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Patologia. —- Lattìcodeidrogenasi ed aspartato aminotransferasi 
dell'encefalo di ratto nella intossicazione da nitrofurantoina (*b Nota di 
G i u s e p p e  A m o r 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 .

Summary. — Lactate dehydrogenase of the brain exhibits a significant, reversible drop of 
L D H i in the intoxication by  nitrofurantoin. The observed modification of the LDH pattern  
has been tha t occurring in the m etabolic shift of the tissue from respiration to glycolysis.

The ratio between the pyridoxal and pyridoxam ine form of aspartate am inotransferase 
has also shown a simultaneous shift tow ard the predominance of the “ pyridoxal form ” of 
the enzyme, as reported for im m ature and degenerating nervous tissues.

The metabolic significance of the data  is briefly discussed.

L a nitrofurantoina è un farm aco che deriva il suo interesse per il 
neurobiologo dal fatto che una polineuropatia periferica, responsabile talvolta 
di paralisi irreversibile, può insorgere nell’uomo per l’uso protratto  di essa 
e può essere riprodotta sperim entalm ente nel ratto  (si vedano [i, 2, 3, 4]). 
D ’altra parte, il farm aco può indurre anche lesioni del sistema nervoso 
centrale [5]. •

U n ’osservazione accidentale sulla composizione m ultipla della LD H  
(lattìcodeidrogenasi) dell’encefalo di ratto , dopo iniezioni intram uscolari ripe­
tu te di nitrofurantoina, ha sollecitato la presente indagine. L ’encefalo offre, 
in verità, all’analisi neurochim ica un m ateriale molto più conveniente che 
non il nervo periferico. L ’esposizione che segue riassum e osservazioni sulla 
LD H , e dati sull’equilibrio dinam ico tra  la forma piridossalica e quella piridos- 
sam inica dell’aspartato  am inotransferasi. Il rapporto tra  le due forme ca ta­
litiche di questo ultimo enzim a si è rivelato, infatti, un indice metabolico 
anche più sensibile che non la composizione isoenzimatica della LD H , del­
l’equilibrio tra  glicolisi e respirazione nel tessuto nervoso. Gli esperimenti 
di B onavita et al. [6] e di Am ore e B onavita [7] sull’encefalo in corso di 
sviluppo ed in varie condizioni sperim entali e quelli di B onavita et al. [8] 
sul nervo periferico degenerante sono dim ostrativi in proposito.

M a t e r i a l i  e  m e t o d i .

R atti adulti (età tra  120 e 150 giorni), di sesso maschile, del peso di 
200-300 g, appartenenti al ceppo Sprague-D aw ley, sono stati sottoposti ad 
un num ero variabile di iniezioni intram uscolari di nitrofurantoina (sale sodico),

(*) Questa indagine è sta ta  eseguita nella Clinica delle M alattie Nervose e M entali 
dell’U niversità di Palerm o (Direttore: prof. Agostino Rubino) ed è stata resa possibile da 
un contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche (Roma).

(**) Nella seduta del 13 maggio 1970.
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come soluzione al 12 % in H2O bidistillata (pH finale 9,2), in dosi di 50 m g/Kg. 
C iascuna dose è stata  suddivisa in due aliquote al fine di iniettare piccoli 
volumi. L ’intervallo tra  le iniezioni delle singole dosi è stato di 8 ore.

Subito dopo l’uccisione degli animali, eseguita due ore dopo l’ultim a 
iniezione tranne che nei casi in cui è diversam ente indicato, l’encefalo ed in 
alcuni esperimenti, anche il rene è stato rapidam ente prelevato e sottoposto 
ad analisi.

Le condizioni sperim entali dell’elettroforesi su gel di amido e della m isu­
razione spettrofotom etrica della LD H , della determ inazione della concentra­
zione proteica degli estratti di organi, e della determ inazione dell’aspartato  
am inotransferasi sono state quelle descritte in articoli precedenti [9, 6].

R i s u l t a t i .

L a fig. i presenta il pattern elettroforetico della LD H  dell’encefalo di 
ra tto  norm ale e dell’encefalo di ratto  dopo sette e dopo tren ta  iniezioni i.m. 
di nitrofurantoina.

A, controllo; B, dopo sette iniezioni intram uscolari di nitrofurantoina (50 mg/Kg); C, dopo 
tren ta  iniezioni di nitrofurantoina. Ciascun valore rappresenta la media di tre o più deter­

minazioni. Per le condizioni sperimentali, si veda il testo.

I tre patterns rivelano la profonda modifica cui la LD H  va incontro a 
seguito della som m inistrazione di nitrofurantoina. È interessante sottolineare, 
tu ttav ia , che il maggiore decrem ento dell’isoenzima 1 e la più cospicua varia­
zione delle altre frazioni di LD H  si verificano molto precocemente e che dopo 
la settim a iniezione ha già inizio un parziale ritorno, verso le condizioni 
originarie, della distribuzione percentuale dell’attiv ità LD H  tra  i vari isoenzimi.

Questo fatto, che appare con evidenza in fig. 1, risulta più chiaram ente 
docum entato in fig. 2, in cui le variazioni dell’attiv ità percentuale di LD H i, 
m igrante velocemente verso l’anodo, sono presentate nella loro evoluzione 
tem porale. L a fig. 2 dim ostra che, anche se le iniezioni di n itrofurantoina 
non vengono interrotte, l’ a ttiv ità percentuale di L D H i ed il pattern elet­
troforetico globale, pur tendendo inizialmente a ritornare verso i valori 
di base, non raggiungono tali valori m a si stabilizzano ad un livello inter-
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medio. Al contrario, se la som m inistrazione di nitrofurantoina viene in terrotta 
dopo la quinta iniezione, il ritorno della LD H  alla norm a è completo ed 
im mediato (Tabella I).

T a b e l l a  I.
Attività percentuale di L D H i di encefalo di ratto 

dopo somministrazione d i nitrofurantoina (*).

Tempo (in ore dopo la 5a iniezione) A ttività percentuale

2 12,0

24 26,0

48 3 0 , 5

72 3 6 , 5

(*) Per le condizioni sperimentali, si veda il testo. Ciascun valore rappresenta la media di tre o più determinazioni.

Il rene, che in questa indagine ha rappresentato un organo di riferimento, 
è andato incontro a variazioni similari, m a il pattern elettroforetico della LD H  
renale è ritornato  com pletam ente alla norm a, anche proseguendo le iniezioni 
di nitrofurantoina oltre la quinta (fig. 3).

Fig. 2. -  V ariazioni percentuali dell’a ttiv ità  
di L D H i dell’encefalo di ratto  adulto in 
funzione del numero di iniezioni di nitrofu­
rantoina. Per le condizioni sperimentali, si 
vedano il testo e la leggenda della fig. 1.

Fig. 3. -  Variazioni percentuali dell’attività 
di L D H i del rene di ratto adulto in funzione 
del numero di iniezioni di nitrofurantoina. 
Per le condizioni sperimentali, si vedano il 

testo e la leggenda della fig. 1.

L a fig. 4 dà u n ’im magine sintetica delle variazioni cui va incontro, dopo 
nitrofurantoina, il rapporto  tra  form a piridossalica e piridossam inica dell’aspar- 
tato  am inotransferasi di encefalo. È interessante sottolineare che, m entre il
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precoce increm ento percentuale della forma piridossalica coincide con la 
rap ida dim inuzione iniziale di L D H i, il decrem ento successivo non si sovrap­
pone, nel tempo, alla variazione tard iva  e parziale del pattern elettroforetico

Fig. 4. -  Variazioni del rapporto tra  
forma piridossalica e forma piridossa- 
minica dell’aspartato aminotransferasi 
dell’encefalo di ratto in funzione del 
numero di iniezioni di nitrofurantoina. 
Per le condizioni sperimentali, si ve­
dano il testo e la leggenda della fig. i .

della L D H , m a è molto più veloce ed è completo. Non v ’è, inoltre, una diffe­
renza significativa tra  gli animali, cui la nitrofurantoina viene som m inistrata 
solo cinque volte, e gli anim ali in cui la som m inistrazione del composto 
continua fino alla trentesim a iniezione.

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

Il significato m etabolico generale di variazioni nella composizione isoen­
zim atica della L D H  è stato più volte discusso, anche con im m ediato riferi­
m ento a problem i neurochim ici (si veda, ad esempio, [io]), dopo che Cahn 
et al. [11] hanno sostenuto, con sufficienti prove sperim entali, il rapporto  
tra  composizione molecolare della LD H  ed efficienza della glicolisi anaero- 
bica in un tessuto.

Secondo C ahn et al. [ n ] ,  l’increm ento percentuale dell’isoenzima 5 e 
delle forme ibride correlate sta ad indicare uno shift dell’organizzazione 
m etabolica del tessuto, in cui esso viene osservato, dalla respirazione alla 
glicolisi.

Poiché LDHi è fortem ente inibita da eccesso di piruvato, m entre LDH5 
non lo è [12, 11, 13], si può supporre che ogni increm ento di LDH5 o delle 
forme ibride correlate si associ ad uno spostam ento dell’encefalo verso quella 
organizzazione metabolica, che caratterizza tessuti, come il muscolo schele­
trico, con elevata resistenza all’anossia, e non tessuti la cui efficienza fun­
zionale è strettam ente dipendente dall’apporto di ossigeno.

Il problem a che è necessario porsi con riferim ento all’encefalopatia m eta­
bolica da nitrofurantoina, e cui, peraltro, non è possibile dare risposta 
definitiva può essere form ulato in questi termini: conseguono le variazioni 
osservate ad una compromissione selettiva o prevalente della sintesi delle
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subunità H, costitutive della L D H i, o sono riferibili esse ad un danno 
selettivo di gruppi cellulari in cui le subunità H prevalgono nettam ente?

U n ’analisi citopatologica solo iniziata potrà confermare o escludere la 
seconda ipotesi, che appare, in verità, la meno probabile se si tiene conto 
della pronta reversibilità dell’effetto osservato, dopo l’interruzione della som­
m inistrazione del farmaco.

A  favore di una compromissione selettiva o prevalente della sintesi delle 
subunità H , v ’è, invece, u n ’osservazione com piuta da M ac Calla [14], 
secondo cui i nitrofurani inibiscono la sintesi di DNA.

Se l’ipotesi di una inibizione selettiva o prevalente di subunità H è 
valida, i dati sperim entali descritti in questa N ota acquisiscono il merito 
di una dim ostrazione duplice: 1) la sintesi di singoli isoenzimi della LDH 
encefalica è suscettibile di modifiche tram ite fattori che inibiscono la sintesi 
di RNA messaggero; 2) il turnover degli isoenzimi è diverso in rapporto alla 
loro composizione subunitaria. Proprio quest’ultimo fatto, che ha avuto 
finora solo dim ostrazione, in modelli sperim entali più semplici (sistemi in 
vitro) [15, 16], rivela un potenziale meccanismo di regolazione m etabolica 
ad opera di un composto come la nitrofurantoina, che pure può incidere 
profondam ente sul livello energetico cellulare, in virtù della inibizione della 
sintesi di composti relativam ente più semplici come l’acetilcoenzima A  [17].

U n  ultim o interessante problem a, che i dati sperim entali sopra descritti 
pongono im plicitam ente, è il seguente: perché, dopo una più cospicua varia­
zione iniziale, il pattern della L D H  si stabilizza in una condizione interm edia 
tra  quella dell’encefalo norm ale e quella che caratterizza l ’encefalo di anim ali 
sottoposti ad un num ero minore di iniezioni di nitrofurantoina?

L a osservazione di questa bifasicità nell’effetto della nitrofurantoina 
aveva fatto supporre che, nel corso di somministrazioni ripetute di essa, si 
realizzasse u n ’inattivazione progressivam ente maggiore del farmaco, cui 
conseguiva un decrem ento delle variazioni della LDH.

Q uesta ipotesi più semplice è stata, tu ttavia , esclusa determ inando la 
eventuale scom parsa di nitrofurantoina in presenza di estratti di fegato, 
ottenuti da anim ali sottoposti ad iniezioni i.m., in num ero crescente, del 
composto stesso (Amore e Bonavita, osservazioni inedite).

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

[1] C. T. Uesu, «O hio Med. J. », 38, 53 (1962).
[2] C. J. Rubenstein, « J. Am. Med. Ass. », 187, 647 (1964).
[3] A. Behar, E. Rachmilewitz, R. Rahamimoff e M. Denman, «A rdi. Neurol. », 13, 

160 (1965).
[4] J. F. Toole, J. A. Gergen, D. M. Hayes e J. A. F elts, «Arch. N eurol.», 18, 680 

(T 968).
[5] G. W. Klinghardt, «A cta Neuropathol. », 9, 18 (1967).
[6] V. Bonavita, R. Guarneri e V. Scardi, «Life Sci.», 3, 889 (1964).
[7] G. Amore e V. Bonavita, «Life Sci.», 4, 2417 (1965).



53$ Lincei -  Rend. Se. fis. mat. e nat. ~ Vol. XLVIII -  maggio 1970 [ 7 8 ]

[8] V. Bonavita, G. Amore e M. Smorto, «A cta Neurol.», 24, 125 (1968).
[9] V. Bonavita e R. G uarneri, « J. Neurochem », io, 743 (1963).

[io] A. Rubino e V. Bonavita, A tt i  del 130 Congresso Nazionale della Società Italiana di 
Neurologia. Suppl. « Riv. Pat. Nerv. M ent.»  (1965). 

fu ]  R. D. Cahn, N. O. Kaplan, L. Levine e E. Zwilling, «Science», 136, 962 (1962)
[12] P. C. W. Plageman, K. F. Gregory e F. Wroblewski, « J. Biol. Chem. », 233, 2282 

(1960 a).
[13] C. L. Markert e H. Ursprung, «Develop. Biol.», 5, 363 (1962).
[14] D. R. Mac Calla, «Canad. J. Biochem. », 42, 1245 (1964)
[15] D. Dawson, T. Goodfriend e N. O. Kaplan, « Science »* 143, 929 (1962).
[16] T. L. Goodfriend, D. M. Sokol e N. O. Kaplan, « J. Mol. Biol. », 13, 18 (1966).
[17] M. F. Paul, H. E. Paul, F. Kopko, M. J. Bryson eC. H arrin g to n , « J. Biol. Chem. », 

206, 491 ( 1954).


