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Chimica. — Contributo allo studio sulle correlazioni fra  struttura 
e proprietà d i composti di interesse biologico. Nota V i l i .  Sulla strut­
tura dei calcoli biliari da misure di spettroscopia ultrarossa. Nota di 
A lessandro B ertoluzza<*>, B runo Marchesini <**>, Maria A nto­
nietta B ertoluzza Morelli <**> e L uigi B arbara <***>, presentata <****> 
dal Socio G. B. B onino.

Summary. — I.r. spectra of a series of cholesterol gallstones are given and discussed 
in order to identify the different forms of cholesterol, anhydrous, monohydrate, form II 
(these forms have recently been characterized spectroscopically by us) and to reveal the 
other components associated with them in gallstones.

It was also revealed spectroscopically that the main component in the gallstones 
examined was cholesterol monohydrate generally in association with organic (bilirubinate, 
palmitate) calcium salts.

The findings exposed in this paper are consistent with a structural model for cholesterol 
gallstones given by us in a previous report and suggest at the same time a possible mechanism 
for their solubilization.

In una precedente Nota [i] sono stati studiati gli spettri u.r. delle diverse 
forme di colesterolo (anidro, monoidrato, forma II) in una indagine preli­
minare di base ai fini di un programma di ricerche vibrazionali u.r. e Raman 
laser su materiali di interesse biomedico contenenti colesterolo, cui è diret­
tamente interessata la Cattedra di Chimica della Facoltà di Medicina e Chirur­
gia delFUniversità di Bologna, secondo un progetto di ricerca a carattere 
interdisciplinare.

Sulla scorta dei risultati ottenuti, verranno ora discussi, in questa Nota, 
gli spettri u.r. di alcuni significativi calcoli biliari a base di colesterolo, con 
l’intento di mettere in risalto le forme di colesterolo (monoidrato, anidro) 
presenti nei calcoli stessi. Nello stesso tempo verranno indicati anche gli 
altri componenti dei calcoli, ed il modo con cui essi si presentano nelle 
diverse parti del calcolo (corteccia e nucleo), in relazione alle forme di cole­
sterolo.

(*) Cattedra di Chimica della Facoltà di Medicina e Chirurgia delPUniversità di 
Bologna; Centro Studi CNR di Chimica e Chimica Fisica Applicata alle Caratteristiche di 
Impiego dei Materiali.

(**) Istituto Chimico « G. Ciamician», Centro di Studio per la Spettroscopia Raman, 
Università di Bologna.

(***) Cattedra di Gastroenterologia della Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Uni­
versità di Bologna.

(****) Nella seduta del io dicembre 1977.
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Non si conosce nella letteratura uno studio di natura spettroscopica 
vibrazionale che persegua tale finalità, anche se risultano descritti diversi 
spettri ultrarossi di calcoli biliari [2-7]. Sono invece noti studi roentgeno- 
grafici [8-12] intesi ad evidenziare le forme di colesterolo (monidrato, anidro) 
presenti nei calcoli biliari.

Pa r t e  spe r im e n t a l e

È stata esaminata una serie di venti calcoli biliari, forniti dall’Istituto 
di Gastroenterologia dell’Università di Bologna e provenienti da pazienti 
non sottoposti a trattam ento medico.

I calcoli sono tutti di medie o piccole dimensioni, di forma rotondeggiante.
Procedendo dalla parte esterna (corteccia) verso l’interno (nucleo) del 

calcolo, si osserva generalmente un aumento di cristallinità ed una non 
omogeneità nella composizione del calcolo. In alcuni casi è stato poi possibile 
isolare parti omogenee del calcolo sia sotto forma di minuscoli aggregati, sia 
sotto forma di materiale pigmentato.

In fig. i vengono riportati gli spettri u.r. fra 4000 e 450 cm-1 di un 
calcolo biliare tipico che presenta tale caratteristica: le regioni più signifi­
cative, al fine della discussione degli stessi, sono quelle fra 4000 e 2500, 1800 
e 1400, 1100 e 700 cm-1.

Fig. 2. -  Spettri u.r. di un calcolo biliare tipico: 
a) -------  relativo alla corteccia; b) - - — relativo al nucleo.
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Fig. 3- -  Spettri u.r. di un calcolo biliare tipico: 
a) ------  relativo alla corteccia; b) ------------- relativo al nucleo.

Fig. 4. -  Spettri u.r. di un calcolo biliare tipico: 
d) -------  relativo alla corteccia; b) --------- -  relativo al nucleo.
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Nelle figg. 2-4 si riportano invece gli spettri u.r., soltanto nelle regioni 
più significative, della corteccia e del nucleo di calcoli tipici fra quelli esa­
minati.

Gli spettri u.r. sono stati ottenuti usando uno spettrometro Perkin-Elm er 
mod. 225 e la tecnica dell’emulsione in Nujol: le bande del Nujol sono indi­
cate negli spettri con un asterisco.

D iscussione

Nella Nota precedente [1] si era eseguita una caratterizzazione spettro­
scopica vibrazionale delle diverse forme di colesterolo, nella regione dello 
spettro u.r. tra  4000 e 2500 cm-1, relativamente alle vibrazioni di allunga­
mento voh • Tale regione è la sola che si presta ad un utile caratterizzazione 
spettroscopica, pur riscontrandosi alcune differenze, di minore entità, negli 
spettri delle forme anidre da quella monoidrata, fra 1700 e 1600 cm-1 (dove 
cadono la vibrazione di allungamento vc=c del colesterolo e quella di defor­
mazione Sh2o dell’acqua nel colesterolo monoidrato) e nell’intorno dei 
1055 cm"1.

Nello spettro u.r. del colesterolo monomero, presente in soluzione diluita 
di solvente apolare, si nota un’unica e  stretta banda v0h a  3 6 2 0  cm“1.

All’aumentare della concentrazione di colesterolo nella soluzione, appaiono 
due nuove e larghe componenti, attribuibili a vibrazioni di allungamento voh 
di forme di colesterolo associate, una intensa a 3340 cm“1 e l’altra, sotto 
forma di flesso, a ~  3480 cm“1.

Tali bande, tipiche del colesterolo in forma associata, sono le sole pre­
senti negli spettri u.r. delle tre forme di colesterolo discusse e cioè coleste­
rolo anidro ( ^ 3 4 3 5 / / ,  3370 / ,  cm“1), colesterolo monoidrato 3495 fl, 
3365 / ,  cm“1) e colesterolo forma II 3450 /?, 3375 / ,  cm“1) mentre non 
si nota la componente del monomero a 3620 cm“1.

Inoltre, nello spettro u.r. del colesterolo monoidrato compare a ^3230 cm“1 
una banda sotto forma di largo flesso, che è stata attribuita alla vibrazione 
di allungamento voh dell’acqua interagente col colesterolo.

La frequenza di tale banda, e il fatto che un campione di colesterolo 
monoidrato lasciato all’aria perda nel tempo facilmente l’acqua -  come si 
è potuto dimostrare per via spettroscopica [1] -  sta ad indicare una certa 
labilità del legame di idrogeno O—H • • • -O fra l’acqua e il colesterolo nella 
sua forma monoidrata.

Tale labilità è stata riscontrata in un recente studio di diffrazione ai 
raggi X [13], che mostra come le molecole di colesterolo interagiscano con 
uno strato di molecole d ’acqua con legami di idrogeno tram ite i gruppi OH, 
affacciandosi da parti opposte allo strato, e tra di loro con deboli forze di 
Van Ber Waals.

Nella Nota precedente [1] si è anche ipotizzato come il ruolo dell’acqua 
nel colesterolo monoidrato non sia soltanto quello di orientare doppi strati 
di colesterolo tram ite i gruppi OH, ma anche quello di permettere una più
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facile compenetrazione fra le lamelle di colesterolo con, ad esempio, sali 
biliari o lecitina, i quali si possono disporre affacciandosi per la parte idro­
foba alle molecole di colesterolo e indirizzare i gruppi idrofili verso lo strato 
d ’acqua, promuovendo cosi la solubilizzazione micellare del colesterolo.

Un tale meccanismo può essere anche esteso alla solubilizzazione dei 
calcoli biliari nella bile, costituiti -  come noto -  da colesterolo e sali organici 
di calcio del tipo bilirubinato, palmitato, ecc.: di qui l’importanza di poter 
riconoscere la presenza del colesterolo monoidrato direttamente nei calcoli.

Scopo di questo lavoro è quindi la caratterizzazione spettroscopica u ltra­
rossa del colesterolo monoidrato nei calcoli, e degli altri componenti con i 
quali tale forma generalmente si presenta. Nello stesso tempo i risultati di 
questa Nota possono costituire il punto di partenza per un approccio, secondo 
Un modello di natura molecolare, al problema della formazione e della solu­
bilizzazione dei calcoli, che può essere affrontato soltanto tramite misure 
cinetiche e termodinamiche.

Si inizierà la discussione con il calcolo di maggior complessità, i cui 
spettri sono riportati in fìg. i, assieme alla sezione illustrativa delle diverse 
parti omogenee del calcolo.

Nella stessa figura vengono anche diagrammati, al fine di un più diretto 
confronto, fra 4000 e 2500, 1800 e 1400, 1100 e 700 cm-1 i numeri d ’onda 
e le intensità relative delle bande più significative presenti negli spettri dei 
principali componenti i calcoli (colesterolo nelle diverse forme; bilirubinato 
di calcio; carbonato di calcio nelle modificazioni polimorfe calcite, aragonite 
e vaterite; palmitato di calcio (1)), avendo cura di indicare soltanto fra le 
bande significative quelle che non si ricoprono.

Si può allora osservare come la corteccia del calcolo (fig. 1 a) sia costi­
tuita principalmente da carbonato di calcio, non però nella modificazione 
polimorfa aragonite, data l’assenza dell’intensa banda yco3 a 857 cm“1 [14].

Non è possibile, tuttavia, operare una ulteriore distinzione fra calcite 
e vaterite, in,' quanto gli spettri di queste modificazioni sono caratterizzati 
da una più intensa banda yco3 a 874 cm-1, e da una più debole a 847 cm-1 
per la calcite e a 859 cm-1 per la vaterite [14].

La comparsa nello spettro u.r. della corteccia del calcolo di una intensa 
componente a 875 cm-1 e di una più debole ä 845 cm-1, testimonia la pre­
senza di calcite, anche se non è possibile escludere nella corteccia del calcolo 
la presenza di vaterite, in quanto la più debole componente a 859 cm-1 di 
quest’ultima modificazione risulta sovrapposta ad una banda del colesterolo.

Anche l’intenso assorbimento che si osserva nello spettro della corteccia 
del calcolo fra 1500 e 1400 cm-1 (che si ricopre con quello del Nujol e che 
pertanto non viene diagrammato come banda tipica), è indicativo della pre­
senza di carbonato di calcio nella corteccia del calcolo, essendo esso attribui­
bile alla vibrazione antisimmetrica di allungamento vco3 del gruppo CO3 [15].

(1) I calcoli esaminati in questo lavoro non contengono fosfati di calcio; pertanto gli 
spettri di tali specie non vengono diagrammati nella fìgg. 1-4.
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Dagli spettri non si deduce la presenza nella corteccia del calcolo di 

apprezzabili quantità di bilirubinato di calcio, data praticamente l’assenza 
delle bande a 1667; 1630 e 1571 erri-1, attribuibili rispettivamente la prima 
alla vibrazione di allungamento dei gruppi vinilici e le rimanenti
alle vibrazioni di allungamento v(C=c)  ̂ dei gruppi pirrolici del bilirubinato di 
calcio [4] (2).

Il colesterolo presente nella corteccia del calcolo è, in gran parte, sotto 
forma non idrata, come è deducibile dalla bassa intensità della banda a 
cv 3230 cm-1, dovuta alla vibrazione di allungamento vqh dell’acqua del 
colesterolo monoidrato.

Non è possibile poi operare dagli spettri una distinzione fra le restanti 
forme di colesterolo (anidro, forma II) dato il largo assorbimento nella 
regione delle vibrazioni di allungamento v 0 h  e la scarsa diversificazione delle 
bande vqh delle due forme [1 ].

La parte intermedia, omogenea, del calcolo (fig. 1 b) risulta costituita 
prevalentemente da colesterolo in forma non idrata, e da minori quantità 
di colesterolo monoidrato (debole assorbimento a ^ 3 2 3 0  cm"1) e da tracce 
di bilirubinato di calcio (deboli assorbimenti a 1670, 1630 e a 1570 cm-1).

Nel nucleo del calcolo sono presenti minuscoli aggregati di materiale 
pigmentato e di materiale bianco perlaceo.

I primi risultano costituiti di bilirubinato di calcio (tipiche le bande 
a 1670, 1630 e a 1570 cm-1) e da colesterolo in forma monoidrata (tipica 
la banda a ^  3230 cm-1) e in forma non idrata (fig. 1 c). La sovrapposizione 
della banda di vibrazione di allungamento vNH del bilirubinato di calcio a 
3420 cm-1 con quelle vç>h , a circa gli stessi numeri d ’onda, delle tre forme 
di colesterolo, rende assai problematica la discussione dello spettro ultra­
rosso in questa regione.

I secondi -  materiale bianco perlaceo -  risultano costituiti principal­
mente da palmitato di calcio (tipiche le bande a 1580, 1545 e 720 cm-1) [5], 
da mi;nori quantità di bilirubinato di calcio e di carbonato di calcio, e da tracce 
di colesterolo come si può dedurre dalla bassa intensità relativa della banda 
a 1055 cm-1, tipica del colesterolo.

Passando ora a considerare gli spettri u.r. della serie di calcoli esaminati 
(relativamente alla sola corteccia e nucleo) e di cui si riportano nella figg. 2-4 
i più significativi, si possono trarre le seguenti considerazioni:

-  i calcoli risultano costituiti principalmente da colesterolo monoidrato 
e/o da colesterolo anidro, bilirubinato di calcio e carbonato di calcio nelle

(2) Il tripletto di bande nello spettro del bilirubinato di calcio è tipico per caratterizzare 
la presenza di tale specie nei calcoli, anche se le prime due componenti cadono circa agli 
stessi numeri d’onda, rispettivamente della debole banda vc=c del colesterolo e di quella 
SH20> debole e larga, dell’acqua nella forma monoidrata, e la terza è comune al gruppo 
carbossilato del palmitato di calcio. Occorre anche osservare che nello spettro del bilirubinato 
di calcio è presente una nuova componente, che si nota pure negli spettri dei calcoli da 
noi esaminati, a ~  1700 cm-1, e la cui attribuzione è molto controversa in letteratura [4, 9].
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principali modificazioni polimorfe calcite (e eventualmente vaterite) e ara­
gonite;

-  su venti calcoli esaminati la calcite (vaterite) compare 4 volte e 
l’aragonite 2 volte: in fig. 2 a si riporta lo spettro della corteccia di un 
calcolo contenente aragonite. In genere il carbonato di calcio è completamente 
(fig. 2 a) o prevalentemente presente nella corteccia del calcolo;

-  i sali organici di calcio sono prevalentemente presenti sotto forma 
di bilirubinato di calcio, e solo in più rari casi anche sotto forma di palmi- 
tato di calcio. Entrambi sono localizzati prevalentemente nel nucleo del 
calcolo, piuttosto che nella corteccia (figg. 2, 3).

-  il colesterolo monoidrato è la forma principale riscontrata nei calcoli 
esaminati, ed esso è localizzato prevalentemente nel nucleo del calcolo. Tale 
comportamento potrebbe però trovare una giustificazione nel fatto che il 
colesterolo monoidrato superficiale perde facilmente l’acqua, trasformandosi 
nella specie anidra [1] (3).

A conclusione di questa Nota si tiene a rilevare come la presenza di car­
bonato di calcio nella corteccia di alcuni tra i calcoli esaminati possa essere 
all’origine di una inibita solubilizzazione di questi calcoli. Inoltre, la diversa 
distribuzione dei componenti (colesterolo -  sali organici di calcio) nei calcoli 
esaminati, che deve riflettere una diversa composizione del liquido biliare, 
può essere all’origine del meccanismo di formazione dei calcoli stessi. Su 
questo argomento abbiamo in corso alcune esperienze.

Infine, l’azione di alcuni farmaci del tipo dell’acido chenodessossicolico, 
i quali alterando la composizione della bile possono promuovere la solubiliz­
zazione dei calcoli biliari, può essere riferita a quel meccanismo proposto 
nella Nota precedente [ 1 ] per indicare un possibile processo di solubilizzazione 
micellare del colesterolo monoidrato in presenza di sali biliari e lecitina.

Soltanto misure cinetiche e termodinamiche potranno avvalorare questa 
ipotesi, tenendo conto sia della composizione del calcolo, sia di quella del 
liquido biliare.

Su questo argomento, come su quello relativo alla composizione del 
liquido biliare in relazione alla struttura dei calcoli, abbiamo in corso delle 
misure spettroscopiche vibrazionali.

Gli Autori ringraziano vivamente il prof. G. B. Bonino per l’interessa­
mento mostrato alla presente ricerca, e il prof. G. Semerano per le attrez­
zature messe gentilmente a disposizione.

(3) A questo proposito abbiamo in programma una serie di misure spettroscopiche 
da eseguirsi su calcoli subito dopo l’estrazione.
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