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SULL’AZIONE IPOGLICEMIZZANTE
DI UN ESTRATTO DI FEGATO DI MAIALE

IN CONIGLI NORMALI ED IN CONIGII CON
= - DIABETE ALLOSSANICO ® |

MARCELLO GHIRON

BYMMARIVM, — Cum investigaverit Auctor guid flat de glycaemia, in cuni-
culis sanis et in cuniculis diabete alloxanico affectis, si per venas inmittatur
enzimaticum suilli iecoris extractum (I, B.), obsorvavit primwn glycanemiam

- celeriter deminui, mox autem ite augeri ut post dnas horas eadom fere sit quae
initio, Com autem inter so comparaverit effectum I, E, ot effoctum insulinas,
deque ambormin commixtione inquisiverit, opinatur per commixtionem E. I, et
insunlinae valde angeri utriusque extracti (pancreatici et epatici) vim glycolithicam,

Dai lavori fatti da diversi.nutori [1] appare il ruolo fondamentale
che ha il fegato nel ricambio glicidico, od in particolare nella rego-
lazione del tasso del glucosio nel sangue. Come risulta dai lavori di
SosxiN o Lmving (2], il fegato possiede la capacitd di regolare il tasso
‘glicomico (homoostatic mechanism) e di riportarlo rapidamente alla
norma quando esso venga modificato artificialmente, ad esempio dalla
- somministrazione endovenosa di glucosio. Sembra che il livello della
‘glicemia sia uno dei fattori regolanti il meccanismo omeostatico. Se-
condo gli autori sopracitati, il modo di rispondere alla somministra-
zions di-glucosio sembra sia da mettere in rapperto pitt con la fun-
zione del fegato, che con quella del pancreas 3], infatti se si determina

: . (*) Nota presentata dall’ Accademico Pontificio 8. E. Dunte De Blasi i
~ 81 mageio 1961, . ) ' :

12 - deta, vol, XTV.
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-un altemmone pa,renchlmale del fegato, si ha al test~glucosio una ri- - '

sposta, di- tlpo diabetico, mentre se si & assicurato il minimum del .

fabbisogno insulinico in animali privi di pancreas, la curva glicemica .
- _é_,ppa.re di tipo normale, pﬁrché il fegato sia indenne. In altri lavori
& stato osservato.come il ricambio del glucosio nel fegato sia alterato,
'nspetto al normale, in animali con diabete allossanico {4].

~ Come abbiamo riportato in un altro lavoro [B], siamo riusciti ad.
;ottenere dal fegato di maiale un estmtto, libero da cellule, che pos-
__smde un u,ttwltfx. glicolitica . in m_t'ro_e nei -conigli normali a diginno
" da 24 ore. Dai dati ottenuti__(presenzq, di un optimum di concentra-
zione -dell’estratto epa,tic‘q, di un optimum di pH e di temperatura,
distruzione dell’attivits glicolitica ad opera dell'invecchiamento e ad
.opera del calore) abblamo p.ot.uto_ :concluder_e che l'estratto epatico con-
teneva gli enzimi glicolitici del fegato (E. E). o

Scopo del presente lavoro(*) & lo studio dell’a,mone dell’estratto enzi-
mamco (E. B.) sui conigli n01ma11 & su quelh con metabohsmo glieidico
(sm pencreatico, che epatico) alterato per diabete allossamco Durante
il corso degli esperimenti, oltre a studiare Veffetto del solo E. E. sulla
glicemia, abbiamo confrontato anche I'azione di questo con quella del-
-:l’insulina, e studiato 1'effetto dell’ agsociazione dell’E, E. & dell’in-

sulina. . -

MgzoDICA. '—- Abbiamo preso un gruppo di cc)mgh dells stessa
‘etd, circa sel mesi, e del peso oscillante tra 1.800 e 2.250 grammi,

Lii abbiamo tenuti in osservazione per una diecina di giorni al fine -

di controllare le loro condizioni, e per ‘potere dare loro una dieta tipo

cousistente in 100 g. di crusca o 400 g. di verdura fresca al giorno.

Quasta, dieta & stata continuata per tutto il perlodo di studio. Il tasso.
_ glicemico di tutto il lotto dei dodiei comgh oseillava tra 0,70 e
L18 g %o I conigli furono trattati con allossana in modo da deter-

minaye in essi una 1perghcem1a & una ghcosurm pemlstentx 11 g101 no in 4_

*) Il presente lavore & stato eseguite mella I* Cliniea P.edia.trica 8 Clinics.
delle Malattie Infaf;tiva dell’ Universith di Roma, diretta dal Prof, G. CARONIA,
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cui veniva somministrata 1’allossana, T'alimentazione era -idjer_itié& a
quella degli altri giorni. L’allossana & stata somministrate ﬁellu, dose
di 200 mg. pro kilo in soluzione acquosa al 4 °/, nella vena mmgl-
nale dellorecchio. L’alenlinizzazione della soluzione di allossana me-
diante ammoniaca N/10 & stata provata, ma non avendo dato .alcun
vantaggio & stata successivamente abbandonata. Per evitare 'i_'p_ericoli
- della fase ipoglicemica [6], susseguente alla iniezione di allossaﬁa,'Ve¢
nivano iniettati sotto-cute 2 g. di glucosio pro kilo alla quarte ora e
mezza, alla sesta ors e mezza e alla undicesima ora, dalla iniezione.
Verso la quarta ora & stata osservata ipoglicemia lieve. Durante il se-
‘condo giorno fu osservato in tutti i conigli aumento della glicemia
e comparsg di glicosuria. Non fu riscontrata chetonuria. La glicemia
e la glicosuria raggiungevano verso il terzo-quarto giorno il massimo,
mantenendosi poi stabili per diverse settimane, I conigli con diabete
allossanico sono ora in osservazione da pit di tre mesi,
L’allestimento ed il controllo dell’attivitd deil’estratto enzimatico
(K. E.) venivano eseguiti con le stesse modalitd descmtte nel precedente
lavoro {B].
, In ogni esperienzs venivano usati E.E. ottenuti nelle 24 ore, da
fogato di maiale appena ucciso. Questo punto della tecnica & molto
- importante, perché abbiamo osservato che E. B. di pit di 30 ore per-
devano sia in witro che in vivo la loro caratteristica azione glicolitica.
Un certo prolungamento dell’attivitd, perd sempre limitata, si aveva
se gi conservava I'TN, E. a 0°. I} riscaldamento dell’E. E. portavs alla
distruzione di ogni attivita glicolitica. . . ' '
Poiché gli E. E. venivano somministrati ai conigli per via endo-
venosa, & stafa messa particolare - cura nel loro allestimento si che
ogni E. E. risultasse sterile ed atossico. ' '
Nei conigli soggetti ad esperimento veniva determinata la glicemia
prima dell'iniezione endovenosa dell’l, E., e successivamente per parec-
chie ore, onde osservare eventuali modificazioni.
R1p0rt1&mo alecuni dei dati ottenuti nelle espermnze sui conigli

norma,h e su quelh con diabete alloss&nlco
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' I RFFETTO DELLA INIEZIONE ENDOVENOSA DELL'E. E,
‘NEI CONIGLI NORMALI NON A DIGIUNO -

CoNiarLio A o Corigrio B

1 giorno di esperimento . : I giorno di esperiments
core 9,00 glicemin . . . 0,95 ¢/s, - ore 9,00 glicemia . . . 0,75 /o0
» 9,10 4 ce, E, B endo~ - » 9,10 2 cc. B, I, endo-
vens ) ' 7 yena
» 10,10 glicomia . . : 0,62 %4 » 9,40 glicomia . . . 0,08 ¢/
» 10,25 » . . . 0,4B %fag » 956 = . . . 0,68 ¢fq,
» 11,10 N i 0_,80 /o0 .» - 10,40 » ... 0,40 o/g

: L '_11,20 > PR 0,70 0/00

CONTROLLI CON E. E. INATTIVATO

-~ CONIGLIO A . B ' . '.GONIGLIO B
_ _1II giorno di esperimento I giorne di esperimento
" ove 11,60 glicemia . . . 0,70 /s ove 15,50 glicemia . . . 0,75 /e’
" » (11,66 B co. I, E. inatti- » -15,65 B cc. . T, vecehio
© vafo al calore (G5°) end, di tre giorni endovena
» 18,00 glicemia . . . 0,72 ® /a0 . » 17,00 glieemia . . . 0,76 °/o,
’ : » 17,50 _— C 0,75 O'/DU h

CII. EFFETTO DELLA INIEZIONE ENDOVENOSA DELL'E. I
' ‘NEI CONIGLI CON DIABETE ALLOSSANICO. '

Avendo osservato che la glicemia tende ad abbassarsi per Veffetto
del solo digiuno, abbiamo preferito sperimentare in condizioni le meno
modificate possibili, dando l'alimento anche durante le esperienze.

" CONIGLIO Ne 4

I giorno di esperimento II giorno di esperimento
' “ore 13,30 glicemia . . . 290 °/s ore 16,36 glicomin . . . 2,20 ®/e
» 18,35 b ce. B.E, endov. » 16,40 5 cc. B, E, endov.

. » 14,65 glicemia . . .+ 2,80 /o » 18,00 glicomia . . . 1,68 %
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IV giorno di esperimento V giorno di esperimento . -
ore 17,25 glicomia . . 8,12 9/ ore 16,00 glicemin- . ., 2,08 °/4o
» 17,30 7ce. E L endov. » 16,0% 5 cc. E. L. endov, T
» 18,16 plicemia 2,42 o/, » 17,15 glicemia 1,55 ofoo
» 19,10  » 2,85 /50 » 1800  » . B0 ofy,
VII giorno di esperimenio VIIT giorno di esperimento
ore 15,85 glicemia . . . 2,40 9/, ore 15,40 glicemia 2,70
» 15,40 5 co. E. E. endov, » 15,65 B cc, i, I, endov.
». 17,10 glicemia . ., . I50 /g » 17,16 glicemia 1,65 °/sq
» 18,05 5 ce. E, I, endov. » 17,20 b cc. E, I endov,
» 19,80 glicomin ., . ., 1,40 9/, - » 18,80 glicemia . . . 1,20 °/4,
IX giorno di esperimento
ore 15,00 glicomia 8,44 /o0
» 15,06 5 ce. B, I endov.
s 16,26 glicomia 5,12 /g
» 17,00 » . 3,15 °/y,
> 17,10 5 co. E. E. endov.
» 18,60 glicemia . 2,85 2/4
CoNigrio Ne¢ b
I giorno di esperimento
ore 17,80 glicemia . . . 4,70 ¢/
» 17,36 4 ¢c, E, I endov,
» 18,25 glicemia . . . 8,40 o/,
» 19,16 = 4,20 °/oo
CONTROLILL CON L. E, (ES'J.RATTO EPATICO ENZIMATIOO)
INATTIVATO
Conigrro Ne 4
XVIII giorno di esperimento XIX giorno di esperimento
ore 15,45 plicemin 8,40 /o ‘oye 15,45 glicemia . . . 8,80 o/,
» 15,60 Bce, B, I, vecchio ' » 15,55 b ce. I, I, riscal- ‘
. di 8 giorni endov. dato a 656° endov.
» 16,50 glicemin . . . 3,45 ¢/y, " » 17,00 glicemia ., . 8,80 ¢/
» 17,30 e 8,46 /4, ' '

c'/_ao .
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ComigLio Ne 5 '
I1I giorno di esperimento ' _ '
ore 18,85 glicemia . -. 4,40 °fo, . '
-»* 18,40 5 ce. B. T, vecchio ' :
_ di 8 giorni endov. "
. » 15,00 glicemia. . . . 4,40 /00

Y1, Abbiamo voluto studiare successivamente nello stesso ani-
male, & distanza di aleun) giorni, comparativamente leffetto di inie-
" _sione endovenoss dell’E. E. e delliniezione sotto-cute di 8 uniti In-
- suling (==a 1,5 unitd pro kilo). (Abbiamo usato I'Insuling Lilly nella
confezione L e, = 20 unitd). . o

! Cum,Gm_'o_ Nﬂ' 8

-~ I glorno di esperimento Lo R 7 7§ giorne di esperimento

- ore 17,06 glicemin s 008,28 9o *ore 17,16 glicemia . . . 8,03 °/o0
» 17,10 4 ec, L, E. endov, - © s 17,163 unith inswlina
» 18,46 glicemia . . . 2,85 /oo sottocute.

s 19,00 2 cc. I . endov, s 18,10 glicemia . . . 2,7 /o

, 2020 glicemia . . .« 1,85 %o s 19,05 = .o . 2,20 %/w

IV. Avondo osservato, come si vede nelle tabelle sopra ripor-
tate, che I'E. E. iniettato per via endovenose, & in grade di determi-
pare une diminuzione del tasso glicemico sia nei conigli vormali, che

“nei conigli con diabete allossanico; abbiamo voluto studiare anche L'ef-
fotto dell’associazione dell’E, E. con Vinsulina in conigli normali e in
quelli con diabete allossanico. Riportiamo i dati ottenuti: -

> S i CowigLio C, NORMALD
I giorno di esperimento oI giorno di esperimento
ore 15,30 glicemia . . . 0,70 /e ore 9,20 glicemia . . . 0,70 /g
» . 15,36 b ce. E. E. endo- », 9,20 8 nnith insuling
" ‘vena e 3 unith in- : C : sottocute.
sulina sottocute, » 10,00 glicemia . . . 0,68 /s
» 16,15 glicemia - . . 0,25 900 o= 11,80 2 . . 05 ey,
» 16350 ; ” : [ b 0125 “/oo LR 13,00 ¥ P 0,33 °/00

o 1830 080 ey, L x 1500 = L. 0,80 9/ge
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re 16,06 glicemia

16,10 B cc. E. &, ondo-
vena e 3 unita in-
sulina . sottocute.

17,10 glicemia . .

17,16 & ce, I, E. endov,

19,00 glicemia .

2026 L.

V giorno di esperimento
15,36 glicemis . . .
15,40 b eo. B, E, endo-
vena e B unitd in-
gulina sottocute,
16,35 glicemia . R
16,40 b cc. E. E, endov.
17,40 glicemia - , . .
17,46 5 ce, E, E. endov,
19,10 glicemia . .

V giorno di esperimento
“ore 16,46 glicemia

» 15,50 5 ce. E. I, endo-
' vena ¢ 3 unitd in-
‘gulina sottocute,

» -16,45 glicemnin - .
- 17,45 » Coe
» 19,15 » e

CONIGLI CON DIABETE ALLOSSANICO .

Conyenio Ne 4

X7 giorno di esperimento

8,06 9/ 40

1,70 /ey

0,88 %0
1,06 /ey

XV giorno di esperimento

ore 9,30 glicemia ., . .

3

¥

" Comianio Ne

4,40 ©fo

. 8,20 o/
2,40 o/,

1,10 %0

9,85 b ¢o, I, I, endo-
vena o 3 unitd in-
sulina sottocufe,

10,50 glicemia . . .

12,00 » oo
13,00 » e
15,00 » e
18,00 » .o
20,156 » e
21,00  »

9,00 >

Coxiario N° 8

8,25 /oo

1,36 /oo
0,50 ©/0

1,06 o/ -

2,05 ®/o

0,85 /oo
0,50 'J/oc-
0,25 /oo
0,50 /4o .
1,20 /s

1,65 %o

1,80 9/
2,60 °/c0
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DISCUSSIONE

I risultati fino ad ora ottenuti nella nostra serie di esperienze,
. ¢i sono sembrati di per se stessi. meritevoli di essere segnalati, pur
ossendo ecsse ancors in corso, perché dimostrano chiaramente due lati
importanti del ricambio degli zuccheri. Il primo punto che abbiamo .
potuto dimostrare & V'azione ipoglicemica di un estratto enzimatico di
fogato (0. B.) sia nei conigli mormali, come nei conigli con diabete
allossanico. Il secondo punto riguardas . leffetto che produce l'associa- .
zione dell’E. E. con piccole.quansitd di insulina.
Dai dati ottenuti possiamo traxre le seguenti conclusioni :
Ty I possibile ottenere dal fegato di maiale un E. E. che con-
‘tiene con tutta verosimiglianze gli enzimi ossido-riducenti della cel-
“lula epatica (optimi di concentrazione, di pH, di T°, distruzione del-
* Dattivita col calore e con l'invecchiamento). Questo E. E. se iniettato
nella vena ma,lgma,le del comgho he la capacita di abbassare il tasso
glicemico. L’entitd di questa curva ipoglicomica oscilla tra 0,35 ¢ 0,50 g.
glucosio per litro, nel coniglio normale. Nel coniglio con diabete allos-
sanico essa va & seconda degli animali, da un minimo di 0,60 ad un
massimo di 1,35 g. glucosio per litro. Sia nei conigli normali che in
. quelli con diabete allossanico, la diminuzione del tasso glicemico & gia
cvidente dopo 30’ e raggiunge il suo massimo entro la prima ora e mezza.
Dopo questo tempo la glicemia torna ad elevarsi lentamente per rag-
giungere i valori di partenza dopo la scconda ora e mezza. Se nel co-
niglio con diabete allossanico, al punto pili basso della curva ipogli-
cemica, determinate da una prima iniezione endovenosa di K. K., se ne
inietta dell’altro, non si osserva pih risalite della glicemia, ma un nuovo
- cospicuo abbassamento. Con due iniezioni a distanza di un’ora e mezza
.0 due ore, si pud cosl determinare un abbassameuto complessivo di
di 1,00-1,10-1,60 g. glucosio per litro. '
Abbiamo cost potuto sicuramente dimostrare che un E. K. del fe-
gato determina una diminuzione dells percentuale del glucosio nel
“sangue. Come nel procedente lavoro [5], anche in questo abbiamo vo-
luto osservare se la proprictd jpoglicemizzante si conserva con I'invec-
chiamento dell'E. E. e con il suo riscaldamento, Lie prove di Qontrollo
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- eseguite sin con I'E. E. riscaldato, che con quello lascinto invecchiare
' per tre giorni, non hanno dimostrato nessuna diminuzione del tasso
glicemico. 8i pud quindi ‘escludere che l'azione ipoglicemizzante sia
un’azione aspecifica, ad esempio legate all'introduzione in -circolo di
- proteine eterogence. ,
- Di notevole interesse era anche il sapere se 'E. E. agisse per la
. presenza di enzimi glicolitici, o se invece per un’azione inibitrice espli-
“.cantesi nell’animale & carico della glicogenolisi epatica, ¢ che deter-
minasse quindi secondariamente la ipoglicemia. Questa seconda possi
bilita, alla quale avevamo pensato per la capacité omeostatica del fe-
gato, dimostrate da Soskix e LeviNe, e coll. {2], & state perd scartats
" perché, come avevamo dimosirato in altro lavoro [B], questo E. I
possiede in witro la capacitd glicolitica. Quindi & da ritenere che
VE. E. infrodotto in circolo, determini una diminuzione del glucosio
nel sangue per una rapida ossidazione del glucosio, ¢ non per una
azione indiretta attraverso i meccanismi di regolazione della glicemis.
II) Dimostrata 'azione ipoglicemizzante dell'E. E., non solo nel
coniglio normale, ma specialmente nel coniglio con diabete allossa-
nico, abbiamo voluto studiare i rapporti che esso aveva con l'insulina.
Nel coniglio normale, come si osserva nella fig. 1, 'ipoglicemia da in-
suling (1,6 unitd pro kilo) determina un abbassamento che raggiunge
il suo massimo solo alla terze ore e mezza. L'entitd & di 0,37 g. per
litro. La glicomia ritorna ai valori di partenza alla seséa ora. L’ipo-
glicemia determinats dalPassociazione dell’E. E. con Vinsulina (1,5 unita
- pro kilo) inizia al contrario assai rapidamente, raggiunge il suo mas-
~simo dopo 40" e si protrae fino alla terza ora ai valori raggiunti,
~dopo di che torna lentamonte s rialzarsi. L'entits della ipoglicemia
“& di 0,45 g. glucosio per litro.
Nel coniglio con diabete allossanico, vedi fig. 2, abbiamo studiato
comparativamente l'azione di due injezioni di E. . con quella di
1,5 unitd insulina pro kile. Come si osserva dalla grafica, lo due curve
ipoglicemiche hanno un andamento assai vicino nel tempo e nell’in-
tonsitd. Confrontando queste duc curve con quella ottenuta con Pas-
- soclazione dell’E. E. con insulina nelle stesse dosi, si notano due dati
- importenti: la rapiditd molto maggiore della diminuzione della gli-
~ cemia o la maggiore entitd dell’abbessamento in quella ottenuta con
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- Dassociazione. In due ore 1& sola insuling produce un abbassamento

di 090 g glucosm per litro, il solo K. Ii. uno di 1,00 g. glucosio per

~ litro, Passociazione dei due produce un abbassamento di 2,76 g. per
litro, Sommando effotto dei due preparati usafl isolatamente, si ha
uno .abbassamento molto inferiore a quello dei due associati, Da questi
deti si pud quindi concludere che lasgociazione, in maniera ancors
~pilt evidente nel coniglio diabetico, produce un effetto che non deve
essere considerato solo come somma di quello dei due prineipi ipo-
glicemizzanti, ma come conseguenze di un sinergismo esistente tra i
“due- preparati. Poichd in vitro IE, E. ha azione glicolitica [B], mentre
I'insuling & priva di attivita [7}, e poichd pit evidente & V'effetto della -
associazione negli animali diabetici, per danno pancreatico, sl pud avan-
. zare Yipotesi che il vero prineipio . glicolitico, di tipo enzimatico, sia -
" quello contenuto. nell’E. E. . che esso venga regolato ed esaltato nella
sus funzione dal principio pancreatico, I'insulina. Appm'e evidente 1'im- -
'portu,n&aa di questo punto, e maggiori dati occorrono per . chiarire pil
intimamente il meccanismo di sinergis tra enzimi epatici ed insulina.
Por questo motivo, merita di iniziare une seric di esperienze dirette -
- a dimostrarc e chiarire un argomento sul quale ghi autori si dimo- -
strano discordi, cioé il punto di attecco dell’azmne 1nsu1m1ca nel pro—
cesso glico- regolatore del. fegato. '

'
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’ FIGURJ_& ‘ND 1

Ascigge: tempo dell’esperimento in minuti primi.

Ordinate: valore del tasso glicemico espresso in grammi glucoaio per’
litro. Nella figura sono riportats le curve ottenute, a distanza di alcuni
glerni 'una dall’altra, nel coniglio normnale C (vedi protocolli pag. 134)
.con A) iniezione sottocutanea al tempo O di sola insulina nells dose di

© 1,5 unitd pro kilo III giorno di esperiinento (linea continua}; B) iniezione
endoveness di B cc, B, B, e 1,5 unith pro kilo insulina sottocute al tempo
0', associate I giorno di esperimento (linea trattegginta). La figura dimo-
-etra un pit rapido abbassamento, che & anche di maggmle entita, nella
curva otlenuta con E. I, o msulma assoclate.
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Frguna Ne 2

Ascisse: temnpo dell’esperimento in minutl primi,

Ordinate: valore del tasso glicemico espresso in grammi glucosio per
Jitro. Nelia figura sono riportate le curve glicemicke ottenute, a distanwza
di aleuni giorni le une dalle altre, nel coniglio con diabete allossanico
Ne 8 (vedi protocolli alle pagg. 184 ¢ 135) con A) infezione sottocutanea al

- tempo ¢’ di sola insulina nella dose di 1,5 unitd pro kilo ITI giorno di esperi-
mento ({linea continua); B) dne iniezioni al tempo 0.6 al tempo 100’ di ri-
spettivamente 5 co. e  ce. di BB B. endovena I giorne di esperimento (linea
“trattegginta o puntegginta); C) iniezions al tempo 0’ di B ce. I, I8, endovena
o 1,6 unitd insulina pro kile sottocute V giorno di esperimento (linea trat-
tegglata). La figura dimostra un andamento paragonabile delle prime due
eurve, Lo curva terza dimostra invece un andemento del tutto particelave,
per il quale 51 deve ritenere che osista un sinergisme tra I B, ed insvlina
e non una somimma dei singoli effetti. '
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