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Biologia — Studio istochimico delle calcificazioni cerebrali nel- 
Vipo-paratiroidismo (*}. Nota di G uido  P a l l a d in i  e A mico B ig n a m i , 
presentata (**} dal Corrisp. A . S t e f a n e l l i .

Il problem a della calcificazione consiste nell’appurare il meccanismo di 
deposito del calcio e le cause che producono tale precipitazione solo in regioni 
ben determ inate dei tessuti. L ’attenzione dei ricercatori in questo campo si 
è sempre polarizzata sulla m atrice organica (Frendsberg e Gyorgy 1920), po­
stulandone la capacità di legare ioni calcio dal liquido tessutale. A quale so­
stanza chimica della m atrice organica fosse in realtà  da a ttribu ire  questa 
capacità, non è invero ancor noto; scartato  il collagene e varie proteine, inizial­
m ente proposte, l’attenzione degli A utori si è sofferm ata in questi ultim i anni 
sui polisaccaridi solforati; varie e num erose ipotesi sono s ta te  fa tte  sul ruolo 
esatto  che queste sostanze giocano nel processo di calcificazione, però è in ­
dubbia la loro presenza in m olte zone in procinto di calcificare (Lacroix 1956).

T u ttav ia , num erosi sono i pun ti non ancora chiariti; il ruolo svolto dai 
mucolisaccaridi solforati nelle calcificazioni distrofiche non è ancora accertato, 
come incerti sono i rapporti fra zone in calcificazione e substra ti fissatori di 
m arcatori di calcificazione (tetracicline; Palladini 1964 [1]).

Sotto  questo punto  di vista, appare molto p rom etten te  lo studio isto­
chimico di quelle calcificazioni abnorm i in cui il substrato  non è norm al­
m ente idoneo alla calcificazione, m a lo diviene in alcuni casi in seguito ad 
eventi patologici; alcune di queste calcificazioni, come ad esempio quella 
della parete  arteriosa nell’aterosclerosi, sono s ta te  ben stud iate, m a m olte 
altre non sono m ai s ta te  indagate con m etodi istochimici m oderni; la com­
parsa, in fatti, di sostanze per q u an tità  e qualità  non fisiologiche in questi 
d is tre tti può essere serio indizio di un legame fra queste sostanze anorm ali e 
il processo di calcificazione. Per una riv ista  critica e bibliografica sul problem a 
vedi W idm an, in International review of connective tissue, ed. D. A. Hall, 
voi. I, Academ ic Press, N. Y. 1963.

U n  in teressante esempio di calcificazione nel sistem a nervoso con com­
parsa di sostanze abnorm i, è il morbo di Fahr, che è sta to  preso in esame 
nel seguente studio.

Esiste in le tte ra tu ra  un gruppo di casi dove si osserva, in assenza di a lte ­
razioni locali evidenti, la deposizione nell’encefalo di calcio e di un m ateriale 
che, con le comuni colorazioni dà una reazione crom atica eguale a quella 
d a t^  dai sali del calcio, p u r non dando le reazioni istochimiche di questa so-

(*) Lavoro eseguito negli Is titu ti di A natom ia C om parata «G. B. G rassi» (direttore 
prof. A. Stefanelli) e di A natom ia Patologica (direttore prof. L. Ajello) dell’U niversità di 
Roma.

(**) N ella seduta dell’n  aprile 1964.
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stanza (pseudocalcio: PC) [2]. Questi casi sono com unem ente designati con 
il term ine di malattia di Fahrì anche se esistono numerose osservazioni p re­
cedenti quella di F ah r del 1930.

T ra tta s i di un gruppo di casi non omogeneo, che comprende individui di età variabile 
ed in cui le calcificazioni cerebrali sono talora un reperto accidentale radiologico od autoptico. 
In alcuni casi si tr a tta  di individui epilettici o tetanici, in a ltri di rita rd a ti m entali o di dem enti; 
talora la m ala ttia  ha carattere  fam iliare. Sono spesso presenti sintom i extrapiram idali; d ifa tto  
le alterazioni prevalgono nei gangli della base. Nella le tte ra tu ra  recente queste calcificazioni 
sono messe in rapporto da numerosi A utori con distu rb i endocrini ed in particolare con l’ipo- 
paratiroidism o e lo pseudo-ipo-paratiro id ism o di A lbright [3].

Nella presente comunicazione riferiam o i risu lta ti prelim inari di una 
ricerca istochim ica condotta  sulle deposizioni di calcio e sulla parte  organica 
ed inorganica dello PC da noi osservato nell’encefalo in due casi sporadici di 
ipo-paratiro idism o idiopatico.

R iteniam o opportuno far precedere l’esposizione dei da ti istochimici da 
una breve descrizione dei reperti morfologici.

In  alcuni d is tre tti della corteccia cerebrale e cerebellare, nei gangli della base e più 
raram ente nella sostanza bianca si osserva una estesa deposizione di piccoli granuli a forma di 
cocchi nella parete dei capillari. Q uesti granuli si fondono fra loro trasform ando il capillare 
in. un cordoncino solido; oppure si ingrandiscono in masserelle rotondeggianti, dove spesso è 
riconoscibile una s tru ttu ra  a lam elle concentriche, perdono la loro connessione con il capillare 
e divengono libere nel tessuto nervoso. Dove le alterazioni sono più gravi, si formano con­
crezioni macroscopiche che stridono sotto  il coltello. Nella sostanza bianca numerosi piccoli 
vasi, sop ra ttu tto  arteriosi, presentano pare ti affatto omogeinizzate con scomparsa di ogni 
s tru ttu ra ; queste arterie sono rigide e danno al dito che scorre sulla sostanza bianca la sen­
sazione di « barba  m al rasa ta  ».

R i c e r c h e  s u l l a  p o r z io n e  in o r g a n i c a .

Le reazioni istochimiche per il calcio ionizzabile (purpurina, pirogallolo, von Rossa, rea­
zione del gesso) sono costantem ente positive in corrispondenza delle concrezioni più grossolane.

Per; quanto  riguarda le deposizioni più fini nella parete dei capillari e delle piccole 
arterie, esse sono in alcuni d is tre tti positive, in a ltri invece negative, pur avendo il m ateriale 
depositato l ’aspètto  del Calcio con le comuni m etodiche istologiche, colorandosi in blu intenso 
con l’em atossilina e con il blu di toluidina (PC).

La reazione del blu di Prussia per il ferro (sali ferrici) è costantem ente positiva; la  colora­
zione è particolarm ente in tensa in corrispondenza dello PC.

Per stabilire l ’eventuale presenza di calcio non ionizzabile («Ca m ascherato » see. Lison), 
siamo ricorsi alla m icroradiografia. Con questa m etodica, si espone una sezione spessa adesa 
ad una lastra  radiografica a g rana finissima ad una sorgente di raggi X  molli. L ’ulteriore studio 
della las tra  viene com piuto osservandola al microscopio.

La m icroradiografia ha d im ostrato  la  presenza di una fortissim a R x-opacità  nel m ate­
riale che dava positive le reazioni per il calcio; ha inoltre d im ostrato  una in tensa opacità dove 
le reazioni istocfiimiche più sensibili (pirogallolo, reazione del gesso) davano una positiv ità 
m olto lieve, quelle meno sensibili (von Rossa, purpurina) non davano reazione alcuna. Dove 
le m etodiche istochimiche sensibili erano negative, vi era una debole opacità ai raggi.

Per accertare se a ltri elem enti (in pratica , il ferro) partecipassero e in che m isura, alla 
R x-opacità , abbiam o pensato di tra r  p artito  dalla insolubilità negli acidi m inerali diluiti del 

ferrocianuro ferrico  (blu di Prussia) e dalla solubilità negli stessi dei sali del calcio.
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A bbiam o quindi eseguito la  reazione del blu di Prussia sopra una sezione istologica e 
previo tra ttam en to  con acido nitrico al 5 % per asportare ogni residuo di calcio, l ’abbiam o 
m icroradiografata. In  questo modo si è o ttenu ta  una notevole riduzione della R x-opacità  
nelle deposizioni di calcio e PC, le quali erano solo leggerm ente piu opache dei tessuti circo­
stan ti

R i c e r c h e  s u l l a  p o r z io n e  o r g a n i c a .

Stabilito  così la  presenza del calcio m ascherato nel m ateria le  da noi stud iato , siamo pas­
sati allo studio della m atrice organica, lim itando le nostre ricerche alle proteine ed ai p o li­
saccaridi.

Proteine. — Le reazioni xantoproteica (radicale arom atico), del biureto (legame pep- 
tidico) e di H rsel (triptofano) sono risu lta te  costantem ente positive.

La reazione di M illon  (tirosina), tan to  nella modificazione secondo Bensley, tan to  in 
quella secondo B aker appare positiva in modo molto debole.

N egative o dubbie le reazioni di Romieu  (radicale indolico) e di Sakaguchi-Baker. In 
complesso ̂ queste reazioni, in accordo con i d a ti della le tte ra tu ra , indicano la presenza di p ro­
teine nel m ateriale da noi studiato .

Polisaccaridi. -  Le reazioni di Hotchkiss (paS) e di Bauer (polisaccaridi sensu latu) sono 
costantem ente positive.

La reazione dell'A lcian blu a pH  .2,5, considerata ele ttiva per i mucopolisaccaridi 
acidi, dà ovunque risu lta to  positivo, eccezion fa tta  dei granuli più fini s itua ti a tto rno  ai capil­
lari. Nelle masse più vpluminose la colorazione è più intensa nelle parti periferiche che non in 
quelle centrali; è difficile dire se ciò è dovuto alla non buona diffusione del colorante, oppure 
alla m inore q u an tità  di m ateriale positivo nelle p arti centrali.

Poiché l ’A lcian blu è anche un colorante del calcio, sia pure a concentrazione e pH  diffe­
ren ti da quelle da noi usate, abbiam o colorato sezioni contigue decalcificate e no, o ttenendo 
risu lta ti affatto  sovrapponibili.

L a colorazione com binata A lc ia n -P a S  see. V ialli [4], m ostra ovunque una colorazione 
viola, tipica dei m ucopolisaccaridi neutri ed acidi m iscelati assieme, tranne i più fini granuli 
nella parete  dei capillari che sono di colorito rosso (mucopolisaccaridi neutri).

A questo punto  della nostra  ricerca, abbiam o proceduto ad un ten ta tivo  di qualifica­
zione (funzione carbossilica ovvero solforata) dei m ucopolisaccaridi acidi della m atrice di 
calcificazione.

L a reazione di B racco-C urti [5] che secondo questi A utori e come risu lta  da ricerche 
jappositam ente is titu ite  da uno di noi, è specifica dei m ucopolisaccaridi esteri solforici, è risul­
ta ta  costantem ente positiva nel m ateriale da noi studiato . Le prove di m etilazione (bloccaggio 
di entram be le funzioni, carbossilica e solforica) e di successiva saponificazione (ripristino della 
sola funzione carbossilica) seguite da colorazione all’A lcian blu, producono una notevole ridu­
zione dell’in tensità  di colorazione.

L a digestione con jaluronidasi testicolare (Jalovis V ister, jaluronidasi testicolare O rga­
non) non ci hanno dato  risu lta ti costanti: in alcuni esperim enti abbiam o o ttenu to  la 
to tale scom parsa della colorazione Alcian, in  a ltri una riduzione di oltre il 50 %.

Anche i risu lta ti della m etacrom asia eseguita con la tecnica di Landsm eer non sono del 
tu tto  p robativ i; m entre come è noto i m ps  solforati dànno una m etacrom asia rossa (gamma) 
alcool-resistente a bassi pH  ed i m ps  carbossilici una m etacrom asia violacea (beta) a  pH  più

(1) Deve inoltre tenersi presente come eseguendo la reazione del blu di Prussia il quan ti­
tativo; di Fe esistente nel m ateria le  aum enta, per cui l ’opacità residuata dopo l’asportazione 
del Ca è circa 1,75 volte m aggiore di quel che sarebbe dovuto ai sali ferrici esistenti nel m ate­
riale in  esame prim a di ogni manipolazione.

(2) Gli A utori ringraziano la  Società V ism ara T erapeutici e O rganon-R avasin i per aver 
loro cortesem ente fornito gli enzimi jaluronidasici u tilizzati nella ricerca.
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elevati, alcool-labile, nel m ateriale da noi stud iato  abbiam o o ttenu to  una colorazione rosso­
violacea a pH  bassi (pH 2) la  quale rapidam ente scom pariva.

A ltre ttan to  possiamo dire delle curve di assorbim ento di coloranti basici (signature-  
courbes), in cui a causa della diversa posizione del punto isoelettrico apparen te  (in pH  bassi 
i m ps solforati, a pH  più alti i carbossilici), la colorabilità dei polisaccaridi a funzione carbos- 
silica cade bruscam ente sotto  pH  4, al contrario  dei solforici che la conservano anche a pH  2 
e oltre. Le curve di assorbim ento dei coloranti basici nel m ateriale in esame sono quelle dei

Grafico 1. -  C urva di assorbim ento di coloranti basici a vario pH . In  ascisse 
il pH  della soluzione colorante, in ordinate la trasmissione in per cento.

Azur I 0,1 % in tampone di Meli vaine diluito i  : io; luce bianca; istofotometro mod. Lison. Ogni 
punto, media di 6 determinazioni. Linea continua: strato esterno dei granuli a struttura concen­
trica liberi dal tessuto nervoso. Punto e linea: zona centrale degli stessi. Tratteggiata: granuli 

finissimi della parete dei capillari.
Spiegazione nel testo.

m ps  carbossilici: in tu t t i  i casi vi è una brusca dim inuzione di colorabilità sotto  pH  4 (vedi 
grafico 1).

R iassum endo, m entre alcune reazioni indicano chiaram ente la presenza di m ps  solforati 
nel m ateria le  da noi stud iato  (reazione di B racco-C urti, reazione di m ediazione e saponifica­
zione) a ltre  reazioni dànno risu lta ti dubbi (digestione con jaluronidasi, m etacrom asia); l ’assor­
b im ento  dei coloranti basici, infine, è quello caratteristico  dei mucopolisaccaridi carbossilici.

R iteniam o che questi risu lta ti apparentem ente con trastan ti siano dovuti alla in terfe­
renza  fra m ps  solforati e proteine [6], sop ra tu tto  nella colorazione con coloranti basici. A con-
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ferma di questa ipotesi l ’incubazione con papaina (14 ore a 370, in mezzo tam ponato a pH 7, 
concentrazione 1 mg/ml) modifica le curve di assorbim ento e svela una n e tta  m etacrom asia 
gam m a.

Alla luce delle a ttu a li conoscenze, la serie degli eventi istochimici nelle 
calcificazioni cerebrali da noi s tud ia te  può così riassumersi: la calcificazione 
si accom pagna e forse è preceduta dalla deposizione di una m atrice orga­
nica. Tale m atrice è costitu ita  da una miscela di mps neutri, acidi carbossilici 
(molto probabilm ente ac. jaluronico e sialico) e acidi solforati, m a ci sono 
forti indizi che nello stadio iniziale sia form ata da mps neutri che successiva-

Grafico 2. -  Schema riassuntivo della composizione dei granuli di PC. L ’intensità 
del pun tinato  è proporzionale a ll’in tensità della reazione.

=  calcio ionizzatale; Ca/m= calcio mascherato, svelabile con la microradiografia; Fe =  ferro; Pr =  proteine; 
S03H 1= mucopolisaccaridi acidi a funzione solforica: H =  mucopolisaccaridi acidi a funzione carbossilica, da
riportarsi ad acido jaluronico; S =  idem da riportarsi ad acido sialico; N =  mucopolisaccaridi neutri.

1 =  granuli a struttura lamellare, liberi nel tessuto nervoso; 2 a e 2 b =  piccoli granuli della parete dei capillari;
3 — grosse calcificazioni macroscopiche.

m ente vanno incontro ad una esterificazione in loco, come ammesso da m olti 
A utori per i mps delle ghiandole in testinali. Il calcio successivam ente si depo­
sita come calcio m ascherato, non abbiam o ancora acciarato se in preciso 
rapporto  con i mps solforati, e da ultim o è dim ostrabile con le reazioni isto- 
chimiche che evidenziano il calcio allo stato  ionizzabile; assieme al calcio è 
presente anche il ferro; le reazioni del ferro sono intensam ente positive nelle 
lesioni iniziali, si fanno più deboli nelle concrezioni grossolane; è difficile dire 
se il ferro sia realm ente esistente oppure si t ra tt i  di una siderofilia locale.
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Nel grafico 2 abbiam o riassunto la composizione dei diversi granuli e la 
re la tiva concentrazione delle varie sostanze nelle zone centrali e periferiche, 
quale finora ci risu lta  dalle indagini topochimiche fin qui eseguite.

D a queste prim e ricerche risu lta  avvalo rata  la teoria che vuole substrato  
della calcificazione i mucopolisaccaridi; dalle indagini finora condotte non 
risu lta ancora con esattezza il rapporto  fra mps esteri solforici e p recip ita­
zione di calcio, m a dalle ricerche che stiam o tu tto ra  conducendo su questa 
m ala ttia  ci sem bra di po ter tra rre  a questo proposito dati m olto interessanti.

I risu lta ti di queste ricerche contribuiranno poi forse ad un chiarim ento 
dei rapporti fra ipo-paratiro id ism o e calcificazioni cerebrali, nonché alcuni 
cara tteri oscuri della m ala ttia , quali ad esempio l ’ipertensione endocranica 
conseguente ad edem a della sostanza nervosa che si osserva in alcuni di questi 
pazienti, ed in particolare in uno dei nostri casi.

E noto, in fatti, che l ’orm one paratiro ideo agisce sul m etabolism o dei 
m ucopolisaccaridi [7], sostanze queste che entrano nella costituzione dei 
capillari cerebrali, prendendo forse p arte  alla formazione della barriera em ato­
encefalica [8].
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SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TAVOLA I

Fig. 1. Depositi di calcio e PC in corrispondenza dei capillari nel nucleo laterale del ta ­
lamo. Osservare in alcuni p un ti il form arsi di masserelle calcaree. Nissl X 28.

Fig. 2. -  Calcificazione di piccole arterie nella sostanza bianca del cervelletto, von Rossa X40.

Fig. 3- -  Sezione contigua alla fig. 1. Istoradiografia 20 KV 5 mA. Osservare come non 
solo le coiicrezioni più grossolane, m a anche la rete dei capillari è opaca ai raggi. X28.

Fig. 4. -  Sezione contigua alla precedente, colorata con il metodo von Rossa per il Calcio. 
N otare che solo le masserelle più grossolane dànno una reazione positiva. X 28.


