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RESUMEN. E! Lobenzarit (Lb) es un medicamento antiartritico que tam-
bién inhibe la hepatotoxicidad aguda inducida por el paracetamol en ratones
¢ incrementa la concentracion de glutation reducido en ¢l higado. Utilizando
homogenato de higado de ratén quedd demostrado que cancentraciones ae-
cientes del Lb mducen un mcremento proporcional en la transformacion del
glutation oxidado en reducido. Este efecto se produce también en homo-
genato desalinizado que contiene NADPH ademas del ghutation oxidado,
canstituyendo una fuerte evidencia de que €l Lb ejerce su efecto mediante Ia
activacion de la enzima ghatatidn reductasa lo que Lambién se demmestra

ABSTRACT. In the present paper were performed additional studies on the
mechanism of action of Lobenzarit (Lb), this drug has antiarthritic properties
and also mhibits the acute hepatotoxicity induced by paracetamol n mice
and increases the concentration of reduced glutathine in liver. Using homo-
genic mouse liver, it has been demmnstrated that the increase of Lb cancen-
trations provoke a proportional augment in the transformation of oxidized
glutathione (GSSG) in reduced glutathione (GSH). This effect is also pro-
duced in desalinized homogenic compound which contan NADPH and
GSSG. It provides strong evidence that Lb exerts its effect through the acti-
vation of the enzyme glutathione reductase, which is also demonstrated.

El Lb es un meadicamento sintético con propiedades inmunomo-
duladoras, lo gue ha propiciado su_introduccion exitosa en el trata-
miento de la artritis reumatoidea. Este producto ademas de pre-
sentar propiedades como antioxidante ¥ inhibe también la
hepatotoxicidad inducida por el paracetamol en ratones al provocar
un incremento de la concentracién de glutatidn reducido en el higado
de estos roedores.” El ohjetivo de este trabajo consistid en confirmar
si estos efectos in vivo se producen también in vitro en homogenatos
de higado de raton y ademéas-evaluar la hipotesis de que el mecanis-
mo de accién del Lb es a través de la activacion de ia glutatidn re-
ductasa, enzima que convierte el glutation oxidado en reducido

Reaotivos y drogas

El Lb disddico utilizado en el estudio fue obtenido por el Laborato-
rio de Sintesis Organica del Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas. Los demas reactivos procedieron de fuentes comerciales
regulares.

Tratamiento animal y preparacion de la muestra. Se emplearon
ratones (30 a 35 g) a los cuales se les extrajo el higado. Dieciocho
horas antes de la remocion del organo, los animales fueron depriva-
dos del alimento, recibiendo sdlo agua ad-libitum.

E! higado fue homogenizado 1:5 (PN} en solucion de KCI fria
0,15 mol/L en un homegenizador Potter Elvehejm; se utilizd homoge-
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Fig 1. Efecto cde la concentracion del Lb sobre 1a
transformacion de GSSG en GSH. sin desallnizar (A)

nato total y desalinizado por columna de Sephadex G-10 previa cen-
trifugacién a 4000 r/min 30 min a 4°C.

Muestras de 1 mlL fueren incubadas durante 10 min a 37°C en las
condiciones siguientes: HaQ + GSSG, Lb + GSSG, Lb + FAD" +
GSSG, FAD' + GSSG, Lb + NADPH + GSSG, y NADPH + GSSG;
utilizande 0,43 mg/mL de Lb; 33 mmoll de GSSG; 0,78 mmolL de
FAD* y 0,83 mmolL de NADPH.

Se determiné el efecto de las distintas concentraciones de Lb so-
bre Ia transformacion de GSSG en GSH; mediante la incubacion de
1 mL del homogenato total y del desalinizado a 37 °C durante 60 min
con GSSG 33 mmoll y Lb alas concentraciones de 0; 0,086, 0,21y
0,86 mg/mL.

Una vez terminanas las incubaciones; se determind la concentra-
cion de GSH por el método de Beutler 5 con algunas modificaciones.
Se afiadié a la mezcia de reaccion 1,5 mL de de solucion precipitan-
te, se dejo 5 min en reposo, se filtrd; y a 2 mL de NaxHPQ4 0,3 mollk
se le afiadié 0,5 mL del filtrado. Posteriormente se le adicionaron 250
uL de DTNB (0,505 mmoll), y se determind la absorbancia a 412
nm contra un blanco reactivo empleando un equipo Spekol 220 d= la
Carl Zeiss Jena. Los resultados se expresaron en mol/g de higado.

Ademas, se determiné la actividad especifica de la enzZima gluta-
tién reductasa por el método de Smith y col. ¢
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Fig 1. Efecto de la concentracion del Lb sobre la
transformacion de GSS5G en GSH. desalinizado (B).Cada
punto representa el valor de la medla de tres
experimentos + desviacion estandar.
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Flg 2 Efecto de la concentracion del Lb sobre la
actividad specifica de la enzima glutatién reductasa en
hemogenato de higado de ratén. Cada punto representa
el valor de la medla de tres experimentos desviaclén
estandar

Para |a vaioracion de los resultados se realizé un analisis de va-
Hanza de clasificacién simple con un disefio completamente aleatori-
zado (p,05} y las medias fueron comparadas con el test de compara-
ciones miltiples {Duncan) {p<0,05).

Con el aumento de la concentracion de Lb en el homogenato se
incrementd proporcionalmente la formacién de GSH a partir de
GSSG (Fig.1) tanto en la muestra no desalinizada (Fig.1A) como en
la desalinizada (Fig.1B). Como consecuencia de la desalinizacion, la
concentracion inicial de GSH resultd menor para este tipo de mues-
tra. No ohstante, el incremento de GSH provocado por la adicién de
0,43 mg/mL de Lb fue practicamente el mismo para ambos tipos de
muestras, siendo def orden de 1,15 mol/g de higado.

Estos resultados indicaron que el Lb desempefid un papel funda-
mental a nivel de la enzima glutation reductasa que es |a responsa-
bie de transformar al GSSG en GSH. Debido a que esta enzima utiii-
za como cofactor NADPH y en algunas especies el FAD* puede
actuar como activador, se evalud el efecto del Lb sobre la transfor-
macién de GSSG en GSH en presencia de NADPH y FAD" en ho-
mogenato de higado de raton,

La Tabla | muestra los resultados de ia determinacion de la con-
centracion de GSH expresados en mol/g. Cada valor representa la
media del ensayo por triplicado desviacion estandar p < 0,05 entre a
ybayc.p<00lentre dy e dyfeyf Esto evidencido gue la adi-
cién del NADPH (0,83 mmol/L) en el homogenato total y el desalini-
zado provocd incremento de la conversion del GSSG en GSH, no
ocurriendo asi, con ta adicién del FAD™ (0,78 mmuall). Efectivamen-
te, ciando al homogenato desalinizado que contenia GSSG se le
afiadié NADPH (Tabla 1) se produjo un aumento de GSH debido a la
actividad enziméatica de la glutatién reductasa. La adicién de Lb en
este sistema provocé un incremento ain mayor en la concentracién
de GSH.

En la muestra no desalinizada el pequefio incremento provacado
por el Lb, posiblemente se debié a que esta muestra contenia nive-
les basales supetiores, tanto de GSH eomo de NADPH.

La adicion de FAD' (Tabla Iy provocd incrementos similares a los
que provocd el Lk cuando se le afiadio respectivamente, a muestras
que contenian GSSG, tanto desalinizadas como no desalinizadas.
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TABLAI

Inflyencla de la adicién de FAD' el NADPH sobre la transfor-
macion de GSSG en___GSIjT”

Lb+ NADHPI Lb+ | + .
NADPH| H,O | Lo ‘ FAD" FAD
| +GSSG|+GSSG|+GSSG | +6SSG|+GSSB +GSSG | +GSSG|
; o [

Homegenato 3,5 0,5 4,35 04 4,45 04 495 0.2 5,96r0,2
5.24°0.4

Total

Desalinizado 0,75 0,2 1,3290,3 1,150,3 1,310,3 9,22°0,2
5,48' 0,1

Se encontrd una dependencia directa entre la concentracion de
Lb y la actividad especifica de la enzima giutatién reductasa, cues-
tién que evidencid la activacion de la glutation reductasa por el Lb in
vitro. Esto ha sido confirmado mas recientemente, en experimentos
in ¥ivo en los cuales &! Lb incrementd significativamente la actividad
previamente disminuida de esta enzima por el paracetamol.

Ha quedado demostrado que el mecanismo por el cual el Lb au-
menta la transformacion de GSSG en GSH esta basado en la activa-
cién de la enzima glutatidn reductasa por el farmaco.
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