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Neurochimica. — A n a lis i dello spazio inulinico nella retina (#). 
N ota di R o s e t t a  G u a r n e r i ,  F r a n c e s c o  P o n t e ,  F e d e r i c o  P i c 

c o l i  e V i n c e n z o  B o n  a v i t a ,  presenta ta (**} dal Socio L. C a l i f a n o .

Summary. — The study of fluid distribution of in tra -  and extra-cellu lar com partm ents 
in the retina has been carried out in  vitro , under two different metabolic conditions.

W hen oxygen and glucose were omitted in the incubation medium, a slight swelling 
of the retina could be m easured after a long period of incubation. In  the presence of glucose 
and oxygen no swelling occurs in the retina, even after a prolonged incubation.

U nde - both m etabolic conditions, in tra - and extra-cellu lar com partm ents underw ent 
significant changes.

The increasing of inulin space (extra-cellular space) during incubation seems to be 
parallel to tha t described for brain slices.

Lo studio della distribuzione dei liquidi tra  i com partim enti ex tra - ed 
in tra—cellulari è particolarm ente rilevante per l’analisi delle funzioni della 
m em brana cellulare [1, 2].

Le variazioni del contenuto idrico durante lo sviluppo e l ’effetto dell’in 
cubazione sulla distribuzione dell’acqua nei due com partim enti sono stati 
oggetto di analisi recenti su fettine di cervello [3, 4]. Precedenti studi [5, 6, 7] 
hanno dim ostrato che le dimensioni degli spazi ed il rigonfiamento del tessuto 
dipendono largam ente dalle condizioni sperim entali, ed in ispecie dal mezzo 
di incubazione, dal metodo di preparazione delle fettine e dalle dimensioni 
della molecola del m arcante [1, 8, 9]. Per m isurare lo spazio extracellulare 
sono stati usati, in verità, composti diversi [10, 11, 12]; negli esperimenti 
descritti in questa N ota e riguardanti la retina, è stata scelta l’inulina, che dà 
risultati riproducibili e non altera il metabolismo norm ale del tessuto.

Lo studio della distribuzione dell’acqua negli spazi ex tra -  ed in tra-cellu- 
lari della retina è apparso indispensabile all’analisi, descritta in altra  N ota [13] 
delle caratteristiche del trasporto  di metaboliti in questo tessuto che, pur con 
essenziali differenziazioni istologiche, può essere considerato un preparato 
di neuroni senza interferenze gliali [14].

Come è noto, la retina è dotata di un sistema glicolitico di capacità molto 
elevata, operante nel m antenim ento trofico del tessuto; in essa, il metabolismo 
ossidàtivo sem bra più strettam ente correlato ai fenomeni di eccitazione visi
va [14]. Proprio in rapporto  a questo suo peculiare pattern  metabolico, la 
quantificazione degli spazi nella retina è stata condotta in presenza ed in 
assenza di O2 ed in presenza ed in assenza di glucoso.

{*) Lavoro eseguito nella Clinica Neurologica e nella Clinica Oculistica delFU niversità 
di Palermo e nella Clinica Neurologica delFU niversità di M essina con contributi del Consi
glio Nazionale delle Ricerche.

(**) Nella seduta del 19 giugno 1973.
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M a t e r i a l e  e  m e t o d i

Sono stati usati ra tti W istar albini, adulti, di ambo i sessi, del peso di 220- 
240 g. Le retine venivano isolate secondo il procedim ento descritto di Bona- 
vita et al. [17].

Determinazione del peso secco. Esso veniva determ inato secondo Cohen 
et al. [8]. In  particolare, le retine, subito dopo il prelievo, venivano im 
merse in vaschette E rlenm eyer da 25 mi contenenti 5 mi del mezzo di incu
bazione con o senza glucoso (negli esperimenti con glucoso in ciascuna vaschetta 
si faceva gorgogliare 02 per 30 see.) ed incubate a 370 C per 40, 60 e 90 m inuti 
sotto leggera agitazione. Al term ine della incubazione, le retine venivano rap i
dam ente raccolte per filtrazione del mezzo di incubazione, pesate, essiccate in 
stufa a 90° C per circa 24 h e ripesate. L ’essiccamento veniva ripetuto fino al 
raggiungim ento di un peso costante.

Il contenuto d ’acqua del tessuto veniva calcolato secondo la formula:

mi di H 20/g peso secco = 100— % peso secco 
% peso secco

Determinazione dello spazio extracellulare {spazio inulinicó). Questa veniva 
eseguita nelle condizioni sperim entali descritte da Cohen et al. [8]. Le retine 
venivano preincubate in 4,5 mi di terreno con o senza glucoso per 30 m inuti 
a 370 C sotto leggera agitazione. Al term ine di tale periodo veniva aggiunta 
una quantità di 0,5 mi di una soluzione al 4%  di inulina-C 14 (Radiochem ical 
Centre, Am ersham ), e l’incubazione veniva continuata per io, 30 e 60 m inuti. 
Alla fine della incubazione le retine venivano filtrate, pesate, omogeneizzate 
in 2 mi di HCIO4 al 3% (peso/volume) e centrifugate. 0,5 mi del superna
tan te venivano mescolati a 15 ml di liquido di scintillazione di P rockop- 
E bert [17], e la rad ioattiv ità  contata in uno scintillatore U nilux della Nuclear 
Chicago.

Le conte/g del peso fresco del tessuto (indice dello spazio inulinico) veni
vano calcolate dalle conte/m inuto m ediante la relazione:

^ - .p ^  C P M x (2 + L p )
_  oVp ’

dove p  è il peso fresco ed L  i mi di H 20/g del tessuto. Le conte venivano 
paragonate ad uno standard  di terreno contenente il substrato m arcato.

L a composizione del mezzo di incubazione era quella descritta da Cohen 
et al. [8]: u q m M N a C l,  s ,o m M K C l, o ,75m M C aC l2, i ,2m M M g S04, 
1,0 mM  N aH 2P 0 4 , 1,0 m M  N aH CO s, 5>° m M  H E P E S  (acido N—2—idrossime- 
tilp iperazina-N '-2  etanol sulfonico), io  m M  glucoso, pH  7,4-7,6. Negli espe
rim enti in assenza di glucoso, la soluzione di glucoso veniva sostituita con 
una quantità di H 20 bidistillata tale da non alterare la m olarità finale degli 
altri composti nel terreno.

T u tti i reattivi usati erano prodotti « puri per analisi ».

9. — RENDICONTI 1973, Vol. LV, fase. 1-2.
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R i s u l t a t i  e  d i s c u s s i o n e

La Tabella I riassum e i valori del peso secco, del volume totale, e degli spazi 
ex tra -  ed in tra-cellu lari della retina, incubata in assenza di glucoso e di O2.

T a b e l l a  I
Contenuto idrico e compartimentalizzazione della retina d i ratto 

in  assenza d i O2 e glucoso.

Tempo 
di incubazione 

min.
% peso secco Volume totale 

m i/g peso secco

Spazio 
inulinico 

m l/g 
peso secco

Spazio 
extracell. 
% voi. 
totale

Spazio 
intracell. 
% voi. 
totale

0 (D 10.34 ±  0.765 8.70 ±  0.725 — — —

40 10.56 ±  0.935 8,52 ±  0.836 3-97 46.6 534

60 9.79 ±  0.972 9.28 ±  1.030 4.65 50.2 49-8

90 8.94 ±  0.640 10.21 ±  o.779f2) 5-35 52.4 47.6

(1) Per la determinazione dei valori al tempo O, le retine im m ediatam ente dopo essere 
state prelevate, venivano pesate ed essiccate.

(2) Significative per P <  0,01.

In  queste condizioni sperim entali, l’imbibizione del tessuto, espressa come 
increm ento del contenuto idrico totale, è risultata molto m odesta, verificandosi 
solo dopo un tem po di incubazione relativam ente lungo (almeno 90 m inuti). 
Con riferim ento a questo fenomeno appare suggestiva l’analogia di com por
tam ento  della retina di ra tto  adulto in condizioni di anossia, e delle fettine 
di cervello di ra tto  giovane, in condizioni norm ali di incubazione. Piccoli 
et al. [4] hanno, infatti, osservato che fino al 250 giorno di vita, l’encefalo di 
ra tto  incubato in  vitro non va incontro ad un rigonfiam ento significativo.

T a b e l l a  I I
Contenuto idrico e compartimentalizzazione della retina d i ratto 

in presenza d i O2 e glucoso.

Tempo 
di incubazione 

min.
% peso secco Volume totale 

ml/g peso secco

Spazio 
inulinico 

ml/g 
peso secco

Spazio 
extracell. 
% voi. 
totale

Spazio 
intracell. 
% voi. 
totale

o d ) 10.34 ±  0.765 8.70 ±  0.725 — ■ — —

40 11.45 ±  0.820 7.76 ±  0.615(2) 3.26 42.0 58.0

60 10.9 d= 0.910 8.16 d= 0.720 4.12 50.6 49-4

90 ■■■11.13 ±  0.515 7.99 ±  0.425 4.21 52.7 47-3

(1) Per la determinazione dei valori al tempo O, le retine, immediatamente dopo essere 
state prelevate, venivano pesate ed essiccate.

(2) Significative per P >  0,01.
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Si può affermare che il fenomeno caratterizza m etabolicam ente anche la 
retina m atura in condizioni di anossia [17].

L a Tabella II ripropone gli stessi param etri della Tabella I per la retina 
incubata in presenza di glucoso ed ossigeno. In  queste condizioni non è stato 
osservato alcun increm ento del volume totale, m a solo una diversa d istribu
zione dell’acqua nei due com partim enti ex tra -  ed intra-cellulare. Le variazioni 
di volume dello spazio extracellulare, durante l’incubazione, appaiono molto 
simili a quelle descritte da Cohen et al. [8] per le fettine di cervello.
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