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Patologia (Biochimica Farmacologica): — Effetti della Reser­
pina sulla escrezione urinaria d i metaboliti della nicotinamide nel topoC). 
Nota (*#) di N i c o l a  B o n a s e r a , G a e t a n o  M a n g i o n e  e V i n c e n z o  

B o n a v i t a , presentata dal Socio L. C a l i f a n o .

E opinione diffusa che l ’azione centrale della reserpina sia in tim am ente 
legata ad un effetto prim ario di essa sul livello encefalico di serotonina, 3-idros- 
sitiram ina e noradrenalina. Non v ’è dubbio, tu ttav ia , che la reserpina è re ­
sponsabile di in terferenze m etaboliche m olto più num erose [ 1 ]. L a sua capacità 
di m odificare la sintesi ed il tu rnover del NAD epatico ed encefalico è uno 
degli effetti cui non è s ta ta  finora dedicata m olta attenzione sperim entale 
[2, 3>4h

Nel 1*961, B onavita  et al. [5] hanno isolato dall’u rina di topo q u an tità  
non trascurab ili di n ico tinam ide-N —ossido, ed hanno d im ostrato  che l’azase- 
rina induce un decrem ento rapido e cospicuo della escrezione di esso. Poiché 
l’azaserina deprim e la sintesi epatica ed encefalica di NAD [6, 3], è sem brato 
suggestivo considerare la n icotinam ide-N -ossido  come possibile derivato  
m etabolico del NAD epatico, a differenza della N '-m etil-n ico tinam ide, la 
cui escrezione è proporzionale a quella p arte  di nicotinam ide in ie tta ta , che 
non viene u tilizzata  nella sintesi di NAD.

Gli esperim enti descritti in questa  N o ta  si propongono di correlare l ’ef­
fe tto  della reserpina sulla sintesi encefalica ed epatica di NAD con modifiche 
eventuali della escrezione u rinaria  di m etaboliti del precursore, in ie tta to  in 
dosi che stim olino la sintesi del coenzima.

P a r t e  s p e r i m e n t a l e .

Sono s ta ti  u sati topi albini di sesso maschile, e di peso oscillante tra  i 
18 ed i 23 gram m i.

L a N icotinam ide 7-C 14 (10,7 m c/m M ), in ie tta ta  per via in traperito - 
neale alla dose di 2 m icrocuries per anim ale, era un  p rodo tto  del R adioche­
m ical C enter (Am ersham , England). L a nicotinam ide non rad ioa ttiva , in ie t­
ta ta  sim ultaneam ente in q u an tità  di 500 m g/kg di peso corporeo, era un 
p rodo tto  della C alifornia C orporation for Biochemical Research (Los Angeles, 
Calif., U .S.A .).

(*) Lavoro eseguito nella Clinica Neurologica dell’U niversità  di Palerm o con contri­
bu ti (gran t B-2917) del N ational In s titu te  for Neurological Diseases and  Blindness, e del 
Consiglio N azionale delle Ricerche.

(**) P ervenuta  a ll’Accadem ia il 30 settem bre 1964.

iS*. -  RENDICONTI 1964, Voi. XXXVII, fase. 3- 4 .
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L a reserpina (Ciba Pharm aceutical Products, Sum m it, N .J ., U .S.A .) 
è s ta ta  in ie tta ta  anche essa per via in traperitoneale, in q u an tità  di 2 m g/kg, 
come soluzione lievem ente acida (pH 5-5,5). Essa è s ta ta , in fa tti, disciolta 
in una soluzione dilu ita di acido acetico glaciale (0,2-0,4 %), parzialm ente 
neu tra lizzata  per aggiunta successiva di N aO H 2 N .

In  un esperim ento tipico, la raccolta dell’u rina è s ta ta  com piuta per 24 
ore ad in tervalli fissi (4, 8, 12, 2 0 /2 4  ore). D u ran te  il periodo di raccolta del- 
Purina, i topi, p riv a ti di acqua oltre che di cibo, venivano sottoposti ad inie­
zioni in traperitoneali di 0,5 mi di H 20  b id istilla ta  ogni 4 ore. I campioni di 
u rina venivano conservati a —-20° C fino al m om ento della m isurazione della 
rad io a ttiv ità  to tale  e delle altre  indagini sottoindicate.

L a rad io a ttiv ità  to tale  delPurina è s ta ta  determ inata  in un contatore a 
flusso di gas connesso ad uno Scaler SC-73 V ersa/M atic II  (Tracerlab, W al­
tham , M ass., U .S .A .), dopo deposizione di piccole aliquote su p iastrine di 
alluminio. Le stesse frazioni u rinarie  sono s ta te  so ttoposte a crom atografia 
ascendente su ca rta  W hatm an  N° 3, usando come solvente n -b u tan o lo  sa tu ­
ra to  con H2O distillata. I crom atogram m i sono s ta ti esam inati con luce UV , 
usando una lam pada M ineralight (M odel SL 2537) della U ltrav io le t P roducts 
Ine. (San Gabriel, Calif., U .S.A .) e quindi tag liati in segm enti di cm 0,5. 
Dopo eluzione in 3 mi di H 20  d istilla ta  per 24 ore a tem p era tu ra  am biente, 
la ra d io a ttiv ità  dei singoli segm enti del crom atogram m a è s ta ta  m isu rata  con 
l’apparecch iatu ra sopradescritta , deponendo aliquote degli eluati su p iastrine 
di alluminio.

R i s u l t a t i .

L a fig. 1 offre una rappresentazione sin tetica della rad io a ttiv ità  to tale 
escreta dai topi in ie tta ti con 2 m icrocuries di n icotinam ide 7-C 14 (500 m g/kg), 
e da un gruppo identico di anim ali in ie tta ti con reserpina (2 m g/kg), 4 ore 
firima della som m inistrazione in traperitoneale della nicotinam ide rad ioa ttiva .

A ppare con chiarezza dalla fig. 1 che la reserpina rita rd a  sensibilm ente 
l’escrezione u rinaria  della rad io a ttiv ità  to tale, che solo negli anim ali di con­
trollo è quasi nulla alla 24a ora (1).

Come è ovvio, la rad io a ttiv ità  to tale, ind icata  in fig. 1, è la som m a della 
ra d io a ttiv ità  di com posti diversi, tra  cui la nicotinam ide libera e la nicotina- 
m ide-N -ossido sono quan tita tiv am en te  prevalenti. L a prevalenza di questi 
due com posti appare chiaram ente in fig. 2, che dà una rappresentazione d ia­
g ram m atica di un pattern escretorio tipico, quale può osservarsi dopo sommi­
nistrazione di nicotinam ide 7-C 14.

(1) È  degno di menzione il reperto , non indicato in fig. 1, della som iglianza tra  la  curva 
escretoria dopo reserpina e quella dopo clorprom azina, e della com pleta assenza di modifiche 
della curva escretoria da parte  di im ipram ina, in ie tta ta  anche in dosi di 5 m g/kg (BONASERA  
et a l., osservazioni inedite).
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TEMPO (in ore) DOPO L'INIEZIONE DI NICOTINAMIDE

Fig. 1. -  Elim inazione u rinaria  di C*4 dopo l ’iniezione di 2 m icro-curies di n icotina­
m id e -7 -0 4  (12,5 mg) per topo.

Un gruppo di 20 topi è stato pretrattato con reserpina (2 mg/kg), 4 ore prima dell’iniezione di nicotinamide radio­
attiva (O); l’altro gruppo non ha ricevuto alcun trattamento farmacologico preliminare (®). Ciascun punto sperimentale 

rappresenta la radioattività escreta dal tempo zero fino al tempo indicato.

Fig. 2. -  Pattern  escretorio tipico dopo som m inistrazione di 2 m icro-curies di nicotina-
m ide-7-C 14 (12,5 mg) per topo.

100 microlitri dell’urina, eliminata nelle prime 4 ore, sono stati sottoposti a cromatografia su carta in n-butanolo saturato 
con H20. Le due componenti maggiori rappresentano rispettivamente, dopo la linea di deposizione, la nicotinamide-N-ossido 

e la nicotinamide. Per i criteri di identificazione di tali composti si veda [6],
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Il rapporto  tra  la ra d io a ttiv ità  della nicotinam ide e quella della nicoti- 
nam ide-N -ossido non è, tu tta v ia , costante dopo la som m inistrazione del 
precursore in dose di 500 m g/kg. L a fig. 3 d im ostra che tale rapporto  va 
incontro ad un decrem ento progressivo e rapido, riducendosi da 1,8 ad 1,1 
nelle prim e 12 ore dopo l ’iniezione di nicotinam ide 7-C14. Il p re tra ttam en to  
degli anim ali con reserpina determ ina una modifica sensibile delle variazioni 
nel tem po di tale rapporto . L a fig. 3 d im ostra, in fa tti, che in tale caso, 
d u ran te  le prim e 12 ore dopo l’iniezione di nicotinam ide rad ioa ttiva , il ra p ­
porto non varia. Essa dim ostra, inoltre, che il rapporto  non supera il valore 
di 1,4 e che un decrem ento rapido di esso si verifica solo dopo la 20a ora dalla 
iniezione del precursore.

TEMPO (in ore) DOPO L'INIEZIONE DI NICOTTnAMIDE

Fig. 3. — R apporto tra  la rad ioa ttiv ità  della nicotinam ide e la  rad io a ttiv ità  della nico- 
tinam ide-N -ossido escreti nelTurina di topo dopo som m inistrazione di 2 microcuries di nico-

tinam ide-y -C 1* (12,5 mg) per topo.

0 n gruppo di 20 topi è stato pretrattato con reserpina (2 mg/kg), 4 ore prima dell’iniezione di nicotinamide radioattiva (O); 
l’altro gruppo non ha ricevuto alcun trattamento farmacologico preliminare (# ) .

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

I risu lta ti descritti in questa N ota m eritano un breve com m ento. L a 
escrezione u rinaria  da p arte  di topi in ie tta ti con reserpina e n icotinam ide 
7-C u , è, nelle prim e 24 ore dopo la som m inistrazione in traperitoneale  del 
composto m arcato , m inore e più len ta  della escrezione osservata negli anim ali 
in ie tta ti con il solo precursore. Q uesta differenza fa ritenere che, in presenza 
di reserpina, la nicotinam ide y-Cu  rim anga più a lungo nell’anim ale. È, tu t ­
tavia, incerto se il ra llen tam ento  dell’escrezione di m etaboliti rad ioa ttiv i sia 
prim itivo o conseguente ad un assorbim ento ra llen ta to  del precursore in ie t­
ta to  per via in traperitoneale . Q uesta ipotesi non appare inverosim ile quando
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si tiene conto del fa tto  che, negli anim ali p re tra tta ti  con reserpina, l ’incre­
m ento della rad io a ttiv ità  epatica ed encefalica è m olto più lento che nei 
controlli [4].

È pertinen te  sottolineare, a questo proposito, che la clorprom azina, che 
interferisce anch ’essa con la biosintesi del NAD epatico [2], induce modifi­
che del p a tte rn  escretorio m olto simili a quelle determ inate dalla reserpina 
(Bonasera et al., osservazioni, inedite).

Il fenomeno più  in teressan te tra  quelli osservati è, a nostro parere, l ’a lte ­
razione q u a lita tiv a  del pattern escretorio. L a fig. 3 e la Tabella I suggeriscono 
alcune considerazioni in proposito. Dopo reserpina, l ’escrezione assoluta di 
nicotinam ide e di n ico tinam ide-N -ossido , alla 4a ora dopo l ’iniezione, è m i­
nore che nei controlli, m en tre  è m olto più elevata alla 20a ora. L ’analisi dei 
risultati nella Tabella I e nella fig. 3 fa ritenere che il rapporto tra  i due com­
posti, alla 4a ora dopo l’iniezione, sia più basso negli anim ali p re tra tta ti  con 
reserpina che in quelli di controllo, non perché siano elevati nei prim i i valori 
della nicotinam ide—N —ossido, quan to  perché sono re la tivam ente bassi i valori 
della nicotinam ide escreta. Al contrario , il decrem ento tard ivo  del rapporto  
stesso, in presenza di reserpina, non sem bra conseguente ad un decrem ento 
della nicotinam ide, che continua ad essere escreta in q u an tità  cospicua, 
quan to  all’increm ento non trascurab ile della nicotinam ide-N -ossido. Q ue­
s t ’ultim o reperto  è degno di partico lare attenzione, in quanto , p u r non rap p re ­
sen tando  una prova d ire tta , è un risu lta to  sperim entale in accordo con l ’ipo­
tesi che la n ico tinam ide-N -ossido  sia un m etabolita  del NAD, che, proprio 
dopo la 20a ora, raggiunto  il suo valore massimo nel fegato, incom incia a 
dim inuire.

T a b e l l a  I .

Effetto della reserpina sulla escrezione urinaria d i C14 da parte d i topi iniettati
con nicotinamide-*]—'Cu

Tem po (in ore) dopo 
Biniezioùe di nico- 

tinam ide-7 -C i4
Com posti in ie tta ti

R ad ioattiv ità  
della nicotinam ide 

(cpm/100 pi di urina)

R ad io a ttiv ità  della n i­
cotinam ide-N -ossido  
(cpm/100 pi di urina)

4
N icotinam ide 

N icotinam ide -f  R e­

24036 12278

serpina 12108 8421

20
N icotinam ide 

N icotinam ide +  R e­

2370 3180

serpina 13200 19800

(*) Per le condizioni sperimentali, si veda il testo.
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I risu lta ti descritti consentono anche u n ’a ltra  conclusione di qualche 
valore: essi inducono cioè, a ritenere che gli effetti della reserpina sulla sin­
tesi e turnover del NAD epatico e cerebrale [3, 4] siano m ediati, almeno p a r­
zialm ente, dalle interferenze del com posto con lo assorbim ento ed elim ina­
zione dei precursori in ie tta ti.

B i b l i o g r a f i a .

[1] J. J. LEVIS, in Physiological Pharmacology (edited by  W. S. R oot and F. G. Hofman).
Voi. I, p. 479. A cademic Press Inc., New Y ork 1963.

[2] R .M . Burton, N. O. Kaplan, A. Goldin, M. Leitenberg, S. R. Humphreys, S. R.
Sodd, «Science», J27, 30 (1958).

[3] N. Bonasera, G. Mangione, V. Bonavita, « Biochem Pharm acol. », 12 , 633 (1963).
[4] N. Bonasera, G. Mangione, V. Bonavita, « In t. J. Neuropharmacol. », in corso di

stampa.
[5] V. Bonavita, S. A. N arrod, N. O. K aplan, « J. Biol. Chem. », 236 , 936 (1961).
[6] S. A. Narrod, V. Bonavita, E. R. Ehrenfeld, N. O. Kaplan, «J. Biol. Chem.»,

236, 931 (1961).


