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Fisiologia. — Effetti della stimolazione elettrica sulla concentra
zione di acido N —acetilaspartico del tessuto cerebrale sopravvivente in 
vitro (*}. N ota di A l f r e d o  C u r a t o l o , P i e t r o  D ’A r c a n g e l o , A n d r e a  

L i n o  e A l d o  B r a n c a t i , presentata (**} dal Socio G . A m a n t e a .

L ’interesse suscitato  dal reperto  di elevate concentrazioni di acido N -ace- 
tilaspartico libero nell’encefalo di varie specie anim ali (Tallan e coll. [1], 
Curatolo [2]) ha promosso una serie di ricerche, che pur avendo permesso 
di acquisire u tili inform azioni su questo composto (meccanismo di biosin
tesi [3] [4], distribuzione nei vari segm enti del nevrasse [5] [6] e nelle diverse 
frazioni subcellulari del tessuto cerebrale [7], rapporti con i processi respi
ra to ri delle s tru ttu re  nervose [8], com portam ento della sua concentrazione 
encefalica in relazione con le prim e fasi dello sviluppo p o st-n a ta le  [3] [5] 
[9] [IO])> lasciano tu tta v ia  del tu tto  insoluto il problem a dei suoi rapporti 
con i processi biochimici e funzionali del sistem a nervoso. Nessun elemento 
da cui po ter trarre  un preciso indirizzo per la conoscenza di questi rapporti 
è emerso, in particolare, dalle varie ricerche condotte sul com portam ento 
dell’acido N -acetilaspartico  encefalico in anim ali in condizioni di grave per
turbam ento  del m etabolism o e dell’a ttiv ità  funzionale del sistem a nervoso: 
in nessuna delle condizioni finora esplorate (coma ipoglicemico da insulina [11], 
beri-beri acuto [12], stati convulsivi da elettroshock [13] e da farm aci [14] [15], 
narcosi [15]) è sta to  possibile, in fa tti, rilevare sicure e costanti modificazioni 
della concentrazione di questo composto. Riservandoci di proseguire le ricerche 
in questa direzione, con lo studio sull’organismo in vivo degli effetti di altre 
condizioni non ancora prese in esame, abbiam o in tan to  ritenu to  opportuno 
trasferire le indagini sul tessuto cerebrale sopravvivente in vitroì onde poter 
realizzare condizioni sperim entali più d irettam ente controllabili e non sempre 
facilm ente riproducibili su ll’anim ale in  vivo. Con le ricerche di cui riferiam o 
i risu lta ti in questa N ota  abbiam o voluto innanzi tu tto  indagare quali effetti 
avesse sulla concentrazione dell’acido N -acetilaspartico  del tessuto cerebrale 
uno sta to  durevole di esa lta ta  a ttiv ità , quale può essere indo tto  in  vitro 
da una stim olazione elettrica a lungo p ro tra tta  (M cllw ain ed altri [16]). 
Nefi’eyentualità , poi, che l ’acido N -acetilaspartico , in analogia con quanto  
è sta to  riferito  da K orey e coll. [17] per i derivati N -acetilici di altri amino- 
acidi (glieina, / - alanina, /-lisina), possa fungere reversibilm ente da donatore 
di radicali acetifici per la sintesi dell’acetilcolina, abbiam o voluto saggiare 
se e come si modificasse in queste condizioni la sua concentrazione associando

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Fisiologia 
dal prof. G. Martino.

(**) Nella seduta del 9 maggio 1964.
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all’applicazione dello stim olo elettrico razione di un anticolinesterasico (sali
cilato di eserina), onde im pedire il disimpegno del radicale acetilico dall’acetil- 
colina liberata  dalla stim olazione (Rowsell [18]).

Le esperienze sono s ta te  condotte su sospensioni cellulari di tessuto 
cerebrale di ra tto  (ra tti W istar adulti, del peso di circa 160 g), allestite in 
liquido di K rebs-R inger fosfati pH  7,4 [19] addizionato con glieoso (0,01 M) 
e convenientem ente ossigenato. Uccisi gli anim ali per decapitazione, veniva 
prelevato im m ediatam ente l ’intero cervello e rapidam ente pesato. Per ogni 
serie di prove un gruppo di io  cervelli era sottoposto a blanda omogeneizza
zione, in 5 volumi del liquido di K rebs-R inger, m ediante apparecchio di 
P o tte r-E lveh jem  m unito  di pistone di teflon a scarsa ten u ta  [20], secondo 
la tecnica u sa ta  da E llio tt e coll. [21]. La sospensione così o tten u ta  veniva 
p o rta ta  alla concentrazione di 1 g di tessuto per io  mi, per aggiunta di 
altro  liquido di K rebs-R inger, e d istribu ita  in aliquote di 25 mi (2,5 g di 
tessuto) in q u attro  beaker di vetro di 40 mm  di diam etro interno e 80 mm  di 
altezza, m an ten u ti in bagnom aria alla tem peratura di 370 C. Due aliquote 
della sospensione venivano sottoposte a stim olazione elettrica p ro tra tta  per 
tu tto  il tem po di incubazione (io  min), dopo aver aggiunto ad una di esse 
0,6 m g di salicilato di eserina (pari a 0,4 mg di eserina base); le altre due 
aliquote erano utilizzate  come controlli (uno con eserina e l ’altro  senza). 
Per la stim olazione elettrica ci siamo serviti di coppie di elettrodi a griglia, 
del tipo di quelli descritti da M cllw ain [22]. L a coppia di elettrodi era costi
tu ita  da due griglie di fili m etallici d ’oro fissate a due arm ature circolari in 
plexiglas di 30 mm  di diam etro, sovrapposte l ’una all’a ltra  a d istanza di 
1 cm. Gli e lettrod i venivano collegati alla rete di illum inazione (corrente 
a lte rn a ta  sinusoidale, 50 cicli/sec, 120 V), m ediante interposizione di un tra 
sform atore e di un in te rru tto re , e immersi nella sospensione di tessuto. I 
param etri della stim olazione furono in ogni caso i seguenti: frequenza 100/sec, 
8,5 V, e 60 m A (m isurati a livello delle griglie dei due elettrodi im mersi nella 
sospensione), d u ra ta  io  min.

T a b e l l a  I.

Concentrazione d i acido ì^-acetilaspartico nel tessuto cerebrale sopravvivente
in vitro

(mg per 100 g di tessuto fresco)

C o n t r o l l i
S t i m o l a z i o n e  e l e t t r i c a  

( i o  min, 100/sec, 8,5 V, 60 mA)

Senza eserina Con eserina Senza eserina Con eserina

8 0 ,(5  ±  7,3 (si° 79,5 ±  6,8 8 2  ±  7,5 83 ±  4,5

(*) M edie o tten u te da 4 serie di prove. 
(**) S carto  q uad ratico  m ed io  (0 ).
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Al term ine dei io  m in di incubazione le varie aliquote della sospensioné 
di tessuto venivano im m ediatam ente sottoposte a deproteinizzazione, per 
aggiunta di acido perclorico (concentrazione finale, 0,33 N). Su ciascuna di 
esse si procedeva quindi alla determ inazione della concentrazione dell’acido 
N -acetilaspartico , con il m etodo cromatografico già de ttag lia tam ente  descritto 
in una precedente N ota  [2].

Dai risu ltati, rip o rta ti in Tabella I, si rileva che la stim olazione elettrica 
nelle condizioni sperim entali da noi a ttu a te  non modifica in m isura signifi
cativa la concentrazione dell’acido N -acetilaspartico  del tessuto cerebrale 
sopravvivente in  vitro . Il fa tto  che la concentrazione di questo composto 
risulti p ra ticam ente in v aria ta  al term ine di uno sta to  p ro tra tto  di esa lta ta  
a ttiv ità  del tessuto, qual’è quello o ttenibile dall’applicazione pro lungata dello 
stimolo elettrico, lascia supporre, nei lim iti in cui è lecito rapportare la 
situazione sperim entale da noi realizzata alle condizioni che si verificano 
in vivo , che l ’acido N -acetilaspartico  non partecipi d ire ttam ente  ai m ecca
nismi m etabolici im pegnati nei processi di trasform azione e di trasferim ento 
di energia legati allo sta to  di a ttiv ità . Ad analoga considerazione portano i 
risu lta ti in precedenza o tten u ti da noi e da altri in alcune esperienze cui si 
è accennato all’inizio di questa N ota, in particolare quelli che rivelano l’inca
pacità  dell’acido N -acetilaspartico  a fungere da substrato  ossidabile per la 
cellula nervosa [8] e quelli relativi al com portam ento di questo composto 
negli s ta ti convulsivi da elettroshock [13] e da farm aci [14]. L a consta ta 
zione, infine, che la concentrazione di acido N -acetilaspartico  del tessuto 
stim olato risu lta im m odificata anche aggiungendo un anticolinesterasico al 
mezzo di incubazione sem bra escludere la possibilità che questo composto 
in tervenga come donatore di acetili nelle reazioni del ciclo dell’acetilcolina.
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