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SEZIONE III
(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Zoologia, — Effetti biochimici del trattamento con ossamato di K 
su fe ti di ratto albino: Variazioni del livello di piruvato Nota di 
R o b e r t o  C o l o m b o  e E r m i n i o  G i a v i n i , presentata ((*) **} dal Socio 
S. R a n z i .

SUMMARY. — Ten pregnant females of albino rats were treated  w ith  intrauterine in­
jection of a 0,2 M solution of K oxam ate (0,25 ml/foetus) at 14th day of gestation.

The pyruvate rate was determ inated in foetuses omogenate.
A significant increase of pyruvate rate was observed in foetuses of ovarian district 

(Table I, fig. 2).
A interpretation of this process is suggested.

Il presente lavoro si inquadra nell’am bito di ricerche atte ad evidenziare 
l ’im portanza della glicolisi per il norm ale svolgimento dei processi morfo- 
genetici nell’em brione di ra tto  albino (Colombo e Già vini, 1972).

L ’ossamato di K  era già stato usato con profitto da Boulekbache e Devil- 
lers (1969 e 1971) su uova di tro ta  fecondate e da Papaconstantinou (1961) 
su cellule di tum ori asciti. I succitati lavori misero in luce le potenti doti ini­
bitrici e l’alto grado di specificità dell’ossamato stesso.

I dati ottenuti nel nostro precedente lavoro furono:
1) Esistenza di un valore soglia nell’azione dell’ossamato.
2) I feti dei diversi distretti uterini rispondono in m aniera diversa 

all’azione dell’inibitore; più precisam ente i feti del distretto uterino parao- 
varico (da molti A utori considerato il più ischemico) sono meno sensibili 
a ll’azione déll’ossamato.

G iunti a questo punto ritenem m o necessario determ inare quan tita tiva­
mente il livello di un m etabolita im portante per la comprensione, almeno p ar­
ziale, del problema.

Scegliemmo all’uopo il p iruvato  ed allestimmo così il primo esperimento.

Femm ine gravide di ratto  albino furono operate e tra tta te  (in un solo dei due corni 
uterini, Taltro fu tenuto per controllo) con un ’iniezione, nel lume uterino, di una soluzione 
di ossamato di K, 0,2 M nella dose di 0,25 mi per feto, al 140 giorno di gestazione.

Le femmine furono sacrificate 18 ore circa dopo il trattam ento  ed i feti, tolti dal sacco 
amniotico, vennero im m ediatam ente congelati in una miscela ghiaccio secco-acetone.

In  seguito, per ogni femmina, si omogenavano separatam ente i feti del corno tra tta to  e 
quelli del corno uterino di controllo direttam ente in HCIO4 (8,6 mi di HCIO4 al 7 °%  diluiti 
a 100 mi).

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Zoologia dell’U niversità statale di Milano.
(**) Nella seduta del 15 dicem bre 1973.
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L ’omogenato ottenuto veniva centrifugato a 3000 giri per io  minuti circa.
Il supernatante veniva neutralizzato con una soluzione di K3PO4 e quindi filtrato. Sul 

filtrato, addizionato di n icotinam ide-adenin-dinucleotide ridotto (NADH) e lattico deidro­
genasi (LDH), si effettuavano le prove fotometriche (lettura e 366 nm) per la determinazione 
del piruvato.

La reazione su cui si basa il metodo è la seguente:

P iruvato +  LD H  +  NADH +  H+ L attato  +  NAD+.

La le ttu ra  fotom etrica rileva la  caduta di assorbim ento della miscela in esame, a 366 nm, 
dovuta alla conversione del NADH in NAD+.

I risu ltati o ttenuti sono riassunti nella fig. 1.

0,75-

Fig. i. -  Tasso medio di piruvato rin ­
venuto, a  18 ore dal trattam ento , in 
feti di ratto  tra tta ti con una soluzione 
di ossamato di K 0,2 M nella dose di 
0,25 mi./feto (dosaggio eseguito senza 
prendere in considerazione i tre diversi 
distretti uterini).

giorni  di ge s taz ione

Come facilmente rilevabile abbiam o evidenziato un tasso di piruvato 
dello stesso ordine di valori sia nei feti tra tta ti che in quelli di controllo (il 
lieve decremento, 13 % circa, riscontrato nei feti tra tta ti, non è risultato  signi­
ficativo). Ci si sarebbe aspettato il contrario, in quanto l’inibizione dell’ossa- 
m ato si esplica a livello della LD H  con im pedim ento al passaggio del piruvato 
a lattato.

I risu ltati o ttenuti in questa prim a serie di esperimenti non ci soddisfa­
cevano sotto molti punti di vista e, in particolar modo, con ih m ancato ritro ­
vam ento di un accumulo di piruvato  nei feti tra tta ti è venuta a m ancare la 
la prova incontestabile dell’azione dell’inibitore.

Per questa ragione si è allestita una seconda serie di esperim enti nella 
quale sono stati nuovam ente eseguiti i dosaggi del piruvato, avendo cura però 
di accorciare l ’intervallo di tem po tra  trattam ento  e sacrificio dell’anim ale 
(6 ore e non più 18) onde poter rilevare un eventuale accumulo precoce del
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m etabolita in esame e, inoltre, avendo cura di ripetere i dosaggi del piruvato  
nei tre  d istretti dell utero (paraovarico, interm edio e paravaginale) i quali, 
secondo diversi A utori, posseggono differenti m odalità di irrorazione e, quindi* 
un diverso am biente periem brionale.

I risu ltati della seconda serie di esperimenti sono stati sintetizzati nella 
Tabella I e nella fìg. 2.

T a b e l l a  I

N. Femmine Distr. Uterino pmoli di piruvato/gr. di tess. Diff. %

p. ovarico T. 
p. ovarico C.

°>257±o,09
0,142 ±0,07 8 1 %

io
Interm . T. o , 169^0 ,07

35 %Interm . C. °> I25± °> °4

Paravag. T. 0 ,2 1 6 ^ 0 ,0 8
22,7 %Paravag. C. 0 , i7 6 ± o ,o 5

Fig. 2. — Tasso medio di 
piruvato, a 6 ore dal tra t­
tam ento, rinvenuto in feti 
di ratto  tra tta ti con una 
soluzione di ossamato di 
K 0,2 M nella dose di 
0,25 ml./fetó (dosaggio e- 
seguito prendendo in con­
siderazione i tre diversi 
distretti uterini).
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Come si può chiaram ente notare, a 6 ore dal trattam ento , è stato notato 
un accumulo di piruvato  in tu tti e tre i distretti uterini in esame.

Il più ingente accumulo ed anche il solo statisticam ente significativo 
(7 X 0 ,0 1 )  è stato osservato nel distretto paraovarico; distretto che, come già 
accennato, è considerato il meno irrorato.

Nella fig. 3 i dati o ttenuti sono stati integrati con i dati del precedente 
lavoro (Colombo e Giavini, 1972) onde evidenziare la relazione esistente tra  
m ortalità fetale e tasso di piruvato; appare evidente la stretta relazione esi­
stente fra tasso di piruvato  e riassorbim enti fetali, più precisam ente calando 
Lintensità di accumulo del m etabolita, sotto inibizione da ossamato, aum enta 
il num ero di riassorbim enti fetali.

Fig. 3. -  A ndam ento 
della m ortalità fetale 
intrauterina, dovuta al- 
a som ministrazione di 
una soluzione di ossa­
m ato di K 0,2 M nella 
dose di 0,25 mi./feto 
in rapporto all’inten­
sità di accum ulo di 
piruvato, nei tre d i­
versi distretti uterini.

I dati sul tasso di piruvato  esposti nella Tabella II sono stati elaborati nelle 
Tabelle II, I I I  e IV, non prendendo più in considerazione le differenze tra  il 
tasso _ di p iruvato  nei d istretti tra tta ti ed i corrispondenti distretti di controllo, 
bensì com parando le differenze di livello di piruvato esistenti tra  i diversi di­
stretti uterini di controllo, con le differenze instauratesi nei detti distretti dopo 
il tra ttam ento  con ossamato.
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Come facilmente si può osservare nelle Tabelle II e I I I  il distretto parao- 
varico m ostra, sotto l’inibizione da ossamato, un accumulo di. p iruvato  (che 
abbiam o indicato, forse im propriam ente, in Tabella come « differenza di a tti­
vità glicolitica ») rispetto ai distretti sottostanti dello stesso ordine di valori.

T a b e l l a  I I

Distretto Non tra tta ti D ia  % T ratta ti Difif. % Difif. di att. 
glie.

p. o v a r ic o .....................

intermedio .................

0 ,1 4 2 ^ 0 ,0 7  

0,125^=0,04
13-6%

o,2 5 7 ± o , 0 9

°>i6 9 ±o,c>7
5 2 % +  38>4%

Questo, a nostro avviso, dovrebbe stare a significare che gli em brioni del 
distretto paraovarico possiedono meccanismi di accumulo del m etabolita in 
questione (maggior produzione e/o m inor drenaggio della sostanza) di un 
40% circa superiori a quelli esistenti nei due distretti più bassi dell’utero 
(distretto interm edio e para  vaginale).

T a b e l l a  II I

Distretto Non tra tta ti Difif. % T ratta ti Difif. % Difif. di A tt. 
, glie-

p. ovarico . . .  . . . 

p. v a g i n a l e .................

0 ,1 4 2 ^ 0 ,0 7  

0,1764=0,05
—-19.4%

°>25 7 ± o ,0 9

o ,2 i 6 ± o ,o8
+  1 8 , 9 % + 3 8 ,3 %

La Tabella IV  m ostra invece che la differenza tra  i livelli del p iruvato  
norm alm ente esistente fra i feti del distretto interm edio e quelli del distretto 
para vaginale rim ane praticam ente inaltera ta anche sotto inibizione.

T a b e l l a  I V

Distretto Non tra tta ti Difif. % T ratta ti Difif. % I  Difif. di att. 
I glie.

intermedio .................

p. v a g i n a l e .................

o,i25±o,o4 

0,176^0,05
4 0 %

o ,i6 9 ± o ,o 7 

0,2104:0,08
2 7 % - 1 3%

I valori riportati nelle Tabelle II, I I I  e IV rappresentano sempre le pmoli di piruvato/gr. 
di tessuto ritrovate nei feti dei diversi distretti uterini come dalla T abella I.

50. — RENDICONTI 1973, Vol. LV, fase. 6.
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D is c u s s i o n e

Prim a di addentrarci nella vera e propria discussione dei dati ottenuti, 
è necessario accennare ad alcuni riferim enti bibliografici i quali ci saranno 
utili per l’inquadram ento  del problema.

B arr e B rent (1970) trovarono dati interessanti circa l’irrorazione del­
l’utero di ratto; i suddetti A utori scoprirono che, dei due grossi vasi che in ter­
vengono nell’irrorazione di detto organo (arteria ovarica e arteria uterina), 
l’arteria u terina è quella con la maggiore portata  ematica.

Infatti, occludendo sperim entalm ente il suddetto vaso, si provoca un 
drastico innalzam ento della m ortalità fetale (sia praticando l ’occlusione a 
stadi precoci di gestazione, sia intervenendo a stadi più tardivi della gesta­
zione stessa) che si m anifestava in m aniera particolarm ente evidente in posi­
zione para  vaginale.

Con l ’occlusione dell’arteria ovarica a stadi precoci non si notava, invece, 
alcun innalzam ento della m ortalità fetale intrauterina, m entre se l’operazione 
veniva effettuata a stadi più avanzati di gestazione si notava, e questo è molto 
interessante, un increm ento di riassorbim enti (dallo 0,7% al 6,9%) non nella 
zona circostante la legatura vasale, m a sempre nella m età inferiore del corno 
uterino (paravaginale),

Questi dati suggeriscono che i feti im piantati nella regione alta del corno 
uterino sono i meno sensibili ad u n ’ischemia cronica sperim entale.

Inoltre W oollam e M illen (1962) notarono che, anche nel topo, i feti im ­
p ian tati in posizione paraovarica risentono meno di quelli dei distretti uterini 
più bassi di una condizione di grave anossia m aterna.

M cLaren e M ichie (i960) trovarono che, sempre nel topo, il peso dei feti 
delle zone più alte dell’utero è nettam ente inferiore a quello dei feti im piantati 
in posizione paravaginale. Supposero quindi che il maggiore fattore lim itante 
della [Crescita fetale fosse l ’entità dell’apporto ematico utero-placentare.

Anche da questi fatti risulterebbe quindi evidente la condizione di ische- 
m ia del distretto uterino paraovarico.

I dati ottenuti da B arr e Brent sul ratto  e da W oollman e Millen, e da 
M cLaren e M ichie sul topo sem brano essere suffragati anche dai dati m orfo­
logici e biochimici da noi ottenuti.

Nei feti del distretto paraovarico, infatti, si è trovato un ingente accumulo 
di p iruvato  (81% circa) nei tra tta ti rispetto ai controlli.

Questo accumulo sta ad indicare chiaram ente l’avvenuta azione dell’ini- 
bitore sulla via glicolitica di E m bden-M eyerhof-Parnas (E .M .P.).

II fatto che l ’accum ulo sia stato evidenziato nel distretto paraovarico è, 
secondo noi, spiegabile essenzialmente attraverso un meccanismo del tipo 
di quello esposto di seguito che, peraltro, concorderebbe con tu tti i dati sin qui 
o ttenuti dagli altri A utori citati.

Nella parte  alta dell’utero in cronica deficienza di O2 a causa di una cattiva 
irrorazione ematica, i feti presenterebbero un maggior sfruttam ento del giu-
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cosio attraverso  la via di E .M .P . (alta produzione di piruvato sotto inibizione 
da ossamato).

Nella parte  bassa dell’utero, invece, dove i valori dell’irrorazione si aggi­
rerebbero intorno alla norm alità, i feti unirebbero un buon metabolism o ossi- 
dativo ad una discreta glicolisi anaerobia (la glicolisi anaerobia è sem pre 
presente, nell’em brione di ratto: V an Rossum 1963).

Lo scarso apporto em atico utero-p lacentare presente nelle zone alte del­
l ’utero provocherebbe anche una scarsa asportazione di cataboliti.

D a tu tto  questo risulterebbe che l’accumulo di piruvato  riscontrato nei 
feti della zona paraovarica è dovuto sia ad una glicolisi anaerobia più elevata, 
sia ad una m inor asportazione del m etabolita in questione da parte del circolo 
sanguigno.

R icordando le doti di inibitore com petitivo dell’ossam ato di K è facile 
com prendere come, a parità  di concentrazione di ossamato, i feti della parte  
alta dell’utero riescano, in m inor tem po di quelli im piantati nella parte  bassa 
dello stesso, ad accum ulare una quan tità  di piruvato tale da poter annullare 
agevolm ente l’effetto inibitorio.

U n  quadro metabolico siffatto potrebbe avvalorare i dati ottenuti da 
B arr e Brent, da W oollam e M illen e da M cLaren eM ichie in quanto, in questa 
situazione, i feti più sensibili ad una carenza di O2 sarebbero proprio quelli 
delle zone basse dell’utero che, a causa della legatura vasale, debbono sacri­
ficare il loro m etabolism o ossidativo; inoltre il diverso tipo di m etabolism o tra  
i vari d istretti uterini potrebbe anche spiegare il costante ritardo di crescita 
m ostrato, in condizioni norm ali, dai feti im piantati nelle zone alte dell’utero 
rispetto a quelli im piantati in zone para vaginali.

A  favore di questa ipotesi è bene ricordare che l’azione teratogena di molte 
sostanze, come ad esempio la vitam ina A, è particolarm ente evidente nella 
zona para  vaginale dell’utero in quanto, presumibilmente, il maggior apporto 
ematico in questa zona sarebbe la causa di un maggior apporto di sostanza.

Ora, invertendo il ragionam ento, il maggior apporto ematico u tero -p la­
centare della zona para  vaginale può essere, verosimilmente, la causa della 
maggior asportazione del piruvato  e quindi una delle cause del m ancato accu­
mulo del m etabolita nei feti delle parti basse del corno uterino.

E da notare che le differenze di com portamento, rilevate nei feti dei diversi 
d istretti uterini, nei confronti dell’inibizione da ossamato, sarebbe sempre 
spiegabile per mezzo del « modello » sopracitato anche se l’eterogeneità del 
com portam ento fetale non fosse dovuta a differenze quantitative dell’apporto 
ematico utero-p lacentare m a a differenze qualitative nella placentazione.

Ci sem bra quindi di poter concludere affermando che, entrando in pos­
sesso di dati circa l ’intensità del m etabolism o ossidativo nei diversi distretti 
uterini e circa le m odalità di sfruttam ento del piruvato prodotto e accum u­
lato sotto inibizione (m agari m ediante l’uso di glucosio m arcato), si potrà 
fare un grosso passo avanti verso la comprensione totale del fenomeno.
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