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Biologia. —- Riproduzione sperimentale delle modificazioni gliali 
di Alzheim erì dello stato spongioso e della rarefazione neuronaie per 
alterazione del metabolismo del rame nel ratto. Nota preliminare (#) 
di G uido Palladini, Massimo R eitano, G iorgio V enturini r ) , 
presentata ((*) (**) ***} dal Socio A. Stefanelli.

Summary. — The Authors treated parenterally albino rats with organic salt and 
sodium azide; the la tter in order to prevent the copper chelation by serie céruloplasmine and 
to m aintain a  high level of free hematic copper.

W ithin 30 days such a  treatm ent to a status spongiosus of white m atter, A lzheim er’s II 
glia production, focus of fat granule cells and proliferation of capillaries.

As these lesions are peculiar to hum an Wilson disease the treatm ent in question m ay 
be considered as a valid experim ental model.

The A uthors discuss the m eaning of these observations in copper neurobiology and 
in the pathogenesis of W ilson’s disease.

Lo studio dell’azione del ram e nel sistema nervoso presenta aspetti 
notevoli nel dominio della pu ra  neurobiologia e della neuropatologia sensu 
strictu. E infatti noto come questo metallo, filogeneticamente il più antico 
trasporta tore d ’idrogeno nelle catene redox, entri anche nei V ertebrati supe­
riori nella s tru ttu ra  di num erosi enzimi, quali le flavoproteine, num erose tran- 
selettronasi aerobie ed anaerobie, talune aminoossidasi e la d o p am in -ß - 
idrossilasi (Howell e Davidson, 1958; W einshilboum  e Axelrod, 1971). Inoltre 
il ram e, in concentrazioni non fisiologiche, è un potente inibitore di altri enzimi, 
in prim o luogo dei sistemi —S H -attiv i (lipoato, coenzima A. W alshe, 1961) 
e della A T Pasi N a— K dipendente (W alshe, 1966).

N ell’organism o dei M am m iferi superiori, il m etallo è veicolato nel plasm a 
per la m assim a parte in form a « stabile », complessato ad una oc2~globulina 
sintetizzata nel fegato, la « ceruloplasm ina » (p.m. 151.000-160.000) (Owen 
e Hazelrig, 1968; Neifach et a l., 1969) ed in piccola parte  (4 %) sotto forma 
diffusibile o « labile », legato ad una album ina. Nel sistema nervoso centrale 
il metallo è, per il 60 %, legato ad una altra proteina ancora, la « cerebro- 
cupreina » di Porter e Folch (1957).

D al punto di vista clinico, è nota una sindrome im perniata su rigidità, disturbi della 
parola e della scrittura, dell’intelligenza e della postura (« pose ginniche ») con crisi di anem ia 
emolitica, trem ore ed epatargie term inali gravi. Tale sindrome, originariam ente descritta 
da Wilson (1912) è sta ta  poi allargata comprendendovi la pseudosclerosi di W estphall e Strum- 
pel! ed altri quadri clinici (Fazio et al., 1968).

(*) Ricerca eseguita nell’ Istituto di A natom ia C om parata « G. B. Grassi » e nella 
I Clinica di M alattie Nervose e M entali dell’U niversità di Roma.

(**) Con la collaborazione di Daniela Tarquini e Maria Grazia Melegari.
(***) Nella seduta del io  marzo 1973.
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L ’anatom ia patologica ha messo in evidenza in tali casi lesioni encefaliche, epatiche 
e renali. M entre le lesioni epatiche si riportano ad un quadro di cirrosi multilobulare con 
infiltrazioni linfocitarie perivascolari, le lesioni encefaliche (prevalenti, anche se non esclu­
sive, nel n. lenticolare) consistono in rarefazione neuronaie, presenza di cellule gliali reattive 
(cellule di Alzheimer I e II) e elementi giganti di dubbia origine glio-istiocitaria (cellule di 
Opalsky) (Mussakowsky, 1965; 1971), in uno stato spongioso prevalentem ente della sostanza 
bianca subcorticale ed in una proliferazione capillare (Peters, 1970; Greenfield, 1971). Il 
rame, cui viene riconosciuto un ruolo chiave nella patogenesi della m alattia, si trova in effetti 
in eccesso ne] s.n.c. (290%  secondo Jakàb  e Pànczél, 1952; 1490, 1336, 1502% secondo Porter 
e Folch, 1957) e sem bra sia localizzato in prevalenza nel citoplasma neuronaie (Cornelio 
et a l., 1970).

Tre sono le teorie patogenetiche avanzate per la m. di Wilson:
-  la presenza di una abnorm e proteina tissutale ipercuprofila;
-  la carenza di ceruloplasm ina epatica
-  un deficit di ceruIoplasm in-Cu-sintetasi.

In tu tte  queste teorie, in ultim a analisi, sarebbe il ram e libero a causare (Walshe, 1966) le 
lesioni caratteristiche.

A bbiam o ritenuto  che il poter produrre una alterazione del metabolism o 
cuprico tale da m antenere per lungo tem po un elevato tasso di ram e libero 
neH’organismo sarebbe stato u n ’utile via d ’attacco per la risoluzione di alcuni 
problem i relativi e al significato fisiologico del ram e nel sistem a nervoso, 
tu t t ’ora poco noto, ed ai problem i relativi alla patogenesi della m. di Wilson, 
le cui num erose correlazioni um orali ed istologiche, rilevate in via clinica ed 
autoptica, non appaiono a tu t t ’oggi univoche. La semplice som m inistrazione 
di sali di ram e, però, non riproduce alcun quadro com parabile alla m. di 
Wilson, sia perché avviene una iperproduzione di ceruloplasm ina, sia per 
sequestrazione lisosomiale epatica del metallo (Cornelio et a l., 1970). Siamo 
pertan to  ricorsi alla som m inistrazione contem poranea di sali organici di ram e 
e di azide sodica, sostanza questa nota per la sua capacità di complessarsi 
in  vivo e in  vitro con la ceruloplasm ina (Curzon e Cumings, 1966) im pedendo 
il legame con il Cu esogeno in eccesso, che resta pertanto  libero.

In  questa sede riferiam o in via prelim inare i dati o ttenuti con tale 
m etodica.

M a t e r i a l e  e  m e t o d i

La dose di azide sodica è sta ta  determ inata in via prelim inare con il metodo dei 
probits (Cavalli-Sforza, 1961) come dose letale media 50% a 30 giorni di trattam ento, ed è 
pari a mg 3.80 iniettati intraperitoneo ogni 30 giorno in ratti di 250 g. Il ram e è stato sommi­
nistrato alla massima dose tollerata come sale complesso di W erther (Giua, 1927) C11CI2•
• 2CO(NH2Ì2, pari a mg 0.480 di Cu++ iniettato intraperitoneo ogni giorno in ratti di 250 g 
per 30 giorni.

Sono stati tra tta ti 94 ratti di ceppo W istar, maschi, di 250 g di peso iniziale, suddivisi 
in tre gruppi:

I) sola azide, 3.80 mg sciolti in 3 mi di acqua distillata, intraperitoneo, ogni 30 giorno;
II) solo fam e, mg 0.480 di Cu++ come sale di W erther, in 1 mi di acqua distillata, 

intraperitoneo, ogni giorno;
III) azide e rame, il secondo intram uscolo ogni giorno, la  prim a intraperitoneo ogni 

terzo giorno, entram bi alle dosi di c.s.;
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Il periodo totale di trattam ento  è stato per tu tti i tre gruppi di 30 giorni, allo scadere dei 
quali gli anim ali sopravvissuti sono stati sacrificati per anestesia eterea. A ll’autopsia, è stato 
prelevato un campione di sangue per via intracardiaca e il fegato, i reni e l’encefalo. Gli 
organi furono divisi in due metà longitudinali, l’una conservata a — 8o° per le determ ina­
zioni biochimiche e l’altra, fissata in formolo salato, è stata sezionata al congelatore e dopo 
inclusione in paraffina.

Il Cu ematico e tissutale è stato determ inato con il metodo di M atsuba e T akahashi (1970) 
con le ttu ra  su spettrofotom etro Beckmann D B .G.

Sulle sezioni in paraffina sono state eseguite le colorazioni di v. Gieson, em allum e- 
eosina, Nissl e la reazione istochimica di Tim m  per il rame (G anther e Jolies, 1970). L ’iden­
tificazione topografica delle aree cerebrali del ratto  è sta ta  eseguita sui dati dell’atlante di 
M aitland-Innes e Zeman (1963). T utti i prodotti chimici usati sono Merck, A nalytical Grade.

Descrizione dei risultati

a) A n im a li trattati con la sola azide sodica. Gli anim ali m ostrano 
m arcata  dim inuzione della iniziativa motoria, arruffam ento del pelo, alte­
razione del ritm o respiratorio. La m ortalità è elevata nella I m età del t ra tta ­
mento, raggiùngendo il 50% .

Istologicam ente, il fegato  appare praticam ente indenne, sia negli epatociti 
che nel disegno connetti vale; parim enti indenne appare la morfologia ence­

fa lica . Il Cu piasm atico risulta aum entato in un solo caso ( + 6 0 0 % ) ,  in cui 
e aum entato  anche il Cu encefalico (+ 2 5 0 % ) ;  altrim enti, tali param etri 
risultano invariati rispetto alla norm a.

b) A n im a li trattati con i l  solo sale d i rame. Non si è osservata m odi­
ficazione veruna del com portam ento e del peso. L a m ortalità è stata  dello o %.

Istologicam ente, il fegato  in 2 casi su 7 ha m ostrato piccole necrosi a 
focolaio del parenchim a, con integrità del disegno connettivale. Focolai necro­
tici analoghi sono stati osservati in altri 2 anim ali nell’encefalo, che altrim enti 
non presenta alcuna alterazione di rilievo a carico neuronaie o gliale. In  un 
solo caso, in cui coesistevano num erosi focolai necrotici cerebrali, il Cu 
tissutale cerebrale è risultato  elevato (+ 2 3 0 % ) ,  m entre il Cu piasm atico è 
aum entato  in tu tti i tra tta ti, in m edia del 200% .

c) A n im a li trattati con Vazide ed i l  sale d i rame. Gli anim ali p resen ta­
vano m arcata  dim inuzione dell’iniziativa motoria, segni di paraparesi spa­
stica, alterazioni del com portam ento sociale (atteggiam enti di rabbia/aggressi- 
vità im m otivata). L a m ortalità è stata  del 55 %.

Istologicam ente, nell 'encefalo si osservano alterazioni m olto cospicue 
a carico della glia, con formazione di cellule reattive tipo A lzheim er II , iper- 
plasia astrocitaria fino alla gemistocitosi, presenza di focolai di cellule g ranu lo - 
grassose nel n. lenticolare e nel talam o (R  4 e R  9), spongiosi della sostanza 
bianca : sottocorticale. Le cellule nervose presentano cromatolisi centrale, 
picnosi, degenerazione con quadri di neuronofagia. In  un caso (R  4) si osserva 
anche intensa proliferazione capillare del n. lenticolare. Nella T abella I sono 
precisate le lesioni neuronali e gliali, insieme con i livelli di ram e tissutale e
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plasmale, degli esemplari studiati. Le lesioni sono prevalenti nel n. lenticolare 
m a sono osservabili anche in vari nuclei grigi del tronco (n. I l i ,  n. vestibolare); 
non sono state osservate lesioni corticali. Il fegato  presenta costantem ente 
infiltrazione più o meno cospicua degli spazi del K iernan e periportali, spesso 
necrosi a focolai (3 casi su 12) o necrosi cellulari sparse (4 casi su 12). In 
due casi si è osservato accentuazione del disegno connetti vale con fidi tralci 
intercellulari. Il m etodo istochimico di Tim m  ha svelato fini granuli positivi 
nel citoplasm a neuronaie di 4 esemplari.

Tabella I

Lesioni Rigonfiane Celi. Spongiosi
Rame

neuron. gliale Alzh. II
Encef. Plasm a Tim m.

R i __ __ __ _

R2 + o 0 + + 1 0 8 % 0 % 0

R 3 + + db + + 1 0 0 0 % 0 %

R-4 0 fi~ fi- + + 8 3 % 0 % +

r 5 +  ' + fi- + + 4 3 % 0 % +

R6 fi­ + j - + + 1 1 7 % 0 % +

r 7 d i ± 0 0 + 3 1 %

R8 + fi- + 37%
r 9 + fi- + + +  8%

R io ò 0 0 + 0 %

R i i ± ± 0 + +

R i 2 0 ± 0 0 +  62%

Discussione

Il modello sperim entale da noi proposto, basato sugli stessi concetti di 
quello in precedenza ten tato  da W illiams (1967) (m ediante som m inistrazione 
orale continuata fino a 120 giorni di azide e ram e acetato) fornisce dati 
morfologici che ricalcano strettam ente quanto osservato nella patologia spon­
tanea um ana: status spongiosus della sostanza bianca sottocorticale e dei 
gangli della base, proliferazioni capillari, lesioni neuronali con neuronofagia, 
alterazioni glieli del tipo della glia epatica e di Alzheim er (Peters, 1970); 
in effetto, solo queste ultim e alterazioni erano riprodotte dalla som m inistra­
zione orale, m a si tra tta  di alterazioni non specifiche, riprodotte anche da 
altri quadri tossici (biossido di m anganese, Pentschew, 1970; ammonio,



C avanagh e M a H ta  Kyu, 1971). È notevole l ’osservazione, in due casi, 
di focolai di disintegrazione a cellule granulo-grassose, lesione osservata nella 
patologia spontanea um ana (Ishino et a l., 1972). La stretta som iglianza m or­
fologica tra  il quadro spontaneo e quello sperim entale, tenendo altresi conto 
che quest’ultim o si sviluppa in un mese, m entre la m. di W ilson è em inen­
tem ente cronica, ci confortano nel ritenere conferm ata la teoria che riconduce 
la patogenesi della m alattia, in ultim a istanza, all’alto livello di ram e libero 
tissutale; appare però evidente dai nostri dati che questa è una condizione 
non sufficiente, perché non vi è apparentem ente alcuna correlazione tra  il 
quantitativo  di Cu determ inato nel tessuto encefalico e g rav ità  delle altera­
zioni, come del resto si è osservato anche nella patologia um ana (Jak àb  e 
Pànczél, 1952; Porter e Folcii, 1957). È verosimile, e gli studi sul nostro modello 
sono volti in questo senso, che il reale agente lesivo sia il ram e legato agli 
enzimi e che quindi la proporzionalità debba ricercarsi fra lesioni ed attiv ità 
enzimatiche; in questo senso parlano anche i dati di Porter e Folch (1957) 
che trovano il ram e cerebrale nella m. di Wilson presente in una form a non 
dializzabile, non esistente negli encefali normali.

M entre la sola azide non provoca danni di rilievo, il sale di ram e si è 
m ostrato capace di un danneggiam ento epatico del tipo di necrosi a focolaio 
la cui patogenesi non è al m om ento chiarificabile; l ’entità del danno essendo 
com unque m odesta, sem bra diffìcile poter attribuirgli molto valore nella genesi 
delle caratteristiche alterazioni gliali.

Dai dati in nostro possesso e che sono in approfondim ento u ltras tru ttu ­
rale, appare che il ram e viene a localizzarsi nel citoplasm a neuronaie, confer­
m ando così i dati di U zm an, 1956, e spiegando le lesioni neuronali osservate. 
R iteniam o interessante sottolineare la presenza dello status spongiosus, assai 
verosim ilmente anche in questo caso come in altri, legato ad una inibizione 
dell’A T Pasi di m em brana (Venturini e Pailadini, 1973).

A nche in questo caso, come già in passato (Bignami e Paliadini, 1965) 
dobbiarpo ripetere che se la m alattia  di Wilson è una m alattia  rara , di 
interesse pratico lim itato, sono spesso appunto le m alattie rare a perm ettere 
lo studio di fenomeni biologici fondam entali. Le ricerche enzim atiche, isto- 
chimiche, biochimiche ed EEGrafiche attualm ente in corso sul nostro 
modello riteniam o possano quindi chiarire molti punti relativi alla discussa 
azione patologica e fisiologica del Cu nel sistema nervoso.
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Fig. i e 2 -  Nissl. N. lenticolare. Glia di Alzheimer II.
Fig. 3. -  Tim m. G ranuli positivi (treccie) nel citoplasma di neuroni del globus pallidus.
Fig. 4. -  Em at.-cosina. S tato spongioso della sostanza bianca subcorticale (la corteccia si 

trova a sinistra).


