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Haber y Saidel ( 4 ) consignaron que durante las convulsiones 
inducidas por estricnina d isminuyen los niveles del ácido glutámico 
en el tejido cerebral, lo que parece indicar que en esas condiciones 
se modifica profund amente su metabolismo. Existe además evidencia 
experimental en el sentido de que la nialamida reduce el umbral 
de las convulsiones inducidas por dicho alcaloide (8). Por consi
guiente, se puede suponer que en animales tratados con ambas <l ro
gas la respuesta, con respecto a niveles cerebrales de ácido glutámico, 
sea diferente que en el caso de la aplicación de estricnina solamente. 

En esta comunicación, los autores presentan los primeros re$ul 
tados de una investigación sobre los efectos del tratamiento simul
táneo con estricnina y nialamida, y los de estas d rogas aplicadas 
aisladamente, sobre los niveles de ácido glutámico cerebral libre y 
los de otros aminoácidos metabólicamente relacionados con él. 

1 ) • (2 benzilc-a rl,ami l e til-2-isonicotinoil hidrazina) . 
2 Traba io leído en el Simposio Panamericano sobre Farmacolo¡!Ía y Terapéut ica. 

agosto 23-27, Guadalajara, Jal.. 1961. 
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PARTE EXPEílIME .TAL 

Se emplearon 115 ratones adultos, hembras o machos de entre 
22 y 30 g. de peso, procedentes de la colonia del Instituto de Bio
logía, que se alimentaron ad libitum previamente con dieta comercial 
(Purina Laboratory Chow). Antes de los experimentos los animales 
no se sometieron a ayuno. Se distribuyeron en di ferentes grupos que 
a su vez se subdividieron en los siguientes subgrupos : A) Testigos; 
B) Tratados con ni alamida; C) Tratados con estri cnina y D) Tra
tados con estricnina y nialamida. 

Se realizaron experimentos agudos en los que se emplearon dos 
diferentes dosis de estricnina, 1.43 y 2.0 mg/ kg respectivamente, 
partiendo de la base libre, la cual se disolvió en agua destilada 
acidulada con HCI. En estos grupos la dosis de monoclorhidrato de 
nialamida aplicada (intraperi tonealmente) fue de 100 mg/ kg y se 
dejó actuar en unos casos Y2 hora y en otros 1 hora . En otros ex
perimentos, la nialamida se inyectó ( i.p.) durante 3 días y la dosis 
empleada fue 50 mg/ kg. Las condiciones de los experimentos fueron 
las siguientes: los animales testigo (subgrupo A) se inyectaron 
intraperitonealmente con 0.1 mi del diluyente comercial de la niala
mida y después de 11:! ó 1 hora, se volvieron a inyectar con el dilu
yente de la estricnina ( agua acidulada) ; los ratones sometidos a la 
acción de la nialamida ( subrupo B) se trataron con la dosis corres
pondiente ( cuando se empleó 50 mg/ kg fue la última inyección) 
y al cabo de :Y2 ó 1 hora se les aplicó 0 .1 mi de agua acidulada; los 
del subgrupo C se inyectaron inicialmente con solvente de la nia
lamida y al término de los plazos señalados, con la dosis correspon
diente de estricnina, contenida en un volumen no mayor de 0.12 mi; 
finalmente, los ratones del subgrupo D se trataron primero con la 
dosis correspondiente de nialamida y al cabo de l/2 ó 1 hora, con 
estricnina . En los experimentos crónicos, los testigos y los tratados 
únicamente con el alcaloide SP, inyectaron (i.p.) durante los 3 días 
con diluyente de la nialamida. 

En el caso de los animales tratados con estri cnina ( subgrupos C 
y D) se esperó a que muriesen después de un período variable de 
estado convulsivo y se procedió entonces a extraer el encéfalo lo más 
rápidamente posible, el cual se congeló inmediatamente en aire 
líquido. 

Lo ratones de los subgrupos A y B se sacrificaron por decapita-
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ción en tiempos paralelos a los correspondientes a los tratados con 
estricnina; el encéfalo se disecó en la misma forma que en los casos 
anteriores y se congeló asimismo en aire líquido. 

A ALI SIS DE LOS k \H OACIDOS LIBRES 

El tejido congelado se pesó y se homogeneizó con 20-25 volúmenes 
de alcohol etílico al 80%, en homogeneizador de Potter-Elvehjem. 
Para obtener una solución acuosa libre de lípidos, los extractos alco
hólicos, una vez centrifugados y lavado el residuo, se trataron con 
cloroformo siguiendo el procedimiento de Awapara (2). 

Los extractos de cerebro, libres de proteínas y lípidos, se concen
traron convenientemente y se utilizaron para la separación croma
tográfica de los aminoácidos, en sistema uni-dimensional, utilizando 
la técnica descendente. La cantidad de extracto aplicada en el papel 
(Whatman N~ 1) correspondió en general a 15-25 mg del tejido 
original. El solvente utilizado fue fenol al 80% ; el fenol comercial 
utilizado ( reactivo analítico) se purifi có por destilación a presión 
reducida, junto con zinc en polvo, según la recomendación de 
Williams y Kirby (9) . En los cromatogramas así obtenidos, se re.'.l· 
lizó la cuantifi cación de los ácidos aspártico, glutámico y gamma
aminobutírico, que se separan con poca contaminación y la de la 
glutamina junto con alanina, que en fenol al 80% exhiben un Rf 
casi idéntico. El método empleado para la estimación de estas subs
tancias fue el de Naftalín (7) con ligeras modificaciones, que im
plica la elución e intensificación del color desarrollado primeramente 
con ninhidrina al 0.05%, por tratamiento con una solución más 
concentrada de este reactivo (5 .0 % en butanol saturado con buffer 
de pH 7 .O). Las lecturas se hicieron en espectrofotómetro Beckman 
B, a 570 mµ,. Con cada lote de muestras se introdujeron soluciones 
patrón de los aminoácidos estudiados. Todas las manipulaciones, 
inclusive las lecturas en espectrofotómetro, se hicieron paralelamente 
con los extractos procedentes de los cuatro tipos de animales expe· 
rimentales utilizados. 

RESULTADOS 

Los datos obtenidos se agrupan en las tablas 1 a 4. El contenido 
del oerebro en los aminoácidos libres se expresa en mg por 100 g de 
tejido húmedo. Se anota en cada caso el error " Standard". 



14 AN. 1 ST. BIOL. :\!EX., XXXII, 1961 

Se puede observar ( tablas l a 3) que en todos los experimentos 
agudos los animales tratados con estricnina mostraron concentra
ciones menores de los ácidos aspártico y glutámico cerebrales, cuando 
se comparan con las encontradas en los cerebros de los animales 
testigo. En el caso del segundo de los aminoácidos la diferencia fue 
siempre cercana al 10% y por lo tanto, su significación es dudosa, 
ya que está dentro del error de la técnica de análisis empleada. Esta 
observación di screpa con los datos de Haber y Saidel ( 4), los cuales 
encontraron en cerebro de rata disminuciones del orden del 30% 
durante las convulsiones inducidas por estricnina. Desafortunada
mente, del trabajo de estos autores solamente disponemos de un 
extracto resumido que apareció como una comunicación previa. El 
examen de la literatura científi ca no reveló que posteriormente 
Haber y Saidel hubiesen descrito en detalle el resultado de su in
vestigación. 

A. 

B. 

c. 

D. 

TABLA 1 

A \11 '.'IOÁCJDOS LmnES DEL CEREBRO DE RATONES SOllETIDOS A DIFERENT ES 
CONDI CIO:'<ES ExrERIME:'<TALES (,·er e l texto)t 

SUBGRUPO 

T estigos 
( 11) 

Tratados con 
nialamida 

(12 ) 
Tratados con 
estricnina 

(12) 

Tratados con 
estricnina y 
nialamida 

(JI) 

Umbral 
minutos 

5.4 

5.7 

mg del aminoácido por 100 g de tejido húmedo 

ácidn ácido ácido Clutamina 
asp<Írtico glu.támico gamma-amino- + 

bu.tí rico alanina 

54.3± 208.0-+- 34.3± 82.5± 
1.91 8.44 1.71 4.21 

-18.0± 189.0-+- 31.5-+- 78.7± 
3.56 12.00 1.59 8.95 

44.4± 189.0-+- 32.3-+- 76.8± 
2.19 8.01 2.02 4.38 

P < 0.01 

-14.5± 189.8± 32.3-+- 77.4-+-
2.02 7.00 1.82 6.84 

P < 0.01 

:J: Dosis de estricnina : 2.0 mg/k{!: tratamiento con nia lamida: 100 mg/kg Y2 hora 
antes de la aplicación de estricnina . 

Entre paréntesis se anota el número de animales del subgrupo. 

Mientras se estaba realizando la presente investigación, aparec10 
publicado un artículo de De Ropp y Snedecker ( 3) en el cual los 
autores informaron, que ratas sometidas a la acción de la estricnina 
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{ 4 mg/ kg) solamente mostraron incremento en la concentración de 
alanina cerebral libre y prácticamente ningún cambio en el nivel 
de ácido glutámico {no estimaron ácido aspártico). En los experi
mentos descritos en este trabajo, no observamos cambios notables 
en la concentración de alanina + glutamina bajo el efecto del al
caloide, debido, probablemente, al predominio de la concentración 
de la segunda de estas substancias, lo que puede enmasca rar cualquier 
cambio en alanina . 

Como consecuencia del tratamiento con nialamida, en los expe
rimentos agudos, se observaron concentraciones menores de los ami
noácidos libres cerebrales aspártico y glutámico al comparar con los 
testigos. Estos cambios tendieron a hacerse aún más notables cuando 
al tratamiento con nialamida se adicionó el de estricnina. En general, 
estas condiciones experimentales no influyeron notablemente en las 
concentraciones cerebrales de glutamina + alanina. En estos experi
mentos agudos no sólo no hubo reducción en el umbral de aparición 
de convulsiones inducidas por estricnina, sino más bien la tendencia 
a prolongarse ( tablas 1 a 3). 

TABLA 2 

AMI NOÁCIDOS LIBRES DEL CEREBRO DE RATONES SOMETIDOS A ÜIFERENTES 
CONDI CIONES EXPERIMENTALES (ver el texto}t 

SUJJCRUPO Umbral mg del aminoácido por 100 g de tejido húmedo 
minutos 

ácido ácido ácido Clutamina 
aspártico gfotámico gamma-am i,w- + 

butírico alani11a 

A. Testigos 53.4± 196.3+ 29.5± 66.4 ± 
(6) 2.62 9.85 2.55 6.69 

B. Tratados con 42.8± 150.0-+- 21.9± 53.9-+-
nia la mida 2.58 10.01 l.71 3.51 

(6) P < 0.02 P < 0.01 
c. Tratados con 46.6± 171.8-+- 25.2-+- 68.3± 

estricnina 4.8[7.4] • 2.2 5.65 1.37 5.1 5 
(6) P < 0.05 

D. Tratados con 41.í ± 141.2-+- 23.0-+- 67.7-+-
estricni na y 5.5 [}O] * 3.71 l J.9 2.06 8.45 
nialam ida P < 0.05 P < 0.01 

(6) 

t Dosis de estncmna : 1.43 mg/ kg; tratamiento co n nialamida: 100 m g/kg, V2 
hora antes de la aplicación de estricnina. 

E ntre paréntesis se anota el número de animales del subgrupo. 
• l-0s núme ros entre corchetes indican el tiempo transcurrido entre la inyección de 

estricni na y la muerte ele los a nimales. 
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El tratamiento de los ratones por 3 días con nialamida afectó 
ligeramente al ni vel de ácido glutámico cerebral (tabla 4 ) . En este 
tipo de animales, cuando se inyectaron además con estricnina, se notó 
disminución del nivel de ácido aspártico cerebral. En los animales 
inyectados únicamente con el alcaloide, no se observaron cambios 
notables en los niveles de los aminoácidos analizados. En este ex pe
rimento crónico fue posible observa r la reducción en el umbral de 
aparición de las convulsiones inducidas por estricnina, en animales 
previamente tratados con nialamida. 

En general, en los experimentos descritos no se notó correlación 
entre la extensión de los tiempos en los que se presentaron las con
vulsiones o la muerte y la magnitud de los cambios en los niveles 
de los ácidos glutámico, aspártico y, en algunos casos, ga mma-ami
nobutí rico. 

. DISCUSTON 

Dentro de las condiciones experimentales establecidas en esta 
investigación, las convulsiones inducidas por la estricnina no parecie
ron afectar profundamente el metabolismo de los aminoácidos libres 
analizados del cerebro de ratón, excepto en el caso del ácido aspár
tico. Cabe seiíalar que A11guiano y Mcllwain ( 1) demostra ron en 
experimentos in vitro, utilizando corteza cerebral de conejillo de 
Indias, que la estricnina y otros agentes convulsivantes no afectan 
los s íntomas metabóli cos oxidativos del tejido y sugieren que estos 
agentes probablemente actúan indirectamente in vivo. Por otro lado 
Killam y colaboradores (5, 6) demostraron que la estricnina no 
modifica la actividad de varias enzimas cerebrales que dependen 
de fosfato de piridoxal. Es posible que a la asfi xia, que es en reali
dad la causa final de la muerte por estricnina, se deban los cambios 
metabólicos que presenta el tejido cerebral de animales tratados con 
el alcaloide. 
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TABLA 3 

AM INOÁCIDOS LIBRES DEL ( EREBRO DE RATONES SOMETIDOS A 0 tFERE:-TE 
CONDICIONES ExrERIME:,JTALES (\·er el texto)t 

su11cnur·o 

A. Testi gos 
(6) 

B. Tratados con 
n ialamida 

(6) 

C. T ra tados con 
estricnina 

(6) 

D. Tratados con 
estricnina y 
nia lamida 

(6) 

Umbral 
minutos 

6.2[ 11] * 

6.4[11] * 

mg del aminoácido por 100 g de tejido húmedo 

ácido 
aspártico 

55.6± 
2.90 

43.4± 
1.85 

P < 0.01 

41.4± 
2.04 

P < 0.005 

41.2± 
2.98 

P < 0.02 

ácido ácido 
glutámico gam ma-amino· 

butírico 

213.2-+-
12.2 

175.5-+-
16.31 

194.l -+-
11.10 

168.6-+-
17.20 

26.7-+-
0.89 

26.7± 
1.00 

24.1± 
1.39 

25.7-+
l.59 

Gluta111.i11a 

+ 
alanina 

73.9± 
4.43 

57.8± 
206 

86.6± 
5.55 

74.2± 
7.04 

t Dosis de estric nina : 1.43 m g/ kg : tratam iento con n ia la mida : 100 m g/ kg, 1 hora 
a ntes de la inyección de estric nina. 

Entre paré ntesis se a nota el número J e a nimales del subgrupo. 
* Los núme ros entre corchetes ind ican e l tiempo transcurrido entre la inyección 

de estricnina y la mue rte de los anima les. 

Aunque las modificaciones que indujo el tratamiento con niala
mida sobre los niveles de los ácidos glutámico y aspártico fueron, 
en algunos casos, más bien di scretos, la constancia en su presentación 
merece que se tomen en consideración. También es significativo el 
hecho de que tales cambios tendieron a hacerse más pronunciados 
cuando se aplicó, además, estricnina. 

Con los datos con que contamos hasta el momento, no se puede 
ofrecer la explicación adecuada de los mencionados efectos de la 
nialamida. A primera vista puede esperarse que la droga manifieste 
acción inhibitoria sobre algunas de las enzimas que intervienen en 
el metabolismo de los aminoácidos estudiados. Los autores han rea
lizado investigaciones preliminares relativas a su efecto sobre la 
actividad de algunas enzimas que dependen de fosfato de piridoxal 
y que se presentarán en otra comunicación. 
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A. 

B. 

c. 

D. 
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TABLA -l 

A~ll:S.OÁCIDOS LIIIRES DEL CEREBRO DE RATO:,JES SO~!ETIDOS A 0IFERE;\'TES 
CONDICIONES EXPERIMENTALES (ver el texto ):!: 

SlºHCRt:1'0 Umbral 
minutos mg del aminoácido por 100 g de tejido húmedo 

ácido ácido ácido Clutamina 
11spártico glu.támico gamma·11mi110· + 

butírico alw,ina 

Testigos -12.3± 198.0± 26.2-+- 75.3± 
(6) 4.82 6.19 0.93 2.72 

Tratado con 4-1.6 ± 174.4 -+- 27.7-+- 70.4± 
nialamicla 2.04- 6.75 3.73 3.51 

(6) P < 0.05 

Trata dos con -6.2[8.3] * 38.5± 194.8± 31.8-+- 81.0-+-
estric nina 3.2 4.89 2.94 2.78 

(6) 

Tratados con 4.3[6.6] * 28.8± 175.0± 22.9-+- 79.8± 
estricnina y 1.98 8.46 0.52 7.31 
nialamida P < 0.005 

(6) 

:j: Dosis ele es tric nina : 1.43 mg/ kg; tratamiento : 50 mg/ kg de nialarnida durante 
tres días. La última inyección se aplicó una hora antes del tratamiento con estricnina. 

Entre paré ntesis se anota el número d e animales del subg rupo. 
* Los núme ros e ntre corc hetes indican e l tiempo transcurrido entre la inyecc ión 

d e estricnina y la mue rte de los animales. 

RESUMEN 

El tejido cerebral de ratones inyectados con estricnina (1.43 
mg/ kg y 2.0 mg/ kg, intraperitoneal) mostró disminuciones del nivel 
de ácido aspártico libre, al comparar con el encontrado en cerebros 
de animales testigo. 

El tejido cerebral de ratones tratados con nialamida mostró des
censo en los niveles de los ácidos glutámico y aspártico libres. En 
ratones tratados previamente con la droga, en períodos co rtos {1¡tz ó 
1 hora, 100 mg/ kg) no se observó reducción en el umbral de apari
ción de las convulsiones inducidas por estricnina. 
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SUMMARY 

The free glutamic acid, aspartic acid, y-aminobutyric acid, 
and glutamine plus alanine content of brains from mice injected 
with convulsive doses of strychnine were analyzed. Sorne animals 
were treated with nialamide prior to the strychnine injection. This 
previous treatment with nialamide consisted in the injection of the 
drug ( 100 mg/ kg) l/2 or 1 hr. before the strychnine treatment ; in 
one group the animals were injected daily with nialamide (50 mg/ 
kg) through a 3-day period. Several groups of mice received only 
the 11ialamide treatment. 

In comparison with those found in the control &nimals, the 
brains from the strychnine-treated mice showed a significant de
crease of the free aspartic acid leve!. The level of the free glutamic 
acid tended to diminish in these animals. 

The brains from mice treated with one single dose of nialamide 
(100 mg/ kg) showed a decrease of the free glutamic acid and 
aspartic acid levels. The brains from mice treated with 3 doses of 
nialamide ( 50 mg/kg) , through a 3-day experimental period, 
showed a decrease of the glutamic acid leve!. 

The brains from mice treated with nialamide and strychnine 
showed a significant lowering of the free aspartic acid leve!. The 
cerebral glutamic acid tended to diminish in these animals. 
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