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Fisiologia. — La vitamina A nell’elettrogenesi cardiaca ¢ nella
Sunzionalita del nervo periferico . Nota ™ di Urprerico VEN-
TURA, TERESA CERriaNI e Giancuipo Rinpi, presentata dal Socio

G. C. PupiLLL

SUMMARY. — Recently it has been claimed that vitamin A ger se may play a role
in the structure and stability of biological membranes. We tested that hypothesis on two
excitable tissues (heart and peripheral nerve) directly related to membrane phenomena.

Ventricular cell action potentials were measured 77 sifw in the hearts both of vitamin
A-deficient rats and of hypervitaminotic A rats. In sciatic nerves of mild and severe vita-
min A-deficient rats the compound action potential and the absolute and relative refractory
periods were measured.

Modifications of ventricular cell action potentials and of compound action potentials
seem to depend specifically on the lack of vitamin A. In fact vitamin A supplementation
to deficient rats restored cardiac electrogenesis and nerve function nearly to normal.

The results of our study conform to the conclusion that vitamin A affects the struc-
tural properties of the biological membranes.

I risultati di numerose ricerche [1-35] hanno portato all'ipotesi che la
presenza della vitamina A sia essenziale per garantire la stabiliti e Pintegrita
funzionale delle membrane biologiche. In realtad I’axeroftolo &, pur in concen-
trazioni molto basse, un normale componente di queste strutture [4-6]. La
sua carenza causa non solo evidenti alterazioni morfologiche nelle membrane
degli eritrociti [7], del reticolo endoplasmatico [8] e dei lisosomi di fegato
di ratto [9], ma anche alterazioni nella distribuzione cellulare degl’ioni sodio
e potassio in alcune frazioni subcellulari di fegato di ratto [10] e modifica-
zioni della permeabilitd delle membrane cellulari agli aminoacidi [11]. Anche
la somministrazione di dosi eccessive di vitamina A determina, sia 7 wvivo
che in vitro, arhpie modificazioni strutturali delle membrane [12-15]. Fun-
zione dell’axeroftolo sembrerebbe, inoltre, quella di attivare il metabolismo
dei solfati [16-18] e di favorire in questo modo la sintesi delle glicopro-
teine [19] e dei glico— e sulfo-lipidi [20] della membrana cellulare.

Data I'importanza che quest’ultima ha nella genesi dell’attivitd elettrica
dei tessuti eccitabili, ci & sembrato interessante studiare se la carenza di axe-
roftolo o il suo eccesso fossero in grado di determinare alterazioni funzionali
elettrofisiologicamente rilevabili, nell'ipotesi che la vitamina A sia in effetti
indispensabile all'integrita delle membrane cellulari.

Nella presente Nota vengono comunicati i risultati di un nostro studio
eseguito su due tessuti eccitabili: il miocardio ed il nervo. In questi tessuti

(¥) Lavoro eseguito, col sussidio del C.N.R., nell'Istituto di Fisiologia umana dell’Uni-
versita di Pavia.
(*¥*) Pervenuta all’Accademia il 15 luglio 1973.
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abbiamo valutato alcuni parametri funzionali in condizioni di carenza di
vitamina A (avitaminosi A) e, per il solo miocardio, anche in condizioni di
eccesso vitaminico (ipervitaminosi A). In particolare abbiamo studiato la
morfologia e le caratteristiche del potenziale d’azione intracellulare di singole
cellule ventricolari di ratto, nonché I'aspetto e le caratteristiche del poten-
ziale d’azione composito del nervo sciatico. In quest’ultimo abbiamo anche
determinato il contenuto in sulfolipidi con l'intento di poter correlare i para-
metri funzionali con eventuali modificazioni biochimiche, dato il significato
che la vitamina A sembra avere nel metabolismo dello zolfo [20].

Per lo studio sul miocardio sono stati usati: @) ratti 2% avitaminosi A,
ottenuta per alimentazione con una dieta priva di vitamina A [21]; &) ratti
in ipervitaminosi A, ottenuta con somministrazione per os di dosi elevate
di vitamina A palmitato [22, 23]; ¢) ratti @7 recupero, e cio¢ ratti resi carenti
in vitamina A a cui veniva, successivamente, somministrata, per os, vita-
mina A palmitato, in quantitd corrispondente al fabbisogno giornaliero, per
un periodo di 20 giorni, tempo sufficiente per una ripresa della crescita normale
degli animali [24].

Gli stati di avitaminosi, di ipervitaminosi A e di recupero erano valutati
in base alla determinazione chimica [25] del contenuto epatico e miocardico
di vitamina A. Mentre I’avitaminosi A cra caratterizzata da livelli molto bassi
di vitamina A nei suddetti tessuti, nell’ipervitaminosi si riscontrava un
accumulo notevole di vitamina sia nel fegato (8,49 4- 1,16 mg/gr) che nel cucre
(55,204 17 ug/gr). Il recupero dell’avitaminosi era definito dal ritorno alla
norma del contenuto epatico in vitamina A (20-200 pg/gr).

Dal cuore « in situ » di ratti in anestesia da uretano etilico, in cui, in seguito
ad apertura del torace, la respirazione era mantenuta a mezzo di una pompa
schermata, venivano derivati i potenziali d’azione, dopo l'impalamento di
singole cellule del miocardio ventricolare con microelettrodi fluttuanti [26].
La derivazione dei potenziali d’azione era eseguita sia a frequenza cardiaca
spontanea che a frequenze superiori pilotate dall’esterno (460; 500; 600 bat-
titi/min) [27]. I potenziali intracellulari erano registrati sullo schermo di
un oscilloscopio a raggi catodici e fotografati. Sull’immagine ingrandita dei
potenziali d’azione venivano misurati [28, 29] i seguenti parametri: ampiezza,
durata, velocita di depolarizzazione, velocita di ripolarizzazione rapida e lenta.

Nei ratti carenti di vitamina A (Tabella I e figg. 1, 2) il potenziale d’azione
delle, cellule del miocardio ventricolare presentava un aumento dell’am-
piezza (3%) ed un aumento della velocitd di depolarizzazione (139%) sia a
frequenza cardiaca spontanea (338 battiti/min) che a frequenze aumentate.
La velocita di ripolarizzazione rapida e la durata del potenziale d’azione
erano, inoltre, diminuite. Il recupero degli animali dallo stato di avitaminosi
per trattamento con vitamina A determinava la quasi completa regressione
dell’alterazioni citate nei parametri del potenziale d’azione intracellulare.
Solo la velocitd di depolarizzazione restava un po’ inferiore ai controlli.

Nei ratti in ipervitaminosi A (Tabella I e figg. 1, 2) il potenziale d’azione
intracellulare cardiaco mostrava una diminuzione dell’ampiezza (79%,), della
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Fig. 1. — Variazioni 9,, rispetto ai controlli, dell’ampiezza (A) e della velocithy di

depolarizzazione (B) di potenziali d’azione intracellulari ventricolari, misurati a fre-

quenza cardiaca spontanea nel cuore 7 situ di ratto. Medie 4 e. s. * Statisticamente
significativo (# < 0,05) rispetto ai controlli.

velocitd di depolarizzazione (15%) e della velocita di ripolarizzazione sia
rapida (36%) che lenta (9%), nonché un aumento della durata (129).
Tutte queste modificazioni erano rilevabili sia a frequenza spontanea (454 bat-
titi/min) che a frequenze aumentate. :

In genere 'aumento di frequenza non determinava sia negli animali in
avitaminosi che in quelli in ipervitaminosi A modificazioni dei parametri
del potenziale d’azione diverse da quelle dei rispettivi controlli.

NN

Controllo Avit. A Avit. A +vit. A Ipervit. A

50 mV

Fig. 2. — Disegno di tipici potenziali d’azione intracellulari ventricolari, misurati
a frequenza cardiaca spontanea nel cuore iz sifx di ratto.

Per lo studio sul/ mervo periferico sono stati usati nervi sciatici isolati
da due gruppi di ratti in differenti condizioni di avitaminosi A: avitaminosi
di grado normale, cio¢ dello stesso tipo di quella descritta per il cuore, e 7
grado spinto, entrambe ottenute con l'uso di una dieta carente di vita-
mina ‘A [21]. L’avitaminosi A & grado spinto era raggiunta protraendo il
trattamento dietetico per pili tempo. Alcuni animali di questo gruppo sono
stati trattati con vitamina A palmitato, somministrata per os in quantitd
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corrispondente al fabbisogno giornaliero, per circa 20 giorni, fino ad ottenere
cio¢ la regressione completa dei sintomi dell’avitaminosi.

L’alimentazione con la dieta carente comportava la riduzione della vita-
mina A nel fegato a piccole tracce, nel caso dell’avitaminosi A @7 grado spinto.
Dopo somministrazione di vitamina A palmitato ai ratti in avitaminosi A
di grado spinto, il contenuto epatico veniva pressoché normalizzato (183,06 +
+30,41 pg/gr).

Su alcuni gruppi di nervi sciatici di ratti in avitaminosi A &7 grado
spinto veniva determinato anche il contenuto in solfati [30] dell’estratto lipi-
dico [31]. Tale contenuto subiva una lieve diminuzione (109%,) rispetto ai
controlli, non perd statisticamente significativa.

Alcuni parametri funzionali del nervo sciatico (ampiezza e velocita del
potenziale d’azione composito; periodo di refrattarietd assoluta e relativa)
venivano valutati 77 vizro per mezzo di una tecnica elettrofisiologica conven-
zionale [32, 33], dopo incubazione del nervo in liquido di Tyrode ossigenato
a 37° per 30 minuti.

TABELLA II

Ampiezza e velocita di conduzione del potenziale d’azione composito
del nervo sciatico di ratto (Medie 4 e.s.).

TRATTAMENTO Alvgnl%m VELOC ITA(r]; 1/ S(el((:))NDUZIONE

Controlli &** . | 5,4+0,47 51,604-2,45
Avitaminosi A d7 grado normale . . 3,8-4+0,41 51,06+2,36
Controlli ** . . .| 7,440,34 47,25+1.27
Avitaminosi A &7 grado spinto . . . 4,540,24 O 41,6641,06 %)
Conrolli *® . 7,0+0,42 49,95-+1,31
Avitaminosi A @7 grado Y;ﬁmto + vit.

A (recupero) . . . 7,0-+0,49 45,60+1.75

(*) Statisticamente significativo (4 < 0,05) rispetto ai controlli.
(*¥*) Ratti ad alimentazione appaiata con i rispettivi ratti trattati.

L’avitaminosi A causava (Tabella II e figg. 3, 4) modificazioni dei para-
metri funzionali del nervo, riguardanti soprattutto I’ampiezza del potenziale
d’azione composito (che diminuiva del 309, e 409%, rispettivamente nell’avi-
taminosi &7 grado normale e di grado spinto) e la velocitd di conduzione (che
diminuiva del 129, solo perd nell’avitaminosi @ grado spinto). 11 trattamento
con vitamina A palmitato dei ratti in avitaminosi A &7 grado spinto (Tabella 11
e figg. 3, 4) riportava alla norma i valori alterati dei parametri misurati.
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Fig. 3. - Variazioni %, rispetto ai controlli, dell’ampiezza (A) e della velocita

di conduzione (B) di potenziali d’azione compositi del nervo sciatico di ratto.

Medie + e.s. * Statisticamente significativo (p << 0,05) rispetto ai controlli.
Avit. A® = avitaminosi- A @7 grado spinto.

L’insieme dei risultati ottenuti sul miocardio e sul nervo sciatico sembra
indicare che la presenza di determinati livelli di vitamina A nella compagine
delle membrane plasmatiche dei tessuti eccitabili sia indispensabile per assi-
curare la loro integritd funzionale [1-6]. Infatti sia la mancanza che I'eccesso
di questa vitamina determinavano sensibili modificazioni nell'insorgenza e

Controllo Avit. A® Avit. A'+vit. A

Fig. 4. — Disegno di_tipici potenziali d’azione compositi del nervo sciatico
di ratto. Avit. A® = avitaminosi A d7 grado spinto.

nelle caratteristiche dei potenziali d’azione. I.’aumento della velocita di depo-
larizzazione del potenziale d’azione intracellulare cardiaco, conseguente all’avi-
taminosi A, depone per un’aumentata permeabilita delle membrane plasma-
tiche, durante la fase di depolarizzazione, agl’ioni ed in particolare all’ione
sodio. Al contrario, la diminuzione della velocita di depolarizzazione e di
ripolarizzazione rapida e lenta del potenziale d’azione intracellulare delle
cellule miocardiche conseguente all’ipervitaminosi A potrebbe considerarsi
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espressione di una diminuzione delle permeabilita ioniche delle membrane
durante il potenziale d’azione. Poiché i caratteri del potenziale d’azione car-
diaco dei ratti in avitaminosi ed ipervitaminosi A non subivano, durante
l'aumento di frequenza, modificazioni diverse da quelle dei relativi controlli,
sembra possa escludersi che la vitamina A sia implicata nel metabolismo
energetico della cellula. La vitamina A quindi limiterebbe la sua azione alla
sola regolazione della permeabilitd delle membrane. Nel suo insieme il com-
portamento del potenziale d’azione cardiaco nell’ipervitaminosi e nell’avita-
minosi A depone per un’azione specifica della vitamina A nelle membrane
delle cellule miocardiche in quanto la sua carenza e il suo eccesso determinano
effetti opposti nell’ampiezza e nella velocita di depolarizzazione.

Anche l'ampiezza e la velocita di conduzione del potenziale d’azione
composito del nervo sciatico sembrano essere in relazione con il contenuto
di vitamina A nel nervo, dato che le loro modificazioni s’accentuano con il
grado di avitaminosi A. Il fatto che nell’avitaminosi A, soprattutto in quella
di grado spinto, il profilo del potenziale d’azione composito del nervo sciatico
appaia pitt disperso nel tempo (fig. 4), suggerisce I'ipotesi che lo stato di carenza
possa indurre ampie modificazioni nella struttura o nel numero delle singole
fibre nervose che lo compongono. Quest’ipotesi, da noi avvalorata con misure
di tipo elettrofisiologico, trova riscontro nelle gravi alterazioni nervose [34]
ed in evidenti modificazioni morfologiche del tessuto nervoso [35-38], tipiche
dello stato di carenza di axeroftolo.

La modesta diminuzione da noi messa in evidenza del contenuto in solfo-
lipidi dei nervi dei ratti in avitaminosi A &7 grado spinto fa dubitare che la
vitamina A possa intervenire nei processi di mielinizzazione del tessuto ner-
voso [20].

Va sottolineato che le modificazioni riscontrate nei parametri funzionali
sia delle cellule del miocardio ventricolare che nel nervo sciatico di ratto
appaiono essere specificamente indotte dalla carenza di vitamina A. Infatti
esse erano reversibili per somministrazione di vitamina A e venivano valu-
tate in confronto a ratti controlli che, per essere tenuti ad alimentazione
appaiata con i trattati, risentivano di eventuali modificazioni aspecifiche
inerenti alla condizione sperimentale scelta.

In base al complesso dei risultati comunicati in questa Nota, si pud
concludere che la vitamina A sembra avere un’azione a livello dei fenomeni
dell’eccitabilita cardiaca e della funzionalitd del tessuto nervoso periferico.
Questa sua azione appare pill in rapporto con la struttura dei tessuti eccita-
bili o delle loro membrane che con i processi del metabolismo cellulare.
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