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La correlación que existe entre el sín­
drome gotoso y la hiperuricemia es un
hecho bien conocido, a pesar de que per­
manecen sin aclarar los mecanismos fi-
siopatológicos responsables. Tampoco se
conocen los modos de actuación de va­
rias de las sustancias medicamentosas
que, de un modo empírico, se adminis­
tran con éxito para el tratamiento de los
pacientes gotosos y reumáticos.

La xantindeshidrogenasa hepática es
un enzima que cataliza la producción de
ácido úrico a partir de bases púricas;
en trabajos previos realizados en este
Laboratorio (7, 8), se ha observado que,
trabajando in vitro con homogenados de
hígados de pollo y humano, la colchici-
na y la fenilbutazona inhiben competiti­
vamente la oxidación enzimática de la
xantina a ácido úrico.

Por otra parte, hemos podido compro­
bar que, análogamente a lo que se ob­
servó en el caso de la xantinoxidasa de
la leche, Hofstee (4), el enzima presen­

te en los hígados de pollo y de cerdo, así
como el procedente de leucocitos de ca­
ballo, resultan inhibidos por un exceso
del propio sustrato, la xantina.

Las inhibiciones provocadas tanto por
los mencionados fármacos como por el
sustrato podrían contribuir a una regula­
ción (limitación) de la producción de
ácido úrico, en cuyo fenómeno encon­
trarían parcial explicación los beneficio­
sos efectos terapéuticos ejercidos por va­
rias de las sustancias empleadas como
agentes antigotosos y antirreumáticos,
así como el que no tenga lugar una su­
perproducción úrica en el hígado de los
animales sanos, incluso en el caso de que
haya una acumulación extraordinaria de
bases purínicas.

Después de estudiar in vitro la acción
de diversos agentes, sobre el sistema
xantina-xantindeshidrogenasa, h em o s
comprobado también su actuación sobre
hígados aislados perfundidos, y finalmen­
te, sus efectos sobre animales vivos.
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Material y métodos

Se trabajó con la xantindeshidrogena-
sa presente en homogenados de hígados
de pollo, rata, ratón y cerdo, y de leu­
cocitos de équido. Las glándulas hepáti­
cas se obtuvieron de animales recién sa­
crificados y se conservaron congeladas.
A partir de las mismas, se prepararon los
homogenados, desintegrando el paren-
quima celular suspendido en tampón
fosfato 0,05 jM de pH 7,4, mediante una
batidora electromecánica. Se prepararon
suspensiones de I g de'tejido por cada
5 mi de tampón, las cuales se utilizaron
recién preparadas.

Las experiencias de perfusión se reali­
zaron trabajando con el hígado aislado
de pollos ligeramente anestesiados pre­
viamente con éter. Se canula la vena
porta, según la técnica descrita por Mie­
le R (9), e inmediatamente se procede a
un previo lavado de la sangre de la glán­
dula haciendo circular disolución Ringer
a 40o C (150-200 mi). El hígado canuta­
do se diseca, situándolo después sobre la
placa de un embudo de Buchner previa­
mente colocado en una estufa termostá-
tica regulada a 40 ± 0,1o C y cuyo am­
biente se mantiene saturado de humedad.

La perfusión del órgano se lleva a cabo
introduciendo el líquido por la vena por­
ta, y dejándolo fluir libremente por los
otros vasos seccionados. Para ello, la cá­
nula portal se conecta mediante un tubo
de goma y una T, a dos recipientes
situados a unos 40-50 cm de altura por
encima de la glándula, los cuales contie­
nen tas dos disoluciones que alternativa­
mente se emplean en la perfusión. Como
sendos líquidos de trabajo se utilizaron
una disolución Ringer, a pH. 7,4, que
contiene adicionados xantina (10-3 M) y
azul de metileno (0,112 g/1), y otra di­
solución de tas mismas características
que además contiene la droga cuya ac­
ción inhibidora se ensaya (2,1o"2 M).

La respiración del tejido hepático pa­
rece garantizada manteniendo saturadas 

de oxígeno tas disoluciones de perfusión
(en tas condiciones operantes se hacen
perfundir unos 1000 mi de disolución en
dos horas, que aportan unos 31.600 mm3
de oxígeno disuelto). Según Richert
y Westereeld (loe. cit.) un hígado de
80 g de peso consume unos .74 mm3 de
oxígeno en 20 min. a 56o C). En los lí­
quidos recogidos se determina la canti­
dad de ácido úrico presente, formado a
partir de la xantina perfundida.

Las experiencias in vivo se llevaron a
cabo utilizando ratas blancas Vistar, y
polluelos de 8-15 días. Se- agruparon en
dos lotes de seis animales cada uno, a
los que se inyectó intraperitonealmente,
o bien 1 mi de suero fisiológico (o de
suero adicionado de alcohol al 8 %) o
bien 1 mi de disolución del fármaco ob­
jeto de ensayo, en suero fisiológico (o en
suero hidroalcohólico).

El intervalo de tiempo transcurrido
entre la administración de la droga y el
sacrificio de los animales fue variable,
según el ritmo de eliminación de aquélla
observado. Los animales se sacrificaron
por decapitación, procediéndose inmedia­
tamente a su sangrado y en su caso, con­
servando la sangre por adición de citrato
sódico al 3,8 %. Con la glándula hepá­
tica eviscerada se prepararon homoge­
nados, y se realizaron tas debidas in­
cubaciones, para la determinación de su
actividad xantindeshidrogenásica.

En tas experiencias efectuadas con leu­
cocitos se utilizaron los de sangre de
équido citratada, separados por centrifu­
gación y empleando tas técnicas habitua­
les (10). Con los leucocitos recién obteni­
dos se prepararon los homogenados con
auxilio de un homogeneizador manual de
Potter-Elvehjen, determinándose su ac­
tividad enzimática.

La xantina, el azul de metileno y los
productos cuyas acciones se han estudia­
do, fueron de calidad reactivo y de di­
versas procedencias comerciales acredi­
tadas.

La disolución de xantina empleada 
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como sustrato se preparó disolviendo la
base en un pequeño volumen de agua
adicionada de unas gotas de NaOH
0,05 N, y diluyendo posteriormente con
tampón fosfato 0,05 M de pH 7,4, hasta
el volumen establecido. Esta disolución
se empleó recién preparada. El líquido
Ringer se obtuvo disolviendo tabletas
Oxoid (de Oxo Ltd.) y ajustando final­
mente el pH a 7,4.

La actividad xantindeshidrogenásica se
determinó midiendo la cantidad de ácido
úrico formada en un tiempo establecido,
al incubar disoluciones constituidas por
volúmenes determinados de homogena-
do, de disolución de xantina, de tampón
fosfato de pH 7,4, de azul de metileno
0,01 M (0,5 mi), en presencia y en au­
sencia de los fármacos cuya acción se
ensaya; el volumen total de la muestra
en incubación fue de 16 mi, y la tempe­
ratura de 25 ± 0,1o C. La acción enzi-
mática se interrumpió por adición de
4 mi de disolución de ácido perclórico
al 5 %. En los filtrados se determinó
el ácido úrico mediante el método co-
lorimétrico que utiliza el reactivo de
Brown (2); los detalles operatorios fue­
ron previamente publicados (7).

La determinación de fenilbutazona en
sangre o tejidos se realizó por el méto­
do de Hoffmann (3), la de antipirina,
por el método propuesto por Brodie (i),
y la de ácido salicílico, mediante la téc­
nica descrita por Smith (ti).

Parte experimental

Inhibición de la actividad xantindcshi-
hidrogenásica por el propio sustrato

Se ha observado que la actividad de la
xantindeshidrogenasa de hígado de pollo,
de cerdo y de leucocitos, resultan inhibi­
das in vilro por el propio sustrato xan­
tina, si las concentraciones de ésta en el
medio, son superiores a io~4M (condi­
ciones aerobias y en presencia de azul de
metileno). La figura 1 muestra las va-

WtiMncia d« la concentración d«

naciones de actividad que experimenta
la xantindeshidrogenasa de hígado de po­
llo al aumentar la concentración de
xantina.

Resultados similares se han obtenido
con el enzima procedente de cerdo y de
leucocitos. Nuestros resultados ponen
de relieve la existencia de un fenómeno
exhibido por la xantindeshidrogenasa
hepática, que es análogo al establecido
por Hofstee (loe. cit.) con la xantinoxi-
dasa de la leche.

Acción de algunos fármacos antigotosos
y antirreumáticos sobre la xantindeshi­
drogenasa de diversos orígenes

La tabla I muestra el comportamiento
exhibido por diversos angentes antigo­
tosos, antirreumáticos y otros compues­
tos relacionados, sobre el sistema xanti-
na-xantindeshidrogenasa.

Los resultados ponen de manifiesto
las potentes acciones inhibidoras ejerci­
das por la colcliicina, la fenilbutazona, el
salicilato y el acetilsalicilato sódicos. La
colchicina es, en general, la que ejerce
una acción inhibidora más relevante, ex­
cepto cuando actúa sobre el enzima de
leucocitos. Además, algunos derivados
bencénicos como el ácido p-aminoben-
zoico y el ácido p-hidroxibenzoico, tam­
bién ejercen acciones inhibidoras, si bien
su significado farmacológico o terapéu-
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TABLA I
Inhibiciones provocadas por algunos fármacos sobre la xantindeshidrogenasa de diversos

orígenes.

Inhibidor Conc. M X 10-’
XDHasa de

pollo (1)
% inhibición

XDHasa de
cerdo (2)

% inhibición

XDHasa de
leucocitos (3)
% inhibición

Colchicina 6,25 50 91 26
Colchicina 3,12 — 64 15
Fenilbutazona 6,25 30 27 34
Fenilbutazona 3,12 10 10 29
Ac. salicílico 6,25 40 85 85
Ac salicílico 3,12 20 71 72
Ac. acetilsalicílico 6,25 — 60 79
Ac. acetilsalicílico 3,12 40 50 62
Ac. p-hidrobenzoico 6,25 35 50 57
Ac. p-hidrobenzoico 3,12 11 10 43
Ac. p-aminobenzoico 6,25 18 47 36
Ac. p-aminobenzoico 3,12 12 20 20
Antipirina 6,25 11 30 20
Antipirina 3,12 5 10 6
Hidroxilamina 6,25 70 67 88
Hidroxilamina 3,12 60 51 65
Semicarbacida 6,25 NO NO NO

(i) 0,05 g Hígado en 7,5 mi incubado; Xantina 8,75.1o-1 M; t = g min.
(2) °>5 S Hígado en 8 mi incubado; Xantina 5.1o-1 M; t = 13 min."
(3) o»5 g Leucocitos en 8 mi incubado ; Xantina 5.1o-* M ; t = 60 min.

tico no es bien conocido. Sus activida­
des contrastan con la débil influencia de
la antipirina, fármaco de reconocida ac­
ción antiflogística.

Los reactivos de los grupos carbonilo,
tales como la hidroxilamina y la semi-
carbacida, exhiben un comportamiento
dispar; mientras que la primera ejerce
destacada acción inhibidora de la acti­
vidad xantindeshidrogenásica, la segun­
da se muestra como inactiva. Nuestros
resultados con semicarbacida difieren de
los obtenidos por Westerfeld y col. (13)
con la xantinoxidasa de la leche; pero
son paralelos a los obtenidos con el en­
zima de hígado de pollo por Marín y
otros (loe. cit.), y con xantindeshidroge-
nasa de hígado humano por Martín y
otros (loe. cit.), por lo que se refiere a
las acciones de la colchicina y la fenilbu-
tazona; nuestros resultados con colchi­
cina no concuerdan, sin embargo, con
los publicados por VilleEA (12).

En conjunto, los valores obtenidos
permiten establecer que existe una analo­
gía de comportamiento enzimático entre
las xantindeshidrogenasas .de hígado de
pollo, humano, de cerdo y de leucocitos,
que las diferencia sensiblemente de la
xantinoxidasa láctea.

Naturaleza de las inhibiciones
En un trabajo previo realizado en este

Laboratorio por Marín y otros (loe. cit.)
se determinaron los valores de Km para
la xantindeshidrogenasa hepática de po­
llo frente a su sustrato xantina, y los de
las correspondientes al sistema enzi­
mático en presencia de colchicina y de
fenilbutazona, respectivamente. Nosotros
hemos determinado los valores de las Ki
del sistema en presencia de algunas de
las sustancias más interesantes como
agentes terapéuticos que, ensayadas por
nosotros, han mostrado acción inhibido­
ra sobre el enzima; para la expresión de
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TABLA II
Constantes de inhibición (K¡) de diversos fármacos sobre el sistema xanlindcshidrogenasa

(hígado de poUo)-xantina.

Inhibidor '
1

Conc. M 10-3 K| hallado | K,
Valor medio

Ac salicílico 3,12 3,4.1o-3) 3,2.10-’Ac salicílico 5,00 3,0.1o-3 f
Ac acetilsalicílico 1,56 2,9.1o-3) 2,8.10-’Ac acetilsalicílico 3,12 2,7.1o-3 í
Ac p-hidroxibenzoico 3,12 5,68.1o-31 5,6.10-’Ac p-hidroxibenzoico 6,25 5,58.10"’ I
Ac p-aminobenzoico 3,12 1,35.10” ¡ r.3.10-3Ac p-aminobenzoico 6,25 1.25.10-2 f
Antipirina 3,12 2,7.10” | 2,72.10-’

2,85.10-’
1 2,72.10-’

Antipirina
Colchicina
Fenibultazona

6,25
5,00

10,00

2.74.10-3 (

f = 2,08.10 Rimóles úrico/mi.min

Recta (2) Kt=3,4.10’M

Recta (3) K1=3,0.10JM

Valor medioKt =3,2.1O'JM

I’iG. 2. Determinación de Kj para el ác.
salicílico,

los valores experimentales se ha utiliza­
do la representación gráfica de Lin’E-
weaver-Burk (6).

Los valores de las K¡ aparecen en la
tabla II, en la que se incluyen los co­
rrespondientes a la colchicina y fenilbu-
tazona (loe. cit.) con fines comparativos.

La figura 2 muestra las determinacio­
nes experimentales correspondientes al
ácido salicílico.

- Los productos reseñados en la tabla II
se muestran como inhibidores competi­
tivos de la xantindeshidrogenasa de hí­
gado de pollo. Los valores de las Ki del
ácido salicílico y del ácido acetilsalicíli-
co, que son dos de los más tradicionales
agentes antirreumáticos, resultan ser de
un orden de magnitud parecido al de la
colchicina y la fenilbutazona.

Experiencias de perfusión de hígado de
pollo
Los positivos resultados de inhibición

obtenidos in vitro con los diversos fár­
macos antes citados nos indujeron al
estudio de su acción sobre la producción
glandular de ácido úrico, empleando la
.técnica de perfusión del hígado de pollo
aislado.

Como líquido de perfusión se utilizó
una disolución Riuger de pH 7,4, que
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contenía, además, xantina (io-3M) y
azul de inetileno (0,112 g/1), y otra di­
solución de igual composición, pero adi­
cionada de la sustancia inhibidora cuya
acción se ensaya.

El experimento se inicia perfundiendo
el hígado con la disolución Ringer que
contiene xantina y azul de metileno; se
introduce gradualmente por la vena por­

termina el correspondiente contenido en
ácido úrico.

Finalmente, la glándula se perfunde
de nuevo con la disolución inicial de xan­
tina y azul de inetileno (exenta de inhi­
bidor), con lo que se observa una recupe­
ración gradual y rápida de la producción
original de ácido úrico.

En la figura 3 se muestra la variación

y moles úrico/ml

0,25

Colchicino 2.10’mqzo

0,15

Sin colchicino

60

Fig. 3

150
liempo(mlnutos)

Inhibición por Colchicino

ta canulada (véase Materiales y métodos),
haciendo pasar unos 200 mi de la mis­
ma, a lo largo de unos 30 minutos. El
líquido perfundido durante este interva­
lo de tiempo se desprecia. Se continúa
la perfusión con nuevas cantidades de
líquido, recogiendo fracciones de 50 mi
cada 10 minutos, de las que se toman
muestras de 4 mi que, una vez defecadas
con 1 mi de ácido perclórico al 5 %, se
utilizan para determinar colorimétrica-
mente, mediante el reactivo de Brown
(loe. cit.), su contenido en ácido úrico.

Una vez conseguida una producción
de ácido úrico estabilizada, se inicia la
perfusión con la disolución que contiene
el presunto inhibidor cuya acción se en­
saya, recogiendo sendas fracciones de
50 mi de líquido perfundido,, y anali­
zándolas mediante toma de muestras de
4 mi que se defecan con 1 mi de ácido
perclórico al 5>%, y en las que se de­

de la producción de ácido úrico obser­
vada al perfundir el hígado con una di­
solución que contiene colchicina; con las
demás sustancias empleadas las curvas
muestran aspecto semejante.

La tabla III recoge los resultados ob­
tenidos en los diversos experimentos de
perfusión.

Es de notar que en la perfusión con
disoluciones de elevada concentración de
xantina, i,5.io"2M, no se produce el
fenómeno de la inhibición por exceso de
sustrato (observado in vitro con los ho-
mogenados hepáticos), probablemente
debido a que no se deben conseguir ni­
veles elevados de xantina en el interior
de los citoplasmas celulares, como con­
secuencia de una penetración demasiado
lenta de la base a través de la pared de
la célula hepática.

En cambio, los diversos fármacos an-
tirrenmáticos ensayados manifiestan, en
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TABLA III
Experiencias de perfusión.

Inhibidor mi inhibidor
perfundidos

Concen­
tración

inhibidor

Concen­
tración
xantina

Peso
hígado

Máxima
inhibición Gráfica

Nací 100 mi 2.10"2 M LIO"3 M 40 g No inhibe 16
Xantina 100 mi 1.5.10-2 M 2.10-* M 32 g No inhibe 17
Antipirina 100 mi 2.10-2 M 1.10-3 M 41 g 23 % 18
Fenilbutazona 150 mi 2.10-2 M 1.10-3 M 45 g 56 % 19
p-aminobenzoico 100 mi 2.10-2 M 1.10-3 M 36 g 30 % 20
p-hidroxibenzoico 100 mi 2.10-2 M 1.10-3 M 44 g 48 % 21
Acido salicílico 100 mi 2.10" M 1.10-3 M 49 g 48 % 22
Acido acetilsalicílico 100 mi 2.10" M 1.10-3M 44 g 48 % 23
Colchicina 100 mi 2.10" M 1.10-3M 39 g 48,4 % 24

estas condiciones, una potente acción
inhibidora de la xantindeshidrogenasa.
Destaca el que la glándula hepática re­
cupera su actividad xantindeshidrogená-
sica original con mayor rapidez después
de haber ensayado el efecto del ácido sa-
licílico, el ácido acetilsalicílico, el ácido
p-aminobenzoico y el ácido p-hidroxi-
benzoico, que cuando se ha experimen­
tado la acción de la colchicina, de la fe-
nilbutazona o de la antipirina.

Inhibición de la xantindeshidrogenasa
hepática in vivo, por fármacos antigo­
losos y antirreumáticos
De los animales en estudio, polluelos

de 8-15 días y ratas Vistar adultas, una
vez tratados como se describe en el apar­
tado Materiales y métodos, se obtuvo
un homogenado hepático y se determinó
su actividad en presencia de azul de
metileno.

Das mezclas de incubación utilizadas
para el estudio analítico contenían 1 mi de
homogenado (1 g de hígado en 10 mi
de suspensión, cuando se ensayó con
pollos, y 1 g en 5 mi en los experimentos
realizados con ratas); se empleó 0,5 mi
de azul de metileno 0,01 M, y volúme­
nes adecuados de tampón fosfatos 0,05 M
de pH 7,4 y de disolución de xantina
2,1o-4 M, hasta completar 16 mi. Das
incubaciones se realizaron a 25 + o,i°C, 

y se tomaron volúmenes de 4 mi a inter­
valos de 3, 6, 9 y 12 min., que se vertie­
ron sobre 1 mi de ácido perclórico al
5 por 100. En los filtrados perdóneos
se determinó el ácido úrico colorimétri-
camente, mediante el reactivo de Brown
(loe. cit.).

Experiencias con colchicina
En un experimento tipo se inyectaron

6 ratas blancas Vistar de 200 g de peso,
por término medio, con 0,2 mg de col­
chicina disueltos en 1 mi de suero fisio­
lógico alcohólico al 8 %, empleando
otros seis animales como control, a los
que se inyectó 1 mi de suero fisiológico
hidroalcohólico al 8 %.

Al cabo de 24 horas los animales se
sacrificaron, reuniéndose los hígados de
los 6 animales control y, separadamente,
de los 6 inyectados con colchicina, prepa­
rando sendos homogenados en los que se
determinó la actividad xantindeshidro-
genásica. Dicha actividad se evaluó en
0,099 Hniol/g de hígado/min. en los ani­
males control y de 0,048 pmol/g híga­
do/min. en los animales inyectados con
colchicina, lo que representa una inhibi­
ción del 51,5 %.

En la tabla IV se resumen los resul­
tados obtenidos en las diversas experien­
cias realizadas con colchicina. Debe ob­
servarse que la dosis inyectada (1 mg de
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TABLA IV
Inhibiciones tin vivo» de la xantindeshidrogenasa inducidas por administración

intraperitoneal de colchicina 1 mg/kg de animal.
Actividad xantindeshidro-

, genásica media en
Especie animal jumóles úrico/g
  hígado/min (U.I.)

Experiencia

E 1

E 2

E 3

E 4

E 5

E 6

6 ratas control
6 ratas inyectadas

0,099
0,048¡ i

6 ratas control 0,131
6 ratas inyectadas 0,066

¡
¡ 6 pollos control 0,384
| (de 30 días) 0,250
i 6 pollos inyectados
1

6 pollos control
(de 23 días)

6 pollos inyectados

0,384
0,256

6 pollitos control
(de 23 días)

6 pollitos inyectados

0,440
0,303

6 pollos control
(de 15 días)

6 pollos inyectados

0,192
0,132

Inhibición

51,5 %

49,6 %

35,0 %

33,3 %

31,1 %

30,6 %

colchicina/kg de animal) representa el
30 % de la LD50 colchicina (3,5 mg col­
chicina/kg) animal).

Si se supone que la droga se distribu­
yera uniformemente por todos los órga­
nos del animal (lo cual no debe ser cier­
to) y conocido el peso de éste, puede
calcularse que en una rata de 200 g de
peso el nivel del fármaco en sus tejidos
sería 2,5.1o-6 M, concentración muy
pequeña comparada con la necesaria,
6.1o-3 M (unas 2000 veces mayor), para
provocar in vitro, parecido porcentaje
de inhibición (50 %).

Representando gráficamente (fig. 4)
los valores de i/V frente a i/S, en las
determinaciones efectuadas con homoge-
nados de hígado de pollo (animales de
15 días, experimento Efl, tabla IV) no
tratados e inyectados con colchicina, y
aplicando la ecuación de Lineweaver-
Burk (loe. cit.), se obtiene para los aní­

males control el valor de Kin de la xan­
tindeshidrogenasa como igual a 3,3.io-s;
pero cuando se realiza análoga determi­
nación con el homogenado de animales
inyectados con colchicina, el valor que
resulta es de 6,4.1o-5, lo que indica que
el enzima se halla inhibido por el al­
caloide.

Los métodos analíticos que hemos es­
tudiado no nos han permitido, por sus
límites de sensibilidad, la determinación
de colchicina en tejidos o en suero.

Experiencias con fenilbulazqna.

El fármaco se inyectó intraperitoneal-
mente en dosis comprendidas entre el 40
y 80 % de la LD50 (215 mg/kg intrape-
rito'neal). Los animales control recibie­
ron 1 mi de disolución de suero fisioló­
gico, y el resto 1 mi de disolución de
fenilbutazona (6 mg/ml) a pH 7,4.
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Recta (1) Km = 3,3.10 *M

Recta (2) Km =6,4.10’M

Determinación de Kj aparente
de la colcliieina.

En las experiencias realizadas con ra­
tas, los animales se sacrificaron una vez
transcurridos períodos de tiempo com­

prendidos entre los go minutos y las 6
horas después de la inyección, pero no
se observó disminución alguna de su
actividad xantindeshidrogenásica hepá­
tica. Análogo resultado se obtuvo al tra­
bajar con lotes de polluelos de 8-io días,
que se sacrificaron 3 y 6 horas después
de inyectados.

Los niveles hepático y sanguíneo de
fenilbutazona alcanzados, que fueron del
orden de ro-4 M, determinados por el
método de Herrmann (loe. cit.), son in­
feriores a las concentraciones que pro­
ducen inhibición in vitro y por perfusión
(3.1o-3 M) del órgano aislado.

Experiencias con ácido salicílico
Se estableció previamente la LD5U con

polluelos, igual a 1 g/kg, y en los en­
sayos se administraron las cantidades del
ácido que aparecen consignadas en la ta­
bla V. Se emplearon disoluciones de sa-
licilato sódico convenientemente ajusta­
das a pH 7,4.

A los animales control se les inyectó
1 mi de disolución salina isotónica
(NaCl 0,9 %). Se determinó la actividad
xantindeshidrogenásica en los homoge-
nados de hígado, y el nivel dé ácido sa­
licílico en el tejido hepático y en sangre,
por el método de Smith (loe. cit.).

Las experiencias reunidas en la ta­
bla V muestran que, a pesar de haberse

TABLA V
Inhibición «in vivo» de la xantindeshidrogenasa hepática por el ácido salicílico.

Especie y
número

% de la LD„
inyectada

Sacrificados
a las

Concentración en
suero

Concentración
en hígado (M) Inhibición

6 pollos 6 % 12 horas —
1

__ ninguna

6 pollos 70 % 1 hora 11,4 mg/100 mi
(8,2.10- M)

! 1,0.10- M
i
i

5-8 %

6 pollos 100 % 1 hora 97,6 mg/100 mi
(7,0.10- M)

■ 3,8.10- M
j
i

15 %

6 pollos 80 % 3 horas 25,3 mg/100 mi
i (1,8.10- M)

, 2,0.10- M 5-8 %



94 J. RAMIA, J. BOZAL Y F. CALVET

obtenido un elevado nivel sanguíneo del
fármaco, sólo se observan pequeños des­
censos de su actividad xantindeshidroge-
násica hepática in vivo (del 15 % como
máximo). Estos resultados son parejos
a los obtenidos in vitro con semejantes
concentraciones del fármaco (compárese
con tabla I).

Experiencias con antipirina

Polluelos de 10-15 días, inyectados in-
traperitonealménte con 1 mi de la diso­
lución del fármaco, conteniendo canti­
dades que representan del 80 al 50 % de
la LD.-1U, no experimentaron alteración
sensible de la xantindeshidrogenasa he­
pática, aun habiéndose logrado niveles
hepáticos aproximados de 2,7.1o-3 M, y
concentraciones sanguíneas de 22,1 mg/
roo mi de suero, determinados por el
método de Brodie (loe. cit.).

Discusión

Eos resultados obtenidos permiten re­
saltar el significado fisiológico que pue­
den tener nuestras observaciones sobre
la inhibición de la xantindeshidrogenasa
de diversos orígenes (ave, cerdo, leuco­
citos), por su propio sustrato xantina,
cuando la concentración de ésta es supe­
rior a ro-4 M. Como quiera que el nivel
fisiológico normal de la mencionada pu-
rina en el hígado de diversos animales es
del orden citado, consideramos que nues­
tras observaciones pueden sugerir la
existencia natural de un posible meca­
nismo de regulación (limitación) de la
uricogénesis, dado que, según ello, en
el caso de una acumulación excesiva de
xantina en el hígado del animal, se li­
mitaría automáticamente una producción
exagerada de ácido úrico.

Los diversos fármacos antigotosos, an-
tirreumáticos y drogas relacionadas que
hemos ensayado, se comportan in vitro 

como inhibidores de la actividad de la
xantindeshidrogenasa de diversas proce­
dencias. Hemos podido establecer el
carácter competitivo de los siguientes
inhibidores del enzima : ácido salicílico,
ácido acetilsalicílico, ácido p-hidroxiben-
zoico, ácido p-aminobenzoico y anti­
pirina.

Se observa un paralelismo entre los
resultados obtenidos al ensayar la acción
inhibidora in vitro con los que se consi­
guen en la perfusión de la glándula he­
pática de pollo con disoluciones de los
correspondientes fármacos.

Esta correspondencia no se observa
siempre con los efectos provocados por
algunas de las sustancias, cuando se ad­
ministran a animales vivos por vía pa-
renteral. En efecto, los ácidos salicílico
y acetilsalicílico, que ensayados in vitro
y por perfusión se muestran como poten­
tes inhibidores de la actividad xantin-
deshidrogenásica del hígado, cuando son
inyectados intraperitonealmente a ratas
o polluelos apenas muestran influencia
apreciable sobre la actividad del enzima
de sus hígados; tan sólo se consiguen
inhibiciones del 15 % en los animales
así tratados. La explicación reside, se­
guramente, en el hecho de que no se
pueden conseguir niveles elevados de
estos fármacos en el hígado del animal
tratado por inyección intraperitoneal: de
hecho, la magnitud de la inhibición pro­
vocada corresponde a la observada in vi-
tro con los homogenados hepáticos en
presencia de análogas concentraciones de
los fármacos ensayados.

La fenilbutazona y la antipirina se
muestran como potentes inhibidores
competitivos in vitro, y también inhiben
la producción de ácido úrico por la glán­
dula hepática al perfundirla con disolu­
ciones de los fármacos; no hemos obser­
vado, sin embargo, que ejerzan acción
alguna sobre la actividad de la xantin­
deshidrogenasa hepática de pollos inyec­
tados intraperitonealmente. Es de desta­
car, no obstante, que los niveles hepático 
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y sanguíneo que hemos podido alcanzar
con las mencionadas sustancias tampoco
producen inhibición al experimentar in
vi tro con hom ogen ados. A pesar de que
en todos los casos los animales se inyec­
taron con dosis elevadas (próximas a la
LD3Ü) de los fármacos, es probable que
el ritmo de su eliminación sea lo suficien­
temente rápido para evitar su acumula­
ción, siquiera temporal. El sacrificio de
los animales a distintos intervalos de
tiempo después de la inyección, condujo
siempre a los mismos resultados.

La beneficiosa acción terapéutica ejer­
cida por los ácidos salicílico y acetilsa-
licílico y por la fenilbutazona no parecen
derivar, por tanto, de los efectos inhi-
dores que puedan ejercer sobre la xan-
tindeshidrogenasa de diversos órganos in
vivo, sino de posibles acciones efectua­
das sobre otros sistemas que intervienen
en el metabolismo purínico.

La colchicina, agente antigotoso que
ejerce los efectos terapéuticos más acu­
sados, manifiesta su acción inhibidora
sobre la xantindesliidrogenasa cuando se
trabaja in vitro o por perfusión de la
glándula hepática; el aparente efecto
inhibidor del fármaco sobre la uricogé-
nesis es, sin embargo, mucho más acu­
sado cuando actúa in vivo.

En efecto, al determinar el valor de
la Km para el sistema xantina-xantindes-
hidrogenasa de hígado de pollo, en ani­
males tratados o no con colchicina (intra-
peritoneahnente), se pone de manifiesto
la menor actividad del enzima en el hí­
gado de los animales inyectados.

El hecho encontraría su paralelismo
en las pequeñas dosis terapéuticas admi­
nistradas que resultan efectivas en los
pacientes gotosos : la dosis de colchicina
para un paciente de 60-70 kg de peso es
de 10 mg en dos días; admitiendo la
acumulación del fármaco y su distribu­
ción uniforme, significaría una concen­
tración de colchicina igual a 4.1o-7 M,
la cual in vitro no produciría efecto
inhibidor alguno.

El resultado logrado al administrar
dosis pequeñas de colchicina parece in­
dicar que la acción terapéutica de la col­
chicina no sea atribuible a una simple
inhibición de la xantindeshidrogenasa
hepática o de otros tejidos, sino a efectos
más complejos sobre otros sistemas que,
probablemente, actúan acoplados con el
de la xantindeshidrogenasa.

Podría adelantarse la hipótesis de una
posible interferencia del alcaloide con la
propia biosíntesis del enzima. Son co­
nocidas las propiedades antimitóticas de
la colchicina, manifiestas ya a concentra­
ciones muy bajas (1 parte por billón); se
puede suponer que dichos efectos sean
el resultado de una interferencia del pro­
ducto sobre diversas acciones enzimáti-
cas de la célula y sobre la inducción sin­
tética de los propios enzimas, entre ellos
de la xantindeshidrogenasa.

La actividad antimitótica del fármaco
pudiera explicar la observación de Ho-
avell y col. (5) de que la colchicina in­
hibe la acción fagocitaria realizada por
los leucocitos sobre los cristales de ácido
úrico depositados en el líquido sinovial.
Nosotros hemos demostrado la inhibición
de la xantindeshidrogenasa de leucocitos
por la colchicina, pero al trabajar con
una suspensión de leucocitos en una di­
solución Ringer que contenía también
urato sódico 10-4 M, no hemos obser­
vado la menor alteración del contenido
de ácido úrico de la disolución.

Resumen

La actividad xantindeshidrogenásica de los
homogenados de hígado de pollo, de rata, de
cerdo y de la presente en los leucocitos eosi-
nófilos es inhibida in vitro por el propio sus­
trato, xantina, cuando la concentración de la
base es superior a xo-4 31.

Las sales sódicas de los ácidos salicílico
(6,25.1o-3 31; 40 %), acetilsalicílico (3,12.
io-3 31; 40 %), p-hidroxibenzóico (6,25.1o-3 31;
32 %), y p-aniinobenzóico (6,25.1o-3 31 ;
18%), asi como la fenilbutazona (6,25.1o-3 31;
3° %)> la colchicina (6,25.1o-3 31 ; 50 %) y la 
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antipirina (6,25.1o-3 31 ; 11 %), inhiben in vi-
tro la actividad xautindeshidrogenásica de los
honiogenados hepáticos de ave, de cerdo y de
leucocitos.

Trabajando con homogenados de hígado de
pollo se ha observado que los siguientes fár­
macos son inhibidores competitivos de la xan-
tindeshidrogenasa, habiéndose establecido las
correspondientes constantes de inhibición :
ácido salicílico (Ki = 3,2.1o-3 31), ácido acetil­
salicílico (Ki = 2,8.1o-3 31), ácido p-hidroxi-
benzoico (Ki = 5,5.1o-3 31), ácido p-aminoben-
zoico (Ki = 1,5.1o-3 31) y antipirina (Ki =
— 2,72.1o-3 31).

La perfusión de la glándula hepática de
pollo con disoluciones Ringer que contienen
xantina (io-331), azul de metileno (3.1o-* 31)
y una de las drogas antigotosas, antirreumá-
ticas o antiflogísticas que a continuación se
mencionan, inhibe la producción de ácido
úrico por la glándula en magnitudes seme­
jantes a las observadas al experimentar in
vitro; colchicina (2.1o-3 31; 48%), fenilbu-
tazona (10-3 31; : 56%), ácido salicílico
(2.io-33I; 48 %), ác. acetilsalicílico (2.io-33I;
48 ?o), ác. p-hidroxibenzoico (2.io-33I; 48 %),
ácido p-aniinobenzoico (2.1o-5 31; 30 %) y
antipirina : (2.1o-3 31; 23%).

La inyección intraperitoneal de colchicina
(30 % LD„) en pollos y ratas disminuye la
actividad de la xantindeshidrogenasa presen­
te en el hígado, demostrable por la menor
cantidad de ácido úrico producida al incubar
con xantina los honiogenados de hígado de
los animales inyectados.

La determinación del valor de Km en los
animales control, proporciona un valor igual
a 3.1o-3 31, en tanto que la determinación
análoga para los que han sido paralelamente
inyectados con colchicina da el valor de
6.1o-3 31 lo,06 mg del alcaloide a animales de
60-70 g). Los hechos experimentales ponen
de manifiesto que los efectos de la colchicina
in vivo son mucho más acusados que la ac­
ción ejercida por el fármaco in vitro o por
perfusión sobre la actividad de la xantindes­
hidrogenasa.

Las sales sódicas de los ácidos salicílicos y
acetilsalicílico administradas a pollos intra-
peritoneahnente (70 y 80 % de LDJ0, respec­
tivamente) sólo inducen una ligera inhibición
de la actividad enzimática (15 %), mientras
que la fenilbutazona y la antipirina (LDC0)
no parecen ejercer efecto alguno en dichas
condiciones.

Summary
Therapcutic agcnts and acid uric

biosynthesis

I/ivcr xantindehydrogenase of various
sources -chicleen, rat and pig appears to
be inhibited by an excess of substrate
[Xantine] 10-4 M. A similar pheno-
menon has been observed with the dehy-
drogenase present in horse leucocytes.

The following drugs behave in vitro
as competitivo inhibitors of chicleen xan­
tindehydrogenase, and the corresponding
inhibition constants (Ki) have been esta-
blished: salicylic, acetylsalicylic, p-hy-
droxybenzoic and p-aminobenzoic acids,
phenylbutazone, colchicine and antipy-
rine.

When an isolated chicken liver is per-
fused with any of the mentioned drugs,
the uricogenic rate of the gland is
correspondingly reduced.

Intraperitoneal adininistration of col­
chicine to rats and chickens, appears to
greatly diminish liver xantindehydro-
génase activity. Similar experiments
performed by injecting salicylic and ace­
tylsalicylic acids, or phenylbutazone,
seem to reduce only slightly the activity
of the enzyme.

The powerful effeets induced in vivo
by the injection of colchicine to animáis,
and the excellent therapeutical results
obtained when small doses of the alkal-
oid are given to gouty patients, cannot
be simply explained by its inhibitory
action upon xantindehydrogenase. Some
experiments we have in course indícate
that colchicine also interferes with other
enzymatic systems wliich seem to work
coupled with xantindehydrogenase in
the hepatic cell.

Bibliografía
(1) Brodie, B. B., y AxiíUROD, J. : J. Piiar-

niacol. Expll. Thcrap., 98, 97, 1950.
(2) Browx, H. : J. Biol. Chetn., 158, 600,

1945-



AGENTES TERAPÉUTICOS Y ÁCIDO URICO 97

(3) IlERRMANN, B. : Ned. Exfrtl. 1, 170,
1959.

(.|) Hofstee, B.H.J. : J. Biol. Cltctn., 216,
235, 1962.

(5) Howell, R. R., Eneas, E. D., y Seeg-
míLLKR, J. E. : Arlhritls Rhcitin. 6, 97,
1963.

(6) Lineweaver, H., y Burk, D. : J. A ni.
C'licm. Soc., 56, 658, 1934.

(7) Marín, A., Martín-Estevf,, y J., Cal-
vet, F. : R. esp.-FisM., 20, 165, 1964.

(8) Martín-Esteve, J., Bozal, F. : A.I.R.,
7, 456, 1964.

(9) Millf.r, L,. Li., Ely, C. G., Watson,
M. L., y Bale, W. F. : J. Expll. Ncd.,
y4, 43 b 1951.

(10) Rauen, H. B., «Biochemisches Taschen-
buch>, p. 916. Springer Verlag, 1956.

(11) Smith, M.J.H. : J. Pharnt. Pharniacol.,
3, 4i3> I95i-

(12) VlLLELA, G. G., ALFFONSO, O. R., MlTI-
dieri, F. : Biochcni. Pharinacol., 7, 78,
1961.

(13) Westerfeld, \V. \V., Richert, D. A.,
Bloom, R. J. : J. Biol. Chcni., 234, 1889,
1959.




