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Biologia (P a to lo g ia ). — L 'incorporazione  d i  32P  nei fo s fo lip id i  
di m uscoli atrofici p e r  denervazione e tenotom ia incubati in  v i t ro  (#) 
N o ta  d i M ario  Z a t t i  e F ilippo  Rossi, p r e s e n t a t a (##) d a l S ocio  
M. A lo is i.

Con la presente N o ta  riferiam o alcuni risu lta ti o tten u ti sull’incorpora
zione di fosfato inorganico rad ioa ttivo  nei fosfolipidi to tali di muscoli a tro 
fici denervati o tenotom izzati incubati in vitro . Esistono nella le tte ra tu ra  
dati rig u ard an ti una au m en ta ta  incorporazione in vivo nei fosfolipidi di 
muscoli denervati, in te rp re ta ta  da alcuni au tori come espressione di aum en
ta to  deposito nei muscoli di fosfolipidi sin tetizzati in a ltra  sede [1, 2, 3].

Materiali e metodi.

I muscoli gastrocnem ii di ra tt i  albini W istar m aschi del peso di 180-200 
gram m i sono s ta ti denervati m ediante resezione di un fram m ento (circa 1 cm) 
del nervo sciatico; o tenotom izzati per asportazione di un fram m ento del 
tendine di Achille (circa 2 mm).

Gli anim ali erano uccisi a varia d istanza di tem po dopo l’in tervento . 
P arte  dei ra tt i  nei quali era s ta ta  p ra tic a ta  la denervazione sono s ta ti t r a t 
ta ti Con 3 iniezioni giornaliere di m g 13 di chinidina per 100 g di peso cor
poreo, com inciando dal giorno stesso della denervazione. Il controllo della 
fibrillazione nei muscoli è s ta to  eseguito im m ediatam ente prim a dell’ucci- 
sione con apparecchio M yocatograf I I I  della A lvar.

I muscoli gastrocnem io atrofico e controlaterale appena aspo rta ti sono 
s ta ti pesati, raffreddati rap idam ente, e suddivisi in sottili striscioline nel 
senso delle fibre [4, 5].

L ’incubazione è s ta ta  eseguita a 38° in K rebs-R inger b icarbonato  [6] 
contenente m icrocurie 1,25 di 32P-ortofosfa to  per mi nel rapporto  di i g  
di striscioline di muscolo per 20 mi di medium . A lla fine dell’incubazione il 
tessuto è s ta to  rap idam ente lavato  per tre  volte con R inger-b icarbonato  
non contenente 32P e im m ediatam ente ghiacciato con neve carbonica.

Su aliquote sono s ta ti determ inati i fosfolipidi e il P acido-solubile.
E s t r a z i o n e  d e i  f o s f o l i p i d i .  -  E  s ta to  seguito il m etodo 

di Polch [7] con num erosi lavaggi con solvente della fase superiore per assi
curare un com pleto allon tanam ento  di m ateriali rad io a ttiv i non lipidici; a 
tale scopo sui liquidi di lavaggio si determ inava la rad io a ttiv ità  (fino a scom
parsa della stessa) con contatore per liquidi (SELO). Il residuo secco del (*) (**)

(*) Dal Centro « G. Vernoni » per lo Studio della Fisiopatologia, del C.N.R., e dall’Isti- 
tuto di Patologia Generale della Università di Padova.

(**) Nella seduta del 12 maggio 1962.
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prim o es tra tto  sciolto in cloroformio e filtrato  era diviso in opportune aliquote 
per il dosaggio del fosforo dopo incenerim ento [8] e per la m isura della radio- 
a ttiv ità .

E s t r a z i o n e  d e l  f o s f o r o  a c i d o - s o l u b i l e .  -  A ltre  
aliquote di muscoli sono s ta te  om ogenizzate a freddo in acido tricloroacetico 
10%  con om ogenizzatore tipo P o tte r con pestello di teflon e centrifugate a 
2500 g a o°; il precip ita to  è s ta to  lavato  con l’acido per 6-7  volte fino a 
com pleta estrazione del fosforo rad ioa ttivo . Sui liquidi sop ranatan ti riun iti 
sono s ta ti determ inati: a) il contenuto  di P to tale dopo incenerim ento; b) il 
contenuto di P inorganico e organico; c) la rad io a ttiv ità  delle singole frazioni.

D o s a g g i  d e l l e  f r a z i o n i  d i  f o s f o r o .  -  L a separazione del 
fosforo inorganico dall’organico è s ta ta  eseguita col m etodo di M artin  e 
D oty  [9, io]. L a q u an tità  di fosfolipidi è s ta ta  calcolata m oltiplicando per 
25 i valori del P dosato.

M i s u r a  d e l l a  r a d i o a t t i v i t à .  -  A liquote precisam ente 
m isurate delle soluzioni contenenti le singole frazioni di fosforo sono s ta te  
poste in dischi di allum inio ed essicate. Il conteggio è sta to  eseguito con il 
T racerlab  Flow C ounter con finestra F D -i-M o n o  Mol Resin.

R i s u l t a t i .

L a rad io a ttiv ità  specifica dei fosfolipidi dei muscoli atrofici denervati 
incubati in vitro con 32P è costantem ente assai m aggiore di quella dei fosfo
lipidi dei muscoli controlaterali. L ’aum ento  è evidente già a tre giorni dalla 
denervazione e si m antiene, p u r con la variab ilità  risco n tra ta  da esperim ento 
a esperim ento, per tu tto  il periodo di atrofia esam inato (Tabella I).

T a b e l l a  I.

Incorporazioni d i Z2V-ortofosfato nei fosfolipidi di muscoli denervati, in vitro. 
Incubazione in Krebs-Ringer bicarbonato da I  a 3 ore. I  risultati sono rife

r iti a 1 ora d*incubazione. Condizioni descritte nel testo.

Esper.
N.

Ratti
N.

Giorni
dalla

denervazione

Fosfolipidi 
mg/g muscolo

A ttività specifica 
(impulsi/1 g  P lipidico/ 

i min.)

controlaterali atrofici controlaterali atrofici

1 2 2 6,05 7,2 3 ,o 2,52 2 3 7,5 7,6 6 ,6 13,7
3 3 4 7,6 7 , i 2 ,8 11,6
4 3 5 . 7,9 7,2 2,3 9,2
5 a 5 8,2 7 ’ 7 4 , 2 6,4
6 ;2 7 6,9 7,3 3,2 5,4
7 '3 7 6,2 5,8 2 ,9 8,1
8 2 9 6,5 6,5 3,6 15,2
9 2 9 6,8 7 ,o 4,3 13 ,0

IO 3 IO 6,1 6,1 4,2 15,6
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Il contenuto  di fosfolipidi non subisce rilevanti modificazioni. 
L ’a ttiv ità  specifica del fosforo organico acido-solubile è uguale nei m u

scoli denervati e controlaterali, m entre quella del fosforo inorganico è sensi
bilm ente più bassa nel muscolo atrofico (Tabella II).

T ab e lla  IL
Incorporazione di 32P—ortofosfato nelle frazioni fosforiche acido solubili di 
muscoli denervati, in vitro. Incubazione in Krebs—Ringer bicarbonato per I  h.

Condizioni descritte nel testo.

Esper.
N.'

Ratti
N.

Giorni dalla 
denervazione

A ttività specifica 
P inorganico 

(impulsi/i m in./i g P)

A ttività specifica P 
organico acido solubile 

(impulsi/i m in./i g P)

controlaterali atrofici controlaterali atrofici

1 3 5 5270 3650 448 419

2 3 6 4840 4340 391 526

3 3 3 6090 4402 0
0

0
01-0 592

4 2 4 4044 2418 384 369

5 2 4 3030 2055 465 426

Nei muscoli denervati degli anim ali tra t ta t i  con chinidina la fibrillazione, 
presente nei muscoli denervati degli anim ali non tra tta ti ,  è r isu lta ta  to ta l
m ente soppressa. L à chinidina non ha influenzato il com portam ento del 
muscolo denervato  per quan to  riguarda l’incorporazione del 32P nei fosfo
lipidi (Tabella III) .

Nei muscoli atrofici tenotom izzati non si dim ostrano alterazioni del 
tu rnover fosfolipidico (Tabella III).

T ab e lla  III .
Incorporazione di 32P-ortofosfato nei fosfolipidi d i muscoli denervati; dener- 
vati, da ratti trattati con chinidina; tenotomizzati. Incubazione di 3 ore in

Krebs—Ringer bicarbonato.

ù<D
Fosfolipidi mg/g muscolo A ttività specifica 

(impulsi/1 m in./i g P)
am

Wì

£

Trattamento
control. atrofici

con Chinidina 
(39 m g/100 g peso/ 

die in 3 dosi) control. atrofici

con Chinidina 
(39 m g/100 g peso/ 

die in tre dosi)
control. atrofici control. atrofici

I 3 Denervazione 
(da 7 gg)

5 >9 6 ,0 6,1 5,8 4,3 8,1 3 , i 8 ,0

2 3 Tenotomia 
(da 7 gg)

6,8- 7,4 — —- 3,7 3,3 — —
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D i s c u s s i o n e .

L a m aggior a ttiv ità  specifica dei fosfolipidi del muscolo denervato  non 
dim ostrerebbe di per sé un aum en ta to  tu rnover prim itivo delle frazioni fosfo- 
lipidiche, in quanto  po trebbe dipendere sia da u n ’accresciuta perm eabilità  
al 32P come da un aum en ta to  tu rnover del fosforo organico acido-solubile. 
I nostri risu lta ti d im ostrano invece un  reale aum ento del tu rnover dei fosfo
lipidi perché l’a ttiv ità  specifica del fosforo organico acido-solubile non è 
m odificata. P ertan to  nel muscolo atrofico denervato  il rapporto  tra  l’a ttiv ità  
specifica dei fosfolipidi e quella del fosforo organico acido-solubile (cioè 
l’a ttiv ità  specifica rela tiva) risu lta  notevolm ente più alto che nel muscolo 
norm ale dopo i ora d ’incubazione in vitro. Anche l’interferenza di a lte ra 
zioni della perm eabilità  è da escludere in quanto  l’a ttiv ità  specifica del P 
inorganico è m inore nel muscolo atrofico. Q uesto dato  deriva dal fa tto  che 
nel muscolo atrofico il contenuto  di P inorganico è più alto m entre  la rad io a t
tiv ità  riferita  a gram m o di m uscolo non presenta significative variazioni.

Per quanto  riguarda l’a ttiv ità  specifica re la tiva del P organico acido
solubile (rapporto  tra  l’a ttiv ità  specifica di questa frazione e quella del P 
inorganico) i calcoli sui da ti r ip o rta ti nella Tabella II potrebbero indicare un 
certo aum ento  nel muscolo atrofico. Questo fa tto  potrebbe dipendere da un 
aum entato  tu rnover di nucleotidi o anche da un diverso accum ulo di m eta- 
boliti in term edi fosforilati, o da perd ita  di fosforo organico acido—solubile 
nel mezzo verificantesi in proporzioni diverse nel muscolo atrofico rispetto  
al controlaterale. Q ualunque sia la spiegazione di questo reperto, esso non è 
pertinen te  al problem a del tu rnover dei fosfolipidi in quanto  l ’a ttiv ità  speci
fica re la tiva  di questi ultim i deve necessariam ente derivare dal rapporto  
con l’a ttiv ità  specifica del P organico acido-solubile (o in term ini m eno 
esa tti con l’a ttiv ità  specifica del P to tale  acido-solubile) e non ha alcuna 
relazione con l’a ttiv ità  re la tiva  dei precursori.

Peri quanto  riguarda i dati della le tte ra tu ra  sulla maggiore rad io a ttiv ità  
dei fosfolipidi dei muscoli denervati in te rp re ta ti come espressione di un depo
sito di com posti sin tetizzati nel fegato, i nostri dati dim ostrano invece perlo
m eno l ’esistenza di un aum ento del tu rnover dei fosfolipidi prim itivo nel 
muscolo atrofico da denervazione, in fasi m olto precoci.

Non siamo a ttu a lm en te  in grado di fornire indicazioni sul significato di 
questo fenomeno in relazione agli eventi patologici che seguono la denerva
zione del muscolo stria to . Il tu rnover dei fosfolipidi è norm ale nel muscolo 
atrofico tenotom izzato. Q uesta differenza tra  i due tipi di atrofia po teva 
ritenersi dovu ta  al fenomeno della fibrillazione che m anca nella tenotom ia 
(e nella im mobilizzazione del muscolo) m entre com pare nella denervazione a 
p artire  dal 3? giorno [11]. Gli esperim enti sui muscoli denervati nei quali 
la chinidina aveva to talm ente im pedito la fibrillazione hanno d im ostrato  
invece che nella denervazione il tu rnover dei fosfolipidi è aum enta to  anche 
in assenza di fibrillazione. L a differenza tra  i due tipi di atrofia per quanto
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riguarda l ’aspetto  esam inato sem bra dunque im putab ile  alle condizioni d ’in 
nervazione.

È  n o ta  l ’im portanza attribu ib ile  ai fosfolipidi nei processi della contra
zione [12, 13] e della eccitabilità m uscolare [14], e in relazione a m olti 
fenomeni dim ostrabili nel muscolo dopo la denervazione, quali l’aum en ta ta  
sensibilità all’acetilcolina [11, 15], le modificazioni della perm eabilità  e della 
situazione ionica [16, 17]. È  no ta  u n ’influenza dell’acetileolina sui processi 
di contrazione a ttraverso  m odificazioni della distribuzione elettro litica [18]; 
la sua azione sul tu rnover dei fosfolipidi a livello delle m em brane e la dipen
denza della sua a ttiv ità  dalla presenza di recettori lipoproteici [19, 20, 21]

Bibliografia.

[1] C. Artom, « J. Biol. Chem. », I3g, 953 (1941).
[2] H. D. F ried lànd er, I. Perlm an, I. L. C haikoff, «Am. J. Physiol.», 132, 24 (1941).
[3] R. Samuels, «Am. J. Phys. Med. », 36, 78 (1957).
[4] C. H. B ea tty , R. D. Peterson , R. M. Bocek, E. S. W est, « J. Biol. Chem.», 234,

11 (1959).
[5] J. C. Hall, « J. Biol. Chem. », 233, 6 (i960).
[6] M. R. Hokin, L. E. Hokin, « J. Biol. Chem. », 203, 967 (1953).
[7] J. F olch , M. Lees, G. H. S loane S tan ley , « J. Biol. Chem.», 226, 497 (1957).
[8] C. H. Fiske, Y. Subbarow, Methods in Enzymology, Ed. ColowickS. P., Kaplan N. O.,

3, 843 ( 1957).
[9] J. B. M artin, D. M. D oty, «Anal. Chem.», 21, 965 (1949).

[10] O. Lindberg, L. E rnster, Methods in Biochemical Analysis, Ed. GlickD., 3, 1 (i960).
[11] M. Aloisi, «Atti della Soc. It. Patol. », 2, 289 (1951).
[12] W. W. K ie lle y , M. M eyerhof, « J. Biol. Chem. », 183, 391 (1950).
[13] G. M. Gray, M. G. M cFarlane, « Biochem J. », 81, 480 (1961).
[J4] J- M. Tobias, « J. Cell. Comp. Physiol.», 46, 183 (1955).
Q-5] G. L. Brown, G. C. K now lton, H. M. Hines, « J. Physiol. », 8g, 438 (1937).
[16] El F ischer, J . W. Moore, H. V. Skoglund, K. W. R yland, N. J. Copenhaver, 

«Acta Phys. Med.», 30, 429 (1950).
[17] E. J. Harris, J. J. N icholls, « J. Physiol. », 131, 473 (1956).
[18] P, A. Kometiani, Membrane Transport and Metabolism, Acad. Press London -  N. Y.

i&o (i960).
[19] L. E. Hokin, M. R. Hokin, ibidem, 204 (i960).
[20] M. R. Hokin, L. E. Hokin, « J. Biol. Chem. », 2og, 549 (1954).
[21] L. E. Hokin, M. R. Hokin, « B. B. Acta», 16, 229 (1955).

(1) Questo lavoro è stato in parte sussidiato da un « G rant-in-aid » della «Muscular 
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