tale « compatibi-
lita » di dosi, si limitano alla misura della pressione, alla registrazione
dell’elettrocardiogramma e alla ricerca dell’albumina nelle urine o di
sangue nel sedimento; essi sono, perd, ritenuti dagli AA. sufficienti per
dichiarare che « la Katalisina interviene a perfezionare il ricambio en-
docellulare senza indurre permanenti alterazioni strutturali dei normali
tessuti e peggioramenti di quelli gid compromessi per avvelenamento o
per asfissia ».
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Partendo dalla considerazione che la narcosi eterea apporta acidosi
nel sangue (simile a quella provocata dal coma diabetico), con iperlat-
tidemia come indizio del disturbato ricambio ossidativo cellulare, KEMKES
ricerca le variazioni indotte dalla somministrazione di Katalisina alla fine
della narcosi e trova che questa sostanza riporta la percentuale di acido
lattico ad un livello anche inferiore a quello normale iniziale nello
spazio di 2-3 ore, invece delle 24 normalmente occorrenti. L’azione della
Katalisina si concluderebbe per Kemkes con una rapida normalizzazione
dell’ostacolo ossidativo ed il ripristino del livello normale della lattide-
mia, spostatosi o per difetto di demolizione della molecola dell’acido lat-
tico o per inibizione della sua riconversione a glicogene.

Dalla ricerca di AuseL e Genevols (°*) dobbiamo dedurre che l'acido
lattico non &, perd, il solo bioelemento quantitativamente influenzato dal-
la presenza della tionina, perch® questa, in comune, come al solito, col
bleu di metilene, esercita in vitro, al di fuori del contatto dell’aria un
potere riducente su molte, svariate sostanze, potere che risulta propor-
zionale alla concentrazione del colorante, alla concentrazione del fosfato
eventualmente esistente nel mezzo, alla radice quadrata della concentra-
zione ossidrilica per pH 6,3-8,3, raddoppiandosi per ogni 10°C. di aumento
di temperatura.

Le sostanze che vengono ridotte sono il levulosio, la glicerina, la
mannite, la dulcite, la sorbite, il glucosio, il galattosio, I’arabinosio tanto
in mezzo fosfatato neutro che alcalino; molto piu alto & il potere ridu-
cente nei confronti dell’aldeide piruvica, mentre con ac. aspartico, pi-
ruvico, asparagina, alanina, tirosina ed acido urico I’optimum di ridu-
zione si ha con pH 7; acido acetico e glicocolla non hanno, invece, mo-
strato alcuna capacitd di ridurre il colore a qualunque pH.

Il leucoderivato della tionina, in ogni caso, ridad quantitativamente
il colore bleu per semplice riossidazione all’aria.

KLeIN (5%) determind nell’uomo le variazioni indotte da iniezioni di
Katalisina sul contenuto di ossigeno del sangue arterioso (A) e venoso
(V) e trovd che la differenza A-V non da risultati quantitativi di una
qualche importanza per le troppo grandi ed incostanti oscillazioni os-
servate tanto in individui normali quanto allo stato di forte dispnea.

Limitando, invece, il campo d'investigazione, cioé iniettando Katali-
sina nell’arteria brachiale e ricercando, poi, il contenuto di ossigeno nel-
lo stesso campo regionale vasale Krein trovd che, per piccole dosi (3 em?),
si ha un aumento della cessione di ossigeno dai capillari e quindi un
probabile aumento della sua utilizzazione nel ricambio cellulare; iniet-
tando, invece, una dose B volte piu grande si hanno risultati opposti e
I’A. presuppone che la Katalisina si comporti, in questo caso, come un



veleno capillare (pituitrina, istamina); pertanto, non si tratterebbe di un
elfetto specifico del colorante, ma della conseguenza dell’azione tossica
esercitata sull’endotelio vasale (restringimento capillare transitorio); la
differenza A-V, in questo caso, non servirebbe come indicazione del vero
ricambio gassoso.

Nel 1938 lo stesso KLEm (%), dall’ulteriore esame di quattro casi cli-
nici, dedusse che il bloccaggio avviene a livello della parete dei capillari
(in corrispondenza dello strato che delimita I’endotelio vasale dal tessuto
circostante), limitatamente al solo scambio di ossigeno, mentre 1’elimina-
zione dell’anidride carbonica rimane invariata; con le picecole concentra-
zioni di tionina 1’effetto & esattamente contrario, cio® & favorita la ces-
sione di ossigeno con aumento dell’entitd di scambio. In ogni caso, le
lesioni prodotte sull’endotelio capillare dalle soluzioni concentrate sono
transitorie e la normalitd si ristabilisce dopo vari minuti.

Non risulta che questi interessanti studi siano stati ripresi e riesa-
minati al lume delle pit moderne teorie sul meccanismo della permea-
bilita capillare, specialmente in relazione ad un’azione ripetuta del colo-
rante.

Nel 1938 ReEuTer e PraLier (°%) ritornano sul meccanismo funzio-
nale dei coloranti ribadendo il concetto che il bleu di metilene e la
tionina funzionano probabilmente da accettori d’idrogeno in ossidazioni
anaerobiche, in casi nei quali il fermento al quale appartiene il compito
di attivare 1’ossigeno & fortemente inibito (avvelenamento da HCN, CO
ecc.), coadiuvando, essi colori, o sostituendo complessi meccanismi a si-
stema ossido-riduttivo reversibile, come il glutatione e 1’acido ascorbico.
Tuttavia, accettano come probabile I'ipotesi di Hauscuitp (37), il quale,
avendo dimostrato che la tionina rende inefficace 1’azione del nitrito di
sodio somministrato ad animali in dose mortale, pensa che questo debba
influire o direttamente sulla metemoglobina trasformandola nuovamente
in emoglobina, o assumere la funzione dell’emoglobina non piu adatta
al trasporto.

GroscurTH (°*) conferma nel 1940 quest’ipotesi perché osserva in vitro
che la Katalisina trasforma nel tempo di due ore tutta la metemoglobina
contenuta in campioni di sangue umano in altrettanta emoglobina.

Studiando la curva di respirazione prima e dopo iniezioni di Kata-
lisina, REUTER e PFALLER constatarono che in individui sani o nei sani
per quel che riguarda la circolazione sanguigna, 1'effetto della Katalisina
¢ praticamente nullo sul consumo di ossigeno; nei cardiaci con forte
scompenso non ¢ possibile fare alcuna deduzione perché non vi sono dati
concordanti e se in taluni casi vi & un aumento in molti altri vi & una
forte diminuizione della richiesta. Cio che essi confermano, in ogni caso,
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¢ la costante riduzione dell’iperlattidemia degli scompensati cardiaci ed
una riduzione, pit 0 meno pronunziata, anche nei sani; effetti secondari
di questa benevola azione sarebbero la scomparsa della « fame di ossi-
geno » nei cardiaci e del senso di peso al petto negli intossicati per avve-
lenamento o negli scompensati, oltre al ristabilirsi delle comuni funzioni,
dei riflessi patellari, corneali, pupillari, del ritmo respiratorio con scom-
parsa della cianosi ecc.. Nessuna influenza & riconoscibile, invece, a ca-
rico della saturazione arteriosa del sangue.

Ciononpertanto, 1'uso della Katalisina viene dai medici particolar-
mente raccomandato:

a) negli avvelenamenti da gas e negli avvelenamenti con veleni
metemoglobinici (NaNO, (**), NaCN (*%), essenza di mirbano, sulfonamidi
(%), ecc.), specialmente nei casi in cui i comuni cardiocinetici non danno
risposta favorevole.

b) nei casi di « nutrizione ossidativa gravemente disturbata » sia
per insufficienza cronica di circolazione, sia attraverso restringimento
della superficie pulmonare respirante (astma cardiaco, tubercolosi pulmo-
nare bilaterale, insufficienza cronica cardiaca, pneumoniti, enfisemi, ede-
mi pulmonari, ecc.).

¢) in casi di grave disturbo da narcosi, ecc.

HerBranp e JAEGER (*%), invece, constatano 1'azione battericida della
Katalisina e ne consigliano l'uso nelle cistiti di origine batterica, nelle
ulcerazioni torpide e nelle gangrene. ;

Soltanto Descriens e coll. (**), pur riscontrando nella tionina e nel
bleu di metilene una potente azione antielmintica, ne sconsigliano 1'uso
per la forte tossicita.

I risultati di un curioso esperimento comunicarono nel 1939 R. Hazarp
e coll. (*?). Iniettando a giovani cani una soluzione di tionina (o di bleu
di metilene o di bleu di toluilene) in ragione di c¢g 15 in 10 cm?® di solu-
zione fisiologica per chilogrammo di peso corporeo ed iniettando, ancora,
9 minuti dopo:

a) mg 0,1/kg di peso di cloridrato di adrenalina, o
b) mg 2,5/kg di peso di cloridrato di joimbina

osservarono nel primo caso un notevole impedimento nella manifestazione
dell’apnea adrenalinica, nel senso che si ebbe solo un rallentamento del
ritmo respiratorio, mentre nel secondo caso si ebbe non solo inibizione
totale dell’apnea, ma addirittura si manifestd un notevole aumento del-
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I'ampiezza dei movimenti respiratori. Successivamente gli stessi AA. (37)
confermano che tionina, bleu di toluilene, 2-6-diclorofenolindofenolo,
iniettati in dosi non sufficienti a provocare la caduta della temperatura
corporea del cane, non provocano modifiche sull’azione vasopressoria di
adrenalina, successivamente iniettata, ma influenzano soltanto la gravita
dello stato apneico, che diminuiscono sensibilmente o addirittura pre-
vengono.

La costante ricerca delle fonti energetiche nei processi di sintesi bio-
logica, & specialmente legata all’attivitd della Scuola italiana, che si &
distinta con una numerosa serie di lavori, tra i quali ricorderemo quelli
degli allievi di RoNponi, Corroner e Seirito e specialmente quelli di Spi-
riTo stesso. Questi lavori vertono sostanzialmente a stabilire una connes-
sione tra stimolazione dei processi di ossidazione e risposta dei fenomeni
inerenti allo sviluppo, accrescimento e rigenerazione di determinati ma-
teriali viventi.

Partendo dalla conclusione cui era arrivato il Lipman, e cioé che
I’anaerobiosi, pur permettendo in larga quantitd la glicolisi, provoca
I’arresto dell’accrescimento di una coltura di tessuto, normale o neopla-
stico, e che, pertanto, tale glicolisi non pud ritenersi una reazione spe-
cifica dell’accrescimento cellulare a tipo embrionale, BeELTraMI studia nel
1938 (") il comportamento di taluni esplanti posti in presenza di tionina
a varie concentrazioni. Adoperando frammenti di area cardiaca di pollo
al 7° giorno d’incubazione in terreno eparinato con aggiunta di estratto
di embrione, egli vide che l'addizione di tionina, in quantitativi tali
da avere una concentrazione finale di 1:200000, provoca pit o meno
spiccato rallentamento e arresto della crescita, comparsa del colore sotto
forma di granuli endocitoplasmatici (colorazione evidentemente vitale)
e talora persistenza delle pulsazioni nel primo esplanto diretto. Per con-
centrazioni 1:500000 si ha ripartizione non uniforme del colore negli
esplanti, pulsazioni piu nette e durature nei fibroblasti piu ricchi di co-
lore, maggiore sopravvivenza e minore degenerazione adiposa nel caso in
cui non si facciano i successivi trapianti.

Quantunque tutte le valutazioni siano state fatte con misure ap-
prossimate, pure dal comportamento delle culture (aree degli esplanti,
spessore e aspetto delle zone di migrazione ecc.) I’A. & indotto a confer-
mare i risultati delle esperienze di Dickens (*2?), cio¢ la tionina a con-
centrazioni molto piccole induce un’eccitazione dei fenomeni respiratori
ed & probabile l'esistenza di una correlazione tra crescita e fenomeni
ossidativi.
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Qui risulta evidente una certa analogia di comportamento con la
piocianina. Partendo, infatti, dalle conclusioni cui erano pervenuti di-
versi AA. (Haves (°®), RUNNSTROM ecc.), e ciod che la piocianina funziona
come deidrasi eccitando la parte non cianosensibile della cellula
uovo e di quella neoplastica (la cui parte cianosensibile presiede, piu
specialmente, alla divisione cellulare), Soresina (**) volle studiare se una
moltiplicazione cellulare con differenziazione (cellula uovo) & diversamente
sensibile all’azione del colorante di quanto lo sia una moltiplicazione con
sdifferenziazione (cultura in vitro o formazione di cellule neoplastiche).

Questo A. studia 1’azione della piocianina su esplanti di pollo ed ha
risultati negativi con soluzioni fino a 1:80000, favorevoli nel senso della
mitosi con soluzioni di 1:100000 ed indilferenti con soluzioni di 1 :200000.
Tuttavia, il maggiore sviluppo ottenuto con la soluzione favorevole ve-
niva attenuandosi dopo le prime ore e poi finiva col divenire uguale
a quello dei controlli.

Poiche le differenze riscontrate nel comportamento dei coloranti in
rapporto al substrato sul quale agiscono sono innegabili, I’A. & indotto
a concludere che 1 risultati delle ricerche portano a minimizzare 1'im-
portanza prima attribuita alla localizzazione della funzione di tali so-
stanze e che, in definitiva, basta riconoscere, di fatto, solo un certo pa-
rallelismo tra respirazione e crescita, svincolando quest’ultima dai ceppi
di un processo pit 0 meno spiccatamente anossibiotico.

PiemonTE (°°) prende come punto di partenza per le sue ricerche i
risultati delle ricerche di Dickens e, cio&, tionina e brillantcresylblau sono
potenti eccitatori della respirazione dei tessuti normali e neoplastici,
perché migliorano un sistema in questi ultimi preesistente allo stato di-
[ettoso. Essendo la formazione maligna legata all’affermarsi di una vita
a tipo anaerobico e ad un metabolismo di tipo preminentemente disin-
tegrativo, 1I’A. pensa che la tionina potrebbe, eccitando la respirazione
cellulare, o ritardare oppure, forse, anche impedire la cancerogenesi, o,
ancora, favorire i processi proliferativi fornendo energia per quelli di
sintesi.

La ricerca si conclude con esito spiccatamente negativo, in quanto
I'avviamento alla cancerogenesi degli animali in esperimento assume in
generale un carattere indifferente a cui fa solo riscontro una leggerissima
precocitd nello sviluppo di neoplasmi di taluni topi trattati con tionina.

H. LerTrE (*°%), nel 1950 trova che indicatori di ossido-riduzione,
come tionina e bleu di metilene, non prolungano la sopravvivenza di
topi portatori di tumori ascitici.

Deotrto (*°) studiando nel 1939 i processi rigenerativi delle idrome-
duse (Abelia geniculata e Tubaria larinx) trova che piocianina e tionina
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li accelerano per concentrazioni ottimali, in accordo con la teoria ossi-
biotica della moltiplicazione cellulare.

Cmruint (%), basandosi su pil recenti interpretazioni di SeiriTo in
merito alla funzione della catalasi, cerca di conciliare le due teorie pre-
dominanti sulla ossi-anossi-biosi e pensa che la glicolisi anaerobica possa
essere utilizzata per un normale ritmo di sviluppo a patto che il tessuto
e l'individuo posseggano meccanismi adatti ad allontanare l'acido lat-
tico prodotto e che I'impiego dei materiali a funzione energetica sia esal-
tato in modo da colmare il dislivello tra rendimento energetico dell ossi-
dazione dei glucidi e quello della scissione anaerobica di essi.

Studiando 1’effetto della tionina su cariossidi di grano in germina-
zione egli trova che concentrazioni 1:500000-1:1000000 manifestano un
effetto deprimente gid nelle prime 24 ore; per concentrazioni ancora me-
no importanti e sino a 1:9000000 l'effetto deprimente si manifesta dopo
48 ore. Maggiori diluizioni non hanno alcun effetto.

Trattando con tionina uova di Bufo vulgaris, Bufo viridis e Axo-
loth, dallo stadio corrispondente alla fecondazione appena avvenuta a
quella coincidente col riassorbimento del vitello, Cmiuint non trova va-
riazioni, rispetto alla crescita dei controlli, per concentrazioni di tionina
1:28000-1 :3000000; le misurazioni della quantith di ossigeno assunfa
sotto queste condizioni dalle uova di Bufo viridis, eseguite col microre-
spirometro di STEFANELLI, danno valori uguali sia nei controlli che nelle
prove, qualunque sia la concentrazione di tionina impiegata.

MariNi-BETTOLO ¢ Bomzint (1°) nel 1947 non trovano alcun paralle-
lismo tra potenziale di ossido-riduzione di taluni colori, fra cui tionina
e bleu di metilene, e accrescimento di Alternaria tenuis e Fusarian solant.
Questo lavoro si riallaccia ad altre precedenti ricerche intese a stabilire
la tossicitd della struttura chinonica nei riguardi di Staph. aureus e la
non stretta corrispondenza tra tossicitd e potenziale di ossido-riduzione.

CoteLLEssA (°7) adopera uova di Rana esculenta, prive d’involucro,
dallo stadio di giovane blastula a quello di piastra neurale; ponendole in
capsule di Perrr con soluzioni di tionina in acqua Marcia trova che per
concentrazioni 1:25000-1:50000 si ha prima arresto dell’accrescimento
e poi effetto letale, mentre le concentrazioni 1:100000-1 :300000-
1 :1000000 favorirebbero notevolmente lo sviluppo del germe.

Questi risultati sono in netto contrasto con quelli di Curuisi.

La CoreLLEssA interpreta l'inibizione di tionina come una probabile
azione analoga a quella osservata con la piocianina di RUNNSTROM, cio®,
la tionina potrebbe, eventualmente, esercitare nei confronti dell’'uovo di
Rana fusca un’azione piuttosto negativa sui processi di sviluppo, pur esal-
tandone i fenomeni di ossidazione in funzione della sua concentrazione,
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e, solo per concentrazioni molto basse (1:500000), col moderarsi dei
fenomeni ossidativi, si avrebbe il miglioramento dell’evoluzione embrio-
genetica. Questo a prescindere da un’azione tossica specifica della tio-
nina sul germe.

In un secondo lavoro la CoreLLEssa (*®), basandosi proprio sui dati
di Caruini, dimostra che, se si estende contemporaneamente il tratta-
mento con tionina ad embrioni di Rana esculenta, Bufo viridis e Bufo
vulgaris, le tre forme di anfibi presentano assai diversa sensibilita al-
I'azione del colorante, il quale agisce, inoltre, diversamente anche in re-
lazione all’acqua in cui & disciolto. Con acqua Marcia trova mortali sia
per la Rana e. che per il Bufo v. le concentrazioni 1 :25000-1:100000;
per il Bufo v. sono letali quelle 1:20.000 e talvolta quelle 1:50000, men-
tre quelle 1:500000 sono favorevoli all’accrescimento di Rana esculenta.

Ripetendo le prove con Petromyzon fluviatilis, molto vicino agli An-
fibi per il tipo delle nova (telolecitiche), per la segmentazione, gastrulazio-
ne ecc., ma non per le caratteristiche peculiari del suo ricambio interme-
dio (diversa quantitd di catalasi, di perossidasi, di ossigeno assunto, di
anidride carbonica emessa, diversa resistenza all’anaerobiosi) trova
concentrazioni di tionina in acqua Marcia pari a 1:20000-1:2000000
rapidamente mortali, mentre le concentrazioni di 1 :4000000-1 :3000000
permettono una pit lunga sopravvivenza, ma col tempo gli embrioni fini-
scono lo stesso per andare in disfacimento.

L’interpretazione che la CoTeLLEssa dA ai suoi nuovi risultati & che
I’azione letale della tionina deve farsi risalire ad una diversa resistenza
dell’organismo nei confronti di un non sufficiente apporto di ossigeno,
perché il Petromyzon, che & una delle specie meno resistenti all’azione
della tionina, & anche una delle specie meno resistenti all’anaerobiosi.

L’ipotesi di CoTeELLESsA & in buon accordo con una serie di lavori
sperimentali dovuti a CasticrLr Prrorr (%), SteraNeLLt (*%) e Seirito (1°)
con 1 quali & dimostrato che all’atto della fecondazione 1'uovo di Bufo v.
conserva costante il suo consumo di ossigeno, mentre quello di Petro-
myzon lo esalta notevolmente e bruscamente. Questo diverso comporta-
mento viene messo in relazione all’assenza di quantitd apprezzabili di
citocromi nel solo uovo di Bufo, il quale si manterrebbe a lungo in
anaerobiosi, segmentandosi, per la presenza di una riserva ossidante di
natura catalasica, da SpiriTo chiamata anche ossifero perché avrebbe la
proprietd di « trasportare » ossigeno al substrato cellulare.

Le uova di Petromyzon, al contrario, mancano di catalasi, ma per
la presenza di grandi quantitd di citocromi possono celermente mobiliz-
zare, quando & necessario (fecondazione), tutto 1’ossigeno occorrente ai
substrati; in anaerobiosi arrestano immediatamente il processo di em-
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briogenesi perché mancano, o quasi, le riserve ossidanti di cui abbonda
il Bufo.

La funzione ossiforica della catalasi & per SeiriTo e coll. provata dal
fatto che le specie resistenti all’anaerobiosi (Bufo vulgaris, Discoglossus
pictus, e Bufo viridis ®°) mantengono immutata la produzione di CO,, al
contrario di quelle meno resistenti (rispettivamente in ordine decrescente
di resistenza: Rana agilis, Rana esculenta, Hyla arborea, Axoloth, Pe-
tromyzon) che lo riducono notevolmente.

Hoprins (7°), che nel 1937 confermd la presenza di maggiori quan-
titd di catalasi in specie che si trovano periodicamente in anaerobiosi,
pensa che quest’enzima, agendo sulla molecola dell’acqua ossigenata che
si forma nel metabolismo intermedio, liberi ossigeno per fornirlo alle
ossidasi, che lo utilizzano dopo averlo attivato; ma per spiegare casi come
quello del Petromyzon che ha minore resistenza all’anerobiosi e conte-
nuto catalasico maggiore degli Anfibi resistenti, FricGERI e SpimiTo sono
propensi a credere che la resistenza all’anerobiosi debba farsi risalire,
pit che alla presenza di una riserva ossidante, all’esistenza di meccani-
smi produttori di energia di tipo anossibiotico, come la fermentazione
lattica dei glicidi.

* * %

Lo studio dell’attivitdh delle sostanze colorate sui principali costi-
tuenti chimici cellulari ha ripreso incremento in questi ultimi anni, arri-
vando a risultati veramente notevoli. Le pit importanti acquisizioni sono
state ottenute nel campo della catalisi enzimatica.

Nel 1940 si era visto, ad opera di Massart e Durarr (*°), che i
coloranti basici, altamente dissociati come basi ammoniche quaternarie
(tionina ed affini), esercitano azione inibitoria sull’acetilcolesterinasi, La
inibizione & nulla per i colori acidi o a forma pseudobasica, mentre la gra-
duale sostituzione con gruppi alchilici dei radicali attivi fa procedere di
pari passo grado di dissociazione ed inibizione enzimatica.

Ancora piu recentemente si & trovato che:

1) la tionina, il bleu di metiiene, il 2-6 diclorofenolindofenolo (7%)
inibiscono rispettivamente il 809, il 419 e il 629 del potere cocar-
bossilasico di un substrato, anche in concentrazione di 37,5 x 10 mole/
litro.

Il meccanismo, probabilmente, dipende dalla reazione tra colore e
gruppo -SH della proteina enzimatica.

2) catecolo, idrochinone, chinone ecc., 2-6-diclorofenolindofenolo,
tionina, bleu di metilene, piocianina, fenosafranina ecc. (“®) a concen-
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trazioni 0,0004 M sono tutti inibitori di varie reazioni enzimatiche,
come la ossidazione dell’acido ossalico da parte di un’ossidasi, 1'ossida-
zione dell’acido linoleico da parte di una lipossidasi e la decomposizione
dell’acqua ossigenata da parte della catalasi.

Gli AA. pensano all’esistenza di un meccanismo di reazioni a catena
che influenzi la catalisi enzimatica. Molti di questi inibitori sono attivi
anche sulla desidrogenasi lattica e succinica.

Altri ricercatori hanno confermato l’azione inibitoria dei coloranti
basici sulle desidrogenasi. Ad es. in omogenato di cervello di ratto Sur-
makosH (*2Y) ha trovato che l’etilmetano (in concentrazione 0,16 M), in
presenza di tionina, bleu di metilene, bleu di toluidina ecc., manifesta
una spiccata azione inibitoria, indipendentemente dal tipo di donatore
di elettroni (glucosio, piruvato, glutamato, succinato, ecc.). Con colori
acidi, come l'indigotetrasulfonato, si ha, invece, I’azione opposta, cioé
un’attiva stimolazione dell’azione enzimatica. L’influenza dell’etilmetano
& limitata al solo trasporto di elettroni, ciod non influenza direttamente
I’enzima.

Ocura (1) studia 1’azione della tionina sulle desidrogenasi ¢ forni-
sce alcuni dati termodinamici e cinetici delle reazioni intermedie.

3) tionina, bleu di metilene e 2-6-diclorofenolindofenolo ("7) ini-
hiscono D’attivitd indofenolossidasica dei nervi periferici.

4) tionina, bleu di metilene e bleu di toluidina (7®) inibiscono l'at-
tivitd colinesterasica con effetto meno importante se i colori sono nella
leucoforma.

B) una serie di lavori eseguiti da DiEMaR e Borexnorr (**) sulla
relazione tra sostanze coloranti e reazioni fermentative porta, fra I'al-
tro alla conclusione che tutte le sostanze, come l’anilina, la dimetil-p.
fenilendiamina, 1’a-naftilamina, il m. aminofenolo, l'a e 8 naftolo, la
resorcina ecc., che hanno uno o pit radicali aminici liberi nella mole-
cola. e tutte le sostanze coloranti azoiche, come il rosso naftolo il rosso
di cocciniglia ecc., che nell’organismo vivente subiscono una scissione
riduttiva dando luogo a sostanze contenenti legami aminici, sono ini-
bitori della catalasi. Essi citano, in proposito, il giallo burro o dimetila-
minoazobenzolo, che in vivo & scisso in anilina e dimetil p. fenilendia-
mina, sostanze entrambi fortemente inibenti la catalasi e ci0 potrebbe
essere, forse, in relazione alla sua indubbia azione cancerigena.

Altre attivitd di questi colori, che interferiscono seriamente con le
normali condizioni di vita del protoplasma, sono state messe in evidenza.
Ricordiamo:
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1) la tionina, e con essa alcune tiazine, ossazine e fenazine, ha
il potere d’inattivare in vitro I’eparina (™). Tale attivita pare che sia
particolarmente connessa con la presenza del gruppo aminico primario.

9) I’elfetto antieparinico sul plasma di coniglio ("*) presenta un
livello critico. Il solo colore, aggiunto al plasma per concentrazioni in-
feriori a quella che determina con eparina il punto critico, non ha sul
sangue che scarso o nessun effetto, mentre le concentrazioni superiori
hanno un potere anticoagulante che & notevole per il violetto neutro, il
bleu di toluidina, ’azzurro A e il rosso neutro, scarso per il verde Janus,
la safranina e la tionina.

3) la tionina, col tetrabromo-2-2'-diidrossibenzene (") ed altre so-
stanze, ha azione emolitica; la minima concentrazione efficiente per la
tionina & di 1:10%. E’ da notare che una tale azione emolitica della
tionina era gid stata riscontrata da SIEBENMANN (2%) nel 1943 su eritrociti
di topo.

%) la tionina, il bleu di metilene, il cristalvioletto, il verde di me-
tile, la fluoresceina, il rosso congo e molti altri colori ("%) hanno un’azione
diversamente attiva sulla cornea, dove producono alterazioni di diversa
importanza.

8) la tossicitd acuta e cronica determinata dai seguenti colori:
rosso neutro, azzurro A, violetto neutro, bleu di toluidina, safranina, ver-
de Janus e tionina (7°) in ratto, topo e coniglio aumenta in ciascun
_colore secondo 1'ordine col quale sono elencati. Per quanto riguarda la
serie tiazinica, la presenza di due gruppi aminici primari liberi nel nucleo
aromatico aumenta la tossicitd da 3 a 7 volte in confronto dei composti
che hanno un solo gruppo aminico primario libero. La presenza di un
gruppo metilico nella posizione 2 aumenta la tossicita.

Nessuno dei colori, eccetto il rosso neutro, produce cambiamenti
svelabili in senso patologico se somministrati 2 volte settimanalmente
per 90 giorni. |

6) diverse sostanze (*°), tra i quali i coloranti del gruppo delle
tiazine, ossazine e azine (violetto di metile, piocianina, bleu di metilene,
tionina, brillantcresilblau) inibiscono l'attivitd antiparassitaria o batterio-
statica della tripaflavina ed in particolare ’effetto della tripaflavina sulla
moltiplicazione del batteriofago anti-coli. L'azione dipenderebbe da due
fattori: il potere del colorante di sostituirsi alla tripaflavina spostandola
dal substrato fino ad ottenere uno stato di equilibrio e il potere fagostatico
proprio del colorante. Secondo gli AA. la fissazione al substrato avver-
rebbe dal lato della molecola che porta il gruppo aminico.
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7) poiché ’aggiunta di piccole quantitd di ac. ascorbico o di acido
nordiidroguaiaretico (*') a diete altamente carenti di vit. E davano una
parziale protezione verso la diatesi essudativa del pulcino, altrimenti
prodotta da queste stesse diete, sono stati studiati una serie di com-
posti alimentari contenenti 8 o sostanze ossido-riducenti. Si ®, Ccosi,
trovato che tutte le sostanze che hanno potenziali ‘di ossido-riduzione
compresi tra +0,062 e + 0,011 (rispettivamente: tionina, ac. ascorbico,
rosazurina, gallocianina, bleu di metilene) mostrano parziale protezione
verso la formazione di essudati.

8) bleu di metilene, tionina, bleu di toluidina hanno azione ossi-
tocica su utero isolato di cavia, ratto, coniglio e gatto (***), pit marcata
in assenza di ossigeno. Di notevole importanza I'osservazione che dosi
ripetute inducono attenuazione dell’elfetto inizialmente osservato e che
i derivati tiazinici rinforzano le contrazioni da pituitrina, chinina, ace-
tilcolina, istamina, cloruro di bario e calcio, mentre inibiscono l'elfetto
della segala cornuta. Altri AA. (**°) confermano tale eifetto e riscontrano
aumento del 1009 delle contrazioni, prodotte in vitro da soluzioni di
acetilcolina sul muscolo retto addominale di rana, per aggiunzione di
tionina in soluzione 1:10°. |

® » 8

Il progredire dello studio dell’azione dei coloranti con funzione os-
sido-riduttiva ha spostato ed ampliato il campo iniziale d’investigazione,
che, dalle sole modifiche indotte nel ricambio gassoso cellulare o animale,
si & oggi esteso ad investire territori molto piu vasti del protoplasma vi-
vente e richiede, per la sua intellegibilitd, piu approfondite nozioni di
quell’affascinante e pur giovane scienza che, con PAuLING, si pud definire
« patologia molecolare ».

In un primo momento, sulla base della teoria di EmmricH, si era
veduto nei risultati sperimentali ottenuti su determinate cellule (corpu-
scoli rossi o cellule uovo sterili e fecondate), 1'effetto di un’azione eserci-
tata esclusivamente su un ristretto complesso di sostanze di natura enzi-
matica (quello dei pochi fermenti respiratori allora not), e in maniera
tanto circoscritta da dover interpretare in un unico rapporto diretto la
rispondenza tra causa ed effetto macroscopicamente osservato.

Quando, perd, in un secondo tempo, si & passati a sistemi fisiologica-
mente pid complessi, — tessuti, embrioni, organismi adulti —, il pre-
sunto effetto stimolatore dell’accrescimento in relazione all’eccitazione
delle ossido-riduzioni non si & constatato, per lo meno in maniera cosi
costante e palese da poterne trarre sicure conclusioni; per cid, molte
deduzioni debbono considerarsi, piuttosto, come il prodotto di un in-
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flusso momentaneo e non come quello di un’indagine approfondita e ri-
gorosamente criticata. |

Le esperienze di Eurricn, di TnUNBURG ecc., non vennero conside-
rate per quello che effettivamente erano, cio¢ prove di un particolare
metabolismo a carico di scorie che non potevano altrimenti essere eli-
minate, in vitro, ma si estese il loro principio, ritenendolo provato per
qualunque altra condizione, all’intero organismo, dove ogni elemento ha
un compito ben preciso e una sua funzione di equilibrio.

Sensibilita fotochimica dei coloranti, influenza della concentrazione
ambientale di taluni ioni metallici, blocco di funzioni enzimatiche ed
aumento dell’apporto di acqua ossigenata endocellulare, resero, e rendono
tuttora, fortemente incerto lo stabilire dove e quale sia I'azione effettiva
sul ricambio respiratorio e sulle condizioni di sviluppo di un determinato
organismo. Da quanto si & accertato sembra pil probabile che le reazioni
tra colorante e substrato debbano essere di natura piuttosto complessa,
in relazione alle varietd delle rispettive strutture molecolari ed & pin
logico considerare 1'effetto finale come il prodotto ultimo di una serie di
reazioni, forse anche a catena, che toccano certamente vari e diversi
settori della catalisi enzimatica. Ma non pud considerarsi neppure impro-
babile che ’azione primaria sia unica e localizzata allo stretto territorio
nucleare per l'affinitd che questi colori hanno verso gli elementi speci-
fici del nucleo.

Lo studio dell’affinita selettiva di ciascun colorante verso i singoli
elementi costitutivi di una cellula e delle modificazioni che essi possono,
di volta in volta, indurre, non rappresenta soltanto un capitolo di eru-
dizione scientifica che & allettante mettere a punto, ma un argomento
di vivo, attuale interesse, che chiede di essere rigorosamente approfon-
dito in vista delle gravi e durature alterazioni che questi composti pos-
sono indurre al metabolismo intermedio, specialmente se un’elimina-
zione lenta o parziale attraverso i principali emuntori dell’organismo
pud determinare, in relazione alla velocitd, alla forma e alle quantita
eliminate, uno stato anormale di taluni costituenti nucleari, che lenta-
mente sfocia in una vera condizione patologica.

Per le moderne acquisizioni nel campo della biochimica cellulare un
~ prodotto non pud pid ritenersi innocuo soltanto perché non determina
una certa casistica nella mortalith dei comuni animali di laboratorio
entro un termine prestabilito, ma & necessario accertare che esso non
induca, anche a distanza di tempo, e, sopratutto, per un apporto siste-
maticamente prolungato, squilibri metabolici tali che possano lenta-
mente generare lesioni permanenti dei tessuti.

E’ questo il caso che pud verificarsi con l'uso delle bevande, delle
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paste, dei cibi in conserva colorati artificialmente, per i quali si dovrebbe
continuamente prevedere 'aggiornamento delle legislazioni sanitarie.
Lo studio approlondito delle modificazioni del ricambio e delle nor-
mali costituzioni cito- ed isto-chimiche indotte da questi coloranti arti-
ficiali deve, indubbiamente, portare alla revisione del concetto d’inno-
cuith e non ¢ improbabile che tale studio possa, se non arrivare a chia-
rire talune fonti delle proliferazioni cellulari atipiche (come si vuole da
taluni, in base a quanto & stato accertato, ad es., per il giallo burro', per
lo meno contribuire alla migliore conoscenza di quel complesso ed ele-
fantiaco capitolo della patologia umana che prende il nome di allergia.

Roma. — Iskituto Superiore di Sanitd - Laboratorio di chimica.
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