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Oggi si peusa che ai:processi di fosforilazione presiedano enzimi’

diversi dalle fosfatasi. T’introduzione -dek radicale fosforico mei Lom-".

posti organiel, durante il metabolismo glicidico, avviene -infatti o per’
scissione “del glicogeno ad opera .della fosforolasi, o per. tragporto
dal’ATP ad -opera dell'esocinasi, o per processi ossidativi con -forma-
zione di. acilfosfati. : : : :
Molti autori per il passato e anche recentemente alotni- partico-
larmente competenti (Rocun e coll. [1]; Forrey o coll. [2]) hanno am-
mosso che le fosfatasi possano avere importanza "per;i processi di
fosforilazione «che si verificano nell’assorbimento intestinale del glicoso
e del lipidi, nella.captazione del plicoso o sintesi di.caseina da partc
della ghiandola mammaria secernente, oltrs che nella sintesi dei nucleo-
protidi. Le fosthtasi, infatti, hauno, in accordo con la legge della re-

_ ( 3 Noi.a prosontata daIi’Accademlco I’ontlﬁcxo S .[] Gaoetano Quagimuelio
nelin Tornata Ordinaria dell’8 fcbbmw 1948,

Dal Contro di nzimologia del G, N. R, pmsso I’Ismtuto di (;lummn blologwa :
~dell’Univorsith. di Napoli. ' - ; :
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" yorgibilita delle azioni enzimatiche, anche il potere di sintetizzare esteri
fosforici, ma il punto d’equilibrio delle reazioni da esse catalizzate o
 talmente spostato a favore della seissione che la loro importanza nelle
“sintesi biologiche pare da comsiderarc trascurabile. L/importanza delle
fosfatasi rosterebbe pertanto limitata al processi di idrolisi degli esteri
fosforici nells osteogenesi, nella digestione di alcune sostanze alimen-
tari, nella liberazione di fosfati a livello del rene e, per quel che ri-
gu&rd& la dembolizione dei glicidi, alla scissione del glicoso- fosfato,
cho nel fogato devo essere defosforilato a glicoso, o come tale ossero
immesso in circolo.

Tuttavia non mancano dati sperimentali, che mettono in evidenza
una rolazione tra attivith fosfatasica ed assorbimento o metabolismo
dei glicidi. L teoria di Lunpseasnp [8], secondo il quale il diabete
- da florizina sarebbe dovuto a un disturbo del riagsorbimento di gli-
‘050 nei tubuli renali per inibizioue delie fosfatasi, ha ricevuto recenti
conferme. Con teenica istologica, Gromonr [4] ha mostrato che la fosfa-
tasi & presento mei tubuli prossimali, dove avviene il riassorbimento
di glicoso dal filtrato glomerulare, ¢ Kapat ¢ coll. [5] hanno precisato
che essa & concentrata in quella parte delle cellulo tubulari che forma
il Tume, dal quale il glicoso & assorbito. Saviaro e Bacoan [6] inolire
‘hanno dimostrato una chiara inibizione dell'attivitd fosfatasica del rene
“di animeli resi diabetici con iniezione di florizina. Ricerche istologiche
“sulla bccorrenza di fosfatasi e deposizione di glicogeno in vari tessuti
~(endometrio ‘¢ ghiandole di utero gravido, placenta) hanno dimostrato
cho Uenzima si trova in genere o nella zona di accumulo del polio-
-side 0 nelle vicinanze, ¢ spesso nella regione cho il glicoso, traspor-
tato dalla corrente sanguigna, deve attraversare prnna d1 sinfetizzarsi
‘8 glicogeno (Dumpswy o WisLoos1 (7)),

Per :quanto riguarda i rapporti dellattivits fosfatasica cou il me-
“tabolismo intermedio dei glicidi, esistono fino ad oggl soltanto poche,
frammentarie e non concordi-osservazioni. Bopawsxy [8] {rova un au-
“mento della fosfatasi delsiero in seguito a somministrazione orale di
glicoso o I'neEMAN o Fanmer [9] osservano che una dieta ricea in
. carboidrati, clova durevolmento Uattivitd fosfatasica dol sier 0, mentre
il digiuno e una dieta proteica Uabbassano ¢ una dicta lipidica & senza
offetto. Iperfosfatasemia & stata inoltre osservata negli animali span-
creati (Scmerovg [10]; Frommax e Jvy [11]) ¢ in animali diabetici per
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allossana (Caxrox ¢ coll. [12]). Questi dati mon sono perd d'accordo
con ‘quelli precedenti di Biner-e coll. [13]. Per quanto riguarda i rap-
porti tra motabolismo glicidico ‘e fosfati del siero, & noto che questi
diminuiscono nell’animale normale e non nel diabetico per carico gli-
cidico {(Barnenscuney'e coll. []_.4.] ; ‘Borrranr [15]) e nell’animale nor-
male o diabetico in seguito a.somministrazione di. insulina (Brigas
e coll. [16}; Kav.e c_o_ll.__:{-l'?] ;- Brarnerwick e coll. [18]; Wiearzswormi
¢ coll. {19}; Hagrror e coll. [20}). Tale diminuzione deve essere messa in
Tappowio con la utilizzazione dei fosfati, dato che per somministrazione
di glicoso e di insulina si hanno ipofosfaturia (Boviger, loc. cit., 1B,
"e contemporanes aumento - di..c_onﬁppsti_'organici fosforati, come per
esempio di ATP nel fegato. (Karnan e coll, [21]).

Data la non chiara funzioxjic_della,_-ibsi‘htaasi.--nel metabolismo " gli-
cidico, ¢i & parso. interesgante .inn.m_'i_zi_: tutto studiare il comportamento
di quest’enzima o dei fosfati del %1010 in_seguito a carico di gliceso,
-8la An-animeli normali sia diabet '

per. allossana. Da tali esperienze
¢ visultato che, mentre Vattivith fosfatasica aumenta sia negli animali
normali sis. in -quelli diabeticl, 1. fosfati diminniscono noi primi od
-aumentanc nel secondi, - Llaumento. dell'attivita . fosfatasica ¢ . dei fo-
statl negli animali diahetici va d’accordo con Vazione idrolitica del-
Penzima, mentre l'aumento.della . prima e:la. diminuzione dei fosfati
negli -animali normali si pud spiegare - ammettondo che in questi wltimi
l'utilizzazione del glicoso comporti Vesterificazione non solo dei fosfati
- liberati . dalle fosfatasi ma anche di quelli 131‘_eesiste1iti._ Poichs, secondo
-Bopansky o -coll. [22], la fosfatasi del .siero-:deriva  per lo meno in
parte  da quella del fogato, abbiamo voluto . indagare. se in seguito
o carico di. glicoso sl avesse un aumento dell’attivitd fosfatasien in
quest’organo. ‘Abbiamo cosi potuto fare Vintoressante coustatazione
‘che anche Tattivith fosfatasica del fogato subisce un notevole aumento.

Il meccanismo ool quale il glicoso provoca un aumento doll’abti-
vitd fosfatasica resta perd oscuvo. Liaggiunta di glicoso én vitro al siero’
o ad estratti di organi, la somministrazione d’inguline. o l'aggiunta di
uest’orimone o polholm, o ad estratti di mg&no, g0N0 prwl di offotii
Zdegm di - nota, :
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ESPERIENZE -
1. AZIONE DEL QLICOSO «IN VIVO ».

" a) Hsperienze sul sangue. - Come animali da esperimento sono
stati usati conigli ‘del peso di 2 kg. circa, digiuni da 24 h, ai quali &
stato praticato per via endovenosa (vens marginale dell’orecchio) un
carico di glicoso, iniettando wna soluzione ipertonica (al 40 “/y) nella
quantitdh di 5 cc. cires. '

Prima del carico e a diversi tempi dopo di questo, si esegnivano
prelievi di sangue dalla vena marginale dell’orecchio, con siringa
o nel vuoto (MaperNa [25]), in quantith il pil possibilé piceole per
‘ovitare offofti secondari da salasso, ‘La determinazione del glicoso.
veniva esegnite su 0,1 cc, di sangue col metodo di HaeEDORN ©
JenseN, quells dei fosfati. col metodo di Briaas ridotto a microme-
‘todo (0,2 di siero) ed eseguendo la lettura al fotometro graduale di
‘Pulfrich (filtro 8 72), con microcuvette da & cm. di spessore. La de-
terminazione dell'attivith fosfatasica (glicerofosfatasi) & stata eseguita
cimentando 0,1 -ce, di siero con B-glicerofosfato di sodio purissimo
(0,006 M) per 24 h in puffer di glicocolla-soda (pH 9,31).

1 conigli venivano quindi rest 'diabetici con allossana. Agli ani-
‘mali digiuni da 24 L’ iniettavano per via endovenosa mg 200 per kg.
di peso di allossans in soluzione al B%/, di recente preparate. Tn’ali-
‘mentazione ricea di'glicidi (crusca impastate con saccaroso o glicoso)
‘ha, permesso agli animali ‘di superare, nella maggioranzs dei casi,la
erisi ipoglicemica carattoristica del secondo stadio d’azione dell’al-
lossana. Dopo 10 2 glorni appariva la classice sindrome diabetica
(glicosuria, iperglicemia, poliuria ecc.). Gli animali veuivano quindi
sottoposti di nuovo al cavico glicidico e alle determinazioni suaccen-
‘nate, ‘con lo stesse modalitd msate priﬁla; di provocare la sindrome
-morbosa. 1 dati sono riportati nella tabella I e mel grafico I, o da essi
risulta clie il carico ‘glicidico provoca asumento dellattivith fosfata-
sica negli animali normali ¢ nei diabetici, diminuzione ‘di fosfati nei
primi e anmento nei secondi,

b) Esperienze sul fegato. — Per lo studio dell’atmvmé, fosfata-
sica del fegato somo stati adoperati ratti bianchi di 200 gr. circa di
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peso, ad -una- metd doi quali .(Paltra metd. & servite. di controllo) si &
praticato il carico . glicidico. Questo veniva eseguito iniettando la solu-
zione -ipertonics di glicoso (40 %/0), in - quantitd . di. 1 ce. cirea, in una
vens della coda. Il fegato veniva prolevaio 'du.g'li- animali decapitati,
dopo GO’ dal carico glicidico, Bu una piccola aliquota di tale organo

.
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" Sull’ascissa & segnnto i1 1ompo in minnti primi. Sull’ordinate

- & sinistra gono indicate lo varinziond in- &% di glicoso oin
mg % di fosfore, sull’ordinata & desten lo varinzioni porcon-
tuali dull’a[;l;ivite\. fostatnsicn, T+ animale normaio; I1: animale
dinbotico; @ glicosio; IN: altivith foslntasien; P: fosfore.

si determinava il vesiduo secco, tenondola prima in stufa a 70°C e
. pol in essiccatore su cloruro di calcio fino a peso costante. Tl resto
dell'organo veniva triturato con sabbia di quarzo, estratto con 6 volumi
di H,0 a temperatura ambiente per 24 h, ¢ centrifugato. 11 liquido
sovrastante al precipitato veniva cimentato contro glicorofosfato
(0,006 M a pH 9,31). Dopo cirea 6 L, si procedeve alla doter-
minazione del fosforo col metodo di Brraas. Prove com fegato di
animali non iniettati con soluzione di glicoso venivano sempre ese-
guife contemporaneamente e con le stesse modalitd. Per ogni prova
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si --esegﬁivaffun controllo senza glicerofosfato, il cui valore in fosforo
(fosfati preesistenti + quelli derivanti dall’idrolisi di esteri del fegato)
voniva sottratto da quello della prova con glicerofostato. T risultati,
riagsunti ‘nella tabolla TI, mostrano negli animali sottoposti al carico
un’attivith fosfatasica costantemente pitt alta che nei controtli.-

9. AZIONE DEL GLICOSO «IN VITRO ». — Si & volute inolire speri-
mentare Pazione del glicoso, aggiunto in witro, in prove di attivita fo-
sfatasica di animali normali, allestite come si & detto sopra. Il glicoso
& stato aggiuui,o nelle quentitd indicate nella tabella ITT. Dai dati
riportati nolla stessa tabella risulta che il glicoso, 131 gueste condizioni,
& pratmmnente p1‘1vo d1 effetto. :

3. .A.ZION]" DELL IN%ULINA - Q,ucstc esperienze. sono state eseguite
con poltiglia - (egp 1e2e con estratto (esp. 8) i fogn,to di animale
normale, nonchd con’ estratto di fegato di animale diabetico (esp. 4).
L’ormone & stato aggiunto nelln miscela nellc qmnmm indicate nella
tabella IV, Nell’esp. 2 V'insulina & stata 1ncubm{a eon la, poltzolm, a 87°
por 2 h, prima deil’aggiunta del substrato.:

A ratti del peso di civen 200 gr. & stata somministrata insulina fino
o ridurre la glicemia a un valore di. cirea 0,4%: gli animali venivano
decapitati, e 1l fegato traftato come sopra “per 'l doterminazione
dell’ attivith fosfatasica (esp. B). o

Dalla tabeila IV risnlta che, nelle diverse condizioni sperimentall
in cui ei siamo posty, Iinsulina “non: esercita aleuna altivazione sulle
fostatast, so mai.la llllbISCb legg(}rmcnto sia. in wtm sl n vivo.
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Tompo mn’

Glicosio (@)

Fosfati (I

Ativitd fosfrtasicn (I0)

o N - " ..
&% mg %, variaziona 0, Ig?:f;:zlig{;’if:g varigziono 0,
-~ -
- EAﬁ'izg'malz_a normale
0 0,91 4,67 —_ : -
50 5,94 3,91 - 16,2 16,1 - 10,5
60 1% | 814 | _s29 14,4 154
105 0,91 480 | 1 88 24,9 ~ 92,3
: C . 18,6
Animale diabetico
0 2,59 8,04 — 81,2 —
80 8,90 4,77 +91 24,7 + 16,5
6B 4,16 4,80 16,1 80,2 | 42
120 3,83 5,92 4 50,3 24,6 118
Tanrzza. Ll
Ratto confirollo Ratto + glicoso .
i Resid. socco?), 1 Rosid. secco?/, t;(;;‘}mzillqn{:{o
Isporienzo Iavolisi 8, del | Resid.soceolsl 0 oo w0 10 5id. seceo O ’u,;u:u:
lcoratogtuio | ILgessmio ) RO | U ossnto T | fosfusasica
1 14,6 80,5 24,9 28,9 + 70,6
2 18 28,1 28,9 29 + 80,6
3 17,9 31 98,9 28,4 4 88,6
4 | 10,7 80,7 19,9 81,5 + 86
5 « 14,8 — 19,5 — 4 86,4
i © 18,9 29,9 20,1 ag + 6,8
7 11 29,2 28,9 29,4 +163
8 18,8 - 25,3 - 1 90,2
9 6,7 - 15,8 — 1163
10 18,9 — 25,2 — 1 81,3
18,7 80 93,9 29,8 1 69,3

Media
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Taperna ITL

: i - Tdrolisi %, dol
Isporienze Proparato enzimatico + ghaeoslo ¥ § i atosfuta
1 Istratto di rene . . . . . . . 0 39,8
2 » » I 0,2 89,8
3 » » e e e 0,4 40,9
4 Istratto di fegato . . . . . . 0 10,4
b » Cw o 0,2 10,1
6 » » DA 0,4 11,1
yon Siere. . . . . . . . .. . 0 B3
8 » e e 0,2 b3
g » e e e e e 0,4 66
Tapsrra [V, -
+ Insulina I(h'olia.i .o o doli Variaiono
Tsporiensoe Proparato omwsimuatico t{fv:;)o glicorofesinio 0f
1 Poltiglia (animnlé normale) 0 28 -
» R R 0,4 26,4 - 8,7
» » 0,06 | 205 - 1,7
2 » » s 0 27,4 -
» » » 0,4 24,4 -10,9
» » » 0,04 25,6 - - 6,5
3 Batratto » » it 18,3 —
v T . 0,4 16,9 - 7,6
E s , 0,04 16 | - 38
4 Iistratto {animale diabetico) 0 53,6 —
» » », 0,4 67,9 | 8
» » s 0,04 49,7 -2
b Lstratto (animale normale) 0 .23,4 —
» {animale trattnto o 21,9 - 8,8
con insulina)
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-DISCUSSIONE

Dai - ddti riforisi si nota -che - per. somministrazione di glicoso si
ha un notevole ‘aumento - dellattivits, fosfatasica non- solo del siero,
ma anche - dgl fogato. Quando lo nostre esperienze erano gid terminate
abbiamo potuto leggere un lavoro -di Mansu e coll. [26] 1 gnali, stu-
disndo il riassorbimento di glicoso nel rene, hanno messo in evidenza,
In soguito a somministrazione orale di questo zucehero, un cospicuo
aumento -dell’attivitd fosfatasica del rene. Questo reperto, mentre con-
forma lo nostre osservazioni, d4 al fenomeno dell’aumento delle. fosta-
tasi per carico glicidico un significato - pitt generale, in quanto-dimo-
stra. che si verifica. anche in altri organi,

Sul meccanismo di tale fenomono non conosciamo nulla; possiamo
soltanto. dire che Peumento dell’attivitd fosfatasica non & in relagzione
con l'utilizzazione dei glicidi, in quanto. si verifica anche nell’animale
diabetico. Dalle nostre esperienzo risulta inoltre che il glicoso ug@;iuuto
in witro, nelle nostre condizioni sperimentali, & praticamento senza ef:
fotto. T'insulina, in ¢ive e 4n vitro, certamente non produco attivhzione,
6 mal una costante per quanto debole inibizione. I aumento dell'at
tivitd fosfatasica pud dipendere o da un awmento dellas fostatasi o pil
verosimilmente da une sun attivazione, riferibile in via di ipotesi ad
ormoni - diversi dell'insulina — secroti sotto lo stimolo del carico gli-
cidico, 0 -a metaboliti del glicoso. Per quanto riguarda i primi rieor.
diamo l'azione sull’sitivitd fosfatasica esercitots dagli ormoni tiroideo
(Scoz e coll:[27)), paratiroideo (Rocme o coll. [28]), estrogoni (For-
1ev, [29]), dal. progesterone (Ruwwo {30]), dal sestosterone (CuvrrLro [31)).

Viene ora fatto di chiedorsi quale sia la funzione della fosfatasi
nel metabolismo- glicidico. Come si & detto noll'introduzione, quest’en-
zima ha sopratutto. importanza nells - scissione degli esteri o questa
sua. aziono. si manifesta chinramente nell’animale diabetico, nel quale
accanto all_’qiun_onta.tm attivith dell’enzima i riscontrs wn ammento dei
fosfati. S 1 '
- 11 fatto che negli animali normali, accanto all’awmonto dell’atiivitd
fosfatasica, si riscontra una diminugione dei fosfati, sta ad indicare una
‘utilizgazione di questi nei processi fosforilanti, che si verificano - du-
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rante l'ntilizzazione del glicoso e che in questo caso prevaigono su
' -'quelii 'i(_lrolitioi, La fosfatasi avrebbe quindi la funzione di liberare
fosfati inorganici e metterli a disposizione dei processi fosforilanti,

Mansa o coll. (Joc. ¢it,, 26) -osservano una diminuzione del pro-
cessi di fosforilazione #n witro, quando usano organi di animali ai quali
& stato praticato carico di glicoso. Gli aubori attribuiscono tale fatto
allanmentata attivith fosfatasica, e difatti trovano che l'sggiunta di
quantitd crescenti di fosfatasi inibisce progressivamente la fosforila-
ione “en vitro. Questa discordanza con 1 nostri risultati & perd solo
‘apparente, in quanto én witre i processi di fosforilazione sono, per la
Jabilith degli enzimi catalizzanti le reazioni ‘pecopplate fornitrici di
energin 1ibera, meno intensi, e guindi facilmento controbilanciati -dal-
Pattivith fosfatasion, devoluta ad enzimi pih rosistenti,

1 nostri dati e anche quelli di Mansm mettono in- evidenza rap-
porti tra 1 processi fosforilanti ¢ defosforilanti, ehe possono essere
precisati nella seguente maniera. La fosforilazione utilizza fosfati nor-
ganici-attraverso la formazione di tegami riechi di energis ed accu-
mulo di ATP, dal quale it radicale fosforico passa ad altre sostanze
organiche formando estori notovolmente meno ricchi di energia, ¢
questi "infine vengono idrolizzati - dalle fosfatasi, che pertanto hanno
una parte indispensabile nel ciclo dei fosfati, riassunto nel seguente
schema, " ' R '

Per quel che riguarda l'assorbimento intestinale e il riassorbi-
mento nei tubuli renali del glicoso, Lapsann [82] poensa che i processi
di fosforilazione si verifichino per passaggio del radicale fosforico da
composti con legame anidridico ad -alto contemubo cnergetico (circa
10,000 cal), ad altri con legame di estere a basso contenuto (8.000 cal),
mentre la differonza di energia verrebbe utilizzata in modo non pre-
cisabile. Comungue sia, si forma Vestore, e questo deve essere defosfo-
rilato ‘dalle fosfatasi perché il glicoso sia immesso come tale mnel cir-
colo sanguigno. Con l'uso degli isotopi & stato inoltre dimostrato che
“la.penctrazione di glicoso nel muscolo avviene sotto forme di glu-
coso-G-fosfato: a contatto della membrana cellulare, Vestere si scinde,
il componente glicidico penetra nella cellula e il fosfato resta nel liguido
interstiziale (da Tearirzxa [38]). Esisterebbo quindi anche nei fenomenti
“di assorbimento del glicoso un eguilibrio tra fosforilazione e defosforila-

L
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zione: alla prima partocipanc enzimi ossidanti, fosfoferast e fosforolasi,
alla seconda le fosfatasi.

Nell'animale diabetico, il carico glicidico produce un aumento del-

Pattivith fosfatasica. Questo o in resltd un po’ pilt basso.che nellani-
male normale, e cid potrebbe spiegarsi col fatto che Vattivitd fosfate-
sica dell'animale dinbetico d, gid prima del carico, pift alta, probabil-
mente in rapporto con la iperglicemia. Interessante & il fatto che in
questi animali, contrarinmente & quanto avviene nei normali, si ha un
aumoento dei fogfati, 1 che si spiega con la scarsa utilizzazione dei gli-
cidi e conseguentemente del fosfati stessi, liberati dalla fosfatasi,
_ In altre parole, in seguito al carico glicidico, il ciclo dei fosfati
negli animali normali sarebbe accelerato, come si rileva dall’anmento
doll’attivitd della fosfatasi e della diminuzione dei fosfati. L'accelera-
ziono avrebbe inizio con un'attivazione delle fosfatasi e liberazione
di fosfati, §0me & dimostrato dal fatto che questi ultimi sl accumu-
lano, se esiste un ostacolo nei processi ossidativi, che. fanno parte del
ciclo in quanto legano i fosfati a sostanze organiche con legani riechi
di energia.- ' '
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