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Biologia, — Glicolisi aerobia in mezzi di incubazione sintetici 
e naturali{*\ Nota di G ia m p a o l o  P a c e  e E n r i c o  C l e r i c i , presen
tata (**} dal Corrisp. E .  C i a r a n f i  (***b

SUMMARY. —■ The formation of lactic acid from carbohydrate sources in the presence 
of oxygen (that is aerobic glycolysis) by normal rat tissues incubated in homologous lymph 
is not depressed as compared to that of the same tissues incubated either in homologous 
serum or a saline solution. Therefore, the present results are at variance with those of 
Warburg et alii [2] according to which normal tissues incubated in body fluids do not gly- 
colyse aerobically. On the contrary, these data further support the generally held opinion 
that: 1) aerobic production of lactic acid by many normal tissues is not an artifact depend
ent on experimental variables but a true biological property of their own, and that; 2) the 
correlation between aerobic glycolysis and malignancy is not universal.

W arburg [1] ha postulato che una forte glicolisi aerobia è la cara tteri
stica m etabolica dom inante della crescita neoplastica ed ha sem pre negato 
che i tessuti norm ali, con l ’eccezione della retina, siano in grado di produrre 
acido lattico dai carboidrati in presenza di ossigeno.

I num erosi dati contrari dim ostranti che, oltre la retina, m olti altri tessuti 
norm ali glicolizzano aerobicam ente vengono considerati da W arburg frutto 
di sémplici artefatti connessi al danneggiam ento delle cellule durante le ope
razioni p reparatorie o alla loro incubazione in semplici soluzioni saline invece 
che in mezzi più fisiologici. Questi concetti sono stati recentem ente ribaditi 
dallo stesso A utore il quale non avrebbe osservato una apprezzabile p rodu
zione di acido lattico incubando tessuti norm ali di topo e di ratto , rispetti
vam ente in ascite di tum ore di Ehrlich (privata di cellule ed addizionata 
di glucosio) e siero omologo (addizionato di acido lattico) [2], mezzi che 
sarebbero, secondo W arburg et alii [2] assolutam ente fisiologici.

A bbiam o ritenuto  utile procedere ad una verifica sperim entale di queste 
asserzioni, incubando tessuti norm ali e neoplastici di ra tto  e tessuti neopla
stici di topo in soluzione salina, in siero e linfa di ratto , secondo le m odalità 
tecniche qui di seguito specificate.

A nim ali di am bo i sessi (la specie e il ceppo vengono citati in Tabella), 
digiuni da 12 ore, venivano sacrificati per decapitazione. Gli organi norm ali 
ed i tum ori da esam inare venivano im m ediatam ente isolati e preparati come 
previsto nelle m etodiche convenzionali. V enivano approntati quattro  campioni 
di ogni tessuto, ciascuno dei quali veniva sospeso in 3 m i di ognuno dei tre  
liquidi di incubazione (preparati come specificato in seguito), contenuti in

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Patologia Generale dell’Università di Milano.
(**) Presentata nella seduta dell’n  febbraio 1966.
(***) Questo lavoro è stato eseguito grazie all’aiuto finanziario del Consiglio Nazionale 

delle Ricerche (C.N.R.).
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particolari vaschette della capacità di circa 40-mi, dotate di una grossa 
appendice laterale; in questa venivano immessi 3 mi di un  tam pone carbo
nati-b icarbonati 3M , a pH 10.8 e 2 m g di anidrasi carbonica (Serva, H ei
delberg), al fine di m antenere costante la tensione parziale di CO2 (5 %) per 
tu tto  il periodo dell’esperim ento, come suggerito da W arburg et alii [3]. 
Sia il tam pone che l ’enzim a venivano aggiunti quando le vaschette erano 
già m ontate sui m anom etri, im m ediatam ente prim a della loro immersione 
nel bagno term oregolato. Dopo 15' circa di incubazione a 37°C  (fase gas
sosa =  aria; oscillazioni — ioo/m inuto), due m anom etri venivano tolti (tem 
po 0 ') e gli altri due chiusi e letti. Il consumo di ossigeno veniva determ inato 
ogni io ' per 60'. Le vaschette asportate dai m anom etri al tem po o ' e al tem po 
60' venivano poste in un bagno di ghiaccio fondente. Due mi del m edium  
di incubazione venivano prelevati da ciascuna vaschetta e versati in una 
provetta  da centrifuga contenente due mi di acido perclorico 0 ,6 M. Dopo 
centrifugazione e filtrazione su carta, l’acido lattico contenuto nel superna
tan te  limpido veniva determ inato enzim aticam ente secondo Scholz et alii [4].

Il Qo2 e il Qco2/o2 venivano calcolati come d ’abitudine; per quest’ultim o 
venivano effettuate le opportune correzioni anche in rapporto  al periodo di 
equilibram ento a 37°C  in aria con m anom etri aperti.

I mezzi di incubazione im piegati erano: 1) R inger di K rebs-H enseleit 
bicarbonato-glucosato [5]; 2) siero di ra tto  W istar, scom plem entato per riscal
dam ento a 56° C per 30' e 3) linfa di ra tti W istar.

Q uest’u ltim a veniva raccolta per incannulazione del dotto toracico secondo 
il metodo di Bollm an et alii [6], leggermente modificato. Infatti, la cannula 
di plastica infilata nel dotto non veniva legata con fili di seta m a tenacem ente 
tra tten u ta  in sede grazie a ll’applicazione di un a-d u e  goccie del polimero 
noto come E astm an 910 o 2-m etilcianoaerilato [7]. '

Gli anim ali incannulati venivano immessi in una speciale gabbia da 
contenzione, costruita secondo il modello di Bollman [8], nu triti con dieta 
com m erciale bilanciata ed abbeverati con soluzione fisiologica (NaCl 0 ,9% ). 
L a linfa veniva raccolta per due giorni consecutivi, per ogni anim ale, in reci
pienti sterili contenenti soluzione di H ank addizionata di antibiotici ed 
eparina, come suggerito da Gowans [9]; si eseguiva un «pool» di linfa di 
sei ra tti differenti, il quale veniva centrifugato (per allontanare i linfociti) 
e scom plem entato riscaldando a 56° C per 30'.

I risu ltati da noi o ttenuti sono riportati nella Tabella.
Essi m ostrano che la m aggioranza dei tessuti norm ali produce acido lattico 

in condizioni aerobiche qualunque sia il m edium  im piegato e che l ’entità 
della glicolisi è soddisfacentem ente in accordo con quella riferita  in L e tte ra
tu ra  per gli stessi tessuti, studiati nei più svariati mezzi di incubazione [io].

I valori trovati sono sem pre superiori a quelli recentem ente riferiti da 
W arburg  et alii [2], secondo i quali gli organi di ra tto  sospesi in siero m ostrano 
i seguenti Qco2/o2 • fegato, m idollare del rene e milza — O; sostanza bianca 
e grigia cerebrale, rispettivam ente 1,3 e 2,4 e, retina =  13. Nessun altro 
tessuto è stato studiato da tali A utori.
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Assum e particolare rilievo la capacità dei tessuti norm ali, glicolizzanti 
in soluzione di K rebs-H enseleit e in siero, di m antenere tale prerogativa 
anche in linfa di dotto toracico, ossia in un mezzo di incubazione sufficiente- 
m ente fisiologico perché ragionevolm ente identificabile con la linfa in tersti
ziale nella quale le cellule sono immerse.

Viene quindi conferm ata l ’opinione di quanti ritengono, contrariam ente 
ai postulati di W arburg, che la glicolisi aerobica non è una proprietà ca ra tte
ristica ed esclusiva della m alignità, essendo presente, anche se in m isura varia
bile, nelle cellule norm ali sia dei tessuti vivacem ente proliferanti che di quelli 
che si possono considerare relativam ente inerti sotto il profilo mitotico.

L a stessa Tabella m ostra anche che i tum ori sperim entali presi in consi
derazione m antengono, in linfa di ratto , tassi di produzione aerobica di acido 
lattico del tu tto  paragonabili a quelli riportati nella L ette ra tu ra  in esperim enti 
di incubazione in comuni soluzioni fisiologiche [io] m entre sarebbe lecito 
attendersi, sem pre sulla scorta delle affermazioni di W arburg, che la efficienza 
glicolitica sia inversam ente proporzionale alla fisiologicità del mezzo di 
sospensione.

L ’uso della linfa di ra tto , invece che di quella di topo, è resa obbligatoria 
dal fatto che il topo produce, in media, 2 m i di linfa ogni 24 ore, contro i 
20-40 circa del ra tto  [11 ]. T u ttav ia  ciò non dovrebbe rappresentare un serio 
inconveniente, data  la vicinanza tassonom ica delle due specie.
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