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RIASSUNTO — In questo lavoro si mette in evidenza che conforme-
mente a quanto gia visto in precedenti lavori i globuli rossi di Scyliorhi-
nus stellaris L. e Boops boops L. non trasportano il (D+) glucosio.

I possibili meccanismi a livello della organizzazione molecolare delle
membrana dei globuli rossi vengono discussi.

SUMMARY — Hexoses penetration in marine vertebrates Scyliorhinus
stellaris L. e Boops boops L., was studied with osmotic direct and in-
direct methods.

Results give no evidence of hexose penetration as previously found
in fresh water vertebrates. Possible mechanism involved at membrane
level molecular organization is discussed.

Il trasporto di monosaccaridi in eritrociti ¢ stato studiato
fin dall'inizio di questo secolo (Kozawa S. e Coll. 1914, MasinG E.
1914). T globuli rossi sono cellule che per la loro natura, la fa-
cilita di reperimento, la similitudine di funzione nelle varie
specie animali, sono particolarmente adatte a studi di cinetica
di trasporto.

Il trasporto di monosaccaridi attraverso la membrana dei
globuli rossi umani di solito avviene con le modalita del tra-
sporto facilitato e pertanto mostra le caratteristiche di trasporto
mediato da un trasportatore: saturazione, competizione, stereo-
specificita. Per il trasporto facilitato non & necessario un ap-
porto energetico, ed il trasporto avviene secondo un gradiente
di concentrazione.

Atti Soc. Peloritana, XXIII (1977).

.17 4
s

|







wh

../
() (
45990 O
L. ROMANO A. SCUTERI M. CUZZOCREA
A. CAVALIERE ' L. BOLIS

IsTITUTO DI FISIOLOGIA GENERALE DELL'UNIVERSITA DI MESSINA

ISTITUTO SPERIMENTALE TALASSOGRAFICO DI MESSINA

COMPOSIZIONE LIPIDICA E DISTRIBUZIONE DI
FOSFOLIPIDI DELLA MEMBRANA DEI GLOBULI ROSSI
DI SCYLIORHINUS STELLARIS L. E BOOPS BOOPS L.

Insfituut voor Teewaton-channal
Instifute for Ma. e Sc.iiic Favsaveh
W WAkt a-.".«%;(él
Prinses Elisabethlen &9
8401 Bredene - Belgium - Tel. 059/ 80 37 1%

iit onderzoet

Estratto da:
ATTI SOC. PELORITANA DI SCIENZE FISICHE MATEM. E NATURALI

Vol. XXIIl /1977

r

T-Ipl G. DI BLASIO - Via Costantinopoli, 104
: A ) . ,
80138 NAPOLI - Tel. 452508







L. ROMANO A. SCUTERI M. CUZZOCREA
: A. CAVALIERE L. BOLIS

IsTiTUuTo D1 FISIOLOGIA GENERALE DELL’'UNIVERSITA DI MESSINA

ISTITUTO SPERIMENTALE TALASSOGRAFICO DI MESSINA

COMPOSIZIONE LIPIDICA E DISTRIBUZIONE DI
) FOSFOLIPIDI DELLA MEMBRANA DEI GLOBULI ROSSI
b DI SCYLIORHINUS STELLARIS L. E BOOPS BOOPS L.

SUMMARY — Lipid composition and phospholipids distribution was
studied in RBC of marine vertebrates Scyliorhinus stellaris L. e Boops
boops L. in comparison to fresh water vertebrates. It appears evident

‘ a marked increase of fattys acid chain length and degree of insatura-
i tion with some difference in iso 16:0, 16:1, and 20:4 in comparison to
| fresh water vertebrates.

Also and increase of the content of sphingomyeline in comparison
to fresh water vertebrates was found.

RIASSUNTO — Sono state studiate le membrane dei globuli rossi
di Scyliorhinus stellaris L. e Boops boops L. per quanto riguarda il con-
tenuto in acidi grassi e il contenuto di fosfolipidi.

I risultati suggeriscono che esiste una modesta differenza rispetto
a quelli ottenuti con teleostei d’acqua dolce per quanto riguarda acidi
grassi iso 16:0, 16:1 e 20:4, ed un aumento del contenuto in sfingomielina.

Nell'intento di studiare le possibili differenze, di composi-
zione in lipidi e distribuzione in fosfolipidi della membrana dei
M globuli rossi di vertebrati marini in confronto a vertebrati di
‘¢ : acqua dolce (Boris L. e Coll. 1972, Marino D. e Coll. 1977) sono
stat esaminati globuli rossi di Scyliorhinus stellaris L. e Boops

boops L. catturati nella Stretto di Messina.
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Esiste tuttavia una diversa cinetica di penetrazione di mono-
saccaridi nei globuli rossi in differenti specie zoologiche. Nei
globuli rossi umani I'aflinita e la velocita di penetrazione & molto
elevata, in Macacus rhesus (Kozawa S. 1914) le modalita di pe-
netrazione sono molto simili a quelle dell'uomo. Mentre la pe-
netrazione nel gatto e nel cane (WiLBranpT W. 1938) ¢ molto
lenta.

D'altra parte la penetrazione in Marmota monax (Faust R.
G. e Coll. 1961) ¢ stata attribuita ad un processo di diffusione
semplice.

Bovis L. e Coll. (1971) hanno studiato la penetrazione di mo-
nosaccaridi in globuli rossi di un vertebrato d’acqua dolce Salmo
trutta L..ed hanno messo in evidenza che i globuli rossi di tale
specie sono impermeabili al D(+) glucosio, D(—) mannosio e
D(+) galattosio. La penetrazione ¢ tuttavia differente per i pen-
tosi: D(—) ribosio, L(—) arabinosio e D(+) xylosio i quali pe-
netrano in globuli rossi con differenti velocita, ma tuttavia il
D(—) ribosio penetra piu rapidamente degli altri.

Questo referto ¢ stato messo in rapporto alla peculiare com-
posizione delle membrane dei globuli rossi di trota in lipidi
(BoLris L. 1972). Poiché anche vertebrati marini presentano una
particolare costituzione della membrana dei globuli rossi in li-
pidi (RomaNo L. 1977) ci & sembrato utile ed interessante studiare
anche in Scyliorhinus stellaris L. e Boops boops L. la penetra-
zione di esosi.

MATERIALI E METODI

I campioni di sangue sono stati prelevati dalla vena caudale
di Scyliorhinus stellaris L. (gr. 2000-2500) e Boops boops L.
(gr. 200) con aggiunta di 5 UI/ml. di eparina. I globuli rossi
sono stati lavati con soluzione fisiologica salina Na/Na: fosfati
tampone (pH 7,4) con una molarita finale di 340 mOsm.

I monosaccaridi usati sono D(+) mannosio, D(+) galattosio
e D(+) glucosio. Le cellule lavate venivano sospese in soluzioni
tampone contenenti 150 mM o 300 mM di monosaccaridi e 1'espe-
rimento ¢ stato condotto a 30° e a 18° C. Lo studio della pene-
trazione & stato effettuato con il metodo osmotico diretto ed
indiretto WILBRANDT (1955).







RISULTATI E DISCUSSIONE

Come indicato nei grafici 1, 2, 3, 4 il D(+ ) mannosio, il D(4)
galattosio ed il D(+) glucosio si comportano nello stesso modo
e pertanto non c'¢ penetrazione di essi.
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Anche dopo 4 ore di esperimento non si raggiunge l'equi
librio, e la modestissima penetrazione pud essere messa in rap-
porto ad un’aumentata permeabilita dovuta al tempo di opera-
zione o di penetrazione di Na.

Anche nel caso delle specie studiate, ¢ probabile che la

v composizione della membrana dei globuli rossi che mostra una
‘ evidente differenza in composizione dei lipidi (+ del 50% in
acidi grassi a lunga catena) e aumento del contenuto in lecitina
in rapporto ai globuli rossi dell'uomo possa influire sulla im-
permeabilita agli esosi.

La cosi evidente modificazione della distribuzione dei fosfo-
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lipidi puo infatti, senza dubbio interferire con la organizzazione
molecolare della membrana dei globuli rossi.

Infatti vari autori (RATHMAN, 1977) avevano proposto che la
fosfatidiletanolamina e la fosfatidilserina fossero prevalentemen-
te disposte nella parte citoplasmatica del doppio strato lipidico
mentre, i fosfolipidi colinderivati come la fosfatidilcolina e la
sfingomielina fossero disposti verso lo strato esterno del doppio
strato lipidico. E’ probabile quindi che la notevole differenza
nella distribuzione dei fosfolipidi colino ed ammino derivati
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contribuisca a creare le condizioni di impermeabilita al gluco-
sio. Infatti Li1EB e STEIN (1970) hanno proposto che il trasporto
facilitato dei monosaccaridi avvenga proprio grazie ad una serie
di interazioni intermolecolari a livello dei componenti della mem-
brana dei globuli rossi e quindi una cosi evidente modificazione
della parte lipidica puo senza dubbio contribuire a nuove inte-
razioni che possono condizionare il trasporto degli esosi.
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MATERIALI E METODI

Il sangue & stato prelevato dalla vena caudale di Scyliorhi-
nus stellaris L. (circa gr. 2000-2500) e di Boops boops L. (circa
gr. 200) con aggiunta di eparina (5 UI/ml).

La preparazione della membrana & stata effettuata lavando
i globuli rossi con soluzione salina isotonica tamponata (pH 7,4);
sospensione di eritrociti: ematocrito 50%. Le cellule quindi sono
state emolizzate con 10 ml di TRIS 20 mOsm (pH 7,65)/ml di
cellule e lavate in centrifugate finche tutta l'emoglobina & stata
allontanata (circa 4 lavaggi per 30 min.-13.000/g).

Alla fine di questo procedimento per ottenere l'emolisi to-
tale, & stato aggiunto EDTA 0,001 M per un ulteriore lavaggio
(7 ml TRIS + 3 ml EDTA). Questo procedimento & stato ese-
guito per almeno 30 volte (centrifugazione 5.000/g), fino ad otte-
nere una preparazione completamente bianca. Si & quindi proce-
duto alla estrazione dei lipidi ed alla preparazione degli esteri
metilici seguendo la tecnica descritta da Boris L. (1972) e Ma-
RINO D. e Coll. (1977).

L'introduzione della nuova metodica per ottenere le mem-
brane ,come qui descritte, permette di ottenere una prepara-
zione che puo essere anche liofilizzata ed analizzata in tempi suc-
cessivi. Tale metodica non ha comportato nessuna modificazione
ai risultati ottenuti in lavori precedenti come dimostrato dai
nostri risultati ottenuti con globuli rossi di vertebrati d’acqua
dolce, non pubblicati.

Per l'analisi dei fosfolipidi si & usato il metodo di BROEKHUY-
SE (1969), per quelle del fosforo il metodo di ALLEN (1940) e per
il colesterolo il metodo di ABELL (1952).

RISULTATI E CONCLUSIONI

Come si pud vedere dalle tabelle allegate, le diffcrenze mag-
giori in confronto ai vertebrati d’acqua dolce nella distribuzione
in acidi grassi si rilevano maggiormente a carico di iso 16:0,
16:1 e 20:4 (Tab. 1).
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TAB. 1
Acidi grassi | - Sliorhinis | poops poops 1. | Salie trutta L
l 1 | 2 3 L
12:0 tracce tracce tracce
14:0 20 1,9 2,1
! 15:0 04 | 05 03
f iso 16:0 221 25,1 192
' 16:1- 58 73 ; 32
17:0 0,6 08 | 0,6
17:1 0,2 tracce tracce
18:0 338 36 438
! 18:1 5,1 | 6,3 123
36 5 29 38
18:3 tracce | tracce tracce
20:0 041 : 031 0,25
| 20:1 0,61 08 | 04
i 20:2 0,38 5 02 ‘ 0,1
20:3 22 | 1,9 28
| 20:4 09 « 038 ! 15
20:5 68 7,1 i 1,1
22:4 09 ‘ 0,8 04
22:5 18 5 19 18,6
22:6 26,6 ' 253 26,8

Media di 10 determinazioni.







Distribuzione di fosfolipidi in
Boops boops L.

TAB. 2

eritrociti di Scyliorhinus stellaris L. e

Scyliorhi-
nus L
stellaris

fosfatidiletanolamina %
fosfatidilcolina
sfingomielina
fosfatidilinositolo
fosfatidilserina

lisofosfatiidlcolina

lipidi totali mg/ml eritrociti

fosfolipidi (% lipidi totali)

lipidi neutri, colesterolo ed altri

(%)

214
583
5,6
2,1
12,6
2,6

TAB. 3
.
i 82,3
L193
|

Boops Salmo
boops L. trutta L.
20,3 19,7
57,1 61,5
54 28
1,9 1,7
10,3 11,5
22 28
|
2 202 |
81,8 80,9 '
18,3 20,0 ‘

Per quanto riguarda la differenza in disiribuzione di fosfo-
lipidi si pud notare (Tab. 2) che il contenuto di sfingomielina &
quasi raddoppiato rispetto al contenuto trovato in precedenti
lavori (MarINO D.) in vertebrati d’acqua dolce. Questi dati sug-
geriscono di studiare ulteriormente se possano esistere modifi-
cazioni di permeabilitd ai non elettroliti attraverso le membrane
di globuli rossi dei vertebrati marini.
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