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Introduzione

Il corretto funzionamento delle cellu-
le nervose & strettamente legato ad un
appropriato apporto di ossigeno, dato
che moderate diminuzioni di tale ap-
porto determinano una serie di eventi
fisiologici e biochimici che causano una
rapida perdita della funzione neuronale
{Massopust et al., 1969; Cohen, 1973;
Mac Millan et al., 1976). Insulti ipossi-
ci acuti determinano profonde variazio-
ni nei livelli di neurotrasmettitori cere-
brali (Wood et al.,, 1968; Duffy et al.,
1972; Bowen et al,, 1976; Gibson et al.,
1978): infatti alla PaO. di 35 torr la sin-
tesi di catecolamine e di indolamine e
inibita (Davis e Carlsson, 1973; Davis,
1976). Gia in condizioni ipossiche blan-
de possono intervenire variazioni nel
metabolismo intermedio o in quello dei
neurotrasmettitori, come nel caso del-
l'acetilcolina la cui sintesi subisce una
diminuzione del 40-50% a valori PaO,
di 42-57 torr (Gibson e Duffy, 1981) o
come nel caso detla glicolisi che viene
stimolata gia ad una PaO. di 50 torr
{Norberg et al., 1975). Al contrario, al-
cuni metabolismi cerebrali sono meno
sensibili alle variazioni della PaO.: in-
fatti bisogna raggiungere valori di PaO.
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Metabolismo energetico cerebrale

di circa 25 torr per registrare un accu-
mulo degli intermedi del ciclo di Krebs
{Bachelard et al., 1974). Pressioni par-
ziali di O. ancora piu basse (20 torr)
determinano profonde variazioni nel con-
tenuto di nucleotidi ciclici (Folbergrova
et al., 1981) e nella composizione fosfo-
lipidica delle membrane delle cellule
nervose con massiccia liberazione di
acidi grassi liberi: tali modificazioni so-
no legate ad una sensibile compromis-
sione del metabolismo energetico (Gar-
diner et al., 1981),

In condizioni di ipossia normobarica
intermittente protratta nel tempo si re-
gistrano variazioni nel metabolismo ce-
rebrale dei lipidi, con una diminuita in-
corporazione di fosfolipidi nella frazio-
ne mitocondriale (Alberghina e Giuffri-
da, 1981) e con un decremento nell’at-
tivita di alcuni enzimi legati alla sintesi
dei lipidi presenti nella frazione micro-
somiale degli emisferi cerebrali (Alber-
ghina et al.,, 1982). Nelle stesse condi-
zioni di ipossia intermittente le sintesi
delle proteine e degli acidi nucleici ven-
gono notevolmente influenzate, con un
decremento nell’incorporazione di pre-
cursori marcati nel DNA, nell’'RNA e nel-
le proteine cerebrali. Cid avviene allor-
ché la noxa ipossica & presente ogni
giorno, per la durata di circa una settima-
na (Serra et al., 1981). Pochi dati sono di-
sponibili per l'ipossia normobarica in-
termittente per quanto riguarda gli en-
zimi connessi specificatamente con la
trasduzione energetica (Hamberger e
Hyden, 1963; Berlet et al., 1979). Per-
tanto lo scopo di questa ricerca & stato
quello di evidenziare gli effetti dell'ipos-
sia normobarica intermittente su molti
enzimi connessi con il metabolismo
energetico, valutandoli in differenti aree
cerebrali di ratto ed a diversi livelli di
subfrazionamento: nell'omogenato in to-
to, nella frazione mitocondriale purifica-
ta e nella frazione sinaptosomale cruda.
Inoltre & stata valutata I'influenza sulla
condizione ipossica del trattamento con
tre diverse dosi di naftidrofuryl. Tale
farmaco induce effetti vasodilatatori sia
a livello muscolare che cerebrale, dove
attua anche una moderata attivazione
dell'EEG (Fontaine et al., 1968, 1969;
Pourrias e Raynaud, 1972; Takagi et al.,
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1972; Yanagita et al., 1972). Si & suppo-
sto che cio sia in relazione con alcune
modificazioni del metabolismo cerebra-
le, con particolare riferimento al cata-
bolismo del glucoso (Meynaud et al.,
1975).

Materiali e metodi

Animali e trattamenti

Tutti gli animali utilizzati furono man-
tenuti in condizioni ambientali costanti
per temperatura (22 * 1°C), umidita re-
lativa (60 = 5%) e ciclo circadiano (12
ore luce e 12 ore buio), nutriti con nor-
mali diete di laboratorio ed acqua ad
libitum. In totale furono utilizzati 5 lotti
di ratti femmine di 16 settimane di eta
(Charles River; ceppo Sprague Dawley)
del peso di 250 + 20 gr. Le caratteri-
stiche dei vari lotti erano le seguenti:
Lotto 1 (controlli): animali a riposo re-
spiranti aria ambiente e trattati quoti-
dianamente con soluzione fisiologica
i.m. per cinque giorni. Lotto 2 (ipossi-
ci): animali mantenuti in ipossia normo-
barica in camera stagna con atmosfera:
90% azoto e 10% ossigeno per 12 ore
al giorno (dalle 8 alle- 20) per cinque gior-
ni consecutivi e trattati quotidianamen-

_te con soluzione fisiologica i.m.. Lotti

3, 4 e 5 (ipossici trattati): animali man-
tenuti in ipossia normobarica come il
lotto 2, ma trattati quotidianamente con
una dose di 10 oppure di 15 oppure di
22,5 mg/kg i.m. di naftidrofuryl. | trat-
tamenti per gli animali dei lotto 2; 3;
4 e 5 sono stati effettuati 30 minuti pri-
ma dell'introduzione nella camera per
I'ipossia.

Gli animali sono stati sacrificati 12
ore dopo il termine dell'ultimo periodo
ipossico; il cervello ¢ stato prelevato
ed immerso in una soluzione fredda di
saccaroso 0.32 M. Successivamente so-
no state isolate (Glowinski e lversen,
1966) le singole aree cerebrali: cortec-
cia cerebrale, ippocampo, corpo stria-
to, ipotalamo, cervelletto e midollo al-
lungato. Tutte le operazioni di preleva-
mento e di dissezione sono state com-
piute in box refrigerato a — 5°C.

Le aree cerebrali sono state omoge-
nate in saccaroso 0.32 M (10 p/v) in un
omogenizzatore Potter Braun S refrige-



rato (1 minuto, 3 passaggi, 800 r.p.m.);
un'aliquota dell'omogenato cosi ottenu-
ta fu utilizzata per le determinazioni del-
le attivitd enzimatiche connesse con la
glicolisi: esochinasi, EC 2.7.1.1 (Knull
et al., 1973); fosfofruttochinasi EC 2.7.1.
11 (Sugden e Newsholme, 1975); piru-
vato chinasi EC 2.7.1.40 (Johnson, 1960);
lattato deidrogenasi, EC 1.1.1.27 (Berg-
meyer e Bernt, 1974); il restante omo-
genato & stato centrifugato una prima
volta a 900xg per 10 minuti in una
centrifuga refrigerata Beckman J 21C
con rotore JA20 per isolare la frazione
nucleare. | nuclei sedimentati sono stati
lavati con saccaroso 0.32 M, risospesi
e ricentrifugati come sopra descritto.

| surnatanti della prima e della se-
conda centrifugazione sono stati unita-
mente centrifugati a 11.500x g per 20
minuti per ottenere la frazione mitocon-
driale cruda che, dopo un solo lavaggio,
& stata risospesa in 1 ml di saccaroso
0.32 M. La frazione mitocondriale & sta-
ta quindi stratificata su gradiente di-
scontinuo di saccaroso di diverse mo-
larita: 0,8; 1,0; 1.2; 1,4 M (De Robertis
et al., 1962) e centrifugato a 88.000x g
per 1 ora in un'ultracentrifuga refrige-
rata Beckman L5-50 (rotore Beckman
SW 50.1) per ottenere la frazione mito-
condriale purificata e la frazione sinap-
tosomale cruda. Quest'ultima & stata re-
cuperata per aspirazione e quindi & sta-
ta sedimentata con una centrifugazio-
ne a 48.000xg per 30 min. Sulla fra-
zione mitocondriale purificata sono sta-
te valutate alcune attivita enzimatiche:
(a) del ciclo di Krebs: citrato sintetasi;
EC 4.1.3.7. (Sugden e Newsholme, 1975);
succinato deidrogenasi, EC 1.3.99.1 (Ac-
krell et al., 1978), malato deidrogenasi,
EC 1.1.1.37 (Ochoa, 1955); (b) della ca-
tena di trasporto elettronico: NADH ci-
tocromo e reduttasi totale, EC 1.6.99.3.
(Nason e Vasington, 1963); citocromo
ossidasi, EC 1.9.3.1. (Smith, 1955); (c)
per il metabolismo aminoacidico: gluta-
mato deidrogenasi, EC 1.4.1.3. (Sugden
e Newsholme, 1975). Inoltre & stata va-
futata I'attivita dell’esochinasi, EC 2.7.1.1
(Knull et al., 1973). Sulla frazione sinap-
tosomale cruda sono state valutate al-
cune attivita enzimatiche: (a) per il me-
tabolismo dell’acetilcolina, acetilcoline-
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sterasi, EC 3.1.1.7 (Ellman et al., 1961);
(b) per la glicolisi: lattato deidrogenasi,
EC 1.1.1.37 (Bergmeyer e Bernt, 1974});
{c) per il metabolismo ossidativo sinap-
tosomale, malato deidrogenasi, EC 1.1.1.
37 (Ochoa, 1955), citocromo ossidasi,
EC 1.9.3.1 (Smith, 1955).

Nell'omogenato in toto e nelle varie
frazioni subcellulari & stato valutato il
contenuto proteico (Lowry et al. 1966).
La valutazione statistica dei risultati &
stata effettuata mediante I'analisi della
varianza (ANOVA).

Risultati

Nell'omogenato in toto di corteccia
cerebrale (Tabella 1) tutte le attivita en-
zimatiche valutate, per tutte le condizio-
ni saggiate, non mostrano differenze si-
gnificative, mentre nella frazione mito-
condriale purificata 'attivita dell’'enzima
malato deidrogenasi & significativamen-
te decrementata: (a) negli ipossici trat-
tati con 10 mg/kg di naftidrofuryl nei
confronti dei controlli (< 0.05); (b) nei
trattati con la dose di 15 mg/kg sia ver-
so i controlli (< 0.01) che verso gli ipos-
sici non trattati (< 0.05). Anche I'atti-
vita dell'enzima glutamato deidrogena-
si negli ipossici trattati con 10 mg/kg
di naftidrofuryl decrementa significativa-
mente nei confronti dei controlli (<
0.05). Nella frazione sinaptosomale I'at-
tivita dell'acetilcolinesterasi decremen-
ta di circa il 50% negli ipossici trattati
con 10 mg/kg nei confronti sia dei con-
trolli (<0.05) che degli ipossici (<0.01),
mentre per le dosi di 15 mg/kg e di
22,5 mg/kg l'attivita & significativamen-
te piu bassa rispetto agli ipossici (<
0.05).

Nell'omogenato in toto di ippocampo
(Tabella 2) l'attivita della piruvato chi-
nasi decrementa negli ipossici trattati
con la dose di 10 mg/kg di naftidrofuryl
verso gli animali ipossici. Nella frazione
mitocondriale purificata non si rileva-
no differenze significative per tutti gli
enzimi saggiati, mentre nella frazione
sinaptosomale cruda |'attivita dell'enzi-
ma citocromo ossidasi & significativa-
mente piu bassa negli ipossici (< 0.01)
e negli ipossici trattati sia con 10 mg/
kg (< 0.01) che con 15 mg/kg di nafti-
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drofuryl nei confronti dei controlli. L'at-
tivita dell’acetilcolinesterasi non viene
influenzata dall’ipossia, mentre il tratta-
mento farmacologico la decrementa si-
gnificativamente negli animali ipossici
trattati con 10 mg/kg sia nei confronti
dei controlli (<< 0.01) che degli ipossici
(< 0.05); alle dosi superiori I'attivita
della acetilcolinesterasi & significativa-
mente pil bassa nei confronti dei con-
trolli (< 0.01 e < 0.05, rispettivamente).

Nel corpo striato (Tabella 3) le con-
dizioni saggiate non determinano varia-
zioni significative nelle attivitd enzima-
tiche valutate nell'omogenato, mentre
nella frazione mitocondriale pura I'at-
tivita della succinato deidrogenasi in-
crementa significativamente in ipossia
(< 0.05). Questo incremento nei con-
fronti dei controlli si osserva anche ne-
gli ipossici trattati con le dosi di 10
mg/kg e di 22,5 mg/kg di naftidrofuryl:
a quest'ultima dose !'incremento risul-
ta essere significativo anche nei con-
fronti degli animali ipossici (<< 0.05)
mentre alla dose di 15 mg/kg l'attivita
non differisce significativamente dai
controlli, pur risultando significativa-
mente piu bassa rispetto agli ipossici.
Nella frazione sinaptosomale cruda I'at-
tivita della citocromo ossidasi mostra
un decremento significativo negli ani-
mali ipossici (< 0.01) nei confronti sia
dei controlli che degli ipossici trattati
con 10 e 15 mg/kg (< 0.01 e < 0.05 ri-
spettivamente), mentre alla dose piu al-
ta I'attivita enzimatica non differisce dai
controlli.

Nell'omogenato in toto di ipotalamo
(Tabelia 4) negli animali ipossici trattati
con 15 mg/kg di naftidrofuryl I'attivita
della piruvato chinasi decrementa signi-
ficativamente nei confronti degli ipos-
sici (< 0.05).

Nella frazione mitocondriale pura non
si riscontrano differenze significative,
mentre nei sinaptosomi !'attivitd dell'a-
cetilcolinesterasi mostra un significati-
vo decremento in seguito al trattamen-
to farmacologico, alla dose di 10 mg/kg
e 15 mg/kg di naftidrofuryl sia nei con-
fronti dei controlli (< 0.01 e < 0.05, ri-
spettivamente) che degli ipossici (<
0.05 in entrambi i casi), mentre alla do-
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se di 22,5 mg/kg l'attivita differisce si-
gnificativamente solo dai controlli (<
0.05).

Nel cervelletto (Tabella 5) i risultati
ottenuti sull’'omogenato in toto mostra-
no che negli ipossici trattati sia con 10
mg/kg sia con 15 mg/kg di naftidrofu-
ryl I'attivita della piruvato chinasi decre-
menta significativamente nei confronti
sia dei controlli (< 0.05 e < 0.01, ri-
spettivamente) che degli ipossici (<
.05 e < 0.01, rispettivamente). Nella
frazione mitocondriale purificata, le at-
tivita enzimatiche valutate non mostra-
no alcuna differenza significativa sia nei
confronti dei controlli che nei confron-
ti degli ipossici, mentre nella frazione
sinaptosomale cruda l'attivita della ma-
lato deidrogenasi decrementa in modo
significativo negli ipossici (< 0.05): ta-
le decremento nei confronti dei control-
li risulta presente anche per gli ipossici
trattati con 10 mg/kg e 15 mg/kg di
naftidrofuryl mentre per gli animali ipos-
sici trattati con la dose di 22,5 mg/kg
I'attivita non mostra differenze rispetto
ai controlli, A livello della frazione si-
naptosomale anche |'attivitd della cito-
cromo ossidasi & significativamente piu
bassa negli ipossici rispetto ai control-
li (< 0.05), mentre gli animali ipossici
trattati con le tre diverse dosi di nafti-
drofuryl non mostrano differenze signi-
ficative nei confronti dei controlli.

Per il midollo allungato (Tabella 6)
tutte le condizioni saggiate non hanno
determinato variazioni significative per
gli enzimi valutati sia nell'omogenato in
toto che nella frazione mitocondriale pu-
ra. Invece, nella frazione sinaptosomale
cruda, l'attivita dell’enzima acetilcoline-
sterasi decrementa significativamente
negli ipossici trattati con 10 mg/kg di
naftidrofuryl nei confronti degli ipossi-
ci non trattati (<< 0.05); tale diminuzio-
ne si registra anche per gli ipossici trat-
tati con la dose di 15 mg/kg nei con-
fronti sia degli ipossici non trattati (<
0.01) che dei controlli (< 0.05). Infine
per gli ipossici trattati con la dose di
22,5 mg/kg di naftidrofuryl, 'attivita del-
I'enzima & significativamente pit bassa
nei confronti degli ipossici non trattati
(< 0.05).
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Discussione

Gli effetti dell'ipossia normobarica in-
termittente di grado moderato sono par-
ticolarmente evidenti a livello della fra-
zione sinaptosomale cruda dove [’atti-
vita della citocromo ossidasi decremen-
ta significativamente in tre distinte aree
cerebrali (ippocampo, striato e cerveliet-
to) e l'attivita della malato deidrogenasi
diminuisce significativamente nel cer-
velletto. A livello della frazione mitocon-
driale purificata, solo la succinato dei-
drogenasi incrementa significativamen-
te nello striato per effetto dell’ipossia
intermittente. Al contrario, nell'ipossia
acuta di breve durata, la citocromo os-
sidasi dei mitocondri risulta essere no-
tevolmente aumentata (Hamberger e Hy-
dein, 1963; Smialek e Hamberger, 1970.

A livello sinaptosomale nelle condizio-
ni ipossiche si verificano alterazioni sia
a carico del metabolismo energetico
(Rafalowska et al., 1980; Benzi et al.,
1981), sia a carico del metabolismo os-
sidativo del glucoso o del piruvato (Gib-
son et al., 1975), sia a carico dei flussi
ionici transmembrana (Pastuszko et al.,
1981}, sia a carico di alcune glicoprotei-
ne di membrana che sono modificate
nella loro porzione glicosidica con in-
teressamento dei meccanismi moleco-
lari intrasinaptici (Rossowska, 1982), sia
a carico della sintesi di acetilcolina
(Harvey et al., 1982; Ksiezak e Gibson,
1981; Gibson et al., 1975; Gibson et al.,
1978). Inoltre anche il metabolismo del
GABA varia in diversa misura, sia con un
aumento delle concentrazioni tissutali
durante l'ipossia acuta (Wood et al., '68),
sia con la diminuzione di questi in se-
guito ad ipossia cronica prolungata di
media intensita (Arregui e Barer, 1980).
Questa diminuzione di GABA sarebbe
da imputare ad una diminuita attivita
dell’enzima sintetizzante glutamato de-
carbossilasi che, insieme alla tirosina
idrossilasi, &€ presente essenzialmente
nel sinaptoplasma. D’'altra parte la tiro-
sina idrossilasi risulta particolarmente
sensibile alle concentrazioni di O, es-
sendo modulata da quest'ultimo (Davis
e Carlsson, 1973). Infine in condizioni
ipossiche anche le concentrazioni di
aminoacidi con significato neurotrasmet-
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titivo decrementano significativamente
(Gibson et al., 1981).

In accordo con tutti questi dati della
letteratura, i nostri risultati evidenzia-
no come il compartimento sinaptoso-
male sia particolarmente sensibile alle
condizioni ipossiche. Il decremento del-
I'attivitad della citocromo ossidasi sinap-
tosomale probabilmente riflette un adat-
tamento dell’attivita dell’'enzima alle
condizioni di bassa tensione di ossige-
no, dimostrando una diversa sensibilita
dell'enzima presente nei mitocondri si-
naptici, rispetto a quello presente nei
mitocondri non sinaptici. Cid conferme-
rebbe anche in condizioni di fisiopatolo-
gia come siano rilevabili differenti com-
portamenti metabolici fra mitocondri si-
naptici e non sinaptici, in accordo con
quanto gia descritto in condizioni nor-
mali (Lai e Clark, 1976; Lai et al., 1977).
Un analogo fenomeno di adattamento
pud spiegare l'incremento dell’attivita
della succinato deidrogenasi nei mito-
condri puri di corpo striato, in accordo
con quanto gia osservato nel tessuto
cardiaco sottoposto ad ipossia cronica
sperimentale (Mela et al., 1976) ed in
seguito ad esposizione a basse tensio-
ni di O, da alta quota (Shertzer e Ca-
scarano, 1972; Tappan et al., 1957). Poi-
ché sia la citocromo ossidasi che la suc-
cinato deidrogenasi sono enzimi legati
alla membrana interna mitocondriale, le
variazioni nelle loro attivita potrebbero
anche essere dovute alle alterazioni del-
fa sintesi fosfolipidica evidenziate con
un modello sperimentale analogo a quel-
lo da noi utilizzato (Alberghina e Giuf-
frida, 1981). Il complesso di queste os-
servazioni indica come la ripetitivita del-
la condizione ipossica possa portare in
breve tempo a delle profonde variazioni
nelle condizioni biochimiche cerebrali,
che sembrerebbero essere diversificate
per quanto riguarda specificatamente al-
cune aree, alcuni livelli di subfraziona-
mento ed alcune attivita enzimatiche.

La somministrazione cronica di nafti-
drofury! determina variazioni in varie at-
tivita enzimatiche valutate sia nell'omo-
genato in toto che nei mitocondri puri
e nei sinaptosomi crudi. A livello del-
I'omogenato in toto il trattamento far-
macologico decrementa significativa-
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mente |'attivita della piruvato chinasi
neli'ippocampo, nell'ipotalamo e soprat-
tutto nel cervelletto. E' noto che la pi-
ruvato chinasi & una tappa modulante la
velocita della glicolisi (Siesj6, 1978) per
cui una azione farmacologica a livello
di questo enzima pud essere importan-
te per variare tale velocita glicolitica
che in condizioni di ipossia acuta viene
notoriamente incrementata, portando ad
un aumento del lattato cerebrale (Nor-
berg e Siesjo, 1974; Norberg et al,
1975). Poiché la somministrazione di
naftidrofuryl diminuisce il lattato in con-
dizioni di normalitd e contrasta il suo
forte aumento in condizioni ischemiche
(Meynaud et al., 1975), il meccanismo
attraverso il quale si esplica questo fe-
nomeno potrebbe essere spiegato con
lo specifico decremento dell’attivita del-
'enzima piruvato chinasi. 1| decremen-
to indotto dal farmaco sulle attivita en-
zimatiche malato deidrogenasi e gluta-
mato deidrogenasi sulla frazione mito-
condriale purificata e la diminuzione (lI-
mitatamente alla dose di 10 mg/kg) del-
I'attivita della succinato deidrogenasi
potrebbe essere espressione di un'azio-
ne metabolica « frenante » a carico del
ciclo di Krebs. Cio potrebbe evidenziare
una sparing action (azione di risparmio)
caratteristica di altri farmaci dimostra-
tisi in grado di proteggere il cervello in
condizioni ipossiche (Benzi et al., 1982).
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| sinaptosomi rappresentano una frazione dell'omogenato cerebrale arricchita in terminazioni
nervose (area di contatto sinaptico); come tali sono da considerare artefatti tecnici in quanto
non esistono «in vivo » terminazioni isolate di questo tipo. Durante il processo di omogeneiz-
zazione del tessuto cerebrale le terminazioni vengono disgiunte dagli assoni; quindi le membrane
si rinsaldano per formare delle particelle completamente chiuse: i sinaptosomi.

| sinaptosomi {isolati secondo le pii comuni tecniche di centrifugazione in gradiente di den-
sitd) possono avere una annessa componente posisinaptica (agglomerato glicoproteico opaco alla
microscopia elettronica) o anche il terminale post-sinaptico rinsaldato. Morfologicamente essi cor-
rispondono molto da vicino alle terminazioni netvose (bottone presinaptico, fessura intersinaptica,
densita postsinaptica) viste al microscopio elettronico in sezioni di tessuto intero.

| sinaptosomi contengono vescicole di neurotrasmettitori, mitocondri, lisosomi, ribosomi e
numerose strutture filamentose del citoscheletro. | sinaptosomi sono funzionalmente autonomi.
sintetizzano ATP se adeguatamente ossigenati e. attraverso le loro membrane, possono mantenere
gradienti di K+ e Na+ corrispondenti a quelli osservati nella cellula intatta. Sono in grado di

accumulare attivamente anche composti quali il glucosio, amminoacidi, vari neurotrasmettitori e

precursori.
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