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Biologia. — Rapporti f r a  tolleranza ìmmunologica alla caseina 
ed amiloidosi sperimentale. N ota (*} di E n r ic o  C l e r i c i , W a l t e r  

P ie r p a o l i  e M a r io  R o m u s s i  (**} presentata (***} dal Corrisp. E .  C i a - 
r a n f i .

L a patogenesi deiram iloidosi, un processo morboso ab itualm ente consi
derato  di n a tu ra  degenerativa o conseguenza di una alterazione del m etabo
lismo, è t u t t ’ora sconosciuta.

F ra  le varie ipotesi fino ad oggi form ulate quella im m unitaria  [1—8], 
che considera l’am iloide come il p rodo tto  di una reazione an tigene-an ticorpo , 
dispone, a nostro parere, dell’avallo del m aggior num ero di d a ti di fa tto  
e sperim entali.

Ci riferiam o in particolare al ben docum entato accumulo di plasm acellule 
e di altre cellule mesenchimali pironinofile produttric i di anticorpi, nei focolai 
di lesione; alla frequente associazione della amiloidosi secondaria e sperim en
tale con iperglobulinem ia, alla dim ostrazione che la concentrazione della 
gam m a-globuline seriche declina in concom itanza con l’inizio della deposi
zione di amiloide nei tessuti ed alla presenza in essa, im m unoistochim icam ente 
dim ostrabile, di elevate q u an tità  di gam m a-globuline. Per altri m inori, m a 
non meno significativi dettagli, rim andiam o ad alcune rassegne su questo 
soggetto comparse in a ltra  sede [9-14].

A m m ettendo, come ipotesi, la esattezza della teoria im m unitaria , ne 
consegue, come tesi, che in iettando  un animale, duran te la v ita in trau te rin a  
o im m ediatam ente dopo la nascita, con caseina, uno degli agenti amiloidogeni 
più com unem ente usati, in modo da renderlo im m unologicam ente to llerante 
verso la pro teina eterogenea, tale anim ale dovrebbe perdere la capacità di 
produrre anticorpi specifici alla successiva e rip e tu ta  inoculazione della fosfo- 
pro teina e quindi non dovrebbe essere più in grado di dare origine alla deposi
zione in tra tissu ta le  di sostanza amiloide.

L a dim ostrazione della valid ità di questo asserto è natu ra lm ente  condi
zionata dalla possibilità di rendere to lleran ti alla caseina alcune specie amiloi- 
dogenetiche di anim ali di laboratorio .

Le specie differiscono in fa tti am piam ente per quanto  riguarda la suscet
tib ilità  alla induzione della tolleranza per esposizione ad un determ inato  an ti
gene in periodo p eri-n a ta le  [15] ed inoltre non ci è noto alcun riferim ento 
bibliografico sulla eventuale capacità della caseina, e cioè di un antigene non 
vivente -  «non replicantesi » -  [15] di reprim ere le abituali m anifestazioni di 
risposta im m tm itaria nei vertebrati.

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Patologia Generale della Università di Milano
(**) Reparto Radiologico, Clinica S. Ambrogio, Milano.
(***) Nella seduta del 9 maggio 1964.
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Per eseguire questo esperim ento abbiam o usato un ceppo « inbred » di 
topi albini Swiss allevati nel nostro laboratorio. T re femmine, accoppiate con 
un maschio, venivano separate da esso e poste in gabbie isolate non appena 
si rendeva m anifesto lo sta to  di gravidanza. Le gabbie venivano controllate 
tre volte al giorno in modo da po ter stabilire con la m assim a esattezza il 
m om ento del parto . E n tro  lo o tto  ore dalla nascita, ogni neonato delle covate 
prescelte veniva inoculato sottocute con 0,1 mi di una soluzione di caseina 
al 10% in id rato  di N a e K 0,25 %, sterilizzata a vapore fluente per 30 m in 
in due successive riprese a d istanza di 24 ore.

L ’iniezione veniva eseguita asetticam ente, usando una siringa da tuber- 
colina m unita  di ago ipodermico N° 20. L ’ago veniva inserito nella regione 
dorsale, il più caudalm ente possibile e forzato cranialm ente fino alla regione 
interscapolare a livello della quale veniva in ie tta ta  la soluzione di antigene 
m entre un assistente eseguiva un delicato m assaggio locale. Seguendo questo 
metodo, solo una trascurabile q u an tità  della soluzione veniva persa attraverso  
il trag itto  dell’ago.

Il tra ttam en to  veniva ripetu to  per sei giorni consecutivi; una ulteriore 
iniezione veniva eseguita il sedicesimo giorno dalla nascita. Gli anim ali veni
vano quindi' svezzati in venticinquesim a giornata .

A lcune covate di topi norm ali, nati contem poraneam ente agli anim ali 
così tra tta ti ,  venivano usate per gli esperim enti di controllo.

Dieci giorni dopo lo svezzam ento, tu tti  gli anim ali tra t ta t i  e di controllo 
venivano sensibilizzati alla caseina in iettando  sottocute, nella regione in te r
scapolare, 0,2 mi di una emulsione in parti uguali della soluzione di antigene 
e di ad iuvan te di F reund completo. Dopo sette giorni gli anim ali venivano 
reinoculati nella stessa sede con 0,1 mi della soluzione di antigene senza adiu
vante di F reund completo.

L a risposta im m unitaria  veniva controllata seguendo la degradazione 
dell’antigene m arcato  con I131 come suggerito da Talm age et a lii [16]. Abbiam o 
proceduto alla iodazione della caseina seguendo, nelle linee generali, lo schema 
proposto da M cFarlane [17]: la caseina-I131 veniva liberata  dall’eccesso di I131 
per passaggio attraverso  una colonna di A m berlite IR  4 B, p rep ara ta  come 
suggerito dallo stesso M cFarlane [18]; una quota a p arte  della soluzione o tte 
n u ta  veniva addizionata di acido tricloroacetico alla concentrazione finale 
dell’ 1 %. In  tal modo, il 98 % circa della rad io a ttiv ità  veniva ritro v a ta  nel 
p recipitato  proteico. Dopo sette giorni dalla seconda iniezione sensibilizzante, 
periodo du ran te  il quale i topi avevano bevuto acqua contenente K I 0,5 % 
per lim itare al massimo rassorb im ento  tiroideo di I131, ogni anim ale veniva 
in ie tta to , endovena, con circa (jig 100 di caseina-I131 con una a ttiv ità  specifica 
di fi,C 10/mg. L a rad io a ttiv ità  deH’intero anim ale veniva m isurata  im m ediata
mente! dopo l’iniezione dell’antigene (caseina-I131) con un apposito scintilla- 
tore ai cristallo di N a l. L a m isura veniva rip e tu ta  ad in tervalli di 3, 6, 9, 
12, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 ore. Prim a di ogni conteggio, la vescica veniva 
svuo ta ta  per compressione esterna. La rad ioa ttiv ità  residua veniva corretta  
per il decadim ento dell’isotopo e veniva espressa come percentuale dell’a tti-
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vità iniziale. D uran te  tu tto  resperim ento  ogni anim ale veniva collocato in 
apposite gabbie di plastica m unite di doppio fondo per evitare P au tocon ta
m inazione con le deiezioni.

Al term ine dell’esperim ento tu tti  i topi tolleranti e di controllo sottoposti 
al test di degradazione dell’antigene, unitam ente ad altri, venivano u tiliz
zati per l’induzione dell’amiloidosi. A tal fine venivano p ra ticate  g iornal
m ente, per periodi varian ti da due a sei mesi, iniezioni sottocutanee di mi. 0,5 
della soluzione al 10% di caseina in idrato di N a e K; ogni qu attro  giorni 
ciascun anim ale riceveva anche 400 U . I. di penicillina sodica per prevenire 
le infezioni secondarie.

A d in tervalli di 15 giorni, alcuni anim ali tolleranti e di controllo veni
vano sacrificati; la milza, il fegato e i reni venivano prelevati, fissati e colorati 
con i m etodi P.A.S., dellA lcian  bleu, del violetto di m etile, del Rosso Congo 
e dell’em atossilina-eosina.

Negli anim ali così tra t ta t i  è sta to  ripetu to  lo studio della degradazione 
dell’antigene dopo un mese e dopo tre mesi dall’inizio del cielo di inie
zioni amiloidogene.

A ll’inizio. deU’esperim ento abbiam o incontra to  una certa difficoltà nel 
m antenere in v ita  i topi neonati t ra t ta t i  con caseina. Curiosam ente, la m or
ta lità  variava dal 100% di alcune covate al 10% di altre. L ’ostacolo è stato  
presto superato non appena ci siamo resi conto della rilu ttan za  di alcune 
femmine ad a lla ttare  i neonati d isinfettati con alcool; è stato  sufficiente 
sostituire questo antisettico  con un comune detergente cationico battericida, 
inodore, per contenere subito la m orta lità  entro il lim ite inferiore.

Prim a di procedere allo studio della degradazione della case in a-I131 è 
sta to  necessario controllare se il procedim ento di iodazione non ne aveva 
alterato  le caratteristiche antigeniche. A  tal fine sono sta te  eseguite delle 
reazioni di agglutinazione in d ire tta  usando emazie di m ontone form olate 
secondo Csizmas [ 19]? tan n a te  e sensibilizzate con caseina—I131 come suggerito 
da S ta tits k y  [20] e siero di coniglio im m unizzato con caseina dello stesso 
tipo di quella u tilizzata  per la iodazione. I risu ltati, nettam ente  positivi 
(titolo 1 : 640), hanno dim ostrato  la iden tità  immunologica della caseina nor
m ale con quella rad ioa ttiva.

L a velocita di elim inazione della caseina—I131 è s ta ta  d iagram m ata in 
un sistem a di coordinate cartesiane ponendo sulle ordinate il logaritm o della 
percentuale di caseina—I131 riten u ta  nel corpo dell’anim ale ai tem pi presi in 
considerazione, indicati a loro volta in ascissa (fig. 1).

L a fig. i m ostra i dati o tten u ti da topi norm ali e da topi norm ali o 
im m unologicam ente tolleranti alla caseina tra tta ti  con caseina più adiuvante 
di Freund completo.

Negli anim ali norm ali la pro teina viene elim inata a velocità elevata 
seguendo un andam ento  multiesponenziale; in queste condizioni il tempo di 
dim ezzam ento biologico d e ll’antigene iodato è di circa 4,30 ore, e cioè assai 
più breve di quello o ttenu to  con altre proteine iodate artificialm ente, comune-
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m ente usate per indurre la tolleranza im munologica in topi. Ci riferiam o 
sop ra tu tto  alla a lb u m in a -I131 che in questo anim ale ha un tem po di dim ezza
m ento biologico di 18 ore [21] e che viene elim inata seguendo un andam ento 
esponenziale.

Negli anim ali sensibilizzati alla caseina la degradazione dell’antigene 
segue un andam ento assai più rapido; la differenza di velocità rispetto  alla 
curva norm ale è messa in evidenza anche dal calcolo dell A D A R  (antigen 
degraded et the accelerated rate) [21]. La ADA R ad ogni tem po è la differenza

b
j
120

Fig. 1. -  Curve di eliminazione della caseina-I131 iniettata in vena, ottenute da topi normali 
e da topi immunologicamente tolleranti e di controllo trattati per via sottocutanea con 
l’antigene più adiuvante di Freund completo. Fra parentesi sono riportate le ADAR riferite 

ad alcuni tempi sperimentali. Ulteriori dettagli nel testo.

fra L antigene residuo nel topo norm ale e in quello sensibilizzato espresso 
come percentuale del normale; nella fig. 1 i valori dell’A D A R (calcolati in 
questo caso tra  topi im m uni e to lleranti alla caseina) sono rip o rta ti fra p a 
rentesi.

L a curva di elim inazione della caseina-I131 negli anim ali t r a tta ti  con 
l’antigene nel periodo peri-n a ta le  segue un andam ento quasi sovrapponibile 
a queilo degli anim ali norm ali: ciò indica che non si è avu ta  form azione di 
anticorpi contro la caseina e che è stato  perciò possibile indurre uno stato  
di tolleranza im munologica alla caseina come auspicato nella ipotesi di 
lavoro.
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Va fa tto  notare che le curve di elim inazione dell’antigene negli anim ali 
norm ali e sensibilizzati con caseina non si discostano in m aniera così d ram 
m atica come nel caso degli anim ali tra t ta t i  con album ine o globuline seriche 
[21-22].

L ’in terpretazione di questo fenomeno è abbastanza semplice; è in fa tti 
in tu itivo  che la già rap ida elim inazione della caseina dai topi norm ali rende 
piu difficile ottenere, per via im m unitaria, u n ’ulteriore sensibile accelerazione 
della curva di degradazione.

Q uesta ipotesi è d ’a ltra  p a rte  convalidata da D ietrich e Weigle [22], 
i quali non furono in grado di applicare la tecnica di degradazione dell’anti- 
gene in topi resi to lleran ti alla em ocianina e s tra tta  da un mollusco gastero- 
podo perché questa cuproproteina viene norm alm ente elim inata a velocità 
estrem am ente elevata. Vale qui la pena di sottolineare che non sem bra esservi 
rapporto  tra  grandezza molecolare delle proteine e la loro velocità catabolica; 
in fa tti l’album ina che ha un peso medio di circa 70.000 viene degradata assai 
più len tam ente della caseina secondo H am m arsten , da noi usata, che ha un 
peso molecolare di circa 371.000 e delle emocianine, il cui peso molecolare 
varia da un m inim o di 350.000 (aragosta) a più di 5.000.000 (Elix pom a- 
tia  [23]).

L a tecnica di degradazione dell’antigene come m isura specifica dell’im 
m unità  e s tato  resa necessaria dalla incapacità di altre metodiche im muno- 
logiche (ring-test; tecnica di O uchterlony [24]; anafilassi sistemica; m etodo 
di F arr [25]; im m unoelettroforesi; em oagglutinazione ind iretta , compresa la 
varian te  di M athew s [26] del test antiglobulinico per emazie tan n ate  e, nel 
nostro caso, sensibilizzate con caseina) di m ettere in evidenza in modo soddi
sfacente la presenza nel topo, che è un cattivo  p roduttore di anticorpi p re
cip itanti, di anticorpi an ti—caseina. D ’altronde la scelta del topo è s ta ta  
d e tta ta  dalla necessita di disporre con facilità di un elevato num ero di ani
mali omogenei suscettibili sia alla induzione della tolleranza im munologica 
alla caseina che dell’amiloidosi. Desideriamo tu ttav ia  far notare che esperi
m enti prelim inari a ttualm ente  in corso nel nostro Istitu to  dim ostrano che 
im piegando Ja tecnica di M unoz e di A nacker [27—28] di immunizzazione 
del topo per via in traperitoneale, è possibile raccogliere una forte q u an tità  
di liquido ascitico ad elevato titolo di anticorpi contro la caseina e confer
m are, per mezzo di comuni tecniche di precipitazione e di agglutinazione 
ind ire tta , i risu lta ti degli esperim enti di degradazione dell’antigene iodato.

L  esame istologico degli organi prelevati dai topi ad in tervalli regolari, 
ha d im ostrato  che non esiste sensibile differenza fra anim ali norm ali e im mu- 
nologicam ente to lleran ti alla caseina per quanto  si riferisce alla deposizione 
in tra tissu ta le  di sostanza amiloide.

I tem pi 1 e la distribuzione topografica della proteina anom ala sono del 
tu tto  sovrapponibili a quelli m inuziosam ente descritti da altri A utori, fra 
cui ricordiam o K uczynski [29-30], L etterer [ i - io ] ,  Favilli [13] e Pucci- 
nelli [14], B attag lia  [12] e Cessi [31], ai quali rim andiam o, lim itandoci in 
questa sede a riportare , a scopo di confronto, alcune m icrofotograhe di milze
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am iloidotiche prelevate da anim ali appartenen ti ai due gruppi sperim entali 
dopo 20 e 30 giorni di tra ttam en to  (fig. 2).

Nel ten ta tivo  di studiare la d u ra ta  della tolleranza, alcuni anim ali, non 
precedentem ente in ie tta ti con case in a-I1"31, sono s ta ti sottoposti al test di 
elim inazione dell’antigene 30 giorni e 90 giorni dopo l’inizio dell’esperimento. 
L a som m inistrazione parenterale di caseina veniva sospesa 7 giorni prim a 
del test; in tale periodo i topi bevevano acqua contenente K I 0 , 5%.

In corrispondenza del prim o term ine i risu lta ti erano im m utati rispetto  
a quelli ripo rta ti nella fig. 1, conferm ando quindi il m antenim ento  dello stato

Fig. 3. -  Curve di eliminazione della caseina-I131 iniettata in vena, ottenute da topi (già 
immunologicamente tolleranti e db controllo) portatori di amiloidosi di notevole grado e, 
per confronto, da topi normali. I topi amiloidotici erano stati sottoposti per tre mesi ad 
iniezioni giornaliere di caseina to di Na e K. I risultati ottenuti negli animali trattati con 
caseina sono stati mediati tra loro e riprodotti in una unica curva in quanto non significati

vamente differenti.

di tolleranza; invece, in corrispondenza del secondo term ine, le curve di eli
m inazione dell’antigene nelle due situazioni sperim entali risu ltavano assai 
più lente di quelle dei controlli e sovrapponibili, come ripo rta to  nella fig. 3. 
Questo risu ltato  può significare: i° che parte  della caseina-I131 in ie tta ta  in 
vena precipita im m ediatam ente nella amiloide preform ata ove viene tenace
m ente tra tten u ta , oppure 2° che l’elim inazione dell’antigene iodato viene 
ra llen ta ta  dal sopravvenire di una nefrosclerosi secondaria (fig. 4).

L a prim a delle due ipotesi sem bra la meno probabile, anche se non si può 
escludere che possa coesistere con la seconda; ricordiam o in fatti che anche
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Aronson e D ixon [32] hanno osservato in conigli portato ri di amiloidosi 
sperim entale una significativa dim inuzione del periodo di dim ezzam ento bio
logico di gam m a-globuline rad ioattive in ietta te , a ttribuendo il fenomeno ad 
un loro sequestro dal circolo nella sostanza amiloide.

I risu lta ti di queste ricerche concludono quindi in favore della possi
b ilità  di rendere i topi im m unologicam ente tolleranti ad un antigene « non 
vivente » del tipo della caseina e contro la teoria im m unitaria della genesi 
della amiloidosi.

Non è tu tta v ia  ancora possibile escludere che fi amiloidosi possa avere una 
origine au to -im m unitaria , quale quella proposta da Pavlikhina e Serov [33] 
secondo i quali la som m inistrazione ad un anim ale di elevate dosi di proteine 
eterogenee per via paren tera le induce, a livello del reticolo endotelio, tra 
sformazioni delle cellule tali da favorire la produzione di proteine anom ale 
agenti come au to -an tigen i. Di conseguenza, la produzione di amiloide con un 
meccanismo im m unitario  potrebbe aver luogo anche in un anim ale im m u
nologicam ente to llerante alla caseina.

Su una base au to -im m u n ita ria  potrebbero infine venire in terp re ta te  le 
deposizioni di amiloide secondarie alla introduzione parenterale di sostanze 
prive di n a tu ra  antigene [34-35-36].
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