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diretto dal prof. A. Aggazzotti).

(Pervenuto in redazione il 10 maggio 1940-XVIII).

I. - INTRODUZIONE.

Evrer e Krussmany (17), pensando alle influenze che sul feno-
meno della erescita esplicano ormoni (ipofisi, tiroide, surrenali) e
vitamine (axeroftolo), furono indotti per primi a studiare i rapporti
che intercorrono fra detti ormoni e la vit. A sul fenomeno della cre-
scita, e poterono constatare una neutralizzazione reciproca di effetti
fra tiroxina e carotene, non solo nei riguardi della crescita ma anche
sul contenuto in lipidi dell’organismo dei ratti. Gli effetti biologici
propri delle due sostanze non aumentano proporzionalmente con I’au-
mentare della dose, ma in misura pia lenta, e per il carotene in mi-
sura ancora pin lenta che per la tiroxina. Tali ricerche, condotte su
ratti portati a costanza di peso, in conseguenza di una dieta priva di
vit. A, &i possono riprodurre, per quanto con minor nettezza e costan-
za di risultati, in ragione delle differenti riserve di vit. A dei vari
animali, anche su ratti a dieta normale. Quest’elisione di effetti fra
carotene e tiroxina non si osserva solo mei riguardi del fenomeno
della crescita e del grasso epatico e sottocutaneo, ma anche su molti
altri fenomeni, di ordine sperimentale e eclinico.

Cosi secondo Evringer e Gorruiee (11) 'azione aceelerante sulla
metomorfosi dei girini di rana da parte del sangue di gravida, che @&
simile a quella della tiroxina, pud venire inibita dalla vit. A (Vogan),
come pure dal sangue di individui normali. A 200 unitd Vogan cor-
rispondono 3 y di tiroxina. La capaciti di inibire e neutralizzare 'a-
zione della tiroxina, che possiede il sangne normale, (antithyreoidale

81, = Scienze Biologiche.



Biblioteca
nazionale
centrale

di Roma

470 L. DI BELLA

Schutzstoffe), scompare o viene invertita dal sangue di gravida (12),
nel quale si pud tuttavia aumentare il potere antitiroideo per som-
ministrazione di vit. A. Freiscamaxy e Kany (24) notarono del pari
un'inibizione dell’azione della tiroxina su larve di Fewersalamander
per azione della vit. A (Vogan). La reazione di Rem-HuUNT viene osta-
colata dalla vit. A (24). La diminuzione del glicogeno epatico deter-
minata dall’ormone tireotropo, viene arrestata dal carotene e dalla
vit, A (62,21). 11 fegato di animali ipertireoidizzati & in grado di aec-
cumulare nuovamente vit. A somministrata a larghe dosi, ma non
glicogeno, e di grasso solo una piceola guantita (21). Alte dosi di
vit. A determinano un appiattimento dell’epitelio ed un accumulo di
sostanza colloide nella tiroide di cavie, il quadro cioé della ghian-
dola in riposo (23). Secondo gli AA. al sistema ormone tireotropo-
tiroide potrebbe riportarsi il punto d’attacco della vit. A. Anche
Senneiper e Wipamaxs (G4) poterono notare un’inibizione dell’effetto
dell’ormone tireotropo sul fegato dopo somministrazione di vit. A
(Vogan) ; questa medesima azione la possiede il carotene. Se perd in
antecedenza si ¢ portato I'animale in uno stato d’avitaminosi A,
dopodicheé non @ pin in grado di trasformare il carotene in vit. A, il
carotene non pud pin ripararve il fegato dall’alterazione tireotropa,
mentre lo pud sempre la vit. A. La caduta del sodio nel sangue, che
accompagna alterazione tireogena del fegato (65), viene inibita dal
aarotene e dalla vit., A (64,66). Stati d'ipervitaminosi A, che possono
determinare nei ratti 'insorgenza di svariati sintomi e persino la
morte (9, vengono alleviati nella loro gravita da contemporanea som-
ministrazione di tiroxina. B, viceversa, stati di tireotossicosi provo-
cati sperimentalmente vengono attenuati da contemporanea sommi-
nistrazione di vit. A (21). Tali visultati sperimentali sono entrati
con suecesso in elinica nella eura del Basedow (63). L'accumulo di
carotene nel fegato e la sua trasformazione in vit. A vengono inibiti
o completamente soppressi dalla tiroxina (1). Il earvotene presente
nel fegato viene a seomparire dopo somministrazione di tiroxina.
WexpT (T0) osservd in 4 casi di Morbo di Basedow minime quantiti
di vit. A e valori molto bassi di carotene nel siero. Entrambi aumen-
tarono dopoe intervento operatorio o dopo eflicace trattamento con
iodio, Sepxemer e WinaMaxy (67) in easi di Basedow non grave tro-
virrono valori diminniti di vit. A nel siero, rapportati all’etd dei sin-
woli pazienti, FrLLexeera e Gritter (22) studiando le modificazioni nel
contennto in sostanze organiche e minerali del latte di eapra, conse-
cutive alla tiroidectomia, videro eambiare in giallo il colore dapprima
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« rein weiss » del latte. Fasorp e PeTirs (21) vidéro seguire alla scom-
parsa del carotene nel fegato ad opera della tiroxina, una ricomparsa
graduale di esso ad opera della vit. A. Anche Scuxgmer ¢ WIDMANN
(64) notaronoe ricomparsa di tracee di carotene nel fegato di animali
in avitaminosi A e sottoposti all'azione dell'ormone tireotropo, in
seguito a somministrazione di vit. A. Se si esclude 'apporto di tracce
di carotene o di altre provitamine A (41, 46, 45), eventualmente tra-
sformabili in carotene, col prodotto somministrato come vit. A, od
un’eventuale migrazione di tracce di carotene, fissato in altri organi,
verso il fegato, sotto 'influenza della vit. A, non resta che ammettere
la reversibilitd della reazione:

CAROTENE o——*™ VITAMINA A

nel cui equilibrio dovrebbe giocare parte importante 'ormone tiroideo,
La diminuzione di vit., A dopo somministrazione di tiroxina potrehhe
exsere conseguenza di un aumentato consumo della vitamina (64) o di
una diminuita formazione di essa (1).

Una reciproca influenza diretta in ritro fra carotene e tiroxina
sembra non possa escludersi, stando ai risultati di EoLee (17) ed
ApeLiy (1). Secondo Evwver la tiroxina esplicherebbe in ritro nn'a-
zione di protezione verso il carotene; e questa funzione, secondo I'A.,
la tiroxina non potrebbe esplicarla che « legandosi col carotene o ve-
nendo modificata e con ¢io parzialmente inattivata » '). ABeLis (1)
confermd i dati di BEvieer e vide inoltre che la tiroxina diminniva
pressoché costantemente in soluzione di carotene + tiroxina esposte al-
Paria. Un tipico antagonismo in vitre fra tiroxina e vit. A risulta
dalle ricerche di FreiscaMaNy ¢ Kaxy (24), nelle quali azione acce-
lerante dell’autossidazione degli ac. grassi insaturi ad opera della
vit. A veniva inibita dalla tiroxina. La tiroxina poi, al pari della
diiodotirosina, tirosina, adrenalina e econtrarviamente a sostanze si-
mili, ma senza funzione fenolica, inibisce 'autossidazione di acidi
arassi insaturi, che viene accelerata invece dalla vit. A (25).

Nelle sue prime ricerche sull’antagonismo tiroxina-vit. A (caro-
tene) Evner non erede « ron vornherein voraussetzen, dass Carotin
und Thyroxin sich direkt newtralisieren oder auch nur Antagonisten
an den gleichen Reaktionen sind . Infatti « Die Kdrpergewichtskon-

) Traduco letteralmente dal lavoro originale le parole degli AA. dal signi-
ficato non molto chiaro. 11 senso sarebbe pitn comprensibile se invece di « o0 ve-
nendo moddificatn » ¢i fosse « e venemdo... »,
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stany Kann durch Abnahme oder Zunahme ganz werschiedener Stojfe
bedingt sein v (EvLer, 14, pag. 398). Bisognerebbe conoscere 'intimo
meccanismo d’azione della tiroxina e della vit. A per potere capire a
fondo le ragioni del loro antagonismo, e purtroppo, sec. ZECHMEISTER
(T2, pag. 146 « ...die Art der Wirksamkheit des A-Vitamins noch ganz
riathselhaft ist ». Le ricerche tendenti a chiarire il meccanismo con
cui la vit. A (carotene) agisce nell’organismo si sono orientate in
sensi differenti.

La veduta sec. eui il carotene e la vit. A collaborerebbero ai
processi ossido-riduttivi dei tessuti non sembra ancora sufficiente-
mente suffragata. ArNavLp (cit. da Eurer, 14) aveva gid ammesso
tale azione per il carotene nelle piante. OrcovicE e MarrinL (57) os-
servarono un accorciamento del periodo d’autossidazione per azione
del carotene. Buoni catalizzatori dell’ossidazione degli ac. oleico e
linoleico si sono dimostrati nelle ricerche di Franke (27, 28) il caro-
tene, licopene, xantofilla, zeaxantina, bixina. Il carotene non occupa
nella suddetta eatalisi una posizione speciale rispetto agli altri caro-
tinoidi. La vit. A si comporta sotto questo aspetto come il carotene.
Risultati differenti da quelli di FraNke ottennero MONAGHAN e SCEMITT
(501, Ovcort (55) trovo per il carotene, licopene e xantofilla indici

: Periodo d’induzione con aggiunta di sostanzay _ 2
Indice= ———— - - — ) di 0,505 e
Periodo d’induz. senza aggiunta di sostanza

0.7. Da queste esperienze risulterebbe quindi che i carotinoidi favo-
rirebbero l'ossidazione degli ac. grassi. Tale azione non & tuttavia
specifica per i soli carotinoidi biologicamente attivi, essendo comune
anche a quegli altri di essi che non hanno dimostrato alcuna attivita
come provitamine A. Sembra quindi per lo meno prematuro voler
riferire esclusivamente all’azione ossido-catalitica del earotene e della
vit. A il meceanismo d’azione loro nell’organismo.

11 carotene si & inoltre dimostrato in grado di influenzare la gli-
colisi museolare, ematica e da lievito (71, 29, 30). Non rientrano forse
nella cornice di questi fatti Pinfluenza del carotene e della vit. A
sulla glicemia (4, 33, ece.).

Le probative esperienze in vitro portano Fopor e SCHOENFELD (26)
ad attribuire al carotene una funzione di accettore d’H. EvLer e
AnvstroM (15) videro che con 'aumentare della reazione di Carr-
Price, aumentavano (non proporzionalmente) 'attivitd biologiea ed
il consumo d°0, di estratti, oli e preparati di fegato, contenenti
quantitd differenti di carotinoidi. L’emina & un potente sinergizzante
dell’azione ossido-catalitica del carotene ed Evrer e VirGiN (19) po-
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terono riscontrare una diminuzione del contenuto in carotene nel fe-
gato di ratti trattati con emina. TorNsLOM (6Y) non poté riscontrare
differenze nel consumo d’0, in ratti normali ed in avitaminosi A,
neanche dopo aggiunta di carotene alla dieta di questi ultimi. Gu-
DJONSSON (31) riscontrdo in ratti in avitaminosi A una diminuzione
della temperatura rettale, che tuttavia aumentava dopo somministra-
zione di vit. A, senza pero ritornare al livello di partenza, ancora 8-10
settimane dopo. La diminuzione di temperatura pud essere indice di
un turbato o diminuito metabolismo, ma il fatto che dopo sommini-
strazione di quantita sufficienti di vit. A la temperatura non ritorno
pit alla norma indicherebbe che Iipotermia non sarvebbe causata di-
rettamente dalla carenza in vit. A sarebbe bensi conseguenza dell’al-
terazione irreversibile di uno o pit organi deputati al mantenimento
della temperatura corporea normale. Per una partecipazione del caro-
tene ai processi di ossidazione deporrvebbe anche indirvettamente il re-
perto di Incrasaym e BowMany (32), secondo i quali i batteri anaerobi
non sintetizzano carotene. Con un meceanismo poi ancora poco chia-
rito il carotene sembra anche ingranare nel ricambio generale dei
lipidi. Deporrebbero pereid la diminuzione degli ac. grassi fosfatidici
insolubili in acetone negli organi di ratti in avitaminosi A (49). la
diminuzione di colesterolo nel siero e negli organi pure nell’avitami-
nosi A, come pure I'aumento del colesterolo libero ed esterificato, dei
fosfatidi e degli ac. grassi nel sangne e nei tessuti dopo somministra-
zione di vit. A (6, 44, 35, 43).

L’azione potenziatriche delle ossidazioni da parte del carotene e
della vit. A non spiega esaurientemente quella sull’aumento di peso.
Yartendo dal punto di vista che la vit. A deve partecipare ai processi
costruttivi importanti per la vita fra i quali — fondamentale — la
formazione di nuovi nuelei, alla quale si accompagnerebbe un numero
sempre maggiore di divisioni cellulari, Evrer e Scuyir (18) hanno
studiato il contenuto in purine del fegato, rene, milza e muscoli di
ratti, in mancanza ed in eceesso di vit, A, essendo le purine un espo-
nente della ricchezza di nuclei, ed hanno trovato un contenuto medio
in purine del 15 ¢, minore nei ratti in avitaminosi A rispetto a quello
di ratti normali. Anche il peso di tumori di Jensen in ratti nutriti a
dieta normale era all’incirea il doppio di guello di animali privi di
vit. A. Risultati non concordanti con quelli sopradescritti ebbero gli
AA. su tessuti normali in rapido accrescimento (muecosa nterina di
coniglia dopo iniezione di follicolina), da riportarsi tuttavia molto
probabilmente ad una tecnica deficiente ed allo searsissimo numero
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di animali, Tuttavia gli AA. affacciano ipotesi della possibile esi-
stenza di due specie di purine, di cui 'una influenzabile con carotene
e vit. A (rene, milza e tumore di Jensen) e I’altra non o poco influen-
zahile (fegato, mucosa uterina).

Siccome ricche provviste di carotene si sono riscontrate nei sur-
reni, nell’ipofisi, nella placenta, nel corpo luteo, cosi potrebbe pen-
sarsi anche ad un’azione indiretta del carotene e della vit. A sulla
crescita, attraverso queste ghiandole e tessuti. Tuttavia poiché dopo
somministrazione di vit. A il tasso di essa aumenta nel sangue, & pro-
babile che della sua azione ne risenta direttamente tutto 'organismo.
Le varie fasi che conducono ad un’aumentata formazione di purine
per opera del carotene non sono note. Nell'idea che potesse trattarsi
di un’azione sui fermenti che agiscono sulle purine RypH-EHRENSVARD
e Scaamot (61) studiarono il contenuto in guanase (determinato dalla
quantitd di NI, sviluppata) di estratti acqnosi di milza di ratti, ac-
certandone una netta diminuzione nell’avitaminosi A.

Ma I'aumento in peso, d'accordo con Evrer e Scammr (18), si pud
avere oltre che per un’esaltata proliferazione cellulare anche per ac-
cumulo di acqua, di grasso e per sovrapposizione di sostanza ossea.
8i dovrebbe analizzare in modo piu particolareggiato il complesso fe-
nomeno dell'aumento di peso, preso come test per la vit. A, esami-
nando a quale degli organi e tessuti pin particolarmente attribuirlo,
stabilendo inoltre per ogni organo e tessuto quale dei suoi costituenti
chimici principali — protidi, lipidi, glucidi, sostanze minerali ed
acqua — snbiscono le modificazioni pin spiceate. Orr e RicHARDS (58)
hanno stabilito che le ossa lunghe di ratti continuano a crescere anche
durante lo stato d'avitaminosi A. A questi risultati si oppone Marny-
BERG (47), il quale ha visto aumentare la lunghezza della coda per
somministrazione di carotene in ratti a dieta priva di vit. A, in mag-
gior misura che nei ratti controllo, del pari in avitaminosi A. Inoltre,
sempre riferendosi alla lunghezza della coda, il suddetto A. crede
avere accertato in antecedenza che Tinibizione della neoformaszione
della cartilagine (e non della caleificazione di essa) ad opera della
tiroxina puo venire nentralizzata pit o meno bene a seconda delle dosi
relative, dal carotene, sia nei ratti rachitici, come in quelli (risultati
meno netti) non rachitiei. Gia parecchi anni prima Buier, Evner e
Kanuen (13) avevano ottenuto un’ossificazione sufficiente in ratti a
dieta priva di vit. D, ma contenente un eceesso di carotene, con irre-
golaritd tuttavin nell’arvchitettura dell’osso neoformato. Un’azione
consimile non Uesplicavano cavotinoidi biologicamente inattivi (bi-
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xina, xantofilla, licopene, capsantina). Per una compartecipazione del-
la vit. A al ricambio minerale parlerebbero ancora le esperienze di
MecArrissox e RacaNarHax (48), e quelle di Isnina INao (34).

~ Riassumendo: delle tre principali direzioni nelle quali ci si e
orientati nel ricereare il meccanismo d’azione della vit. A (carotene)
— ossidazione degli ac. grassi, sintesi delle purine, processi di ossifi-
cazione — un certo antagonismo non s’intravvede pin chiaramente
che nei processi di ossiticazione ).

Lo scopo del presente lavoro ¢ quello di chiarire un aspetto del
fenomeno d'antagonismo fra carotene (vit. A) e tiroxina alla luce dei
fatti dianzi esposti. La questione va precisamente impostata nei ter-
mini seguenti: La rariazione positiva di peso nei ratti in crescita, per
azione della vit. A o del carotene, pud venire annullata od invertita,
a seconda delle dosi, dalla tirozina. Ora la tiroxrina *) deve normal-
mente esistere in una certa concentrazione nel sangue e negli organ.
Se si abbassa questa concentrazione (tiroidectomia) come si comporta
Uazione del carotene sulla creseita?

L’azione della vit. A e del carotene si é studiata finora in pre-
senza di concentrazioni normali o supernormali di tiroxina, ma non in
presenza di concentrazioni subnormali od in assenza di tiroxina. L'ar-
gomento mi & sembrato tanto pit interessante in gquanto un arresto
della erveseita di ratti giovani si pud avere sia per somministrazione
di tiroxina, sia per estirpazione della tiroide, in condizioni cio¢ del
tutto opposte. Le cause intime sono evidentemente differenti nei due
casi, ma i fatti stanno a dimostrare in fondo che Pormone tiroideo,
alle concentrazioni che si hanno normalmente, é cosi necessario per
Ia erescita come la vit. A. Le due sostanze collaborano in fondo al me-
desimo fine della crescita. Impostata cosi la questione passiamo ad
esporre i risultati sperimentali, sulle tracce dei quali potremo avere
qualche luee in merito.

II. - TECONICA B RISULTATI SPERIMENTALIL.

Ci siamo serviti di ratti giovani, in crescita, provenienti dallo
stesso allevamento, di sesso maschile, del peso iniziale da 37, a 71,4 g
nella prima serie di esperimenti, da 8% a 114,9 g nella seconda serie.

1 Per un'accurata disamina del meceanismo d'azione della tiroxina, per
quanto ¢i riguarda pint da presso, rimandinmo ad FErrer ¢ Knussmaxsy (17).

#) Ci sembra opportuno richinmare una volta tanto attenzione sal fatto che
non tutte le azioni esplicate sull’ovganismo dalla tiroxina sono assimilabili a
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Li tenemmo tutti nella medesima gabbia, a dieta di pane e latte fre-
sco ed acqua a volonta. La pesata, a meno di g 0,01, 'esegnimmo una
volta al giorno per gli animali della prima serie, ogni tre giorni per
quelli della seconda serie; veniva fatta sempre alla medesima ora
della giornata (ore 14), dopo 2 h di digiuno, per sottrazione del c¢ibo
2 b prima. Prima di pesarli sottoponevamo gli animali ad una leg-
gera compressione sull’addome, dall’alto in basso in modo da far
eliminare la maggior quantiti possibile di feci ed urina.

Gli animali della prima serie li dividemmo in tre gruppi:

1°) Ratti stiroidati trattati con carotene (soluz. oleosa).

2¢) Ratti normali, trattati con ecarotene (soluz. oleosa).

3") Ratti normali controllo, trattati con la medesima quantiti
del medesimo olio senza carotene,

Gli animali della seconda serie li dividemmo in 4 gruppi:

1°) Ratti stiroidati, trattati con olio senza carotene.

2°) Ratti stiroidati, trattati con carotene (soluz. oleosa).

3*) Ratti normali, trattati con carotene (soluz. oleosa).

4°) Ratti normali controllo, trattati con olio senza carotene.

In questa seconda serie di esperimenti c¢i siamo serviti di ratti
provenienti da allevamenti di laboratorio e 1i abhiamo aggruppati per
nidiata.

La tiroidectomia la esegnimmo in anestesia eterea: previa depi-
lazione e disinfezione con tintura di iodio ed alcool della regione in-
feriore del collo si esegniva sulla linea mediana un’inecisione di 10-15
mm di lunghezza, dall’alto in basso, fino a 3-4 mm dallo sterno. Ki
divaricavano quindi i lembi cutanei, che si affidavano a due uncini
e si incidevano le fasce, tino ad arrivare al cospetto delle gh. salivari,
che si separavano sulla linea mediana per via ottusa. Incisione sulla
linea mediana per qualche mm dei musecoli peritracheali, che si conti-
nnavano a separare quindi dai due lati per mezzo di pinze, in alto fino
a scoprire la cricoide, ed in basso fino a 5-8 mm da essa. Divaricando
i mm. peritracheali si vede a livello del 2°-3° anello tracheale una stri-
scetta di color rosso-seuro (istmo), che, seguita lateralmente, porta ai
due lobi della tiroide. Per procedere all’estirpazione di questi solle-
vave dapprima con le punte sottilissime di una pinza a punte curve

quelle prodotte dalla tireide in toto o dalla tireoglobulina. Per una discussione
completa e recente sull’argomento rimandianmo a: Hamixeron . R.: The Bio-
chemistry of the thyroid, Erg, d. Physiol.; 37, 210-244, 1935.
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I'istmo, mentre con un’altra pinza consimile scorrevo delicatamente
al di sotto fino ad arrivare ai due lobi. A questo punto bisogna pro-
cedere con la massima cautela, in quanto la rottura delle artevie ti-
roidee, che avviene con grande facilitd, si accompagna quasi sempre
0 con la morte o con esclusione, per mancata sicurezza di esporta-
zione completa della tiroide, dell’animale. Con la stessa tecnica con
cui si & scollato 'istmo si scollano i due lobi laterali, in senso medio-
laterale e cando-craniale. A scollamento finito il lobo resta attaceato
al suo peduncole vasale in alto e medialmente. A questo punto, te-
nendo il lobo sollevato, si lega accuratamente il peduncolo, con filo
di seta sottile, dopo di ¢he si stacca il lobo per semplice trazione con
la pinza, ad un livello quanto pit vicine possibile alla legatura, senza
impiegare le forbici, con le quali si rischia di tagliarve il filo che forma
la legatura e veder comparire 'emorragia infrenabile delle art, tirvoi-
dee. Tutta operazione, dalla legatura dell’animale sul tavolo di con-
tenzione, alla sutura degli strati cutanei, non dura pia di 10°, quando
si e acquistata una certa pratica. Frequenti sono le morti (30-40 9
nei primi 2-3 giorni dopo I'operazione, quasi tutte per tetania parati-
reopriva.

Per il carotene ci siamo serviti di una soluzione in olin di ara-
chide al 3 04, di una miscela di a-, p- e y-carotene (42, 36, 38), nella
proporzione dell’S0 9/, di §-. del 15 9, di «- e del 5 9/, di y- carotene ').
Questa soluzione la diluimmo con olio di ar. in modo che 1 goccia della
nuova soluzione, misurata sempre col medesimo contagocce tenuto ver-
ticalmente, contenesse 10y di f- carotene e quindi 1,87y di a- e
0.62 y di y- carotene: complessivamente quindi 2,5 __ di «- ey - cavo-
tene. Essendo i tre isomeri biologicamente attivi come vitamina A
(39.,5) ed essendo D'attivitd dell’a e del y- carotene la meta di quella
del p- carotene (Kvnx e Brocrmasy, 40) 1 25 y di a- e y- carotene
equivalgono effettivamente ad 1,25 y di £- carotene. Le dosi sommini-
strate le riferiremo soltanto al p-carotene, sia perché gli altri due iso-
meri presi insieme rappresentano soltanto 1/8 dell’attivitd del ;- ca-
rotene, sia perché i rapporti fra i tre isomeri, anche nelle diluzioni
adoperate, rimangono inalterati, per cui si puo, dalla quantitd espres-
sa di p- carotene, ginngere subito a quella degli altri dne isomeri. Nel
seguito del lavoro parleremo di « ecarotene » e non di « caroteni » in
quanto le differenze nell’azione biologica dei tre isomeri sono soltanto
di ordine quantitativo e non qualitativo, il ruolo biologico essendo ve-

') Datl forniti dalla Casa « Roche o, (i eni abbinmo adoperato il prodorto,
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risimilmente il medesimo, venendo esplicato da mezza molecola di -
carotene, quale si trova negli isomeri a- e y-.

La soluzione madre di carotene veniva tenuta in bottiglia gialla,
ben tappata. La diluizione in olio di ar. si eseguiva ogni 6-7 giorni e
veniva conservata come la soluzione madre. Il carotene veniva som-
ministrato per os, facendo cadere le gocce direttamente nella retro-
hocea : a tale scopo si fissava la testa del ratto, tenendo i due padi-
glioni auricolari stretti fra il pollice e I'indice, ed il corpo, tenendolo
nel cavo del palmo della mano, con le zampe anteriori fra 1’indice
e il medio e quelle posteriori fra 'anulare ed il mignolo. La boeca veni-
vie tenuta divaricata dalle branche di una pinza introdotta in essa,
avendo cura di fissare la lingua fra le branche della pinza ed il pavi-
mento hoceale, In tal modo si arriva a vedere agevolinente nel cavo re-
trofaringeo, nel quale si lasciavano eadere le gocee della soluzione oleo-
sa i carotene, Contenendo ogni goceia 10 y di fi-carotene si sommini-
stravano tante goece quanti erano i 10 g che formavano il peso corpo-
reo, e per frazioni di 10 g si somministrava 1 goecia pitt o meno grande
a seconda della frazione di 10 g. A seconda della grandezza del peso
corporeo e quindi del numero di goece somministrate, queste si davano
in una o pin riprese, per impedire che 1’olio non inghiottito, accu-
mulandosi nel retrobocea, venisse ad imbevere i peli della rima buc-
cale alla chinsnra della bocea, con conseguente perdita di sostanza.
Alenni ratti, retrivi a mandar gin ’olio, lo inghiottivano presto in
segnito a piceoli colpi sulla testa o sull’addome.

Per tutto il periodo dell’esperimento i ratti — operati o non —
si mantennero in ottime condizioni.

Nella prima serie di esperimenti su 5 ratti stiroidati tre furono
trattati con carotene a partire dal 9° giorno dopo 'operazione e 2
invere a partire dal giorno suceessivo. Nella seconda serie di esperi-
menti il carotene si somministro in tutti a partire da 48 h dopo 1'abla-
zione della tiroide,

Riportiamo nella seguente Tab. T i pesi dei ratti della prima
serie, riportati per brevitd ogni tre giorni. Coi dati di tale tabella
abbiamo costrnito le curve in peso della fig. 1, dalle quali riesce pin
agevale notare le differenze nella creseita dei tre gruppi di animali.
In esse all’ordinata corrisponde il peso in g, all’ascissa il tempo in
giorni. Le frecce indicano 'inizio del trattamento con carotene. I’an-
mento medio in peso per giorno per ratto, ealeolato see. la formula :

Somma pesi finali — Somma pesi iniziali
numern giorni xnumero ratti
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Fig. 1.

¢ stato per tutto il periodo dell’esperimento il seguente (Tab. IIL:

fig. 2).

Taperra IL

Aumento medio in g per ratto,
per glorno in 5 settimane
durante il periodo di som-
ministrazione del carotene,

| Ratti stiroidati Ratti normali Ratti normali
trattati trattati non trattati
1,26 1,86 1,64

Tale aumento, calcolato per ogni 6 giorni risulta dalla Tab. III

e dal tracciato della fig. 3.

Taperra 11 — Aamento medio in g per ratto, per glorno In 6 settimane
e mezzo, prima e durante il trattamento con carotene.

Nei primi 6 giorni . .
Nei 6 giorni successivi

*» » » »

» » 0» » Y
»» » »

» » » » . e
» » 3 » CEET

Negli vltimi 5 glorni 2

Ratti stiroidati
trattati

0,58
1,69
1,29
1,06
1,03
0,99
1,09
1,16

Ratti normali
trattati

3,24
a2

2,12

Ratti normali
non trattati

1,25
8,13
1,85
1,54
2,35
147
1,55
0,96
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Fig. 2. Fig 3.

Dalle Tabelle ¢ dai Grafiei precedenti si possono fare le seguenti
considerazioni :

1°) T ratti stiroidati e trattati con carotene crescono meno (67 9
dei ratti normali trattati con carotene. Tale differenza deve rappor-
tarsi alla maneanza della tiroide e non al trauma operatorio in se
stesso, in quanto gli animali operati, che gid dopo qualche giorno
mangiavano e godevano della stessa vivacitd di quelli normali, al
momento dell'inizio della somministrazione del carvotene si trova-
vano gid in aumento di peso. La differenza nell’aumento di peso ci
sembra poi cosi cospicua da poterla prendere in considerazione, mal-
grado lo scarso numero di animali.

27 I ratti normali controllo non trattati con carotene crescono
un po’ meno (I'8% ¢/) di quelli normali trattati. La differenza & pic-
cola ma sensibilmente costante raffrontandola nei vari periodi di 6
giorni. Quello che tuttavia si manifesta in modo pit evidente dalle
curve di crescenza ¢ che nei ratti trattati con carotene la crescita &
pia uniforme che nei ratti controllo non trattati: in questi ultimi
I'aumento medio in peso per giorno per ratto va da g 1,17 a g 2,53,
mentre nei primi va da g 1,03 a g 1,94, ed i rapporti fra tali cifre
sono di 1,88 nei ratti trattati con earotene e di 2,16 in quelli controllo
non trattati.

3% Gli aumenti medi in peso per giorno per ratto, caleolati ogni
6 giorni, mostrano una certa uniformitd di andamento (Tab. III;
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fig. 3). Anche qui tuttavia pud notarsi come gli sbalzi fra due periodi
congecutivi siano minori per i ratti normali trattati, i quali mostrano
una curva pio uniforme e con angoli meno acuti fra i vari segmenti
che la compongono.

Nella 2* serie di esperimenti ci siamo serviti di ratti provenienti
da allevamenti di Laboratorio. Ahbiamo potuto disporre di 5 nidiate
costituite di 5 e T ratti le prime due, di 4 ratti le rimanenti 3. Come
abbiamo gid detto, in questa 2* serie abbiamo fatto il confronto fra
ratti stiroidati e vatti normali, gli uni e gli altri trattati o meno con
carotene. I controlli avrebbero potuto farsi nell’ambito di ogni ni-
diata se non ¢i fosse stata la forte mortalitd fra gli animali operati,
che ne ridusse notevolmente il numero e non permise di fare il con-
fronto unell’ambito di ogni nidiata per tutte 5. Per questa ragione
esponiamo i visultati di questa 2* serie di esperimenti allo stesso modo
come abbiame fatto con la prima. La somministrazione di carotene
alle stesse dosi e con le medesime modalita che nella 1* serie, 'ini-
ziammo qui 48 I dopo la tiroidectomia e nello stesso giorno anche
negli animali normali. L’andamento del peso & segnato sulla Tab. TV,
nella quale abbiamo diviso i ratti per nidiata. Con tali cifre abbiamo
costruito le curve della fig. 4, nelle quali pud meglio vedersi 'anda-
mento del peso nel tempo nei 4 groppi di animali.

A parte alcune considerazioni che faremo fra poco ¢i sembra op-
portuno far notare subito come nelle curve del peso degli animali
stiroidati appaia con una certa costanza un’inflessione, iniziale o
finale, differente per profonditd ed ampiezza nei vari ratti. Non pos-
siamo far confronti in rapporto a questa inflessione fra ratti stiroi-
dati trattati e non trattati, in quanto questi ultimi sono appena 2.
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In quelli trattati I'inflessione & costante, iniziale in due, finale in 3.
Nei ratti della 1* serie, dove il carotene venne somministrato 10 giorni
dopo la tiroidectomia in tre, 48 h dopo in due (come in quelli della
2+ serie) tale inflessione non comparve. Non sembra quindi essere
un fatto costante. Ed essa non compare neanche, di uguale profondita
e durata, nei ratti normali trattati o meno, sia nella 1* come nella
2t serie di esperimenti.

Anche nelle ¢urve di questa 2* serie quelle pit regolari appar-
tengono ai ratti normali trattati con carotene; seguono — in ordine
decrescente di regolariti — quelle dei ratti normali non trattati, ed
infine quelle dei ratti stiroidati.

L’aumento in peso per ratto per giorno durante tutto il periodo
dell’esperimento risulta dalla seguente Tab. V e dal Grafico della
fig. 5.

Taperra V.

| Ratti stiroidati | Ratti stiroidati | Ratti normali | Ratti normali
| non trattati

| trattati trattati | non trattati
Aum. medio di peso,
per ratto, per glorno
in 33 glorni di trat- 1,03 1,13 1,47 1,34
tamento con caro- |
tene. ]

L'aumento medio in peso quindi per giorno per ratto procede nel
segnente senso: Ratto normale trattato con carotene > Ratto nor-
nale non trattato > Ratto stiroidato trattato > Ratto stiroidato non
trattato,

L aumento medio, caleolato per ogni 6 giorni, risulta dalla se-
cuente Tab, VI e dalla fig. 6.

Taserra VI
TENEw=) D Ratti stiroidati  Ratti stlruldntl. Ratti normali | Ratti normali
.! non trattati trattati trattati | non trattati
Nel primi 4 giorni . . 1,29 121 | 3,58 1,59
Nel 6 giornl successivi 1,83 002 | 1,93 2,04
i@ i N 2.61 2,33 ‘ 1,14 ‘ 1,65
| L » 2,31 1,94 1,25 | 1,05
| 2> » u 1,97 1,07 0,76 | 0,92
[ »3 » | 0,10 ‘ 075 | 076
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Fig. 5. Fig. 6.

In base ai risultati suddescritti possono farsi le seguenti consi-
derazioni:

1°) I ratti stiroidati non trattati con carotene ecrescono meno
191 94) di quelli stiroidati trattati.

2°) I ratti stiroidati trattati con carotene crescono meno (77 °,)
di quelli normali trattati con carotene.

3% I ratti normali non trattati crescono meno (91 7)) di quelli
normali non trattati.

4°) L’andamento delle curve del peso in funzione del tempo sono
pin regolari per i ratti normali trattati con carotene e lo sono meno,
in ordine decrescente per i ratti normali non trattati ed infine per
quelli stiroidati.

5°) L’aumento medio in peso per giorno per ratto tende regolar-
mente a decrescere, per i ratti normali non trattati e trattati, dal-
I'inizio alla fine dell’esperienza, mentre per quelli stiroidati tale
regolaritd non si nota che dal 10° giorno in avanti, avendosi dal 4°
al 10° giorno una variazione negativa di peso molto pin spiccata
(— 1.83) in quelli non trattati che in quelli trattati con carotene,
preceduta da una variazione positiva nei primi 4 giorni.

82, — Scienze Biologiche.
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II1. - IMSCUSSIONE E CONCLUSIONI.

Nel presente lavoro non abbiamo studiato in fondo che un aspetto
del preteso antagonismo fra carotene e tiroxina, prima messo in evi-
denza da Fvrer e Knussyax ed in seguito studiato, esteso ed appro-
fondito da una folta schiera di ricercatori, dei quali molti della stessa
Seuwola di Evier. Secondo questo antagonismo gli svariati effetti pro-
dotti dalla tiroxina (o dalla vit. A e dal ecarotene) sull’organismo
possono essere neutralizzati od invertiti, a seconda della dose, dal
carotene e dalla vit. A (o dalla tiroxina).

Nelle nostre condizioni se 'azione del carotene (vit, A) sulla
creseita fosse stata ostacolata dall’ormone tiroideo nell’organismo
normale, ad una diminuzione di esso ormone (tiroidectomia) avrebbe
dovuto corrispondere un’esaltata azione sulla crescita del carotene
(vit. A): conseguentemente i ratti stiroidati trattati con carotene
avrebbero dovuto anmentare di peso di pin di quelli normali trattati
identicamente, mancando nei primi Postacolo all’estrinsecazione della
azione sulla crescita del carotene rappresentata dalla tiroxina. Nei
nostri esperimenti abbiamo ottenuto un risultato opposto: il che sta-
rebbe a dimostrare che le azioni delle due sostanze, nelle concentra-
zioni esistenti in condizioni di normale funzionamento della tiroide
e di apporto sufficiente di vit. A, non si elidono, ma che forse anzi
si sommano, si integrano, si completano, si condizionano a vicenda.
Nelle condizioni normali quindi, in eui la concentrazione di ormone
tiroideo risulta dalla quantitd di esso secreta dalla tiroide normal-
mente funzionante e ad apporto sufficiente di vit, A (earotene) non
pud parlarsi di antagonismo fra earotene (vit. A) ed ormone tiroideo,
almeno per quanto riguarda il fenomeno della ¢reseita, preso in con-
siderazione da noi. Occorre d’altra parte considerare che 'ormone
tiroideo ¢ indispensabile esso stesso alla crescita alle concentrazioni
normalmente esistenti nell’organismo ¢ che solo con 'aumentare delle
dosi determina una diminuzione di peso. Quest’nltima azione non sap-
piamo a livello di quali organi e tessuti si estrinsechi, quali gruppi
di sostanze e quali fermenti sopratutto coinvolga, se e quali relazioni
abbia nella sna nltima cansa con quella della vit. A. Dai nostri espe-
rimenti emerge solo il fatto che I'ormone tiroideo, alle concentrazioni
existenti nell’organismo normale, contribuisce alla crescita dei ratti
insieme alla vit. A, e che a queste coneentrazioni, Inngi dal sussistere
un antagonismo fra le doe sostanze, esiste pinttosto una collabora-
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zione, che non sappiamo se sia una semplice sommazione di effetti
separati ed indipendenti, ovvero se implichi un processo, che puo
andare da un condizionamento reciproco di effetti ad una integra-
zione di vario grado di essi. La sensibile azione del carotene sui ratti
stiroidati ¢come su quelli normali starebbe a dimostrare che anche in
presenza di una diminunita concentrazione di ormone tiroideo nel-
T'organismo (ratti stiroidati), il carotene pnd identicamente esplicare
la sua azione sulla erescita. Tuttavia il notevole scarto nell’aumento
medio in peso fra ratti stiroidati e normali, entrambi trattati con
carotene, indica che il carotene, in mancanza della tivoide — e quindi
in condizioni di diminnita concentrazione del suo ormone — esplica
un'azione meno intensa, come se la sua azione sulla crescita fosse
condizionata dalla contemporanea presenza di determinate quantita
di ormone tiroideo. diminuendo il quale risulterebbe corrispondente-
mente ridotta la sua azione alla frazione di ormone tiroideo residno.

Una spiegazione parziale delle intercorrelazioni fra carotene e
tiroide puo venire data dal complesso dei fatti esposti nell’intro-
duzione e sicuramente acquisiti a tutt’oggi. Tre di essi ¢i sembrano
pit importanti ai nostri effetti:

19 che il carotene necessita dell’ormone tiroideo per la sua
trasformazione in vit. 4. E un fatto ormai unanimamente accertato
che il carotene pud dare origine nell’organismo alla vit. A accumu-
landosi in cospicue quantitd nel fegato dove sopratutto subisce la tra-
sformazione anzidetta (68: 14, pag. 365 342, pag. 145; 51; 52; 53; 54;
T: 9. D'altra parte se si estirpa la tiroide nella capra, il carotene,
che prima veniva eliminato col latte, trasformato in vit. A, dopo l'o-
perazione viene eliminato immodificato (Fasoup e HemeEMANN, 1. c.).
Essendo impossibile che la tiroide assuma tutto il carotene degli ali-
menti (v. FELLEMRERG) per cui dopo la sua estirpazione esso verrebbe ;
eliminato e non pin trattenuto dalla ghiandola, non resta ¢he ammet-
tere che la tiroide attraverso il suo ormone condiziona (almeno nella
capra) la trasformazione del carotene in vit. A. Quest’azione non si
puo dire se i esplica sull’ipotetico fermento della carotenase, ammes-
w0 da aleuni AA. (56, 59) negato da altri (14, pag. 367; 2; 60), o sul
substrato (carvotene) stesso. I risultati di Evier e Knussymans (17) e
quelli di Areriy (1) non escludono a priori questa seconda possibilita ;

2°) ehe la vitamina A inibisce Pattivita della tiroide. Infatti
sotto I'influsso di alte dosi di vit. A (Vogan) la tiroide assume 'aspet-
to della gh. in riposo (cellule piatte e molta colloide), anche sotto
I'azione dell’ormone anteipofisario tireotropo (FrLnineer e HocH-
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sTADT, 1. €)1 inoltre 'alterazione tireogena del fegato per azione del-
I'ormone tireotropo viene inibita dalla vit. A (SCHNEIDER ¢ WIDMANN,
64) ; I'alterazione tireogena puo essere inibita anche dal carotene, qua-
lora perd esso possa subire la trasformazione in vit. A nell’organismo
(ScHNEIDER e WinMaxy, 64);

3%) che carotene e tiroxina, anche a forti dosi, possono neutra-
lizzarsi in quasi tutte le loro azioni sull’organismo.

Questi punti possono schematizzarsi nel modo seguente :

inibisce
TIROIDE ——— > VITAMINA A
inibisce
\ /;l
& .
7

5

o
-

'/

/

%W CAROTENE &

Questo schema chiarisce la possibilitd di autoregolazione delle
concentrazioni dell’ormone tiroideo e della vit. A : ad un aumento del
primo corrisponde un aumento nella produzione di vit. A (a spese
del carotene), la quale riduce I’attivitd della tiroide ed in conseguenza
la concentrazione della vit. stessa. Chiarita ,almeno nelle sue ragioni
prime, rimane cosi I'azione inibente della vit. A sull’ormone tiroideo;
non invece cosi & per l'azione antagonista della tiroide sulla vit. A
(carotene). Lo sarebbe in parte anche questa se la reazione, proba-
bilmente di natura idrolitica (37).

CAROTENE ———————=* VITAMINA A

fosse reversibile e 'ormone tiroideo fosse in grado di spostare verso
sinistra 'equilibrio della reazione, in modo da diminuire la concen-
trazione in vit. A nell’organismo.

Naturalmente rapportando allo schema ed alla reazione di cui
sopra le ragioni dell’antagonismo fra. vit. A (carotene) ed ormone
tiroideo si viene ad escludere qualsiasi azione biologica diretta del
carotene come tale; il che d’altra parte non sembra essere in con-
traddizione con i dati noti finora. Inoltre il suddetto schema non
contempla I'intimo meeccanismo d’azione della vit. A e dell’ormone
tirnideo e della vit. A alle concentrazioni richieste dall’organismo per
esplicare nell’ottimo dei modi le sue funzioni, fra cui quelle della
ereseita.
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Nei nostri esperimenti i ratti stiroidati trattati con carotene
aumenterebbero di peso in maggior misura di quelli stiroidati non
trattati (allo stesso modo come i ratti normali trattati con carotene
aumentano di peso di pit di quelli normali non trattati) in quanto
nei primi il carotene potrebbe ancora subire una parziale trasforma-
zione in vit. A, ad opera dei residui di ormone tiroideo ancora esi-
stenti nell’organismo. I ratti stiroidati trattati con carotene aumen-
terebbero di peso meno di quelli normali identicamente trattati in
quanto nei primi, depauperati in scorte di ormone tiroideo ed impos-
gibilitati a formarne dell’altro dietro richiesta, la quantita di vit, A
formata dal earotene sarebbe minore che negli animali normali, e l'e-
quilibrio fra vit. A ed ormone tiroideo, al quale sussisterebhe L'opti-
mum di condizioni per la crescita, non si avrebbe pin. La maggior
regolaritd delle curve del peso nei ratti normali trattati con carotene
potrebbe riportarsi alla massima concentrazione in ogni momento
di vit. A e di ormone tiroideo nell’equilibrio optimum per la creseita.
Nei ratti normali non trattati con carotene tale equilibrio oscillerehbe
entro pit ampi limiti, donde la minor regolaritd delle curve del peso,
che diventerebbero al massimo irregolari nei ratti stiroidati, dove,
ad un disquilibrio alla fine od all'inizio dell’esperimento (consecutivo
alla tiroidectomia) corrisponderebbe una diminuzione finale od niziale
del peso. Alla medesima causa potrebbe rapportarsi la maggior irre-
golaritd negli aumenti medi di peso per ratto per giorno negli ani-
mali stiroidati rispetto a quelli normali, mentre le cifre pin hasse di
anmento medio di peso per ratto per giorno nei ratti stiroidati porreb-
bero rapportarsi alle diminuite concentrazioni in vit. A ed in ormone
tiroideo esistenti nel loro organismo.

RIASSUNTO.

Nel periodo di 30-40 giorni suceessivo all’ablazione della tiroide il carotene
& meno attive sulla ereseita del rattl giovani. Cid dimoestrerebbe che 1l carotene
(vit. A) e U'ormone tiroideo, alle concentrazioni normalmente esistenti nell’orga-
nismo, anziché essere antagonisti convergerebbero nella loro azione sulla cresecita.

ZUSAMMENFASSUNG.

In der Periode von 30-40 Tagen nach der Ablation des Thyroids ist das
Karotin iiber das Wachstum der jungen Ratten weniger thiitig. Dies wiirde
beweisen dass das Karotin (vit. A) und Thyroidhormon, in normaler Koncen-
tration fiir das Organismus, statt Antagonisten zu sein, wiirden in ihrer Wir-
kung auf das Wachstum zusammenwirken,
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RESUMBE.

Ins la période gui suit 'ablation de la thyroide, pendant 30-40 jours, le
caroténe est moins actif sur le proces de la croissance des jeunes rats. Ce fait
demonstrerait que le carotdéne (vit. A) et I'hormone thyroidien aux concentra-
tions normalement existants dans organisme, ne seraient pas antagonistes
mais, an contraire, I'action serait convergente dans le processus de la croissance.

SUMMARY.

During the 30-40 days after the ablation of thyroid carotene is less active
in the growth of young rats. This would prove that carotene (vit. A) and
thiroid-hormon, at the concentrations usually existing in the organismus are
not antagonist but converging in their action on growth,
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