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A. ÉIGNAMI e G. PALLADINI, Ricerche suW inibizione in vivo dell A  TFasi, ecc: H i

Biologia. —- Ricerche sulV inibizione in vivo delVATPasi di mem* 
brano, nel ratto. Riproduzione sperimentale dello stato spongioso cerebrale 
e di scariche elettro—encefalografiche pseudoritmiche continue (A Nota 
di A m ic o  B i g n a m i  e G u i d o  P a l l a d i n i , presentata (**} dal Corrisp. 
A .  S t e f a n e l l i .

In  questi u ltim i anni il trasporto  a ttivo  di m em brana delle cellule è s ta to  
oggetto di partico lari studi ed è sta to  identificato un complesso enzim atico, 
l’A T Pasi di m em brana, alla cui a ttiv ità  è d ep u ta ta  la perm eabilità  della m em ­
brana cellulare all’acqua ed agli e le ttro liti. M entre sono ben noti gli effetti 
biochimici p rodo tti dal blocco di questa  funzione enzim atica (Naidoo e P ra t t  
i 95'3 t 1]; Becker e coll, i960 [2]; T orack e B arne tt 1963-64 [3, 4]; Gàrdos 
1964 [5]) in vitro, nessun dato  è offerto dalla le tte ra tu ra  sugli effetti a livello 
organismico e morfocitologico quando il bloccaggio enzim atico sia effettuato  
in vivo. U n a  ricerca in vivo degli effetti del blocco di questo enzim a presen ta 
un particolare valore specialm ente a livello del s.n.c. ove i rapporti fra i liquidi 
n u tritiv i ed i neuroni sono com plicati dalla presenza della glia, riten u ta  oggi 
come indispensabile tram ite  tra  i capillari e le cellule nervose (M èyer 1963 [6] ; 
T orack e B arne tt 1963-64 [3,4]). È no ta  alla patologia spontanea um ana una 
ra ra  condizione m orbosa presenile, l ’encefalopatia spongiform e subacuta, 
considerata da taluni A utori come una varie tà  della m ala ttia  di Jakob-C reu tz- 
feld (per una rassegna sull’argom ento cfr. A lem à e B ignam i 1959 [7]; N evin e 
coll, i960 [8]; Siedler e M alam ud 1963 [9]), a patogenesi ed etiologia ignote, 
in cui si osservano fenomeni a carico del sistem a nervoso (stato spongioso) 
variam ente in te rp re ta ti dagli A utori (vedi oltre), che abbiam o pensato potes­
sero essere in relazione con un edem a cellulare per un d isturbo del trasporto  
di acquaie ioni.

Il quadro clinico di questa m ala ttia  è caratterizzato  da demenza organica, mioclonie, 
rigidità, d isturbi della coscienza fino al coma e reperto elettroencefalografico (EEG) di 
tipo particolare; anatom opatologicam ente il reperto più caratteristico consiste in uno stato 
spongioso (formazione di piccole cavità ro tondeggianti o tticam ente vuote nella cosidetta 
« sostanza fondam entale ») della corteccia cerebrale e dei gangli della base, con perd ita  di 
cellule nervose e gliosi astrocitaria  di en tità  variabile da caso a  caso. Lo sta to  spongioso della 
corteccia è sta to  in terp re ta to  in modo vario: Bielschowsky 1910 [io ] riteneva che tale 
lesione fosse indo tta  da imbibizione sierosa del tessuto cerebrale, nel corso di m alattie  infiam­
m atorie o degenerative; Spielmeyer 1922 [ i r ]  indicava con questo term ine il formarsi di 
cav ità  per distruzione di tessuto nervoso indo tta  da processi degenerativi; più recentem ente 
ancora (1954), Jones e N evin [12] ritengono che esso sia legato ad una « insufficienza 
vascolare funzionale ».

(*) Lavoro eseguito nellT stitu to  di A natom ia Patologica d iretto  dal prof. L. Ajello 
e ne llT stitu to  di A natom ia C om parata « G. B. G rassi» d iretto  dal prof. A. Stefanelli.

.(**) N ella seduta del 13 febbraio 1965.
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Nel discutere i mezzi per una ricerca sperim entale a tta  a delucidare la 
patogenesi di q u est’alterazione tissutale ed a perm etterne una disam ina m or­
fologica anche u ltra s tru ttu ris tic a , come utile via d ’attacco per portare  nuovi 
da ti al problem a del trasporto  a ttivo  cellulare, è sorta l’idea di p rodurre questo 
d isturbo m etabolico inibendo l ’A TPasi di m em brana m ediante un glucoside 
cardioattivo , la uabaina, la cui po ten te azione in tal senso era già s ta ta  dim o­
s tra ta  in vitro da m olti A utori (Schatzm ann 1953 [13]; Judah  e coll. 1962 [14]; 
Gàrdos 1964 [5]; a questi lavori siamo sta ti indirizzati da un suggerim ento 
del do tt. Bruno Bertolini, dell’Is titu to  di A natom ia C om parata, che rin g ra­
ziamo vivam ente.

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

Dopo anestesia eterea la uabaina era in trodo tta  d ire ttam en te  nel cranio del ra tto  con 
un ago molto corto, in modo da forare osso e dura m adre senza penetrare nella sostanza 
cerebrale. Sono sta te  im piegate dosi varian ti da 0,3 a 0,6 mg in 0,25 mi di soluzione fisio­
logica (pH della soluzione del glucoside =  6,8). L ’iniezione era fa tta  a ttraverso  la squam a 
dell’osso frontale di destra, in prossim ità della linea mediana. Nei controlli abbiam o in ietta to  
0,25 mi di soluzione fisiologica (pH 6,7). Per la registrazione E EG  sono s ta ti fissati due 
elettrodi sulle ossa parietali prim a di praticare l ’iniezione. U n terzo elettrodo veniva fissato 
al naso al mom ento della registrazione. Per lo studio istologico, i cervelli sono sta ti fissati 
in form alina salata  ed inclusi in paraffina; le sezioni seriate sono sta te  colorate con le comuni 
tecniche. La uabaina è s ta ta  anche in ie tta ta  nel sacco durale della cauda equina (1-3 mg 
in 0,5 mi di soluzione fisiologica) e nel cavo peritoneale (2-7 mg).

Sono sta te  eseguite riprese cinematografiche del com portam ento dell’anim ale dopo 
il tra ttam en to .

D e s c r i z i o n e  d e i  r i s u l t a t i .

Non abbiam o notato  nulla di rilevante nei controlli: il ra tto  appariva norm ale poco 
dopo l ’iniezione in tracranica di soluzione fisiologica. L ’esame dello encefalo d im ostrava 
in geneie un m inuto punticino emorragico sulla convessità dell’emisfero cerebrale in sede 
di iniezione. Quando la uabaina era in ie tta ta  nel peritoneo il ra tto  diveniva notevolm ente 

1 tachicardico ed apparentem ente affannato, ma in seguito l ’anim ale riprendeva il suo stato  
norm ale, anche quando erano sta te  im piegate dosi massive. Se per un errore di tecnica la 
sostanza veniva in ie tta ta  nella corrente sanguigna, si aveva la m orte im m ediata.

Nessun risu ltato  degno di nota veniva prodotto dall’iniezione lombare, se si eccettua in 
alcuni casi e con dosi elevate, qualche mioclonia facciale assai dubbia.

Q uando al contrario la uabaina era in ie tta ta  nel cranio, si aveva un risposta dram m atica, 
sempre eguale nei singoli casi e nei vari lo tti di ra tti im piegati: passato l ’effetto dell’anestesia, 
l ’anim ale presentava una vivacissima a ttiv ità  motoria; correva rapidam ente senza curarsi 
degli ostacoli, g irava in tondo, spiccava altissim i salti. Questi periodi di ipera ttiv ità  m otoria 
si alternavano con a ltri in cui Panim ale stava perfettam ente immobile, per poi riprendere 
a correre ed a saltare, come un giocattolo a molla. Queste manifestazioni duravano una 
mezza ora circa e poi cominciavano convulsioni tonico-cloniche generalizzate in genere con 
prevalente fase tonica. La convulsioni divenivano sempre più frequenti, sino a che una 
convulsione seguiva l ’a ltra  con breve intervallo di tempo, verificandosi uno status epilettico. 
Dopo 2-3 ore le convulsioni divenivano più rare fino a scom parire del tu tto . In  questo stadio 
il ra tto  giace in coma, con scosse pressoché continue degli arti. La sopravvivenza in queste 
condizioni era molto variabile; alcuni ra tti  morivano 3-4 ore dopo l ’iniezione, a ltri erano 
ancora vivi dopo 2-3 giorni e sono s ta ti sacrificati con l’etere. Abbiamo avuto  l ’impressione
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che la d u ra ta  della sopravvivenza non fosse tan to  in rapporto con la dose in ie tta ta , quanto  
con le cure a cui l ’anim ale veniva sottoposto (somministrazione di ossigeno, soluzione 
fisiologica intraperitoneale).

Dal punto  di v ista E E G  si avevano i seguenti reperti nelle diverse fasi dell’esperimento: 
tracciato  di riposo, senza particolari caratteri, con non ben distinguibile a tt iv ità  di 

16-18 c/s di scarsissim a ampiezza;
fenomeni convulsivi recidivanti (successivi in tem pi diversi) con i comuni caratteri 

di tali anom alie nella fase parossistica conclam ata, a lte rnata  ad  a tt iv ità  a 3-5 c/s di note-

por jet. D

Due ore dopo l'iniezióne 
respi ro

Fig. 1. -  E lettroencefalogram m a due ore dopo l’iniezione in tracranica di uabaina.

(Per l ’interpretazione vedi il testo).
I tondini neri corrispondono alla posizione degli elettrodi.

vole voltaggio e, raram ente, a  punta/onda. In  questa fase si osservava per la prim a volta 
la com parsa dell’a tt iv ità  cara tteristica  (vedi la 4a fase) ma senza una vera e propria conti­
nuità;

a tt iv ità  len ta  intervallare, di vario tipo e grado, in genere costitu ita  da onde lente 
a 2-3 o 3-4  c/$ di mediocre am piezza, sovrapposte talora a qualche arte fa tto  osservabile 
per lunghi periojdi di tem po ed in genere in tram ezzati alle manifestazioni convulsive;

a tt iv ità  pseudoritm ica cara tterizza ta  da grandi punte e complessi d i— e trifasici 
di grande voltaggio, predom inanti nella fase negativa (sui 100-200 micro volt) di frequenza 
irregolare, m a corrispondente in genere a 50-70 al m inuto. Tale a ttiv ità  appariva talora  sovrap­
posta  ad  onde lente di 3-4  c/s, notevolm ente ampie, talora si confondeva quasi con il trac-

17. — RENDICONTI 1965, Voi. XXXVIII, fase. 2.
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ciato, m a in genere era sempre evidente e cara tterizza ta  da una con tinu ità  sorprendente. 
Essa si m anifestava anche quando l ’anim ale appariva perfettam ente immobile ed in coma 
e perdurava, solo riducendosi di ampiezza e frequenza, fino alla fase im m ediatam ente prece­
dente la m orte.

Nei ra t t i  dove era sta to  in ie tta to  il glucoside l ’encefalo appariva notevolm ente pallido; 
era in genere visibile un  punticino emorragico sulla convessità dello emisfero corrispondente 
a lla  sede dell’intervento.

In  due ra t t i  è s ta to  condotto  l ’esame istologico dell’encefalo m ediante sezioni seriate; 
il prim o (U7) era sta to  sacrificato con etere 55 ore dopo l’iniezione endocranica di uabaina, 
il secondo (U8) era m orto spontaneam ente 65 ore dopo la som m inistrazione. Nei due casi 
si è osservata una grave perd ita  di neuroni nella corteccia cerebrale, con spopolam ento pres­
soché completo in alcuni tra tt i . In  un caso (U8) dove è sta to  eseguito l ’esame istologico 
dei due emisferi, le alterazioni prevalevano a S, lato dell’inoculazione (in U7 l ’emisfero 
destro era sta to  tagliato  al congelatore per la ricerca dei grassi, ricerca che non dim ostrava 
reperti patologici). Numerosi neuroni residui, inoltre, presentavano lesioni del tipo ischemico, 
con picnosi del nucleo, raggrinzam ento ed eosinofilia del citoplasm a. Il corno di Ammone 
appariva ben conservato nei due la ti. Sia dove esisteva uno spopolam ento cellulare, sia dove 
la corteccia era ben conservata, vi era vacuolizzazione della «sostanza fondam entale»; ai 
m argini dei vacuoli spesso si osservano cellule nervose e nuclei di cellule gliali, che sembrano 
spostate da un ipotetico liquido sotto  tensione contenuto a ll’interno dei vacuoli stessi. I 
vacuoli talora confluivano fra loro, con formazione di cavità più grandi, il cosidetto stato 
spongioso.

Non vi erano alterazioni di rilievo del nucleo caudato, del nucleo lenticolare e del 
globus pallidus, salvo una lieve vacuolizzazione della «sostanza fondam entale» nello striato . 
Gravissim e le alterazioni talam iche in un caso (U8), con spopolamento cellulare pressoché 
completo in alcune p a rti e sta to  spongioso. Nel cervelletto si osservava una perd ita  di cellule 
del Purkinje con formazione di piccole cavità nello stra to  granulare superficiale; numerose 
cellule residue presentavano lesioni ischemiche ed omogeneizzanti. Q ueste alterazioni cere­
bellari erano particolarm ente gravi in un caso (U7). Non abbiam o osservato alterazioni rile­
van ti nel tronco dell’encefalo.

N essuna alterazione degna di no ta  abbiam o osservato nei controlli in ie tta ti con solu­
zione fisiologica né in un ra tto  in cui il glucoside era stato  in ie tta to  in dosi m assive per via 
peritoneale.

D i s c u s s i o n e ,

I quadri citologici osservati negli encefali degli anim ali t r a t ta t i  con l’ini- 
b itore enzim atico, sono complessi; essi però possono ricevere spiegazione se 
si am m ette  che d ’effetto di bloccaggio degli enzimi di m em brana da p arte  dei 
glucosidi card ioattiv i, ben accertato  in vitro, avvenga anche in vivo\ per la 
prim a volta, quindi, una m a la ttia  neurologica um ana è s ta ta  rip ro d o tta  
sperim entalm ente inibendo un sistem a enzim atico cerebrale. Benché, in fa tti, 
non sia agevole paragonare una m ala ttia  um ana, l’encefalopatia spongiform e 
subacuta, che decorre in genere in un periodo di tem po v arian te  da un mese 
ad un  anno, ad una condizione p rodo tta  sperim entalm ente nel ra tto , dove 
rin te ro  ciclo delle m anifestazioni m orbose si compie nello spazio di poche 
ore, riteniam o che esistano alcuni dati im portan ti che rendono questo con­
fronto possibile.

L ’aspetto  clinico del ra tto , quando le convulsioni sono cessate, è assai 
simile a quello dell’uomo nelle fasi term inali della m ala ttia . NeH’uno e nel-
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l’a ltro  caso l ’individuo giace in coma, con mioclonie quasi continue degli arti, 
sino alla m orte. D al pun to  di v ista EEG  abbiam o o tten u ta  una a ttiv ità  pseu­
doritm ica costitu ita  da grandi p un te  o complessi difasici da 100 a 200 m icro­
volt con la frequenza di circa 60 al m inuto  e pertan to  pressoché sovrapponi­
bile all’a ttiv ità  descritta  come « eine Sekunde T ypus » nella encefalopatia 
spongiosa subacuta. Questo reperto  com pariva dopo un periodo di tem po 
non eccessivam ente lontano da ll’iniezione (2 ore circa), du ran te  il quale l ’a t t i ­
v ità  elettrica cerebrale dell’anim ale a ttrav ersav a  varie fasi conformi in genere 
allo s ta to  clinico (tracciato  di base norm ale, tracciato  lento, p u n ta -o n d a  di 
breve du ra ta , grandi pun te  o po lipunta, onda convulsiva pro lungata , tra c ­
ciato p ia tto  per estinzione post-convulsiva).

A lcune delle alterazioni istologiche osservate possono verificarsi nello 
sta to  di m ale epilettico. Così ad esempio le gravi perd ite di cellule nervose 
nella corteccia cerebrale e nel talam o, con spopolam ento pressoché completo 
in alcuni tra tti, la sparizione in talune zone delle cellule del Purkinje, le num e­
rose lesioni « ischemiche » ed « om ogeinizzanti » dei neuroni corticali e delle 
cellule di Purkinje. Sorprende però l’assenza di alterazioni di rilievo nel corno 
di Am m one, selettivam ente colpito nella encefalopatia epilettica.

Vi sono a ltre  alterazioni che non rien trano  nel quadro dell’encefalopatia 
post-ep ile ttica  e che sono simili a quelle osservate nella encefalopatia spongiosa 
spontanea. Esiste in fa tti una diffusa vacuolizzazione della corteccia cerebrale 
e dei gangli della base, e sopra tu tto  nel talam o. I vacuoli hanno sede nella 
cosidetta « sostanza fondam entale » ossia quella zona che nei comuni p repa­
ra ti è s itu a ta  fra le cellule nervose e gliali e che dalla microscopia elettronica 
sappiam o essere costitu ita  da prolungam enti di queste cellule. È  frequente 
il reperto  di elem enti nervosi e gliali alla periferia dei vacuoli, come se queste 
cellule fossero respinte da un ipotetico liquido sotto tensione all’in terno dei 
vacuoli stessi; per la confluenza di più vacuoli si ha in alcuni t ra tt i  la form a­
zione dello s ta to  spongioso come nella m a la ttia  um ana.

Questi reperti morfologici sono in buon accordo con la nostra  ipotesi 
iniziale di un  edem a delle cellule nervose e gliali, anche se ci è al m om ento 
impossibile, essendo la ricerca ancora in pieno svolgimento, precisare se que­
sto edem a sia a carico dell’uno o dell’altro  (o di entram bi) questi tipi cellu­
lari; l ’id en tità  dei reperti morfologici e dei tracciati EEG, considerati pato- 
gnomonici della m ala ttia , è in favore dell’ipotesi che anche la m a la ttia  
um ana sia legata ad un disturbo degli enzimi di m em brana nelle cellule 
nervose e gliali; la encefalopatia spongiosa è una m ala ttia  rara, di interesse 
pratico  lim itato , m a sono spesso le m ala ttie  rare  a perm ettere lo studio di 
fenomeni biologici fondam entali. In  questo caso, in fatti, essa ci perm ette  di 
po rta re  nuovi da ti al complesso problem a del trasporto  a ttivo  nelle cellule 
del s.n.c.

A bbiam o in  corso num erose ricerche tendenti ad acciarare il com porta­
m ento istochimico dell’A T Pasi di m em brana in queste condizioni, l’a ttiv ità  
della droga e di sostanze ad azione analoga (Promethazina- Judah  e A hm ed 
i<?65 [15]) nei vari tipi di corteccia della scala filogenetica e su cellule gUàli e



Lincei -  Rend. Sc. fis. mat. e nat. -  Voi. X X X V III -  febbraio 19Ó52 58

nervose coltivate in vitro ed infine la morfologia dello sta to  spongioso al m icro­
scopio elettronico.

Ci riprom ettiam o, con la tecnica da noi messa a punto, di indagare i com­
portam enti in vivo di a ltri inibitori enzim atici nervosi.

Desideriam o esprim ere i nostri ringraziam enti al sig. Francesco Borghi, 
studen te  in m edicina, in terno dell’Is titu to  di A natom ia C om parata , che ci ha 
fornito un volenteroso e prezioso aiuto, alla prof. M accagnani che ha eseguito 
i tracciati EEG  ed in particolare al prof. G. Alem à che ha in te rp re ta to  i trac ­
ciati EEG  e le alterazioni com portam entali dei soggetti t ra t ta t i  e ci ha costan­
tem ente incoraggiati e consigliati nel corso della ricerca.
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SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TA V O LA  I

Foto a) -  Vacuolizzazione della « sostanza fondam entale » nella corteccia cerebrale. Em at. 
eos X 140.

Foto b) -  Grave perd ita  (tra  le frecce) di cellule nervose nella corteccia cerebrale con 
spopolamento pressoché completo. Nissl (tionina).

Foto c) -  Perd ita  (tra  le frecce) di cellule di Purkinje nella corteccia cerebellare. E m at. 
eos. X 70.

Foto d) -  S tato  spongioso del talam o. E m at. eos. X 270.




