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1 INTRODUCCION
====

STmEfoEoRSRSnEcEoSsos

i.1 GENERALIDADES

La xzantinoxidasa, xantina:oxigeno-oxidorreductasa (EC 1.2.3.2)
(1), fue descubierta por HORBACZEWSKI y SPITZER (2) (3) al cb-
servar que la hipoxantina y la zantina en presgencia de varios
preparados tisulares daban lugar a la aparicidn de acido Grico,
segin la secuencia reaccional siguiente:

HIPOXANTINA + O,——> XAWTINA + H,0,

XANTINA + 0,————>AC. URICO + H,O,

El enzima que catalizaba el proceso fue identificado ripidamen-
te con el 'enzima de Schardinger" de la leche y BURRIAN, en 1.905,
(4), 1o denomind antinoxidasa, aunque posteriormente se observa-
ron diferencias ; se halla muy difundido en los tejidos animales
Yy en los microorganismos.

Se han propuesto diversos métodos de preparacidn de la xantin-~
oxidasa de leche vacuna. En el de BALL (5), se emplea la lipa-
sa pancreftica y en el propuesto por CORRAN (6), se verifica la
evtraccibdn del enzima con disoluecidn de clomuro sédico. En el
método de HORECKER y HEPPEL (7) se emplea la tripsina ; por Gi-
timo AVIS (2) consiguid la cristalézacidn del enzima.

La xantinoxidase de higado de ternera ha sido purificada por
EIELLEY (9}, y la de higado de cerdr por BRUMBY y MASSEY (10).

La xantindeshidrogenasa de higado de pollo de slevado grado de

pureza, ha sido obtenida por REMY y col. (11), mediante un tra-
tamiento térmico, posterior incubacibén con Pangestina y fraccio
namiento con sulfato amdnico ; ha sido purificado, también, por

RAJAGOPALAN y HANDLER (12), y GUBERT y col. (13) consiguieron la



geparacidn cromatofr&fica de la lactatodeshidirogenasa y de la
sxantindeshidrogenasa de higado de pollo,

La xantinoxidasa de procedencia bacteriana ha sido purificada
por JIKSTEIN y col. (14), y por BRADSHAW y col. (15) ; la de
insectos por IRZYKIEWICS (16) y la de »ifibn de pichén por LAN-
DON y col. (17).

Alguno de 103 procescs mencionados preferontemente, se han mos-
trado de fAcil adaptacidn a la purificacibn de xantinoxidasa de
higado de buey, uno de los enzimas de log que se ccupa el pre-
sente trabajo.



1.2 FUNCIONALIDAD ENZIMATICA

En estudiges efectuades con purificadeos de xantinocidasa de le-
che vacuna, LOWRY y col. (13) observaron al emplear 6-pteridil-
aldehideo, inhibidor competitive de la maatinoxidasa con reaspec-
to a la xantina, que una parte del enzima era inactivo 6 no fun
cional y que esta cantidad ascendia aproximadamente al 40%. Con
clusiones anélogas fueron formuladas por MORELL (13) al leer a
450 nm los desceunsos de absorbancia provocados por la adicidn
de xantina a la xantinoxidasa en anaerobicsis. Se observaba un
descenso rapido de absorbancia, gue se prouducia al cabou de 30
segundos y otro mas lento gue se prolongaba durante alguuas ho-
ras. El cambio rapide debila ser proporcional a la cantidad de
enzima funcional presente en el preparade enzimitieco, que ha si
do reducido por la nantina; cl mis lente lo provecaria la reduc
¢ibn del enzima no fuacional por mediv del enzime activo reduci
do,

Otros autores (20), (21), (22), (23), (2%4), {(25), obtuvieron
tambidén una evidencia directa de la existencia de formas enzimé
ticas inactivas. Se basaba aquélla, en la variacidun de los con-
tenidos de Fe, de flavina y de Mo, compoientes que se encuentran
en todos los preparados de .antincxidasa purificada y de la re-
lacibdn de dichos componentes con la actividad xantina:oxigeno re
ductasa.

La obgervacién de las seiiales bajas secundarias de EPR permite
el formular conclusiones andlogas (20) § se admite la existen-
cia de dos formas de xantinoxidasa, una activa &f funcional y
otra no funcional inactiva, con unas relaciones de Mo:FAD:Fe de
1:1:4 y de 0:1:4 respectivamente.

51 bien se ha postulado que la reduccidn bifésica de la xantino-
¥idaga en prosencia de =antina (450 mn) es una propiedad intrin-
soca del enzima, se ha podido demostrar (26), que la diferencia

en los intervalos do tiempo en los que s8¢ obsorvan las fases ri-



pida y lenta depeude de la naturaleza del susirato, tal como se
pone do mauifiesto al emw‘ear diez gustratos distintos.

Se han formulado distintas hipdtesis para explicar la actividad
& inactividad de la molécula de xantinoxidasa ; agi DIXON (27)
cbservdé una aparente irreversibilidad em la inhibicidn de la xan
tinoxidasa inducida por el idn cianuro jeshibe el enzima inhibi-
do, una variacidn en el eapectro de absoreidn a 320 mm, y su ci-
abética de iuhibicion mmegtra gque el idu: cianuro iuterfiere en la
unién de la wmeolécula de xzantina al centro catalitico del enzima
(28). E1 cawbio de absorcidn esti provecado por una variacidn en
la coordinacibdn del molibdeno, ya que la absorcidén a esta longi-
tud de onda se debe en su mayor parte a la flavina y al hierro
ne hewmatimico que se hallan presentes en la molécula del enzima
(29). La relacibn de este hecho con la seiial EPR del molibdeno,
permite afirmar gue, puestoc que la xantina se une al centro ca-
talitico del enzima a través del molibdeno (30), al formarse el
complejo cianuro-meolibdeno ya no tendria lugar la transfercencia
electrbnica entre la purina y el metal (31). Ello conduciria a
la hipbtesis de que son comparables el enzima funcional y el no
funcional con el enziwa que no ha sido tratado con cianuro y el
que ha sido inactivado por dicho ibu.

Otro autores (32), no aceptam la hipdtesis de la formacibn del
complejo ui su posible extensidn a la coupgRaRidon con el enzima
no funcional § la negativa se basa en que al tratar el enzima
con cianuro, aparece tiocianato que se forma a partir del azufrs
constituyente que no se halla unido al hierro en la molécula en-
zimAtica. Es significativo el hecho de que la pérdida de activi-
dad enzimética es proporcional al tiocianato liberado. Estos re-
sultados condujeron a postular que el tiocianate procede de los
Gtomos de azufre constituyentes de un grupo persulfure, gue se
encuentra en 6l centro catdlitico del enzima, segin el siguien-
te eaquema:

-

PROTEINA-S§-8~ + CN™ ———3PROTEINA-S~ + SCN

Cuando el enzima asi tratado se incuba con sulfuro sbdico, se re
Cupera la actividad y el gradoc de recuperacidén deponde del tiem



po de countacte, de la temperatura y del pH. S se utiliza sulfu
ro sbdico con azufre marcado isotdpicamente y se vuelve a inac~
tivar el euzima con el 16n ciawurc, el azufre marcado aparece en
el tiocianate formado (32). La hipbdtesis ha sido confirmada pos-
teriormente por EDMONSON y col. (33) al separar el enzima activo
del inactivo poxr cromatografia de afinidad § una vez aislado el
enzima o funcional, se conseguia su actividad al incubarlo con
sulfuro gbddico. Ha podido comprobarse tamwbién gue el enzima no
fuacional posee las mismos caracteristicas que el enzima #nacti
vado por cianureo, que ambos contieuen la misma proporcibn de mo
libdeno y que su espectro de absorcidu a 320 nm es anélogo. Ami
wismo, los estudios de EPR muestrame que el enzima no funcional,
al igual que el inactivadc por clanuro, 10 se reduce &n presen=-
cia de la :antina (33). Es importante destacar, que tanto el en
zipa no tratado como el inactivado por cianuro, poseen actividad
deaforfsica ; es decir catalizan la oxidacién del NADH a NAD®,
utilizando el ferricianuroc como aceptor olectrbduico (31). E1 com
portariento del enzima es comprensible ya que, en la formacibn
del compiejo intermedio enzima-NADI uno interviene el grupo per-
sulfuro, gino que se forma a partir del grupo prostético flavi-
na, Por otra parte, el onzima desflaviuizade carece de activi~
dad diaforésica (3%4), lo que confirwma costa hipdtesis.



1.3 CENTRO CATALITICO DE LA XANTINOXIDASA ¥ TRANSFE-
RENCIA ELECTRONICA

£l establecimie:to del posible wecanismo quimico de actuacidn de
la =antinoxidasa, el dilucidar en gue forma ocurre la transferen
cia electrédnica en las diferentes etapas de reacecidn, asi como
el conocimiento de los grupos que intervienen en la formacibn
del complejo enzima-~gustrato han sido objeto de una amplia in-
veatigacibn.

BAKER y HENDRIKSON (35) utilizaron numerosos sustratos e inhibi~
dores coi: objeto de determinar cuales son los grupos indispensa-~
bles de la moléecula del sustrate ¢ del inhibidor a través de los
que se f{ia a la molécula del enzima y cual debe ser la distribu
¢ibn de aqubllos para que se verifigue ol acto catalitico, Pos-
tularor (loc.cit.), que cuando on el anillo de la purina no exis
to un grupo tiol, hidroxilo @ amino er pogicibn 6, la unibén que
se estableco es muy d8ébil, Sin embargoe, la presencia de un gru-
po tiol en posicibr 2 determinaba que 1a unién al enzima ju-n
mhs cstable que si aquélla se hallaba ccupada por un grupo hi-
droxilo, La presencia do més de un grupc hidroxilo en el anillo
de la purina determinaba, gue la unibdn envima-sustrato se viera
monog favorocida., Pudieroan concluir (35%), que resultaba necesa-
ria lo preseicia de grupos tiol, hidro:ilo o amino en posiciones
2, 6 G4 2 del anillo de la purina y que la afinidad era mixima
cvando e-istia un selo sustituyente, perc si se hallaban ocupa-
das las tres posiciones ol encima e:perimentaba- knhibicidn debi
do a que el sustrato nc dispone de ninguna posicidn para que se
verifioue 1la hidroxilacibn enzimitica.

Bn la xantindeshidrogenasa de Micrococcus lactylicus (36) las re
presentaciones de Dixon conducen a suponer, que tanto la unibn
del enzima con el sustrato como la cathlisis, dependen de grupos
ionizables a pH 6,5 | 7,5 3+ 8 y 9.5 aproximadamente.

La iodoacetamida inhibe con rapidez a la xantinoxidasa (37) j el
reactivo pone de manifiesto la presencia de un grupo sulfhidrilo



g1 el contro actibe del ewsime, ouce se pugiere nproceda do wo
geupo persulfuro. Se ha supuesto, tombid:, ~ue el efectc pro-
voecado por 1a iodoacetamidae es el doe alouiliay lo Lilaviia o las

posicioues & a & 5 (37) (29) (40).

La inhibicidn de la wantinoxidasa de leche por sl p-mercuriben
zoato precisa de la prssencia de la xantina, siendo el carécter
de la inhibicidén con respecto a ésta de tipo competitivo | sin
embargo, con el enzima de higado de cerdo la inhibie.lém es no
competitiva, 10 que podria ser indicio de difereancias de consti
tucibn de las moléculas de ambos enzimas.

La inhibicidn de la xantinoxidasa por el alopurinol (41), anédlo
go estructural de la hipoxantina, se interprota por couportarse
date como sustrato gue me transforma en aloxantina (isbmero de
la xantina), la cual 1o se libera ; se forme u: compleje enzima-
aloxantina que impide la actuacibn del ocigenc sobre el suzima y
se anula asi la capacidad catalitica deléste. El alopurinol es
agimiswo u: inhibidor pseudoirreversible de la -antindesghidroge-
nagsa de higado de pollo (%42).

La existencia de dos Atowos de molibdenc por moldcula de wvanting
xidasa (33) determina la existencia de dos coentros cataliticos 3}
por tanto, si se tiene en cuenta que cada uma de las hemimolécu
las de xantino:idasa de leche y de xantindeghidrogerada de higa
do de pollo pueden oxistir en dog formas, funciornal y no funcio
nal, se pueden ocriginar tres tipos de molécula enzimbtica : uno
cuyas moléculas posean dos centrog cataliticamente activos

otro cuyas moléculas posean un centro activo y ofro inactivo y

el tercero en el que ambos centros sean cataliticamente inacti-
vos. La hipbdtesis se basa en que la carencia de funcionalidad deg
las hﬂuimoléculau sea debida a una sola causa § ahera bien, se
sabe que éstc puede achacarse a dos causas fundamentales. La pri
mora de ellas seria un factor de procedencia al gue seriza impu-~
table la augencia de molibdeno, en mayor © menor proporcién, de-
bido probablemente a factores dietéticos, y la segunda a una am
sencia del grupo persulfure, que quedaria reducido a mudfuro con
Pérdida de su actividad catalitica ; el tltimo fendmenc depende-
ria de causas o:ternas como podria ser el proceso de purificacid:



w ol tiempe y modc de corserveactén del enzima (43). Le hiphte-
sis se hallaria er concordancia con la geparacidn de las formas
funcional y no fuancional congeguida por el usc de la cromatogra
fia de afinidad. Mediante este método se separarian lag molécu-
las que contienen uno ¢ dos ceatros activos { enzima funcional )
de las que no poseen ninguno ( enzima no funcional ).

Los estudics de inhibicibn por cianuro (32) y los de desflavi-
nizacién del enzime (24) permiten comprobar que el NADH se dne

a una forma del enzima disatinta de la que l¢ hace la xantinae,

ya que los grupos que catalizan ambas oxidaciones son distintos;
asi ellmolibdeno y el grupo persulfuro son esenciales pera la
oxidacibdbn de la xantina, aungue su ausencia no impide la oxida-
cibn del NADH, mientras que la desflavinizacidn del enzima de-~
termina que éate no sea,capaz Jde fijar la molécula de PADH, ni
de catalizar su oxidacidén. La desflavinizacidn no implica la
pérdida de la capacidad de fijacidn de la xantina y de que ésta
reduzca @l enziwa, si bien su posterior recxidacidn se deberh
efectuar por un cofactor distinto del NADY o del oxigeno, tales
como el ferricianuro o el citocromo ¢, Estos resultados ccncuer
dan con los descritos por BRAY (44) (45) 4&‘). quien al efectuar
estudios de EPR con la xantinoxidasa de leche, obmervd la ausen
cia de las seoflales del hierro y del molibdeno cuando ésta utili
za NADH como sustrato, pero obtubo seiial para la flavina, si
biex fuo d&bil. La secucncia de la transferencia electrbénica pré
puesta por el autor es la siguiente: sustrato, molibdeno, flavi
na y Fe/s (44).

PALMER (47) ol estudiar las etapas de ozidacién y de reduccidn
de la xantinocidasa, mediante técnicas de EPR y dicroismo cir-
cular, encontrd dos sefiales para el grupo 5/Fe. Se deduce que
los cuntro Atomos de azufre y los cuatro Atomos de hierro, pue-
den hallarse unidos § los dos Atomos de hierro a través de lom
dos dtomos de azufre. Cada uno de Sstos dos grupos asi obteni-
dos produce una sefial distinta de EFR lo que induce a pensar
que la transferencia electrdnica se sucede de uno a otro de los
grupos 5/Fe.

Ea un intento do sstablecer el mecanismo quimice orgénico de ac



tuacién de la xantinoxidaga de leche CLSON y coi. (43) possula
ron que existen dos fases en la reaccibdu de oxidacibn, indican
do que sblo una de ellas es cataliticamente significativa por
ser limitante de la reaccidn ; esta gase resulia ser indepen~
diente de ia actividad de 1a relccién flavinieca (AFR), de la
presencia de inhibldores competitivos de la xantina, dei trata-
miento de la xantinoxidase per alopurincl ¢ por cianuro, € bien
de ia presencia de superoxidodiswmutasa. Al efectmar un eastudio
completo del mecaniswuo de actuaciim Jd& la xantinoxidasn de le-
che (49), se ha postulado gue lus sumbios Opticos y del espec-
tro de EPR durante la valoracibdn anaerocbia de ia xantinoxidasa
do leche con ditionito, pueden ger probocades psa el equilibric

yedox

Mo {VI)——— Mo (V) ———>Ho (IV)

FAD &= . FADH & PADH,
vy de un electrén de cada uno de los dos centros S/Fs existentes.
Los valores de las constantes de equilibrioc obtenidas permiten
formular que deben existir 36 estados posibles de oxidaciém en
la reduccidn enzimitica de cada hembmolécula de xantinoxidasa
(49), y se ha sugerido, también,la hipdtesis de que el pH afec~
ta de forma importante a la probabilidad de que tenga lugar cada
A de los 36 casos de reduccidn. Al mismo tiempo se ohserva gque
la transferencia electrdnica es mmcho m’s rdpida gque el turnover,
luego ninguna de estas transferencias puede considerarse como
etapa limitante de la reaccidn.

Por todo lo expuesto se adopnta somo modelo #m anzima una forma
tal en la que cada unidad eazimAtica es una hemimolécula, la
cunal esthk considerada como la cantidad de enzima que contiene
un dtomo &b molibdeno y es capaz de aceptar tres pares de elec-
trones procedentes de tres moléculas de xantina, mediante un
procesc de cesidn consecutivo e irreversible. Acpartir de las
ecuacionss de equilibrio ss posible calcular con exactitud el
intervalo de tiempo necesaric para la reduecibn de la flavina
y de los centrom 35/Fe, y conccer tambibn, la velocidad de deco
loracibn de la flavina.



Al formular la existencia,de complejos cnzima-xantina se pue-
de explicar la participacidn y dependencia de las seflales répi-
da y nuy rapida del espectro de EPR correspondientes al molibde
no y los efectos del isdtopo deuterio durante la cinética del
estado estacionario y de transicion. Igualmente con el modelo
propuesto por OLSON (49) es posible explicar los cambios obser-
vados en el espectro de EPR durante la reaccidn del enzima redu
cido con el oxigeno molecular, asi el FADH2 reacciona réapidamen
te con el oxigeno. Se puede concluir, que este modelo explica
el hecho significativo de que los centros S/Fe actfien como un
acumulador . de electrones para que el molibdeno pueda hallarse

en el estado de oxidacidn VI y la flavina se encuentre en forma

totalmente reducida.

El mecanismo propuesto por OLSON y col. (loc.cit.) para la unibn
de una molécula de sustrato xantina, posterior liberacidon del
producto, el &cido Grico, de la cadena de tres adiciones y tres

liberaciones seria el siguiente:
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k, (1) k
x+s(1)—-—-——) EX(1) —2—3> E'X(1+2)—23 E(142) + U

pudiendo ser i=0,2 6 4 electrones segun acepte el enzima la pri
mera, la segunda o la tercera molécula de xantina. En este meca
nismo aparece E’X(4+2), nueva forma de complejo eazima-xantina
que ha aceptado dos elsctrones.

La primera etapa es la unidn simple de la xantina al gentro ac-
tivo de la molécula enzimitica, instante en que se produce el
ataque al grupo persulfuro, acusando la roturs del enlace simple
carbono-hidrbgenc, en posicibén 8, que va acompaiiada de la cesidn
de un par de electrones al Atomo del molibdeno (VI) ; al miemo
tiempo, de forma consertada, ol hidrdgeno en posiéian 8 de la mo
lécula de xantina, al romperse su enlace con @l carbono, es acep
tado por un grupo bisico (probablemente un &tomo de nitrbgeno
contiguo al molibdeno, aunque no ha sido demostrado). En la si-
guiente etapa, el &tomo de molibdenc se estabiliza mediante la
cesibn del par de electrones, que habia aceptade, al centro de
la flavina y a los S/Fe, siempre que éstos se encuentren en con
diciones de aceptarlos, y queda de nuevo &1 molibdeno en forma
de molibdeno (VI). Finalmente, por medio del atague de una molédé
cula de agua, se hidroliza el enlace xantina-persulfurc, el hi-
droxile del agua s¢ une a 1la melécula de xantina en posicidn 8,
la cuml se convierte en ¢l preoducto de la reaccién, el hcido ari
co.

Al determinar el mecanisme de la reaccién se cbserva que la ve-
locidad m'xima varia conshl pH lo que sugiere, que no sea sola~
mente el grupo hideoxilo el gue 1nt£thnga en el atague directo
de la unibén entre la xantina y el grupe persulfuro de la xanti-
noxidasa (33) (48). Las dos fages mis significativas de easte me-
canismo son la répida rotura del enlace carbono-hidrbégenc de la
xantina, durante la formacién del complejo B*X§i+2), y el enlace
de la molécula de xantina oxidada con sl molibdeno en estado re~
ducido. Pude constitulr una confirmacibén de la suposicibén el que
Al sustituir el Atomo de hidrégeno en la posicién 8 del anillo
de la purina por un &tomo de deuterio, se observa que el valor
de la constante de Michaslis se hace dos vecos mehor, pere no

sa producen variaciones apreciables en el valor de la velocidad
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whxima (50).

La reaccidn del onzima en estado reducido son el oxigeno molecu
lar ae realiza en dos fases perfectamente diferenciadas gue se
poanen de manifiesto mediante técaicas de EPR (48). Zn el estado
de méxima reducciln del enzima se transfiersn seis electrones ;
en una primera etapa ze cedan cinco eolectrones y sn la gegunda,
gue se verifica a velocidad mucho menor,tiens lugar la transfe-
pencia del electrdn regidual, Bste Gliimo se intercambia por
reaccibn directa del oxigeno molecular con el radical semiquino
na presents en la molécula de xantinoxidasa. La reaccidn del en
zima reducido con el oxigeno pudde expresarse por la secusncia:

B(§) — E(4) ——> E(2) ——> E(0)

E(5) —— E(3) —>E(1)

Este caso ez el mis complejo ya que la moléecula entimltica wse
halla en estado de méxima reduccidn § es decir, posee seis elac
trones adicionales.

Este mecanismo es ol gue se acepta principalmente, gunque #i
las concentraciones de sustrato son altas se debe suponer la
existencia de actividad dismutasa, gque explique las mayores ve-
locidades obtenidas, y gue de esta forma no quedan perfectamen-
te expiicadas, '
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1.5 INTERCONVERSION XANTINOXIDASA XANTINDESHIDROGENASA

La denominacién de xantinoxidasa se debe a que el snzima es capaz
de oxidar a la xantina utilizando el oxigeno come aceptor elec-
trénico, si hien pueds emplear otros aceptores electrdénicos dis-
tintos & éste ;| es decir, el enzima reducido es susceptible de
oxidarse, tras liberar hcido Grico, por medio de aceptores elec-
trénicos come: el azul de metileno, e} diclorofencolindofencl, el
ibn ferricianure, el idén nitrato, la quinona, el citocromo c, el
peroxido de hidrbdgeno, el dinitrobenceno, el ibén permanganato,
el ién ioduro, la aloxana, el trinitroteluene, la furacina, sl
fcido picrice, el metasulfuto de fenacina, las sales de tetrazo-
lie el NAD®,

la literatura cientifica, denomina habitualmentse xantindeshidro-
genasa al enzima que cataliza la oxidacibdn de la xantina con el
NAD* come aceptor electrbnico, con preferencia al empleo de oxi-
geno,

Resulta dificil considerar las mantinoxidasas y las xantindeshi
drogevasa como enzimas puros, ya que aungue predomine una de

las dos actividades en los yrcpara&os enzimbticos, dificilmente
ss ercuentran éstos exentos de la otra. Parsce una caracteristi
ca importante en la evolucibn,del hecho de que cuanto més avah-
zade se halla un animal en la escala evolutiva, la proporcién

de actividad xantinoxidésica, gque aparece, es mayer, perc si

los animales carecen de uricasa, la actividad xantindeshidroge
nksica que se obsarva es mayor de io_esyerada. Asi se observa
que la xantindeshidrogenasa de las aves exhibe una actividad con
Nap* fue ez muy superior a la que manifiests con el bxigeno i
segin REMY y col (11) esta Gltime es del orden del 1% en el enzi
®a procedente de higado de pollo. En los mamiferos el fenbmeno
%8 inverso | ls activided predeminante es la oxidAsica ¢ es de-
¢ir, el oxigeno es utilizado como aceptor electrénico con prefs
rencia al NAD*. La actividad deshidrogenksica predomina también
®n el enzima procedente de los peces, los anfibios y los repti-
les, asi como en los invertebrados (51).



- 14 -

La coexistencia de ambas actividades ha inducido a intentar su
geparacién, al formular la hipdtasis de que fuesen formas enzi
mhticas algo distintas. No se leograron resultados positivos aun
que se pudo comprobar que las actividades de cada forma, oxida-
sica y deshidrogenésica, eran adiftm, 10 que podria constituir
un indicio de que no deberia sxistir competencia entre el Nap*
y ol oxigene per el mismo centro (31). Parece pues que lo que
realmente occurre @3 que en un determinado tejido del organismo
existe una sola forma del enzima, en la que predominard la ac-
tividad oxidésica o deshidrogenigica segiin su procedencia.

La hipbtesis anterior ha inducido a tratar de transformar molé-
csulas del enzima con actividad oxidasica (tipe 0), en otras que
posean actividad de deshidrogenasa (tipo D), ambas demostrables
por la variacién de las respectivas actividades frente a diver-
sos aceptores electrbdnicos j se ha tratadorde conseguir el ob-

Jetivo mediante procesos de purificacién de los preparados enzi
miticos, y también provocando alteraciones en la molécula enzi-
mhtica,

La zantinoxidasa de higado de rata recién preparada suestra ac-
tividad deshidrogenésica, pero al ser tratade por reactivos de
los grupos tiol, como el cowre (II), el 5,5'-ditiobis (2-dinitro
benzoico), la N-etilmaleimida y el p-cloremercuribenzoate (52)
(353), o1 enzima exhibe actividad oxidésica. El tratamiento pro-
longade de la xantindeshidrogenasa dehhigade de rata por los
reactivos anteriormente mencionados provocaba su inactivacidn
que esra impedida par el ditiotreitol y sl diticeritritel (52)
(33). La xantindeshidrugenasa de higado de rata conservada a
~308C (34) se convierte en oxidasa, pere la transformacibén no
oturre en presencia de ditiotreitol o diticeritritél. Una vez
transforwada la deshidrogenasa (tipo D) en oxidasa (tipo 0), se
Pusde invertir el proceso mediante ¢l empleo adecuado de los
zismos reactivos citados.

En experiencias anilogas efectuadas con la xantindeshidrogenasa
d¢ higado de pollo (34) presente en homogeneizados y preparados
40 alto grado de pureza, no se logrb que apareciese activided de
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oxidasa (tipo 0) (55).

gn la obtencibén de purificados de xantinoxidasa de higado de ra
ta, se observa que si los diversos tratamientos no se efecthsan
on prcspncia de los reactivos protectores, ditiotritol y ditio-
eritritol, ek eodzima 3b6lo conserva su actividad de oxidesa. La
xantinoxidasa procedente de otros tejidos de rata conduce a la
obtencidn de enzime con actividad tipo oxidass (0), si bien el
procedente del intestino es susceptible de convertirse en deshi
drogenase, al ser tratado con cualquiera de les dos reactivos an
teriormente citados (83).

El enzima de higado de rata adquiere actividad oxidésica, en el
tratamiento con enzimas proteclitices (56), siendo muy utilizada
la tripsina cihh este objeto ; la xantinoxidaga de higado humano
- exhibe un comportusdienio anflogo al descrito para la de higado
de rata.

las experiencias reaeiiadas demestran que es posible inducir la
aparicibn de actividad xantinoxidasa a partir de la sctividad
xantindeshidrogenasa que se halla presente en los tejidos de ra

Por ¢l momento no ha podido establscerse el modo como suceden
sftas tranaformaciones, que se ha sugerido sean debides a la pre
sencia de grupos sulfhidrilo lébiles, cuya presencia no ha podi
do determinarse, Wor otra parte, tampocc se sabe chal es la for.
A deo enzime (oxidasa o deshidrogenasal, que se halla presente
o ol animal vivo, ya que bien pudiera ser gue el enzima varie

de propiedades a 1o largo del procesc de aislamiento y purifica
cibn,
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1.5 OTRAS TRANSFORMACIONES CATALIZADAS POR LA XANTINO-
XIDASA Y LA XANTINDESHIDROGENASA

La xantinoxidasa de leche cataliza la dissutacidn de la xantina
en hipoxantina y Acido Grico, a pH 7 y a 3792C eh ahaerdbiodis |
el fenbémeno ha sido deserito por GREEN (%58), pero en el curso de
la reaceién no determina la hipoxantina forsmda y sblc puede me

dir el &cido Grico que aparece en incubaciones de tres horas por
ko menos.

LANDON (17), trabajando con el enzima procedente de rifién de po
110, ne observd que se produjese la reaccidn de dismutacidn.

S¢ ha sstudiado también la reaccibn con xantinoxidasa de Micro-
coccus lactylicus, que utiliza comé aceptores electrdénicos la fe
rredoxina, el ferricianuro y el oxigeno, pero no el NAD* (36) ;
si bien difiere de los enzimas del polloc y de la leche en gue su
pesc molecular es de 250,000, la composicién en MoiFAD:S/Fe es
idéntica para todos ellos y se ha obserwado que el enzima de es
ta procedencia es inhibido por el metancl y por los iones bora-

- 10, .pero es resistente a la inactivacibdn por el cisnurc y el sr
senito.Cataliza el mencionado enzima (36) la dissmmtacidén reversi
ble de¢ la xantina, c¢con una velocidad gque es aproximadamente el
60% de 1a que exhibes en la oxidacién de la xantiaa con el bxige
ne., El curso de la reaccibn de dismutacibn se siguld por medida
de los descengos de densidad bdptica a 279 nm que cexrresponde al
punto isosbéstice de la xantina y del Acido Grico a pH de 7,4.
la cantidad de hipoxantina formada ¥n estas condiciones fue el
60% de la cantidelde &cido Grico gue se produce en aercbiosis.

La xantinoxidasa de leche en anaercbiosis da lugar a la forma-
¢idn de una cantidad de &cido Grico gue equivale al 1% (36) de
la que forma ¢l enzima en condiciones aerobias.

B experiencias de la reaccién inversa a la de dismutacibén se
Sbtuvieron mezclas de 6,8-dihidroxipurina, de xantina, de hipo
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xantina y de Acido Grico, lo que es indicio de que no gbdlo se
forma xantina sino también su isdmero, la §,8-dihidroxipurina,
que debe ser un producto significativo del metabolismo de es-
tos microorganismo. Sugieren los autores (36) que la interven-
¢ién del molibdeno en la reaccidn es fundamental, ai bien las
representaciones de Dixon (log Vm‘ + PE, frente a pH) dan lu-
gar a resultados anflogos a 1los que se obtienen con el miamo en
zéma utilizando el oxigeno comeo aceptor electrdnico.

PRIEST y col. (59) (60) trataron de determinar si laxxabtindes-
hidrogenasa de higado de pollo provocaba la reaccibén de dismuta
cibn, a £in de interpretar la produccidn excesiva de &cido Gri-
co observada por elios. Los resultados obtenidos demostraron que
la reaccibn no tenia lugar con el enzima demsta procedencia, y
que las aparentes activaciones observadas en lag representacio-
nes cinéticas no podian atribuirse, sn modo algunn, a la reac-
¢ién de dismutacidn.

La reaccidn inversa a la de dismutacidn, es decir, la conversibn
de la hipoxantina en xantina, por medio do la xantindeshidrogena
sa de higado de pollo, utilizando el Acido firico como aceptor
electrinico (61) transcurve faborablemente o pH infarior al fi-
siolbgico, pero si éste es superior a 7 la magnitud de esta
transformacién resulta despreciable.

Los hechos sxpuestos permiten poner de manifiesto, que las xanti
noxidasas y las xantindeshidrogenasas, catalizan los siguientes
tipos generales de reaccibn:

HIPOXANTINA + A.B.0.—> XANTINA + A,E,R,
" XANTINA + A.E.0;——> AC. URICO + A.E.R.

NADH + A,E.0.——>NADY + A.E.R.

2 XANTINA == HIPOXANTINA + AC. URICO

A:E.0. y A.E.R. representan el aceptor slectrémnice oxidade y rs
ducido respectivamente.
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Los procesos en loa que intervienen la hipoxantina, la xantina
y o1 bcido rico se pusden describir mediante el siguiente es-

quemsa

AC. URICO

La complejidad del esqusma se hace mayor si se consideran los
distintos sustratos y aceptores electrénicos que pueden ser
utilizados. '
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1.6 MECANISMOS DE REACCION

Para establecer los mecanismos de reaccidn de los diferentes
sistemas en 1los que intervienen tante la xantinoxidasa como la
xantindeshidrogenasa, se ha tenido pmesente el pH béptimo de ac
tuacién. Se halla comprendido en el intervalo de pH 8 y 8,5 pa
ra las reacciones en las gque los sustratos reducidos son la

' ‘xantina y la hipoxantina, e igualments la mayoria de sus anélo
gos estructurales. Sin embargo, cuando el sustrato reducido es
. @1 NADH, en la reaccibdn diaforésica, la zona de pH dptimo se
:dnnplaza unas 4 unidades de pH hacia 1a zona &cida (62).

La xantinoxidasa de leche experimenta inhibicibn por exceso de
sustrato, sn presencia de diverscs aceptores electrbénicos como
el azul de metileno (63, el oxigeno (64) (65), el metasulfato
de fenacina (66) y no 1o hace en presencia de citocromo c.

La xantinoxidasa de higado de cerdo (10) y la de higado de po-
1lo (12) won inhibidas por exceso de sustrato, pero con el en-
zima de origen bacteriano (15) (36) se observa que se produce =
un ineremento en la velocidad de produccibn de &cide Grico, que
o8 atribuide a la reaccibn de dismutacidn de 1la xantina (66).

En sl intento de establecer el mecanismo cinético de la xantin-
oxidasa de leche (67) se obftenen rectas paralelas al efectuar
las representaciones de 1/v frente a 1/S, psra concentraciones
variables de los sustratos xantina y oxigeno, sugiriendo se tra
te de un secanismo ping-pong, pese a ciertas anomaliag observa-
das en distintas condiciones (68) (69) (70).

Experiencias anklogas, efectuadas con xantindeshidrogenasa de
higado de pollo y NAD" como aceptor electrénico (12) (71), su-
gisren que también se adapte a un mecanismo ping-pong (72) (73).
En éste, al liberarse el producto de una primera gemirreaccibn
queda el enzima libre en estado reducido, gque reacciona a su
vez con ¢l aceptor electrénico en su forma oxidada y lo reduce,
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volviendo a guedar el enzima nativo oxidado, en su forma origi
nal. Todo elln osth de acuerdo con los resultados expuestos por
oLSON (48) (49) y por EDMONSON (50) que se adaptan al esquema
de reaccibn més aceptado.

Es posible también que un mecanismo en el que intorminiera la
formacién de complejos ternarios, diese lugsar a la aparicibn de
lineas paralelas en la representacibn de Lineweaver-Burck, lo
que no seris de esperar de acuerdo con los datos disponibles
deberia demostrarse su existencia mediante el emplec de inhibi-
dores competitivos del sustrato y del aceptor electrinico, asi
como por el estudio de la inhibicién por el preducto de la reac
Gibno

En la bibliografis consultada no aparece formulado ningéin meca-~
nismo de forma completa, ya que los autores que han abordado el
problema, se han limitado a utilizar representacioncs frente al
sustrato variable y no frente al aceptor slectrénico, ni tampoco
han efectuado el estudio de la inhibicidn producida por los pro
ductos de la reaccibn.

Por otra parte (60) (74) se ha descritce que tanto 12 xantindeshi
drogenasa de higado de pollo como la de pave se adaptan a ciné~
ticas no linealesyy musestran lineas paralelas Gnicamente en un
intervalo de concentraciones del sustrato muy lindtado. Se sugid
re la formazién de un complejo que no es caracieristico de los
mecanismos ping-pong, que daria lugar a la aparicién de represen
taciones de LineweaveresBurck que no son lineales y que se han ob
servado al trabajar con la xantindeshidrogenasa de higado de po
110 en un amplic intervalo de concentrationes de sustrato. Estos:
resultados darian lugar a un esquema reaccional suy complsjo en
el que las dos semirreacciones ya no serian separables, tal co-
1o se habia propuesto.



1.7 ACTIVACION DE LA XANTINOXIDASA

La xantindeshidrogenasa de higado de pollo y las xantinoxidasas
de Micrococcus lactylicus, y de Clostridium cylindrosporum (13),
al actuar sobre concentraciones de sustratc elevadas exhiben ve
1oeidades iniciales de reaccidn mayores que las esperadas j§ on
ia representacidbn de Lineweaver~-Burek aparece una deflexibn ha-
cia abajo perdiendc su linealidad (12) (30), El fenbmeno deseri
to es de signo inverso al de inhibicibdn por exceso de sustrato
‘hallado por diversos autores (63) (64) (65) (75) (10) (12).

La activacidn de la xantinoxidasa por el excesc de sustrato ha
sido explicada de formas diversas. Asi, en el enzima procadente
de Micrococcus lactylicus (12) (30), se sugiers gue la molécula
del sustrato xantina, sJ) comporte a la vez como dador & como
aceptor de slectrones, lo que supone que tieme lugar un fenbmen
no de dismatacibn de la xantina en el que aparscen hipoxantina
y 4cido firico. Bl hecho es anAlogo al mencionade por GREEN (38),
con las salvedades a las que se hizeo referencia en apartades an
teriores.

En el caso de los microorganismos de referencia, la reaccién de
dismutacibn puede ser calificada como metabdlica, ya que por su
magnitud cabe suponer que se trate de un mecanismo auxiliar del
de oxidacidn normal de las purinas, si bien se carece de la svi
dencia que confirme esta hipbtesis.

Sin embargo, cuando se trata del enzima de Clostridium cylindros
porum (15), los datos obtenidog indicarian que tiene lugar un me
canismo de activacidén, en el que se presupons la existencia de
dés centros enzimhticos de unién para el sustrato xantina. La
wnidn del sustrato con uno de los dos centpog provocaria la oxi
dacidn de la xantina a Acido Grico, mientras la unibn al segun~
do centro induciria vna modificacién en la conformacién enmimh-

tica que implicaria, & su ves un incremento de la velocidad de
catdligis,
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gn la explicacidn deweeste posible mecanismo pugleren loz auto-
res que puede emplearse una ecuacidn cinética compleja tal co-
mo la propuesta por KISTIAROWSKY y col. (76) y adaptada por AL~
BERTY y col. (77) para la fumarssa. £n el caso de 1la fumarasa
proponen otra ecuacibd: si se supone que ambos centros enzimlti
cos sean iguales y ejerzan influencia miitua.

Con objete de establecer si la xantindeshidrogenasa de higado
de pollo, cuando se comporta como oxidasa, cataliza la reaccibn
de dismutacidn o . bien se tratadde una pogible activacidn,PRIEST
y col. (59) efectuaron diferentes experiencias demostrando que
no existia en ninglin caso acumulacidn de hipozantina yaagge
aunque ésta fuese capaz de transférmarse en xantina, la presen
cia de concentraciones elevadas de ésta determinarian la consi
guiente transformacidén en hipoxantina. Sin ewbargo, los puntos
isosbésticos aparecen definidos muy claramente, l¢ cual indica
de modo ineqlivoco que la reaccibn de digmuatacién no tiene lu-
gar. Los mencionados autores (60) intentan explicar los fendme-
nos de activacidédn mediante la elaboracibn de un modelo matemiti
¢o adecuado, que permite explicar las distintas desviaciones de
la linealidad gue se observan en las representaciones de Line-
veaver-Burck. Msdiante la utilizacidn de estos modelos tebrices
han podido llegar a establecer que la xantindeshidrogenasa de
higado de pollc o3 un enzima que posee un centro catalitice con
trea zonas de unidn, para los distintos sustratos y productos,
considerande el agua como un sustrato. Asimisme elaboran una
ecuzcibn empirica que se adapta perfectamente a los resultados
obtenidos emperimentalmente. El mecanismo cinético considerado
para la actuacidén del enzima es al azar, pero cuando s¢ trabaja
eon concentraciones de sustrato para las gue aparentemente las
repressntaciones ds Lineweaver-Burck se adaptan a la linealidad,
da lugar & un mecanismc aparentemente ping-pong, ya que las des
Viaciones més acusadas de la linealidad en las mencionadas re-
presentaciones ocurren pars concentraciones de sustrato muy ele
vadas o muy bajas.

El mecanismo al azar de liberacién de productos es un mecanismo
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emplio que comprende, seglin las condiciones, tanto un mecanismo
ping-pong en su comportamiento general, como la fijacién de sus
trato o liberacidn de producto al azar.

La base tedrica para la elaboracibm de loszs modelos cinéticos de
cathlisis enzimhtica ha sido formulada por FISCHER y col. (78),
quien también ha establecido las bases para la elaboracién de md
delos al azar (79) (80)., Estos sistomas han sido aplicados a
otros enzimas come la glutamatodeshidrogenasa de higado de buey
(81).



5 OBJETO DEL TRABAJO
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El comportamiento de las xantinoxidasas y las xantindeshidroge
nasa de diferentes procedencias, presenta similitudes y diferen
cias. Estriban aguéllas, en el emplec de aceptores comunes y
son patentes las diferencias exhibidas er cuanto a los porcenta
jos de actividad oxidésica y deshidrogenésieca, ddl enmima de va
rios origenes.

En el presente trabajo, se ha considerado de interés la compara
¢ibn de dos enzimas de procedencia hephtica, uno considerade ceo
mo oxidasa, la xantinoxidasa de procedencia bovina, y el otro
como una deshidrogenasa tipica, la xantindeshidrogenasa de pollo.

Se ha procedido a la obtencién de un purificado de xantinoxida-
sa de higado de buey, cuya descripcibn no figura en la biblio-
grafia, habiéndose utilizado preparados de xantindeshidrogenasa
de higado de pollo obtegidos pwr thsnicas ya conocidas. La dis-
posicidin de preparados purificados de ambos enzimas se muestra
necesaria para el estudio sfectuado.

En la comparacibédn de la forma de actuacibn deo amdos enzimas, se
han determinado algunos de los grupos que forman parte de los
tentros aciives, poniendo de¢ relieve, las discrepancias y dife-
rencias fundamentales, entre las que destaca el hecho de que Uni
camente la xantindeshidrogenasa es capaz de utilizar el Nap*t 8
mo aceptor electrémnico.

Asimismo, se ha procedido a considerar ol efecto de los reacti-
vos de grupos sulfhidrilo sobre las actividades caracteristicas
de ambos enzimas.

La posibilidad de transformacidn de formas enzimbticas con acti
vidad oxidésica en otras que exhiben actividad deshidrogenésica

Y viceversa, ha gido también objeto de estudio.
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Se ha establecidco el comportamiento cinético de ambos enzimas,
frente & los difereuntes sustratos cuya transformacibn catalizan,
Con la xantinoxidasa dc higado de buey se han considerade la xan
tina, la hiporantina y el NADH, sustrato este Gltimo, de la reac
cibn diaforésica. Con la xzantindeshidrogenasa de higado de pollo
se ha estudiadoc el comportamiento fmente & la xantina y el NAD',
como sustratos fisioldgicos, y le reaccibn diaforbsica, que este
enzima tambidén tiene lugar.

90 ha establecido un posible mecanismo cindtico para la interpre
tacién de la reaccidn de reducchdn del icido Grico al actuar &s

te como aceptor electrdnico en la oxidacidn de ls hipoxantina a

xantina por medio de la xantindeshidrogenasa,y se ha tratado de

investigar mi la xantinoxidaga bovina exhibe andlogas caracteris
ticas.

La discutida posibilidad de dismutacibdn de la zantina, ha side
eatudiada en el enzima de ambas procedencias.

Se ha tracado, por Gltimo, de proponer un modelo cinético-matemd
tico, que permita interpretar las desviaciones de la linealidad,
que se presentan en el estudio cinético de los pistemas implica-
dos.
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3 MATERIALES Y METODOS
t-F- 23 JL - §-3 b4t £33 F-R-1-1

3.1 MATERIALES

1.1.1 PREPARADOS ENZIMATICOS

Como fuente enzimhtica de xantinoxidasa y xantindeshidrogenasa
se han utilizado preparados procedentes de higado de buey y de
pollo respectivamente. Loa preparados ss obtuvieron en todos los
cagos & partir de Organos frescos.

J.1.2 PREPARACION DE REACTIVOS

los distintos productos, gque se utilizaron en las experiencias,
se disolvieron en tampdn de fosfato sbdico 0,05 M del pH reque-~
rido, o bien en el medio adecuado, ajustando el pH al final (pH
metro). Las diversas disofuciones se prepararon inmediatemente

antes de su utilizacibdn,

3.1.2.1 Sustratos

Hipoxantina (Merck), xsntina (Merck), &cido Grido (Merck) y
NADH (Boshringer).

Las disoluciones de hipoxantina, xantina y &cide Grico se prepa
raron disolviendo las sustanciss con ayuda de unas gotas de
NaOH 0,1 N, se ajustd al pH requerido mediaute unag gotas de
HCl 0,1 W, y Be diluyd con el tampbn necesario, segin el pH de-
Seado, al volumen fi:al en matraz aforado.

Las disoluciones de NADH ge sfectusrcn en el tampbn adecuado, se
8justaron al pH por adicidn de NaOH 0,1 N y se diluyeron, en ma
traz aforado, con el miamo tampbdn.
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Je1e2.2 Cofactores

NAD*? (BoeBringer).

Las digoluciones de NAD* gse prepararon de forma anadloga a la des
erita parea las disoluciones de NADH,

3.1.2.3 Otros reactivos

Ditiotreiton (Sigma), diticeritritol (Sigma), p-cloromercuriben-
zoato (Pluka), %5,3'-ditiobis-~(2-fcido nitrobenzoico) (Calbio-
chem), N-etilmaleimida (Aldrich-Europe), loddacetamida (Merck),
2-mercaptoetancl (Merck) y Naﬂsos (Merck).

Lag disoluciones de ditiotreitel, ditioceritritel y p-cloromercu
ribenzoato se prepararon con ayuda de unas gotas de NaOH 0,1 N,
ajuste posterior al pH deseado y dilucibén al volumen final re-

querico con el tampdn adecuado,

Las disoluciones de 5,5'-digtiobis~(2-4cide nitrobenzoico), se
prepararon en tampbdn de fosfato sbddico 0,05 M de pH 8, Sptimo
para la actuacidn de esteinhibidor. Estas disoluciones deben em
plearse recién preparadas a fin de evitar la posible discciaciébn
del reactivo a pH alcalino.

Las disoluciones de 2-mercaptostancl, iodoacetamida y N-etilma-
leimida, se prepararon con tampbn de fosfato sbdico de pH 7,4
ajusténdose a este pH en caso necesario.

Las disoluciones de NaHSO, se cbtuvieren disolviendo el blido
en la minima cantidad del tampén del pH requerido, ajuste de és
te y posterior dilucién con el mismo tampén en matraz aforado.
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3.1.3 DISOLUCIONES TAMPON

3.1.3.1 TamponTris-fosfato sbdico

$e prepard a partir de las disoluciones estandar de tris-(hidro
ximetil) aminometano (Merck) 0,1 M (12,1 g/l1) y fosfato monosb-
dico dihidratado (Merck) 0,1 M (15,6 g/1i.

Por mezcla de los volamenes macesarios de ambas disoluciones,

se obtienen aquéllas cuyo pH se halla entre 5 y 9,5. Se adicio
nd KC1 de forma que la concentracidn final de la sal en todas
lag disoluciones fuese 0,1 M ; la molaridad del tampdn es 0,142,
que se mantuve constante.

3.1.3.1 Tampdén fosfato sbdico

El tampdn de fosfato sbdico 0,05 M, se obtiene al mezclar diso-
luciones deffosfato monosddico dihidratado (Merck) 0,2 M (31,2
8/1) y fosfato disbdico dodecahidratado (Merck) 0,2 M (71,7 g/1)
Yy dilucibn con agua bidestilada a la molaridad deseada.

Se han empleado las disoluciones de PH comprendidos entre 5,5 y
8 (82).

3.1.4 MATERIAL DE CROMATOGRAFIA

Las resinas cromatogrificas utilizadas fueron de dos tipos, de
intercambio iénice y de exclusién.

3.1.4.1 Resinas de intercambio iénico: DEAE-celulosa (What-
man)

4% g de 1a resina se suspenden en 500 ml de NaOH 0,1 M y se agi
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ta durante 10 min. separéndose finalmente por filtracibén en un
Buchner. La operacidn se repite dos veces. Se lava a continua-
¢ibn con agua bidestilada hasta reaccidn neutra y se suspende la
regina en 500 ml de HCL 0,1 N, efectuéndose un tratamiento an&-
logo al realizado anteriormente con el NAOH. Se lava nuevamente
econ agua bidestilada hasta reaccidn neutra y a continuacibn con
tampbn de fosfatos 0,2 M del pH al que se deba efectuar la elu-
eidn, siguiendo tres lavados congecutivos con tampbdbn de fosfatos
0,001 M del mismo pH. Al final del tratamiento la resina se en-
cuentra equilibrade al pH requeride. Finalmente se suspende la
resina en el migmo tampbdn, utilizando unos 50 ml de éste por ca
da gramo de resina.

Con la suspensién asi obtenida se rellena la columa (2,5x50 cm)
mediante adiciones frecuentes, dejando que el tampdén fluya len-
tamente por la parte inferior de la columma y procwrando que so
bre la resina sedimentada queden siempre unos dos cm de tampdn.

J.1.4.2 Resinas de exclusidén: Sephadex G-200 (Pharmacia)

Se suspenden en agua bidestilada 20 g de resina Sephadex G-200,
en la proporcién de 40 ml por cada gramo. La mezcla se mantiene
alternativamente en agitacidn y reposo durante 72 horas. Poste-
riormente se decanta elimindndose las particulas mhs ligeras y
¢l conjunto ge filtra en un Buchner. Se suspende el residuo en
tampén de fosfatos 0,2 M del pH adecuado y se filtra al cabo de
15 min., de agitacidén mechnica., La cperacidén se repite hagta que
la resina alcanza el pH del tampén. Accontinuacién se lava con
tampén de fogfatos 0,05 M del mismo pH que el anterior repetidas
Veces y finalmente se llena la columma (3x70 cm) de forma anélo
€2 a la descrita para la de DEAE-~celulosa.



- 30 -

3,2 METODOS
3.2.1 DETERBINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

La determinacibn de las actividades enzimAticas se efectud por

jectura de las ahsorbancias en un espectrofotbmetro PYE UNICAM

1700, provisto de un inscriptor AR 25, en cubetas de 1 cm de pa
so de luz, termostatadas a 30%0,120¢C y a diversas longitudes de

onda,

3.2.1.1 Determinacibén de actividad xantinoxidésica

a)-En presencia de oxigeno.

La actividad de la xantinoxidasa se ha determinado con el oxige
no como aceptor slectrbdnico, utilizando la xantina como sustrato,
la medida de los incrementos de densidad bptica, se efectud a

295 nm, longitud de onda a la gque la diferencia entre los coefi-
cisntes de extinsibén wolar ds la xnntina y del Acido Grico os ma
yor: La conversibén de densidades épticas en moles se efectud

de acuerdo con la fig. 1, en funcién del pH al gue se hubiese
efestuado Saddeterminacibn,

Cuando el sustrato utilizado fue la hipoxantina, las lecturas
de densidad 6ptica se efectuaron a 279 nm que corresponde a un
Punto isosbéstico de la xantina y del Acido Grico, el cual per-
mite la determinacién de variaciones de la concentracibén de hi-
poxantina sin que interfiera la desaparicidén de xantina. Para
ia correspondiente transformacién de densidad éptica en moles
8¢ ha utilizado la fig. 1 de forma andloga al caso anterior.

b)eIncubacién en anaerobiosis.

La actividad de la xantinoxidasa en anaerobiosis se midib en
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mezclas que se incubaron en atmbsfera de nitrégenc. Las mesclas
en incubacidén se colocan en matraces de fonde redonde (230 ml)
provistos de tubo abductor y de salida y me hace Burbujear a su
través una corriente de nitrbgeno que ha atravesado previamente
una disolucidn alcalina de pirogalol al 30% con objeto de elimi
nar el oxigeno residual acompafiante. Una vez Sranscurrido el in
tervalo de la reaccidn, se interrumpe &sta por adicibdn de Acido
tricloroacético al 5%, en cantidad tal gue su concentracién fim
nal sea del 1%. Al cabb de 13 min., se separa ol precipitado pro
teido por filtracibn, El filtrado obtenido se aeutraliza y se
1leva a pH 7,4 diluyéndose a coutinuacibn en matraz aforado has
tz el volumen conveniente. En la disolucidn asi obtenida se leen
las absorbancias a 249, 260, 279 y 295 nm. Una vez determinados
los coeficientes de oxtincién molar de la hipoxantina, la xanti
na, ol &cido Qrico y de la fraccidn peptidica gus permanece en
disclueiébn, se¢ puede determinar ls ¢oncentracidn final de los
cuatro productos una vez transcurrida la reaccibn y asi determi
nar la actividad.

-~

3.2.1.2 Determinacién de actividad xantindeshidrogenbsica

a)~Aercbiosis.

La actividud de la xantindeshidrogenasa con NAD® como aceptor
electrénico en presencia de oxigeno, se determiné por lectura
de los incrementos de densidad bptica a 340 nm., La conversién 4
de incrementos de densidad éptica en su equivalente de concen-
tracién ses efectudb de acuerdo con la fig. 1.

b)«Incubacién en anasrcbiosis

La actividad anasrobia de la xantindeshidrogenasa se determind
de forma idéntica a la indicada para la actividad anaerobia de
la xantinoxidasa, si bien las determinaciones de densidad bptica
se efectusaron tinicamente a 340 nm.
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3.2.1.3 Determinacién de la actividad diaforésics

. La actividad diaforésica, tanto de ia xantinexidasa como de la

xantindeshidrogenasa, se determind por lectura a 340 nm de los
. inerementos de absorbancia debidos a la deapparicibén de NADH.

, La conversibm de incrementos de densidad bptice en moles se

. afectud do acuerdo con la fig. 1.

3.2.1.4 Desterminacibn gg la actividad uricéigica

. La actividad urichsica, a pH 8, se doetermind por lectura a 29%

- nm de los decrementos de absorbancia provocados por la desapa~

., ¥ieibn de hHeido Grico, La conversidn de descensos de absorban~
. cia en los correspondientes wmoles de Acido Grico se sfectud
- por medio de la fig. 1.

3.2.1.8 Determinacidn de actibidad proteclitica

La actividad pmt$la££hienuuo determind para las diatintas mues-
traas de tripsina, -~gquimetripsina y subtilisina. Se efectub por
lectura a 230 nm de los péptidos presentes en lom ’i‘trndos &ci
dos obtenidos al interrunpir la accibn proteolitica con Acido
tricloroacético, tal como se describe en 3.8.1.1 b).

3.2.2 PURIPICACION DE LA XANTINDESHIDROGENASA DE HIGADO
' DE POLLO

La xantindeshidrogenasa de higade de pollo se prepard segiin el
ubtodo pewpuesto por GUBERT y col. (13).

El preparado parcialmente purificado es apto para la mayor par-
te de lus experiencias. Se smplearon preparados purificados por




separacién cpomatogréfica, La técnica cromatogréfica se describe
en 3.2.4.

La actividad especifica del preparado parcialmente purificado es
de 0,140 y una vez pasadh por columa de cromatografia de DEAE-
celulosa es de 0,4,

3.2.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO

3.2.3.1 Método espectrofotombteico

El contenido proteico de las discluciones, seo establecid por we
dida de la absorcidn de las muestras a 280 nm, mhximo de absor-
c¢ién de los restos amirnédcidos aromiticos de lag proteinas, e
indmoduciendo el factor de ccnversibn de la absorcidén a 260 nm,
segiin el métodc descrito por WARGBURG y CHRISTIAN (83) (84).

3.2.3.2 Método de Lowry

La mezcla de los reactivos de Folin-Ciocalteag y de Biuret (28%)
reaccicna con las proteinas y produce coloraciones que pueden
leerse a 500 & 750 nm (86), segin sesa la concentracidn de protei
na en el medio.

Para la determinacidén de proteina es precisc disponer de la co-
rrespondiente curba de calibrado. La fig. 2 coarpesponde a la cur
va obtenida a partir de 8a disolucidn de sercalblmina en agua
bidestilada, la cual ha sido empleada en leg expariencias que se
describen,
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3.2.4 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Los preparados de xantindeshidrogenasa de higado de pollo & de
xantinoxidasa de higado de buey a cromatografiar se dializan
proviamente pmma eliminar las sales acompafiantes, cuando la re-
sina es de intercambio ibénico. La mezela que se somete a croma-
tografia contiene unos 4 g del preparado disuelto en 10 mi y se
adicional cuidadosamente a la columa cromatografica.

Cuando se trata de resinas de¢ intercambio ibnico DEAE-celulosa,
la elucibén se inicia con tampbn de fosfatos 0,001 M, siendo la
velocidad a la que se recogen las fracciones de 0,5 ml por min.;
una vez se obhaerva que las fracociones recogidas no contienen
proteinu,-o continGa la elucibdén mediante un gradiente formado
por 400 ml de tampén de fosfatos 0,001 M y 200 ml de tampén de
fosfatos 0,1 M, todos ellos de pH 7,4,

Cuando la resina utilizada fue de exclusidén Sephadex G-300, la
elucibn se efectud mediante tampbdbn de fosfatos 0,05 M de pH

7.4 y a la misma velocidad que en el caso deserito anteriormen-
te. Todas las operaciones se efectuaron a 48C,

3.2.8 DETERMINACION ESPECTROFOTUMBYRICA DE GRUPOS SUL-
FHIDRILO CON p~-CLOROMERCURIBENZOATO

Los grupos sulfhidrilo forman merciptidos con el p-cloromercuri
benzoato (PCMB), se observa sntonces, que el espsctro del reac~
tivo experimenta un considerable incremento en la regibn visi-
ble que es proporcional a la concentraeibén del merciptido forma
do, '

Para su determinacién se ha empleado la téenica desarrollada
por BOYER (87).
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La formacién del mercéptido va acompaifiada de un incremento de
absorcién del PCMB a 250 nm ( =1.69x10Il UDO/M; pH=7,4), el cual
presenta un méximo de absorcibén entre 250 y 255 nm. A dicha lon
gitud de onda en el espectro de las proteinas aparece general-
mente un minimo de absorcidn.

La detérminacibn dellos grupos sulfhidrilo presentes en la xan
tinoxidasa y la xantindeshidrogenasa se llevd a cabo poniendo

en contacto nuestras que contenian concentraciones variables

del enzima en presencia de una conecentracidn constante de PCMB
(1x10"% M). Como blanco se utilizaron muestras enzimbticas de
idéntica concentracibdn. Se efectuaron lecturas a diversos inter
valos de tiempo hasta observar que la densidad bptica se mante-~
nia constante. La velocidad de formacibn del mercéptide varia emn
la naturaleza del compuesto sulfhidrilo implicado. $8 debe deter
minar en primer lugar el intervalo de tiempo necesarioc para la
formacibén del compuesto.

El valor de dénsidad dptica se obtiene después de sustraer el
valor hallado, la densidad éptica carrespondiente a le disolu-
cién de PCMB 1x10™> M, a la misme longitud de onda.

Al representar valares de densidad bptica obtenidos para las
distintas concentraciones molares del enzima, se obtienen incre
mentos de densidad éptica a medida que aumenta la concentracidn
snzimbtica, hasta gque finalmente se alcanza una constancia en el
valor de la absorcidn, lo que significa gue todo el PCMB ha reagc
cionado ¢on los grupos sulfhidrilo del enzima. El punto de infle
x16n mostrard la cantidad del enzima que ha reaccionado con la
concentracibn del PCMB utilizada. Asi la cantidad de grupos valo
rables presentes se obtendri mediantellda relacibn:

[Pam) GRUPOS SH

[ENzIMA] MOL ENZIMA
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3.2.6 EXPRESION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

3,2.0.1 Cilculo de los parametros cindticos

El cilculo de los parémetros cinéticos se basa en la ecuacidn
propuesta por MICHAELIS (88) y por ALBERTY (89) partiendo de
distintas hipbtesis.

La representacidn gré&fica de los valores experimentales se ha
efectuado mediante la representacidn de la ecuacidn propuesta
por LINEWRAVER-BURCK (90)

en la que al representar 1/v frente a 1/S5 se obtiene una recta
y por extrapolacién es posible hallar los valores de K, y V . .
En esta representacidén se produce una distribucidn desigual de
puntos correspondientes & diversas concentraciones de sustrato,
quedando los de concentraciones bajas muy distanciados con res-
pecto a las mayores,sue, & su vez, se agrupan junto al gje de
ordenadas.

En la ecuacién propuesta por EADIE-HOFSTEE (91) (92)

v vmﬁx L 4

= -

§ B Ky

al representar v/S frente a v gse obtienen también los parémetros
¢indticos., Esta representacién mésulta ventajosa sobre la ante-
rior ya que presenta una distribucibén mhs amplia, y facilita asi
8l trazado de la recta ; permite observar si un punto es inco-
rrecto, ya gue las desviaciones de la linealidad se perciben més
acusadamente.
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La tercera forma es la propuesta por HANES (93) correspondiendo
a la ecuacidén

en la gue al representar S/v frente a 5 ocurre lo contrario que
en la representacién de Lineveaver-Burck, quedan agrupados los
puntos que corresponden a las concentraciones bajas y se separan
al aumentar aquéllas. Tiene la wventaja de que los cllculos de
las velocidades iniciales para concentraciones de sustrato ba-
jas son generalmente mis imprecisos que los correspondientes a
concentraciones elevadas, y al agruparlos resulta més precisa la
recta asl cbgenida.

3.2.8.2 Determinarcién de las constantes cinéticas reales

Log valores de las velocidades mhximas y de las constantes de Mi
chaslis en sistemas multisustrato dependen, en generei, de la
concentracién de los demés sustratos {(94) (95), es preciso por
tanto utiiizar un método de representacibn adecuado, para cal-
cular los parédmetros cinéticos reales de la forma mis precisa
posible. Se ha utilizado, sl método propuesto por VESTLING-FLO-
RINI (96), basado en el desarrollo de la ecuacidn propuesta por
ALBERTY (89). Para efectuar las representaciones secundarias se
pueden emplear los paridmetros obtenidos por cualquiera de los mé
todos gréficos descritos en el apartado anterior.

3.2.6.3 Cinética de inhibicibn

En la formulacién del mecanismo cindtico de un sistema enzimiti
€0, es fundamental estableger el comportamiento del enzima fren
te a concentraciones elevadas de los sustratos y de los produc-
tos, capaces de provecar inhibicién.
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a)~Inhibicibn gef preducto

El tipo de inhibicibm provocado por losg productos de la reaccién
y el cileulo de los pardmetros cindticos, se ha efectuado por
aplicacidén de los métodos gréficos ya descritos (véase 3.2.§.1)

Los tres tipos de inhibicidn puros son: competitiva (C), no com
petitiva (NC) y acompetitiva (AC). La representacién grafica por

cualguiera de los métodos mencionados permite su definicién.

DEFINICION GRAFICA DEL TIPOSDE INHIBICION

TIPO IN=- METODO DE REPRESENTACION GRAFICA
HIBICION Lineweaver-Burck Eadie~Hofstee Hanes
c Intersec. rectas Intersec. rectas gec£46'paralclat
eje ordenadas eje absgcisas
NC Intersec. rectas Rectas papalelas Intersec. rectas
oje abscisas eje abacipas
AC Rectas paralelas Intersec. rectas Intersec. rectas
eje ordenadas eje ordenadas

Aparecen, ademés, tipos de inhibicibén que no corresponden de un
modo definido a ninguno de los tipos purcs ; son tipos de inhi-
bicidén que resultarian de la mezcla de aquéllos y en 1lo3 cuales
predomina con frecuencia,uno de ellos, tal como ponen de mani-

fiesto las representaciones gr&ficas.

En el estudio de la inhibicién por los productos de la reaccién,
o8 necesario determinar el carfcter de la inhibicién cuando la
concentracidn de sustrato es & no cindticamente saturante. La
Presencia de un sustrato ssturante crea una irreversibilidad en
la secusncia reaccional, 1o que implica, segin las predicciones
tebricas de CLELAND (67) (97), un cembio en el cardcter de las
inhibiciones que resulten afectadas.
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Las representaciones socundarias de las pendientes y de las in-
tersocciones de las rectas en que s9 ha producido inhibicibén y
del correspondiente control, frente a las distintas concentra-
ciones del producto inhibidor, proporcionan distintas pepresen-
taciones que permiten establecer el comportamiento lineal, para
bblico, hiperbblice & incluso mhs complejo de la inhibicibn.

Las desviaciones de la linealidad son debidas a la existencia

de inhibidores capaces de fijarse a diferentes formas del enzji
ma. Asi, cuando el inhibidor se fija a dos formas distintas del
enzima, los efectos que produce sobre 21 valor de la pendiente

o de 1la interseccidn, se pueden sumar & multiplicar lo que depen
de de las formas enzimiticas a las que se fija el producto inhi
bidor. Si éstas se hallan relacionadas a través de pasos rever-
sibles entre si, con anterioridad a la figacibn del producto in
hibidor, se multiplican los efectos, pero si existe irreversibi
lidad entre ambasg formas enzimfiticas los efectos se suman. Es
importante destacar que el sustrato variable crea una etqpa irre
versible, cuya existencia se refleja en la interseccibn § esto
es 1a adicibn del sustrato considerado como variable en la se-~
cuencia de reaccidén, crea una etapa irreversible a corcentracién
saturante, 10 cual se refleja en las intersecciones & la repre
sentacibén de Lineweavsr-Burek. El gue los efectos producidos por
el inhibidor sean aditivos no provocard ninguna desviacibdn de

la linealidad, pero si se multiplican, las curas que se obtie-
nen en la representacibém secundaria resultarén de tipo parabbli
co (97) (98).

La aparicibébn de curvas de tipo héperbdlico en la represertacibn
secundaria, conduce & la hipbtesis de la existencia de mecanis-
mos m's complejos en los que Ba fijacién de los productos y la
de los suStratos se realiza al azar, & bien a supener qus las
formes enzimbticas a las que se fija el producto inhibidor son
capaces de transformarse con una belocidad definida.

A partir de las representaciones secundarias, es posible deter-
minar la constante de inhibicibn mediante la interseccidén de la
furva con el eje de abscisas.
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p)~Inhibicibn por sustrato

El conocimiento del tipo de inhibicibn producida por excesc de
sustrato, puede ser un valioso auxiliar para el conocimiento del
mecanismoc de la reaccibén enzimbtica. En el curse de este trabajo
ss ha procedido a determinar su existencia y el carécter de la
migma cuando ha sido posible.

En los casos #éa simples de inhibicidn por sustrato, se ha apli
cado la ecuacibn de Michaelis, interwminiendo el factor de inhi-
bicibn,en forma andloga a la ecuacidn de Lineweaver-Burck,

: 8 SM 1 1 K

v Vobx & Vaax Vol

La representacibn grafica de 1/v frente a 1/58 o frente a S con~
duce, en ambos casos, a una hipérbola en la que su asintota in-
clinada permite calcular dl1 valor de los distintos parédmeiros.
Cuando me pwpresenta 1/v frente a 1/5, el valor obtienido a par-
¢ir de la intersecciém de la asintota ablicua eox el eje de abs
¢cimsas permite hallar =) valor de Eﬁ. Sin embargo, cuando ge re-
presenta frente a S ia citada interseccidn cenduce a la obtene
cibr. del valor de K, correspondients a 1a disociacién del com-
plejc o formn enzimhtica que contiene la molécula del sustrato
causante de la inhibicién (94) (99). En anbas representaciones
la interseccibébn de la asintota oblicua don sl eje de ordenadas
conduce a obtener el valor de la inversa de la Welocidad méxima.

Cuande el mecanismo os sencillo sirve de comprobacién el hecho
de que, la concentracién de sustrato que corresponde al minimeo
de ambas representaciones, es igual a la raiz cuadrada del co-
ciente entre Ky ¥ la coustante de formmeidn del complejo enzimb
tico con ia molécula de sustrato causante de 1la inhibicibém.

Prra establecsr el carfcter de la inhibicidém ejercida por exce-
80 de sustrate con respecte al otro sustrato, se efectlan expe-
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riencias en las que se mantiene constante la concentracibén de
sustrato inhibidor frente a diversas concentraciones del otro
sustrato que se considera variable. El tratamiento matemético
es idéntiwo al propuesto para la inhibicibdn por producto.

3.2.8.4 Mecanismos cinéticos

la interpretacidn del mecanismo de reaccibn al gue se ajusta el
comportamiento de la wantinoxidasa y la xantindeshidrogenasa, se
ha efectuado por aplicacidn de las normas tedrices de CLELAND
(67) (97) (100) y la interpretaciém en cada caso concreto se esfec
tha en la parte experimental.

3.2.8.5 Variacién de los parémetros cinéticos con el pH

El efecto del pH sobre la actividad enzimitica es debido a las

variaciones del es+tado de ionizacibdn de loas componentes del sis
tema enzimftico con el pH. Los cambios son atriduiblcs tanto al
mzima libre, como al complejo enzira-sustrato ¢ al sustrato.

81 ol enzima es una proteina que contéene muchos grupos ioniza-
bles, existen varios estados de ionizacidn distintos y la dis-
tribucibn total del enzima entre las distintas formas idnicas
depende del pH y del valor de las constantes de ionizacibdn de
los distintos grupos ionizables.

Por otra parte, como el mhximo do la actividad catalitica se en
cuentra en una pequeiia regién del pH, parece probable que unas
formas iénicas determinadas sean las enzimdticamente mhs activas.
8¢ puede eaperar, por tanto, que lea ionizacién de los grupos de
1a proteina alejados del centro activo, influya poco sobre la ac
tividad enzimitica, mientras que los grupos ionizables situados
ot sus proximidades, © bien en el propic centre, pueden causar
efectos considerables en 1a velovidad de cathlisis y en la afini
dad por el sustrato de 1a reaccibn.
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gn el presente estudio, se ha aplicado el mbtodo de DIXON (101}
(102) quien, teniendo en cuenta las considerabiones anteriormen
te mencionadas, formuld las ecuaciones de variacién de LR 4
Vi °O0 el pH. Lasg representaciones de pKy ¥ log ka faente
al pH permiten obtener una curva para cade enzima y cada sustra
to § los puntos de inflexibn correspondenaa los valores de pk
de los grupos ionizables del enzima, de los sustratos, & bien,
del complejo enzima-sustrato, que afectan al centreo catalitico
del enzima 0 a 1la unibn del enzime y sus sustratos.

3.2.8.6 Cinética de alosterismo

Algunas desviaciones cobservadas al emplear las repremmntaciones
anteriormente citadas (3.2.§.1) para la obtencibn de los paréme
tros cinéticos y conccer el modo de actuaciém de los enzimas de
los que se ocupa el presente trabajo, aconsejaron la utilizacibn
de distintas ecuaciones que podian facilitar su interpretacién,

La souacién de HILL (103) es una de las empleadas para interpre
tar el comportamiento de los enzimas alostéricos. En su repre-
sentacién grifica las ordenadas corresponden a los valores de
log v/V ,. = vy las abscisas a los de log S.

8¢ pueden obtener los valores de n y K | n corresponde al deno-
minado coeficiente de Hill, que representa el grado de coopera-
tividad (0 el nGmeroc de subunidades minimas de que consta el en
Zima cuando el valor de este coefitiente excede de la ugidad) y

K, sorresponde al valor de la constante de equilibrioc del siste
ma,

E + ns_hESn

b ——

in los sistemas no alostéricos K coineide con la senstante de
Michaslig y probablemente el pardmetro n se adapta a la unidad.
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La representacién de Michaelis de v frente a S (88) es habi-
 tualmente una hipérbola, pero en la mayoria de los enzimas alos
téricos, cuando la cooperatividad es positiva (coeficiente de
Hill superior a la unidad) se transforma en una sigmoide.
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B PARTE EXPER

SEEIEISRSUERNTMETITT

4.1 PURIFICACION DE LA XANTINOXIDASA HEPATICA DE BUEY

La purificacién de la XO no se halla descrita en la bibliografia.
£l mbtodo de purificacibn de la X0 que se describe m’s adelante,
ge basa en los propuestos ger REMY y col. (11), modificado pos-
teriormente por CARRASCO y col (104) (105) y por GUBERT y ecol.
(13) para la obtencién de la XDH. Se basan los citados métodos
en la obtencibn de homogeneizados de tejido hepAticeo, en tampbn
de fosfatos, mediante trituracibén mecénica y calefaccibn de la
 mezela a 562C durante 30 min. para provocar la répida desnatura
lizacién de las proteiras termolébiles. A continuacién sigue wun
enfriamiento répido para evitar la progewesibn del procesc de des
naturalizacibén afecte a la XDH., Con el tratamiento térmico, se
consigue un répido ineremento de la actividad especifica. El re
sidue proteico sblido procedente de la desnatwralizacidn térmi-
¢a se elimina por centrigugacidén y el sobrenadante se fracciona
con sulfato sfibnico, recogiéndose el precipitado que se cbtiene
entre sl 35 y 60% de saturacibn en la sal.ERiprecipitado sblido
que posee la actividad xzantindeshidrogenfisica, se somete a una
separacibn cromatogrifica en columma. Se utiliza una resina de
intercambio ibénico DEAE-celulosa, y mediante la aplicacibn de
un gradiente se obtiene %a XDH exenta précticamente de lactato
deshidrogenasa y cuya actividad especifica es elevada con res-
pesto al tejido de partida.

k1.1 ; PREPARACION DE LOS HOMOGENEIZADOS

¢ ha trabajado en todos los casos con higado de buey obtenide
2 o1 matadere loeal, procedente de animales recién sacrifica-
dos. E1 tejido contiens uricasa, enzima que cataliza la trans-



formacibn do Aeido Girico en alantoina, su presencia interferi-~
ria en das determinaciones del Acido Grico producido en la reac
cibn de la XO0. Se ha procedido por dicha razbn, a la obtencidn
de homogeneizados del tejido hepAtico, en disolucibdn de sacarosa
0,25 M en un triturador de Potter-Elvejhem., Con objeto de conse
guir una mejor homogeneizacién en sacarosa, se procedid a tritu
rar previamente el tejido hephtico, mediante un triturador de
cuchillas.

§.1.1.1 Proporcibén bptima higado/sacarosa en los homogenei-~
zados

Se ha efectuado sl estudioc de la proporcidn de disolucidn de sa
carosa 0,25 M por gramo de tejido hepatico, con la que se obtie
ne una mayor actividad especifica. Con este objeto, se preparan
tres homogensizados en #0s que el volamen de disolucibdn de ssea
rosa por gramo de higado es de &, 7 y 9 ml, ¥y cuyas preporciones
son 1/5, 1/8 y 1/10 respectivamente. Las suspensiones se centri
fugan a 2.300xg durante 10 min. para eliminar el residuo sblide.

Log n,jwu resultados se obtienen por hé-egeno:{zaci.:{m de 1 £
de tejido hephtico y 7 ml desmcarocsa 0,25 M, proporcién que se
adopté en sucesivas experiencias (Tabla I).

TABLA I
ACTIVIDAD X0 DE LOS HOMOGENEIZADOS DE HIGADO DE BUEY

g tejido/ml Volumen (ml)} U/ml v, mgP/ml A.E.
1/5 520 3,17 1.650 17,78 0,178
1/10 1.080 1,82 1.910 9,52 8,191

168 g de tejido hepAtico homogeneizados con 1.176 ml de ssaaro
2 0,25 M ; volumen total de 1.300 mil (®).
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§,1,1.2 Determinacidn de la proteina total en el higado
de buey

El contenido total de la proteina en el higado de partida, se
determina a partir de 20 ml del homogeneizado (1/8) ; se suspen
den en 480 mi de tampién de fosfato sbdico 0,1 M de pH 7,4,y se
mantiene 91 conjunto en agitacibn durante 3 h. Se consigue con
ello la ruptura de todas las membranag y la liberacidn de toda
la proteina existente en la fraccidn dei homogeneizado, tomada
como referencia. Transcurrido el citado intervalo, se centrigu-
ga ¢l homogeneizado a 1500xg, durante 15 min., para eliminar el
residuo insoluble,

En el gobrenadante clarc, se determina la proteina presente me-~
diante los métodos de Lowry (86) y de Warghur y Christian (33)
(84).

§.1.2 ELIMINACION DE MITOCONDEIAS PESADAS Y LIGERAS

la eliminacibébn da mitocondrias pasadas y iigeras y de sus acom

o paiiantes, se afectfia por contrigugacién del homogeneizade (1/8)

anteriormente mencionado a 15.000xg durante 1 h a 48C en una
santriguga refrigerada J-21 Beclkman. La centrifugacibdn permite

la sliminacifm total de la actividad wuricésica.

El sobrenadante obienido en la centrifugacibn (8;) poses colora
tibn rogo parde. Los valores de sctividad xantinoxidésica obte-
nidos son los que se muestran en la tadla II,

TABLA II
ACTIVIDAD X0 DE LAS FRACCIONES

Yaestra Volumen (ml) U/ml U, mgP/ml ALE, a.P.

pr——

Hy 1.300 2,40 3,120 28,79 0,083 -
8 1.143 2,58 2.9%0 15,73 0,164 1,98

e ———
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kole3 PRECIPITACION TERMICA DE LAS PROTEINAS TERMOLA~
BILES '

El tratamiento térmico de los homogeneizades de higado de diwer
gos animales, en la prepmracibn de X0 g:de XDH, permite la eli-
minacibn de las proteinas termolébiles y se revela como muy con
veniente.

%2 ha procedido agui & estudiar el intervalo de tiempo a que de
be someterse el sobrenadante (31) a la temperatura de 560C,

_El homogeneizado se calentb a este terperatwra, en lugar de ha-
eorlo por adicién de tompén calientes {13), tal como sme efectuaba
en la preparacidn de la XDH.

Voltmenes iguales del sobrenadante (5,) se calientan con agita-
¢ién constante, Pp un baiic de agus a la temperatura de chullie

eibn, hasta alcanzar los $62C, para ellio hagtan de 9 a 10 min.

S¢ mantiensn las muestras en ¢l termoatato a dicha temperatwra

durante intervalos de tiempo comprendidos aentre 15 y 45 min.

Trongeurrido el intervalo de tiempo previsto, se enfrian rjpida
mente las muestras a 49C por inmersibn en una mezela frigorifi-
ca de him sal.,

Las diversas muestras se centrigugan a 3.000xg, 15 min. a 48C.
8¢ descartan los precipitados pooteicos, que son inactives, y

30 determina la actividad XO en los distintos sobmsenadantes.

Los resultados obtenidos aparscen expresados en la tabla III.
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TABLA Irx

INFLUENCIA DEL INTERVALO DE CALEFACCION SOBRZ LA
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA XO

Intervalo (min.) Volumen (ml) U/ml U, wgP/ml A.E.

15 240 2,11 560 4,37 0,482
25 227 2,40 541 &,22 0,563
30 213 2,81 540 4,40 0,570
35 200 2,61 521 4,65 0,561
43 188 2,12 400 4,44 0,480

El intervalo de tiempo de calefaccidbn més favorable es el de 30
win., yon el gue se cousigue la whxima eliminacibn de proteina
y 1la actividad se mantieue alta. Al prolongar la calefaccibn se
slimina gran centidad de proteina, pero la pérdida de asctividad
e muy notable,

De acuerde con estos reauhadea, ge adoptd la practica de cale~-

faceidn de losg homoganeizados dwranta 30 min. como une de las
etapas del proceso de puxrificacidn.

hi1.3.1 Coagulacibn del precipitzdo

Los precipitados wotaieos obtenidos después del tratamiento tér
mico, sedimentan con dificultad, aén sometides a centrifugacién,
Por lo que su decantacién resulta dificil.

Con objeto de solucionar esta dificultad, se creyb adecuado el

adicionar con anterioridad al tratamiento térmico, tampén de fos
fato sbdico al homogeneizado, con ello, adembs de mantener el pH
¥ oliminar el ricsgo de pérdida de astividad irreversible por va
riacibén de éste, se eleva la fuerza iénica de Aa disclueibn, fa-
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voreciéndose ia coagulacibén del precipitade y se facilita la se
paraciébn por centrifugacidn.

Diversas esperiencias musestran que la cantidad mag idbnea, es
1a adicibn de 1 ml de tampdn de fosfato sbddico 0,3 M de pH 7,4
por cada 9 ml de sobrenadante (51). cou 1o que la disolueiébn
queda con una concentracién 0,05 M en fosfato sédico. Los resul
tados aparecen en la tabla IV.

TABLA Iv

ACTIVIDAD X0 DEL SOBRENADANTE OETENIDO DES~
PUES DEL TRATAMIENTO TERMICO

Muestra Volumen (ml) U/mi Ut mgP/ml  A.E, G.P.
8, 1.143 2,58  2.950 15,73 0,164 1,98
5, 1.270 2,31 2,933 13,15 6,170 1,99
5, 1.120 2,40 2,680 4,90 0,579 6,4

A 1.143 mi de sobrenadante (5,) se les afiaden 127 ml de tangpén
do foafats addico C,3 M da pH 7,% ; el nueve sobrenadante (Slt)
3¢ somete al tratamiento térmico, tal come se indica en el apar
tado anterior y se recoge un nuevo sobrenadante fsai.

LT N FRACCIONAMIENTO SALINC DR LOS HOMOGENEIZADOS

Se estudia a continuacién la aplicacién de las técnicas de frac
tlonamiento salino, por adicibn de sulfato aménico y su adapta-
¢ién al proceso de purificacidén de la XB.

b Establecimiento del limige minimo de (NHi) SO, nece-
ario a ecipitar totalmente lza X0

B Rargen de concentraciones de sulfatoaaménico entre las que se
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consigus la separccidn del precipitado activo se establecid de-
terminando las condiciones mis adecuadas para conseguir que el
pendimiento y el grade de purificacibu fueran lo més elevados
posibles.

Se tomaron muestras de 25 ml del sobrenadante cbtenide en la des
aaturalizacibdn térmica, y se llevaron a gradog de saturacibn en
sulfato amémico comprendidos entre ol 40 y el 80%. La adicién
del sulfato ambdnico sdlide se efectfia may lentamente y con agi-
tacién constante. Terminada la adicibén de sal se prolonga la agi
tacién durante 1 h y después de 8 h en reposo, a fin de asegu-
rar una precipitecibén completa, se separa el prescipitado por cen
trifugacién a 3,.000xg, 30 min,, a 46C. A continuacibén se deter-
mina la actividad X0 de lem precipitados y de los sobrenadantes
¢n todas las muestras. Los resultados se recogen en la tabla V.

TABLA V¥V

ACTIVIDAD X0 DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS CON
(NH,‘)zso& DESPUES DEL TRATAMIENTO TERMICO

% Saturacién  Residuo Sobrenad. U U, wgP  A.E.

50, (s) (m1) gPwl gomi
40 1,35 17,64 13,7 29,18 0,60%
4o 26,50 0,913 24,2 1,335 0,493
39 1,48 16,08 23,8 25,06 0,641
50 27,38 0,593 16,5 1,36 0,320
50 1,85 19,40 35,9 19,67 0,986
60 26,50 0,124 3,3 1,97 0,062
63 2,50 15,94 39,87 16,01 0,995
65 29,00 0,053 1,34 1,68 0,031
70 2,70 15,0 40,3 18,23 0,823
70 28,%0 6,0 0,0 1,45 -
80 3,20 11,87 38,0 19,15 0,619
8o 29,00 0,0 0,0 0,99 -
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Puede apreciorse quo cuando la saturaciin en Bulfato shénico es
del 40% la mayor parte de la antinoxidasa, se halle en ol sobre
pedante, mientras que cuando se alcanza $1 70% de saturacidn la
actividad xantinoxidlsica del sobrenadante es nula.

tusndo el grodo de saturacibn en sulfato ambnico es del 65%
(43g/100 ml) se observa gue pricticamente toda la mantinoxidasa
se oncuentra en el residuo sdlido ¥y que la actividad especifica
de ézte es la whxima.

§.1.4.2 Precipitacibn con sulfato ambnice al 63% de satu-
racibn

El gobrenadaute obtenido en la precipitacibn térmica,se lleva
el 68% de saturacibdn eu sulfato ambnico, modiantelds adicidn de
43 g de gulfato ambnico sblido por cada 100 ml de disolucibn.
Pinelizade la adicibn se mantiene la suspensién con suave agita
¢ibn durante 1 h, transcurrida la cual se deja en reposo duran-
te 8 h wha a 40C y ga ajusta el pH a 7,4, Finalizado el interva
1o de tiempo te nrocede a centrifugar la pusponsibn durante 30
min. a 5.,000xg o 42C y se separs el precipitado active (5‘.3).

bedika 3 Estudio del limite de sulfato ambnico necesaric pa-
ra precipitar proteinas acowpafiantes de la X0

8¢ disuelve ol precipi’ado obtenido al alcansar el 65% de satu-
racibn en spulfato ambnico, en la proporcién de 1 g de precipita
do himedo en 5 ml de tampbn de fosfato sbdico 0,05 M de pH 7,4.

A oinco perciones de 25 ml de la dimolucidn asi obtenida, se
les afladen 5, 8, 11, 14 y 17 g do sulfate ambnico/100 ml, res-
Pectivamontes me ajusta el pH y se dejan en agitacién durante 1
hyen reposo durante S h més. AL final del intervale se centri
fugan las muesiras durante 30 min a $.000xg y 49C y se determi-
"Sn las actividades de los precipitados y de los sobrenadantes.
Los resultados obtenidos aparscen en la tabla VI.
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TABLA VI

ACTIVIDAD X0 DE LOS DISTINTOS SOBRENADANTES
PRECIPITACION DE PRUTZINAS IMPURIFICANTES

Concentraczibn Volumen
§ (NHJ,50,/100a1  (ar) VM Ty mg P/l A-B.
5 27 15,37 413,2 7,45 2,06
8 26,5 15,30 403,6 7,38 2,08
11 27,5 14,62 L402,1 6,65 2,19
14 a7 14,82 400,35 6,52 2,27
17 26 14,04 365,0 0,07 2,10

Como pusde obasrvarse, la X0 empieza a precipitar a partir de
14 g do suifatc embnico/100 ml de disolucibn, siendo puess esta
caftidad la bdptima para eliminar por precipitacidédn la proteina
acoupaifiante exenta de XO.

5o proradid,de ucuerdo coun estos rasultados, 2 efectusr la pre-
cipitaciin malina de las proteinas acompafianies obteniéndose un
sobrenadants activo (s,*) con las caracteristicas que pueden ob~-
servarse en la tabla VIXY.

TABLA VII

ACTIVIDAD X0 DESPUES DE LA PRECIPITACION DE LAS
PROTEINAS IMPURIFICANTES

Muogtra Volumsn (ml) U/ml v, mgP/ml AB. G.P.
8 1,120 2,4 2.680 k,he 0,579 6,44
Raa 142 16,02 2.275 15,96 1,01 12,96

n 142 16,02 2.275 7,05 2,27 27,38
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§.1.4.4 Reprecipitacibébn de la XO con sulfato ambniceo

Con el sobrenadante S,, se efecthan diversas esperiencias, con
el fin de averiguar la cantidad de sulfato ambnico necesakia pa
ra precipitar del modo mis completo la XO.

Se toman para ello, 4 muestras de 25 ml cada una del mencionado
sobrenadante, a las que se afiaden 31, 35, 39 y 43 g de sulfato
ambnico por cada 100 ml de disolucibn, respectivamente. Una vez
afiadida la sal, se dejan en agitaciém, despubs en repeso y final
mente se centrifugan en la forma acostumbrada. Los resultados se
sxpresan en la tabla VIII.

TABLA VIIX

ACTIVIDAD XO DE LOS PRECIPITADOS CON (NH, ) 4SO,

Conuntrnpibn

s (N!!,').so& Peso (g) U/g U mgP/g A.E.
- -_ 30,13 TSOE * ¥%,39 3,10
35 $.3 36,43 200,5 118,46 3,28
39 5,7 35,71 203,6 106,10 2,97
43 6,1 33,60 20%,0 95,82 2,84

Puede pues observarse, que la concentracién adecuada para con-
#oguir un méximo de precipitacién enzimbtica es de 35 g de sul-
fato ambnico por cada 100 ml de sobrenadante (8,).

86 procedit de acuerdo con estos resultados a efectuar la preci
m“‘“" completa de la X0, obteniéndose un residuo sctive (R,)
‘uyas caracteristicas pueden observarse en la tabla IX.
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TABLA X

ACTIVIDAD XO DE LAS ETAPAS DE OBTENCION
DEL PURIFICADC PARCIAL

Muestra Volumen (pesc) U/ml(g) U, mgP/ml(g) A.E. G.P.

(ml) (g)
H, 1.300 2,4 3.120 28,79 0,083 -
8y 1.120 2,4 2,638 k,49 _0.519 6,44
n3 142 16,02 2.27% i5,96 1,01 12,96
By 7.4 290,47 2.162 87,16 3,33 40,15

A partir de 142 ml de sobrenadante (S5,) se procedid a precipitar
con 35 g de sulfato ambnico por cada 100 ml de sobrenadante; ase
recogen por centrifugacién 7,4 g de residuo active (_!15). el cual
poseia 40,15 veces la actividad del tejido hephtico de partida |
con un rendimiento en el proceso del 69,3%. |

4.1.8 SEPARACIONES CROMATOGRAFICAS .. . ...

8¢ describen a continuacién los métodos cromatogréficos emplea-
dos en el proceso de purificacibdn de la X0, con el fin de obte-
uer un preparado de elevado grado de pureza.

b3 Cromatograria con nkm-cthgua

B primer lugar se procedid a utilizar una celusma confecciona-
da cen la resina de intercambio 1énico, DEAE-celulosa, gug’ segin
18 bibliograria (13), se muestra adecusda para separar la XDH

4e 1a lactatodeshidrogenasa y de otras proteinas ispurificantes.

5 parte de & g del purificado parcial, obtenido segin las téc-
hicas descritas anteriormente, una vez disueltos en la minima
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cantidad de tampbn de fosfato sbdico 0,001 M de pH 7,4 se diali
zan durante 12 h. a 49C frente al mismo tampbn en presencia de
carbdn activo en suspensién. Después de la didlisis de centrigu
gs la suestra durante 10 min. a h9C y 4.000xg, con lo que se se
para el precipitado de la proteina amcrfa. E1 sobrenadante obte
nido se pasa a través de la correspondiente columma. La elucibn
se efectia con tampén de fosfato sbdico 0,001 M de pH 7,4 ¢ los
eluidos se recogen a una velocidad aproximada de 0,3 ml/min.,
en fracciones de 10 ml. Cuando se determina que los eluides car
recen de proteina, se establece un gradiente, consistente en
400 m1 de tampbn de fosfatc sbdico 0,001 M sobre el que se vier-
ten 200 ml del mismo tampdn de concentracibn 0,1 M.

Los eluidos de la columna se recogieron en un colector automiti
co FRACTOMAT, siendo efectuadas las operaciones a %0C.

Los resultados aparecen en la fig. 3, en la que puede observamse
que los eluidos que contienen pricticamente toda la activided
xantinoxidisica, se encuentran entre las fracciones 60 y 80,

Los eluidos activos se llevan al 65% de saturacién en sulfato
ambnieo, segln la téenica habitual. El precipitade se separa
por centrifugdcién § su actividad es cuatro veces mayor que la
de la suestra de partida (Rg), por lo que se considerd 1la sepa-
racibn eromatogrifica adocunda para sl proceso ds purificacidn.

b.1.588 Cromatografia con Sephadex G-200

Para conseguir un mayor grade de purificacibn se utilizb, a con
tinuacién, una columna crematogrifica de Spphadex G-200, que es
una resina de exclusién capar de retener las proteinas de peso
wolecular inferior a 200,000. Como el pesc molecular de la X0 os
®4la alrededor de 300.000, no quedard retenida por 1a resina,
mentras que las proteinas impurificantes de pese molecular infe
Fior, deben aparecer con posterioridad en los eluidos.
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para proceder a la separacibén cromatogréfica se disolvieron 1,3

g del precipitado obtenido en la etapa anterior, en la menor can
tidad posible de tampdn de fosfato sddico 0,05 M de pH 7,4, que

ge vartieron cuidadosamente sobre la resina ; la elucidén se veri
fied con el miswo tampbn utilizado en la dilueibn,

8¢ recogen fracciones de 5 ml en el mismo colector utilizando en
la separacibn,cromatogrifica anterior yeceon la misma velocidad
de elueibn. Los resultados obtenidos en la cromatografia son los
que se muestran en la fig. &.

Una vez reunidag las fracciones activas se llevan al 65% de sa-
turacibdbn en suifato ambnioco y el precipitado se recoge por cen-~
trigugacibn, segin la técnica habitual.

Il aumento en la actividad especifica que so consigue en esta
stapa o5 de aproximadamente 1,5 veces, por lo que es convenien-
te su introduccibn como una de las etapas de purificacibn.

Los resultados que se obtienen en las Gltimas fases del presente
proceso de pwmrificacidn aparecen en la tabls X. .

TABLA X

ACTIVIDAD X0 DE LOS PURIFICADOS CROMATOGRAFICOS

- Muestra Volumen (peso) U/mi(g)

- et U, mgP/ml (g) A.E. G.P.

7.4 290,47 2.149 87,16 3,33 40,15

ELDEAE - 135 33 3,71 576,28 0,317 13,79 14,0
R DEAE 2,08 237,0 48%5,9 18,42 12,87 135,0
E1,6-200 95,25 3,41  324,8 0,168 20,27 244,0
R G-200 1,75 178,21 296,3 8,37 21,38 256,0

—————

Como puede observarse en la tabla anterior, se ha obtenido un
Purificado 256 veces mis activo que el tejido hepitico de partida.
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5.1.6 PROCESO DE FURIFICACION

Las experisncias descritas en los ayartados anteriores, consti-
tuyen el soporte experimental que nos ha permitido adoptar el
proceso de purificacibn de la X0, cuyas etapas sucesivas se de-
tallan a eontinuacién:

12 E1 material de partida es higado de buey, obtenido en el ma-
tadero local de animales recibén sacrificados. Se eliminan las
adherencias grasas y el tejido conjuntive del higado y se tritu
ra el material en un triturador de cuchillas, con el fin de fa~
cilitar su homogeneizacidn posterior. El tejido triturado se ho
mogeneiza a 42C mediants un Potter-Elvejhem, en presencia de

7 mi de sssarosa 0,25 M por cada grame de tejido hepitico. la
preparacidn me inicia con 168 g de nigado de busy.

Del homogeneizado asi obtenido, se separan 20 ml que se¢ suspen«
den en 480 ml de tampdn de fosfato sbdico 0,1 M de pH 7,4 y se
mantienen en agitaciém durante 3 h, al final de cuyo intervaleo
8¢ eliminan los restos sbdlidos por centrifugacibn a 1.500 xg,
15 min. y &0C | en &l acbranadante se determina el sontenido

en proteina.

22 E1 homogeneizado obSenido se centrigiga a 13.000xg, durante
1hadac, con ol fin de eliminar las mitocondrias pesadas y
ligeras, asi como las particulas acempafiantes de andloga veloci
dad de¢ sedimentacibm. Se obtiene un sobrenadante (5,) sxento de
actividad uricésica.

32 Al sobrenadante (S,), se le adiciona 1 ml de tampdn de fosfa
to ybﬂino 0,5 M de pH 7,4 por ecada 9 ml (slt). Se introduce el
conjunile en un matraz de fondo redondo, el sual se sumerge en
bafic de agua a temperatura de ebullicién y se mantiene con agi-
tacibn constante, hasta alcanzar la temperatura de 562C (bastan
wos 10 min.). Alcanzada dicha temperatura, se lleva a un ter-
mostato, qus se halla a dicha temperatura, en el gue se mantie-
ne durante 30 min. mAs con agitacién constante. Al final de in.
tervalo, se engriea la suspensién a 49C lo wés répidamente posi-
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ble, por inmersidm en un bafic de hielo y sal. La suspensidén fria
ae centrifuga durante 15 min, a 3.000xg a la misma temperatura.

4o E1 asobrenadante procedente de la centrifugacibén (sa), se lle

va al 65% de saturacién en sulfate amdnice, por adicibn lenta

de Aa sal, en estado sbdblido, a 42C y wmediante agitacidn constan

te, que se prolonga durante 1 h a la misma temperatura, después

de ajustar el pH a 7,4. Transecurrido este tiempo se deja en repo
go durante 8 h, centrifugéndose a continuacién durante 30 min,

a 5.000xg de la forma habitual.

El residuo obteni&o (Rg). se disuelve en tampbn de fosfato abddi
co 0,05 M de pil 7,4 eu la proporeibn de lg de precipitado por
cada 5 ml.

50 S¢ adicionen ¢ la damolucidn 14 g de sulfato ambnico por ca-

da 100 ml de disolucibén, en la forma acostumbrada, y el precipi

tado se separa per centrifugacién, como se describe en el aspar~

tado anterior. Se descarta el precipitade y se recoge el sobrena
dante (8,), que contiene toda la actividad.

62 Al sobrenadente obtenido (5,) se lo afiaden 35 g de sulfato
amdnico por cada 100 ml, con lo que se alcanza el 65% de satu-
racidén. Una vez efectunda la adicibén salina y la centrifuga-
¢ibn $al como se ha indicado precedentemente, se recoge el pre-
eipitado hémedo (RB)'

Se recogieron 7,4 g d¢ bste cuya actividad X0 es de 40 veces la
del tejido de partida.

78 7,45 del residuc sblido activo (Ry) se disuslven en unes
10 ml do tampdn de fosfato sbdico 0,001 M de pH 7,4 y la disolu
¢idn me momete n diidlisis a 40C durante 12 h, en presencia de
carbbu activo en suspensibn, frente al mismo tampbn hagta elimi
nacibn completa de los iones sulfato.

La suestra dializada se centrifuga a 4,000xg, 10 min. a 49C, pa
ra separar la proteina amorfa. La disolucibn se somete & una 89
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pu‘acibn cromatogréfica en una columma de DEAE-celalosa prepara
da de acuerdo a 3.1.4.1. Como eluyente se utiliza el tampén de
fosfato sodico snteriormente mencionado. La operacid: se efecthag
a hec,

Se recogen fracciones de 10 ml, con una velocidad de elucibn de
0,3 ml por min., en las que se determina el contenido en protei
na. Camido se observa la ausencia de ésta en los eluidos, se es
tablece un gradiente de fuerza ibnica, mediante 400 ml de tam-
pbn de fosfate addico 0,001 M y 200 ml de 0,1 M, ambos de pH
7,4, Bn los eluidos se determina la actividad XO,

8¢ refmen las fracciones con actividad X0 y ase precipita la pro
teina con sulfato ambnico hasta el 65% dd saturacibn. Se obtu-
vieron 2,05 g de precipitado active.

82 Bl precipitado obtenido se somete a una separacién cromato-
grifica mediante ¢l empleo de una coluema de resina Sephade:
va.

El precipitado se disuelve en 5 ml de tompdén de fosfato sbédico
0,05 M de pH 7.k, eluyéndeose en le columma medianic el misme
tampbn 2 una velocidad de 0,5 ml por min. Se recggisron fraccig
nes de 5 ml. La elucidén se efectin igualmente a &eC.

Se¢ reunen leg fracciones activas y se precipite la proteina con
sulfato ambnico hasta el 65% de satwracibn.

Bl precipitado (1,75g) muestra una actividad 256 veces mayor
que la del higado de partida ;| el rendimiento es del 10X.

En la table XI se recogen los diversos aspectos del proceso de
Purificacidn,
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ESQUEMA DEL METODC DE PURIFICACION DE LA X0

(1)) Homogeneizado hepético inicial
1/6 sacarosa 0,25 M

entrifugacibn 15.000xg, 1 h

8 1
ol
1 adicidn m& C,5 M, pH 7.8

S1¢

/ 562C, 30 min.; 3.000xg, 15 min., 42C
P

a
65% mat. (NH,),S0,;
.m'xg, 3° min., &‘c

Dil. rn;k 0,05 M, pH 7,4
6 veces (P/V)

Bsa

14 g (Nu‘l)'sog / 100 m1 ; 5.000xg, 1 h, 48C

35 = '{rm,.)zso& /100 mi 3
.000xg, 1 h, &48cC

Cromatografia DEAE~celul.
ro;® 1w, pH 7,4
grad, 8,88 (400 m1) y 0,1 M (200 m1)

ELUIDO DEAE-cel.
65% mat. (N“h’as"k { 5.000xg, 1 h, 48C

R DEAR-cel. ~———> N DEAE.cel.
Crumatoarutia S8p.G~200
PQE 0,05 M, pH 7,4

ELUIDO G-200

65% sat. (NH,),80, 1 5.000xg, 1 h, hocC

§ e-300 R G-200
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4,20 VARIACION DE K, Y V. . CON EL pH DE LA XO Y DE
LA XDH

Se ha determinado la variacidén gue experimentan los valores de
Ly Vm con el pH, on los sistemas HIPOXANTINA-XO-XANTINA ;
XANTINA-XO-AC. URICO j XANTINA-XDH-AC.URICO (NADY como aceptor
electrénico) ; NAD'-XDH-NADH y XANTINA-XDH-AC.URICO (oxigeno co
mo aceptor electrénico). Las determinaciones se han efectuado
on el intervalc de pH conprendido entre 5,75 y 9,50, en un me-
dio tamponado de tris-fosfato sbdico 0,05 M.

Cuando se utiliza el oxigeno como aceptor electrénico, se tra-
baja en contacto con el aire¢ las disoluciones se¢ hallan satura
das de oxigeno a la temperatura de la reaceibn, 302 0,12C ; en
estas condiciones sdlo se han calculado los valores de Ky apa-
rentes. Cuando el aceptor electrénico que se utiliza es el NAD®,
8¢ calculan los valores reales de K,y YV mAx®

Los reactivos y los preparados enziméticos, se llevaren al pH
d¢ reaccibh inmediatamente antes de determinar la actividad en
zimdtica, por el método espectrofotométrico habitual.

k2.1 VARIACION CON EL pH DE LOS VALORES DE 51 YV s
DE LOS SISTEMAS CATALIZADOS POR LA XO.

Se ha determinade en primer lugar, la variacibn de los parémetros
¢inbticos de las reacciones catalizadas por la X0, que utiliza

*1 oxigeno como aceptor electrénico, y en su estado nativo es in
capaz de utilizar al NAD®.

“12.1.1

Variacién don el pH de Ke Yy V s on el sistoma hipo-
xantina-XO-xantina

los valores que se obtuvieron para Ky ¥ V s, para los distintos

PHs utilizados, asi como los correspondientes a pKy y log V ..
“Parecen en ga tabla XII,



- 68 -

TABLA XII

VARIACION DE K, y V_, CON EL pH RESPECTO A LA HIPOXANTINA

pH B’N » 106 P KM vm&x log V ki
5:75 1,23 5,91 4,09 0,61
6,00 3,91 5,41 6,75 0,83
6,30 4,18 5,38 7+35 0,87
7,00 3,99 5,39 7,69 0,89
7;5. 3!89 5."‘1"' 7+93 °|9°
8,00 3,93 5,40 9,43 0,97
8,50 5,54 5,26 9,09 0,96
9,00 10,90 4,96 15,18 1,18
9,50 16,60 4,78 14,28 1,18

La concentracién enzimbtica utilizada fue de 2 U/ ml inec.

En todos los casos v= molar transformada/min.

b.2.1.2 Variacién con el pH de K, y V . en el sistema
xantina-~X0-ac.arico

Los valores que me obtuvieron para Ky ¥ Vux Pora los distin-
tos valores de pH, asi como los correspondientes de p K, y log
Vuix' @parecen en la tabla XIII.



TABLA XIII

VARIACION DE K. y V . CON EL pH RESPECTO A LA XANTINA

6

pH Ky x 10 P Ky Vink e log V4.
5,75 3,00 5,52 3,17 @,50
$,00 3,40 5,45 3,20 0,50
6,28 3,70 5,43 3,33 0,52
6,50 3,86 5,41 3,74 0,59
7,00 3,54 5,45 4,29 0,63
7450 4,53 5,34 5,15 0,71
7,75 6,03 5,22 6,06 0,78
8,00 8,13 5,09 6,17 0,79
8,25 11,70 4,93 7.69 0,89
8,50 33,30 4,48 13,33 1,12
9,00 35,70 4,43 10,52 1,02
9,50 52,60 4,28 10,00 1,00

la concentracibn enzimética utilizada fue de 2 U / m! inc.

La representacibn grafica de los valores de PKE y de log V.
frente al pH, segin el método de Dixon (101) (102), aparece

 la fig. 5, asi como los correspondientes a la hipoxantina
(véase 4.2.111).

Pusde observarse que cuando el sustrato es la hipoxantina, apa
Yéce un punto de inflexién, tanto para pK,, como para log V .
% aproximadamente pH 6, e igual ocurre alrededor de lowavdlo-
Tes do pif 8,2 y 9,2, Estos valores de pH corresponderian a los
PEs de los grupos ionizables, que participarian en la unibn
4l compleje - XO-hipoxantina. Cuando el sustrato es la
*antina, aparecen puctos de inflexién comunes para valores de
- ¥ de aproximadamente §,2;7,9;8,4 ¥y 9.3; pueden atribuirse tam

b
ién a 104 Serrespondientes grupos immizables que forman parte
ded Complejo XO~xantina. " '
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Con las limitaciones propias del método, cabe sugerir la posi
bilidad de la intervencidén de un grupo imidazol de la histidi
na (pEK= €,04), un grupo -amonic de la lisina (pk= 10,79) y
grépo sulfuro o quizéd persulfuro con la gignificacibén que se
le atribuye en la unién enzima-sustrato (48).

Cuando la xantina es el sustrato aparece en ambas representacio
nes graficas un punto de inflexibn préximo a pH 7,9 y por el he
cho de ser el pK del grupo oxo de la xantina 7,44 , se podria
identificar con &1 ; su intervencidn seria importante en la u
unibn enzima-sustrato.

4.2.2 VARTACION CON EL pH DE LOS VALORES DE Ky Y Vosx®
BE LOS SISTEMAS CATALIZADOS POR LA XDH

Se consideran en este apartado la variacibn de K,y V ., con
el pH, en los sistemas en gue la transformacidén de la xantina
en Acido Grico, viene catalizada por la XDH, tanto en el caso
que utiliza el oxigenc como aceptor electrbnico, coid euando
es ol NAD' el transportador. o

b.2.2.1 Variacibn con el pH de K v V . en el gistema
xantina-XDH-ae.Grico vy H&* «~XDH-NADH

Los valores de V mix ¥ B real, correspondientes a la xantina y
al NAD*, para los distintos valores de pH, se recogen en la
tabla XIV y su representacién grafica, por el mbtodo de Dixon
(loc.cit.), aparece en la fig. 6.



Fig, 6 WVariacién de pKy ¥ log V
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TABLA XIV

VARIACION DE K, ¥ vm&x CON EL pH RESPECTO A LA XANTINA

y AL nap?
i By x 100 Ry Ryx 100 ek V. lepVy,
xantina  xantina NAD* nap*
6,00 18,00 3.7% 5,10 3,30 20,00 1,30
6,50 4,90 4,31 4,20 3,37 26,30 1,42
2,00 2,40 4,62 1,00 4,00 27,00 1,43
7,50 2,20 4,66 0,30 k.52 27,70 1,44
8,00 2,70 k.17 0,69 4,16 34,56 1,54
8,50 6,60 4,18 3,20 3,90 47,60 1,67
9,00 4,00 4,40 1,30 3,95 39,90 1,60
9,50 3,20 k,50 1,00 4,00 30,90 1,49

1A concentraciébn enzimhtice utilizada fue 16 U/ml inc.

8¢ puede observar la existencia de puntos de inflexion aproxima
damente a pH 6,5 , 7,7 ¥ 8,5, que aparacen tantoc al represen-
tar los valores pkK;, de la xantina y del NaAD' y los de log V_. .
El hecho sugiere que se trata de los pKs que correspondsn a gru
pos ionizables del complejo enzima-sustrato, que son imprescin
dibles para que tenga lugar la reaccidén. Podria tratarse de un
grupo persuifuro y del grupo imidazel de la histifina en corrg
lacién con lo desmecrito anteriormente para la hipoxantina, sin
embargo, es dificil adseribir el pK de 7,7 . aunque pudiera co
rresponder a un grupo %eamonio.

En la representacibén correspondiente & PEy de la xantina apare
¢¢ una inflexibn que no muestran las otras graficas y esth wmi-
tuado alrededor de pH 8 y que podria muy bien ser debido al
&rupo oxo de la xantina.
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§.2.2.2 Variacibn con ol pH de K y V . en el sistema
xantina~XDH-8c.Grico con el oxigeno come acep-~
tor glectrénico

La XDH, en ausencia de NAD*, y en medio aerobio es capaz de uti
lizar el oxigeno como aceptor electrbnico. La reaccibn esté po
co favorscida y puede observarse que ase precisa que la concen~
tracidén de XDH en el incubado sea el doble que la que se emplea
en las experiencias descritas en el apartado anterior. En la ta
bla XV aparecen los correspondientes valores y su representa-
¢idn grafica en la fig. 7.

TABLA XV

VARIACION DE KM yV 4 CON EL PH RESPECTO A LA XANTINA

pi K, = 108 Pk, Voo log V.
6,00 1,80 5.7 2,10 0,30
6,50 3,50 5,40 2,60 0,42
7,00 3,90 $,30 2,70 0,43
7430 6,00 5,30 2,75 0,43
8,00 6,00 5,20 3,50 0,55
3,50 8,10 %,10 4,79 0,65
9,00 11,00 4,90 3,90 0,99
9,30 33,00 k,50 3,10 0,50

La concentracidn onzimhtica utilizada fus de 32 U/ml ine.

Pusde observarse en la corresponditate representacibn la
exigtencia de puntos de inflaxibn : commes a pH 6,3 , 7.5 v
3,75, que correspondian al grupo iuidazol de la histidina, a
un grupe persulfuro caracteristico de la xantinoxidaspa y &l
fTUpo oxo de la xantina, todos los cuales intervienen en la
unidn enzima-sustrato.
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En la tabla XVI se han remkido los valores de los puntos de

inflexibn correspondientes a las representaciones de Dixon de
ios sistemas en estudio.

Puede observarse, que aparemen dos grupos que se repiten en to
das las representaciones, y que podrian corresponder al grupo
imidazol de 1la histidina, cuyo nitrégeno seria el que, nci&n
sugiere OLSON (48), se encuentra préximo al molibdeno y cuyo
papel es fundamental en la catalisis ; el otro grupo seria per
sulfuro, que se postula que es fundamental en la unién eéntre

ol enzima y el sustrato, para que tenga lugar #d catllisis en-
zimAtica.
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4.3 GRUPOS SULFHIDRILO Y ACTIVIDAD X0 ¥ XDH

La posible intervencibén de los grupos sulfhidrilo en el cicle
ecatalitico de la X0 v de la XDH, ha sido sugerida al cbservar
la variacibn de los valores de K, y V_, econ el pH on todos
ios sistemas estudiados.

Por otra parte, se¢ postula gque la intorvencibn de los grupos
persulfuro en la unibn enzima~pustrato es egencial para la ac-
tividad catalttica de la xantinoxidasa #e distiutas proceden-
cias (48).

Se ha procedido a la investigacibn de la existencia de tales
grupos en la wolécula de ambos enzimas y la posible aparicibn
4o grupos sulfhidrilo, Por tanto se ha intentado determinar el
efecto qua producen sobre la actividad catalig¢ica de la X0 y
do la XDH determinados reactives caracteristicos de los grupos
tékl.,

§,3.1 INHIBICION DE LA X0 POR PCMB

El efecto inducido por el PCMB sobre la actividad catalitica
de la X0, se ha determinade frente a diversas concentraciones
del reactivo, manteniendo constantes la del enzima y la de 1a
xantina.

Los resultados obtenidos aparecen en la tabla XVII.
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TABLA XVII

INHIBICION DE LA X0 POR EL PCMB

PcMB % INHIBICION
M x 106 sin preincubacibn preincubacibn
previa 60 min 120 min
0,01 2,5 2,4 2,4
o [ 1 5 L ] o 5 ¥ 0 “ ] 9
1 16 15 14
10 88 85 87
100 100 100 98

X0 = 2 U/ml ine, j§ xantina =@,1 mM ; t.fosf.sbdico 50 M,pH 8

La inhibicidn inducida por el PCMB sobre la actividad de la X0,
puede llegar a ser completa aéin en presencia de concentraciones
rolativamente bajas de reactivo (0,1 mM).

La ishidbiciébn no crece al preincubarse la X0 y el agente inhi-
bidor, afn en periodos mAs prolongados. In efecto, al preincu-
bar duante 220 min., la muestra de composicibn habitual, en la
que la concentracibén de PCMB fue de 1 x 10'%, 20 se modifica el
porcentaje de inhibicidn obtenido (14%).

4.3.1.1 Cardcter de la inhibicién ejercida por el PCMB smo-~

et et B i s i

S A s et B

El carécter reversible b irreversible de la inhibicibn ejerci-
da gobre la X0, por el PCMB, me ha estableeido por determina«
ei6n de las velocidades inicinles de reaccidn en muestras que
¢ontenian concentraciones crecientes de X0 en ausencia de inhi
bidor y de otras que contenian, ademés concentraciones crecien
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tes de PCMB, sin establecer contacto pravio entre ambes.

Los resultados que se obtienen con concentraciones de PCMB
1x10°° M, 5:(10-6 M y en ammencia del inhibidor, son los que
aparacen en la fig. 3. Se observa en slla, que las rectas ob
tonidas con las dos concentraciones de PCMB y la recta aant:ol,
no se cortan en &l origen lo que indica que la inhibiecibn por
PCMB es irreversible & pseudoirreversible.

£.3.1.2 Revsygibilidad de la inhibicidn inducida por el
PCMB gobre la XO

Con objeto de comprobar el carfcter irreversible o pseudoirre-~
versible de la inhibiecidn por PCMB, 8o han efectuado emporien-
cias en las que se mantienen en contacto, X0 (3 U/ml) con con~
coentraciones wariables de PCMB a 30 : 0,12C durante 30 min.
trangeurrido el intervalo de contacto se dializan las smestras
durante 20 h a 42C, frente a tampbn de fosfato sbdice 0,05 M
de pH 8.

Pimalizada la didlisis, do determind la actividad de las mues-
tra; frente a las coﬁcantracionel de pustrato acostumbradas.
Las velocidades halladas resultaron idénticas, tanto en los ca
808 en que se habian utilizado distintas concentraciones de
PCMB, como cuando las muestras no lo contenian.

Los resultados indican, que la inhibicién ejercida por el PCMB
8% reversible por didlisis.

4.3.1.3 Efecto del 2-Mercaptoetanol (2-ME) sobre la inhi-
bicién inducida por el PCHMB gobrs la XO

Bl 2-MB no ejerce efecto alguno sobre la actividad X0 aun a con
tentracidén tan elevada como 10 mM.
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e mantuvo la X0 en contacto con PCMB, cuya concentracibn pro-
voca inhibicidén. En muestras paralelas, se ailadid 2-ME 1 mM.

Al determinar la actividad se observa, gue la adicién de 2-ME
anula la inhibicién inducida por el PCMB, de modo instanténeo,

La recuperacién de la actividad es independiente del tiempo
que hayan permanecido en contacto el enzima y el PCMB, Este he
cho concuerda con la observacibn previa de que, sl grado de in

hibicidén, que provoca el PCMB, es independiente del tiempo de
contacto previo.

b.3.1.4 Cinética de 1a inhibicién induecida por el PCMB so-
bre la XO

Se ha demostrado (véase 4.3.1.1), que el PCMB es inhibidor pseu
diorreversible de la XO, y que la actividad se recupera por dia
lisis. E1l hecho sugiere, que la unibn entre ¢l enzima y el in-
hibidor es muy débil en ausencia del sustrato xantina.

Por otra parte, la inhibicidén que ejerce el PCMB en presencia
de xantina y sin contacto previo es de naturaleza irreversible
(vébage rig. 8).

Los hechos comentados, sugieren que cualquiera gque sea la natu
raleza de la inhibicién provocada por el PCMB, seré de tipo no
tompetitivo puro.

S¢ ha podido confirmar la hipdtesis, ya gue la inhibicién es de

tipo no competitivo puro, de carhcter lineal (fig. 9).

L.3.1.5 Valoracién de grupos -SH de la XO con PCMB

la valoracién de grupos sulfhidrilo o persulfhidrile libres en
la X0 se ha efectuado por el mbtodo de Boyer (véase 3.2.6)v
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Las suestras contenian cantidades srecientes de X0 (1::10"6 a
mo"5 M). La concentracidn de PCMB en el incubado se mantuvo
constante (1x107M). Se midieron las densidades bpticas a di-
ferentes intervalos de tiempo, en las diatintas muestras, has-
ta 3 h como maximo, sin que se obser¥Wasge ninguna variacibén, lo
eual constituye indicio de gue no existen grupos sulfhidrilo o
persulfhidrilo libres en la molécula de la XO.

Puesto gque se ha postulado la existencia de grupos persulfuro
en la molécula de la Mantinoxidasa (32) (33) (43) (49), cabe
suponer, que se hallan situados de modo que se establezca unidn
con ¢l 4tomo de molibdeno, con lo cual quedarian protegidos de
la aceidn del PCMB.

4.3.2 ACCION NULA DEL STNB SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA XO

8¢ estudia, a continuacibén, la accidn del DTNB, rsactive carag
teristico de los grupos sulfhidrilo.

Las experiencias se¢ han efectuado con las concentraciones enzi
miticas habituales y en condiciones experimentales anilogas a
lag de las utilizadas con ¢l PCMB ; las concentraciones de DTNB
estuvieron comprendidas entre 1::10:-'6 y mo"‘ M, Tanto sn las
experiencias sin contacto previo,como cuando éste se prolongd
durante 1 h, el DTNB no producse variaciones significativas de
la actividad enzimhtica.

4.3.9 INHIBICION DE LA X0 CON BA NEM

La aceién que induce la NEM gobre la actividad ¥O, se ha deter
®nado en las condiciones sxperimentales y con las concentra-
Siones de enzima y de sustrato idénticas a las utilizadas en
las experiencias con el PCMB.
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£l reactivo inhibe la actividad de la X0, aunque en menor gra-
do que el PCMB.

La NEM, 1:10“3 M, provoca una inhibiciébn del 100% y sdle es del
5% cuando su concentracién es 1x1076 M,

La inhibicién no es progresiva, ya que al mantener emn contacto
1a X0 con el reactivo durante tiempos de hasta 3 h, a 30 2 0,10C,
con distintas concentraciongs de éste (hasta 3:10'5 M), que pro
vocan inhibicibn del 75%, no se incrementa el grado de la inhi
bicibn.

§.3.3.1 Caracter de la inhibicidén ejercida por la NEM so-
whre la XO

El carécter reversible o irreversible de la inhibicibén ejercida
por la NEM gobre la X0, se ha establacido por medida de las ve-
loeidades iniciales de reaceibén en muestras que contenian con-
contraciones crecientes del enzima en ausencia de inhibidor, y
de o$mes que conténian, ademis, distintas concentraciones de

NEM, sin establecer contacto previo entre el inhibider y el en-
2ima,

Los resultados obtenidos aparecen en la fig. 10. Puede observar
8¢, que las distintas rectas pasan por el origen, lo gue indica
que la inhibicibén ejercida por la NEM es de carhcter reversible.

b.3.3.2 Cinbdtica de la inhibicidén inducida por la NEM sob
bre la X0

La inhibicién reversible que provoca la NEM, sobre la X0 permi
te su caracterizacibn cinética, @ indica el centro de la molé-
cula del enzima sobre el que actae el agente inhibidor.
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Los resultados obtenides aparecen en la fig. 11 ; se puede eb-

gervar que la inhibicidn es de tipo competitive de carécter no

lineal. La representacibdn secundaria de las pendientes es de ti
po hiperbblico (fig. 11), lo que pugiere que la accién del in-

hibidor, se realiza al azar, © bien, que los complejos que pu-

dieran originarse en la adicibdbn del inhibidor se transformen e

con una cierta velocidad.

b.3.4 INHIBICION DE LA XC CON IAM

En el estudio de las accliones que inducen los reactivos de gru
pos sulfhidrilo sobre la actividad catalitica de la X0, se ha
determinado la influencia de la IAM.

Las condiciones de experimentacidn fueran las indicadas en los
apartados anteriores.

La inhibicién que provoca la IAM no es muy destacada, ya que
cuando la concontracibn es 1::10“5 M, la inhibicibn z3 del 7,3%
Yy solamente llega a ser del 38% cuz:ido es de 1x10” -3 M.

Bl efecto inhibidor de la IAM no es progresivo a lo largo del
tiempo, ya que manteniendo en contacto el enzima y el reacti-
vo 180 min. no se observa incremento en el grado de inhibicidm.

b.3.4.2 Cardcter de la inhibicién ejercida por la IAM se-
bre la X0

Bn la determinacién del caracter reversible o irreversible de
la inhibicibén ejercida por la IAM, se procedid a wedir las ve-
locidades iniciales de reaccién de muestras que contehian con-
tentraciones crecisntes de la X0 en ausencia del inhibidor y
de otras que contenian, ademis, concentraciones de IAM gin con
tacto previo entre 61 inhibidor y el enzima,
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En la fig. 12 puede ohaervarse, que las tres sectas obtenidas,

se cortan en el origen 1o que demuestra que la inhibicibn es
reversible en estas condiciones.

§.3.4.2 Cindtica de la inhibieciém inducida por la IAM so-
bre la X0

Se ha procedido & determinar la caracterizacibn cinética de 1la
inhibicién reversible gue induce la IAM gobre la XO.

Los resultados obtenidos aparecen en la fig. 13 § en ella se
puede apreciar que la inhibicidém ejercida por la IAM es de tipo
acompetitivo con respecto al sustrate xantina. La representa-
¢ién secundaria de las pendientes frente a las concentraciones
del inhibidor, resulta ser de tipo hiperbblice, lo cual podria
indicar, que 8l inhibidor se adicional al azmar, o bien, que el
complejo formado por el enzima y el inhibidor tuvieses una cieg
ta velocidad de reaccidn, en analogia a 1o gue ocurre con la
NEM,

Loa reactivos de los zrupos sulfhidrilo, con los que se ha expe
rimentado, muestran un comportamiento diferente con la X0. El
DTNB ne afecta a la actividad del enzima, mientras que sl PCMB,
la NEM y 1la IAM son injibidores, si bien difieren en el caréc-
ter y en el tipe de inhibieibn que inducen.

Asi la inhibicién ejercida por el PCMB es pssudoirreversible,
mientras qus la provocada por la NEM y la IAM es reversibls, y
sn todos los casos la inhibicidn no ez progresiva.

Al caracterizar cinéticamente el tipo de la inhibicibn, se ob-
servan diferencias, asi la ejercida por el PCMB es de tipo no
competitive pure lineal, la que provoca la NEX es compatitiva

¢ hiperbblica y la gue induce la IAM es de tipo acompetitive.
hiperbblico.
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Los tipos de inhibicidén observados permiten postular la hipé-
tesis de que cualquiera de los inhibidores ensayados ne se une
a la forma libre oxidada de la X0, en concordancia con leo suge
rido para el enzima de otras procedencias.

Por otra parte, la unidn de la NEM al enzima deberia realizar-
ge en el centro de éste al que se¢ une la xantina. Tal adicién
gblo podréd ocurrir en alguna fase del proceso mecanistico, en
la que el enzima no se halle en su estado inicial, es decir en
la fase oxidada. El1 que el primer sustrato que mse adiciona sea
la xantina plantea una dificultad en la interpretacién del me-
canismos. Sd6lc podré solventarse aquélla si se acepta que el
enzima, que puede adichonar tres moléculas de xantina y libe-
rar tres moléculas de Acido Grico por cada centro activo antes
dd su reduccidén completa y nueva oxidacibn por el aceptor elec
trénico (48), adicione la NEM cuando se encuentre en alguna de
las fases intermedias de reduccibn § es decir, quando ya ha cap
tado una molécula de xantina y liberado una de Acido arico por
lo menos (pudieran ser dos). Exisgten otras dos soluciones posi
bles. En efecto, ¢l intermediario enzimaticoc mecanistizo posi-
ble que aparece cuando se ha liberado una molécula de acido uri
¢o podria unirse, ¥ion a una molécula de NEM o bien, a una de
xantina. Otra posibilidad es que el intermediario citade fue-
se reoxidado por el oxigeno que actiia como aceptor electrénico.
Las suposiciones apuntadas, permiten formular la hi#“csis de
que la representacidén hiperbdlica, gque aparece pudiera ser debi
da a la probabilidad de existencia de los distimtos caminos

que pudieran seguir los intermediarios de reaccidn.

Bl distintos comportamiento inhibidor de la IAM con reppecto a
la NEM, acompetitivo en vez de competitive, puede explicarse si
$¢ admite jue la unién de aquélla con la molécula del enzima se
establece con una forma distinta de la que se une la xantina y
ademis que ambas se hallan separadas por pasos irreversibles.

Es de egperar, que la unibén de ambos inhibidores tenga lugar
on ol mismo centro, pero la IAM lo haré cuando ya se hayan li-
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perado las tras moléculas de &cido Grico, con lo quo se ersara
una irreversibilidad y el enzima, que se hallard totalmente re
ducido, ya no podréa fijar ninguna molécula de xantina.

o ha sugerido, también que el reactivo provoca la alquilacién
de la flavina (38) (39) (40).

La unidn con la flavina ocurriré cuando el enzima de halle en
estado reducido, lo que determinaria que la inhibicién fuese
de caracter acompetitivo, que s 10 que ccurre en realidad. El
que la representacidn secundaria de la inhibicién sea una hi-
pérdola, debera indicar que el complejo de¢ ia forma enzimAtica
¢on @1 inhibidor posee velocidad de reaccibn, si bien ésta serd
mwenor que la del enzima libre, 6 bien que el enzima pueda acep
tar al inhibidor o al aceptor electrbémico al amar.

Las hipbtesis formuladas precisan para su comprobacibn el em-
pleo de otros métodos, principalmente el de EPR.

k.3.5 INHIGICION DE LA XDH PCR FOMB

Al determinar la variacibn de K, y Vs o0 el pH en la XDH
banto para su actividad oxidésica como deshidrogendgica, aparse
¢e un punto de inflexiém en la sona caracteristica de los gru-
pos sulfhidrilo o supersulfhidrilo, en concordancia eon lo que
8¢ obsorva en la XO,.

8¢ ha procedido, por tanto, a establecer los efectos que pler-
¢en los reactivos de los grupos -5H sobre la actividad de la
XDH,

En las gxperiencias ge ha utilizado el purificado parcial de
IH, ya descrito (véase 3.2.2). En la determinacién do las ac

tividades se utilimaron concentraciones de 33 U/ml fiera 1a de-
terminacibn de la actividad oxidAsica y de 16 U/ml para ia ac-
tividad deshidrogenisica. Las experiencias se efectuaron a

3o 0,10C, en medio de tampbn de fosfate sbdico 0,05 M, de pH 8.
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En las experiencias de determinacidén de la actividad deshidro-
genhsica el sustrato fue xantina lxlo'& M y el aceptor electréd
nico NAD" 1x10™2 M, Cuando 80 midib la actividad oxidéAsica l;“
utilizd también xantina :I.:cl.ﬂ""l M como sustrato, perc el acep-
tor electrénico fue sl oxigeno disuelto en los incubados en
las condiciones estandar de experimentacidn.

El PCMB inhibe ambas reacciones, siendo los porcentajes de in-
hibicibn anAlogoe a los obtenidos en %4.3.1 con 1la X0. La inhi-

bicidn de ambas actividades es completa cuando la ¢oncentracién
del PCMB es de 1x10™* M.

La inhibicién no progresa con el tiempo de contacto del enzima

con el PCMB, a 30 + 0,12C, aun después de intervalos tan prolon
gados como 200 min,

4e3.5.1 Laracter de la inhibicién ejercida por el PCMB so-
bre las actividades de la XDH

8e ha procedido a determinar el cardcter reversible o irreversi
ble de la inhibicidn zrovocada por el PCMB gobre las activida-
des, deshidrogenésica y oxidésica, de la XDH.

Los resultados obtenidos aparecen en la fig. 14 gy 1% b, en
¢llas se pone de manifiesto, guella inhibicién de amwbas activi
dades por PCMB, no es reversible en las condiciones de experi-
mentacidn.

b.3.5.2 Reversibilidad por dislisis de la inhibicién indu-
cida por el PCMB sobre las actividades de la XDH

Bl que 1a inhibicién que provoca el PCMB sobre la XDH, se mues
tre de cardcter no reversible, puede significar, que sea irre-
varsible & pseudoirreversible. Se ha determinado diche carhoter

Sometiendo a diilisis muestras del enzima gue habian 8140 prga
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incubadas pon PCMB.

Las muostras en las gque se habia de efectuar la determinacién
de la actividad deshidrogenfgica contenian 8 U/ml de incubado
y las destinadas a la determinacién de la actividad oxidésica
16 U/ml. La concentracibn de PCMB fue on ambos casos de

2x10"° M., El intervalo de contacto entre el PCMB y la XDH se
prolongd durante 30 min, a 30 + 0,12C, al cabe de los cuales

ge dializaron lag muestras frente a tampbén de fosZato gbdico
0,05 M de pH 8.

En todos los casos las actividades de las wmueatras incubadas
con PCMB, se mostragon anilogas a las halladas para las corres
pondientes muestras control en ausencia del citado reactivo in
hibidor.

Los resultadog permiten afirmar que la inhibicién que provoca
el PCMB sobre ambas actividades del enzima es de carhcier psen
doirrevarsible.

b.3.5.3 Cinética de la inhibicibm indueida por el PCMB
sobre las actividades de 1a XDH

Bl que la inhibicidén que ejerce el PCMB gobre las actividades
enziméticas de la XDH, sea irreversible cinbticamente, impli~
card gque el tipo de inhibicién sea no competitivo de embhcter
lineal, al igual gue ocmrria con la XO.

Los resultados obtenidog aparecen en las gig. 15 y 16, y eon-
firman el tipo de inhibiciémn que se postula.
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4.3.6 INHIBICION DE LA XDH CON DINB, NEM Y IAM

Mediante la utilizacién de las condiciones oXxporimentales des-
eritas en 4.3.5, se procedid a estudiar sl efecto dhhibidor
que los restantes reactivos de grupos -SH, ensayados paralia
X0, ejercian sobre las actividades oxidésica y deshidrogenisi-
ca de la XDH.

Los resultados de estas experiencias aparecen en la tabla XVIII.

TABLA XVIIX

INHIBICION DE LAS ACTIVIDADES DE LA XDH FOR DTNB, NEM Y IAM

Reactivo Concentracibn % Inhibicibn
(M) act.oxidésica activ.deshidrogendsica

DTNB 1x107% 2 3

DTNB 3x10~% 5

NEM 1x10"6 8 -

NEM 5x10~> 28 -

NEM 1x10° 93 -

1AM 1%10~> 8 -

IAM 1x10>4 40 -

rm] oxidhsica®32 U/ml 4 &Dﬂ] douhidrogeninea"ls U/mi

(*antina] «1x107% M ; Euu)*j «1x10™7 M | tampbu fosfato sbédico
50mM pH 3 ; 30+ O,12C.

B ningtn caso el efectc que 10s reactivos provocan en las se-
tividades enzimhticas viene afectddo por el tiempo de contacto
ontre éstos y wl enzima.

Estos resultados llevan a establecer una diferencia importante
¢ cuanto al comportamiento de la XDH, cuando se trata de la ag
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tuacibn con el oxigeno como aceptor electrénico o bien, con el
e
NAD .

Los reactivos de grupos -SH con los que se ha experimentado, se
comportan de forma anfiloga con el enzima de prosedencia bovina
y con el de polle, cuyas actividades oxidasicag inhiben.

Por el contrario, lasactividad de la XDH no se ve afectada por
los mencionadog reactivos.

La diferencia quizd pueda ser debida a que la presencia del
BAD*, impide la fijaciém del inhibidor, para dar luger al com-
plejo enzima-inhibidor, ya que la fijacién del NAD? tiene lu-
gar en ol grupo flavinico, y dado que la fijacién de la IAM
tiene lugar en el mismo grupo, se debe suponer que la uriémn del
NAD* evita la fijacién del inhibidor (38) (39) (40) (véase
ho3.4.2).

Por otra parte, parece probable que el NAD?, intervenga en la
secuencia mecanistica antes de que lo haga sl oxigeno, cwando
éste actlia como aceptor electrénico i es deeir, que noc tengan
lugar los tres pasos que caracterizan a la adiecibdn del sustra-
to xantina en la reaccibn oxidésica, sino que el aceptor elsc-
tréaico interaccione con el enzima una vez se ha liberado la
primera molécula de sustrato.

Iguaimente existe la posibilidad que el NAD"" sea capaz de &c-
tuar de mdifica‘.ﬂﬂ‘e ia estructura enzimética, uniéndose en
primer lugar al enzima,

Las hipbtesis formmladas pueden encontrar su confirmacibn sn
posteriores estudios cinéticos (véase mis adelante).
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bk INTERCONVERSION BE LA ACTIVIDAD OXIDASICA Y DESHI-
DROGENASICA

El problema que se abordd a continuacién, fue el de intentar
transformar el enzima de forma que en el caso de que su activi
dad de origen fuese ox:xidésica, éste catalizase reacciones uti.:
lizande el NAD" come aceptor electrdénico, y que cuande sgu acti
vidad predominaunte fueses la deshidrogenigica, se nonui.guiou—.
disminuir ésta en beneficic de la oxidAsica. Un ejemplo de 1la
primera es la X0 y de la segunda la XDH, las cuales han sido
objeto de los pertinentes tratamientos en el #Clon‘. trabajo.'

la interconwstsidén de las actividades ha sido objetc de estudio
y se ha intentado demostrar la aditividad de las actividades
oxiddsica y deshidrogenisica cuando ambas coeximten (51). Otros
autores (52) (33) (34) (55) (56) (57), tratande xantindeskidro
genasa de higado de rata recién preparada, con distintos reac-
tivos (véase 1.4) provocan la apariecibn de actividad oxidésica,
y los mismo ocurre cuando el enzima se conserva a -208C. Estas
trangformaciones son impc&iday por }a presencia del DIE o del
DIT. Asimismo los dos wercaptideos anteriormente citados me mmes
tran capaces de invertir el proceso, esto es devolver la acti-
vidad deshidrogenésica al enzima que habia sido trangformado
previamente en oxidasa. Estos resultados son idénticos a los ob
tenidos por los mismos autores (loec. cit.) con la xantinoxidasa
de higado humano ; con el enzima de higado de pollo no obtuvis
ron resultados positives. '

4.4.1 EFECTO DEL 2-ME SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA XO

En primer lugar. se determind la actividad oxidisica que poseian
distintos homogeneizados de higado de buey, & pH 8 en tampbn de
fosfato sbdico, obtenidos tal como se indica en 4.1.2 § se dilu
yeron en la proporcidén 1/3 para efectuar incubaciones, cuando

- o1 aceptor electrénico utilizado fue el exigeno. Los homogenei
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gzados carecen de actividad cuando el aceptor electrémico utili
zado era el NAD”', ' =

g1 2-ME hasta 10”2 M, no afecta la actividad oxidisica de la XO
(V‘ﬁ'e ’lo3-1o3’-

El NAD”* presente en el medio de reaccidén Uniwamente acta como
inhibidor de la reaccibn oxidésica, si el enzima adgquiere acti
vidad deshidrogenadsica se reduciria a NADH,

Se incubaron, a pH & y 30+0,19C, de homogeneizado (0,06 g/ml),
con 2-ME (10~% a 10”2 M), durante intervalos comprendidos engse
5 min. y 1 h, y 1a actividad se determinb frente a xantina

10"" M. Las muestras incubadas o no con 2-ME no exhiben diferen
cias de actividad y ello es indicio de que el tiol no induce
aparicién de actividad deshidrogenéisica.

Al efectuar las anteriores experiencias en anaercbiosis tampo-
co so observd que el 2-ME indujera aceibn alguna.

En otra serie de experiencias las mmestras mencionadas, que ha
bian sido incubadas cen 2-ME (10~% & 1072 M) se sometieron a
diAlisis durante 20 h, en presencia de carbbn active y después
se determiné la actividad oxidasica y La posible actividad des
hidrogenasica j esta Gltima tampoco es perceptible.

La interconversién parcial de la xantinoxidasa de higado de ra
ta en deshidrogenasa llegd a considerar 1la posibilidad de que
ol enzima se halle en estado nativo, en esta filtima forma y
que experimenta alteraciones a lo largo de su procesod aisla-
miento, que la transformen en oxidasa.

En el proceso de purificacién de la X0, el contacto con el me~
dio ambiente, asi como los distintos tratamientos a los que 8@
somete para obtenerla con alto grade de purezd quizh pudiesen
inducir cambios en la molécula enzimbtica que provocarian la
pérdida de la actividad catalitica con ol NAD' como aceptor
olectrénico.
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Con objeto de comprobar la hipdtesis, se efectuaron purifica-
ciones paralelas, una en las condiciones habituales (véase
k.1) y otra en la que se efectuaron todos los tratamientos en
presencia de 2-ME (5-.»:1()"’2 M). A lo large de ambos procesos de
purificacidén, se determinarocn las distintas actividades, en
ausencia y en presencia de NM)"'.

En la purificacibn ea presencia de reactivo $idlico se pusc de
panifiesto una pérdida de un 20% de la actividad com respecto

a la correspondiente purificacibén control. El purificado final
que se obtiene on presencia de 2-ME es de un color verde amari
llento, claramente diferenciado de la colaracibn occre del que

se obtiene en ausencia del tiol.

Los resultados oWtenidos con el 24ME indican que en las condi-
ciones ensayadas el reactivo, se muestra incapaz de provocar
las alteraciones necesarias en la molfcula de la xantioxidasa
de higado de buey, que induzcan la actividad catalitica con el
RAD* como aceptor electrénico.

b.4.2 EFECTO DEL N&HBO3 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA X0

Se efectuaron estudios con distintas concentraciones de tauso.,
(1x10°% M a 11072 M) a pH 7,4 en tampbn de fosfato sbdico a
joe + @,19C.

Cuando se determina la actividad oxidésica en presencia del
reactivo y xantina 1:;10"&' M se observa una inhibicién del 30%
( para concentracién del redubtor 1078 M ).

+

8i la experiencia se efectGa ademhs en presencia de NAD ,
1x10°3 M, se observa un incrementc de la inhibicién del 50% su
perior a la cbtenida en ausencia de éste.

Bt ninghin caso se pudo observar la aparicién de actividad des-
hMdrogendsica, mostrédndose este reactivo incapaz de inducir mo
dficaciones adecuadas en la molécula del enzima para la apari
¢ién de ésta.
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4.4.3 EFECTC DEL DTT Y DEL DTE SOBRE LA X0

El DTE y el DTT son reactives de carécter reductor que se mues
tran capaces de impedir la transformacién de deshidrogenasa .;
oxidaga e incluso reconvertir la oxidasa transformada en deshi
drogenaga, cuando se trata de xantinoxidasa humana y de rata -
(52) (53) (54) (55) (56) (57), aunque han postulado los citados
autores, que los citados enzimaa acthan preferentemente como
deshidrogenasas "ia vivo",

Se describen & continuacidn los efectos que ambos reactivos pro
vocan sobre la actividad oxidAsica del enzima y la posible in-
ducciédn de actividad deshidrogenégica,

bodo3.1 Efecto del tiempo de contacto de la X0 eon DTE o
DTT

En primer lugar, se procedidé a establecer las moddficaciones,
que sobre la actividad osidésica y su conversibén en deshidroge
nasica, provocaba el tiempo de contacte de la X0 con los reac-
tivoes reductores, DTE y DTT.

lag muestras en incubacién contenian 2,4 U de X0/ml de incuba-
do en contacto con DTE (DTT) 0,15 M. Ambas actividades se deter
minaron a pH 3 y 30+0,12C y se mantuvieron durante intervalos
variables de tiempo en contacto con sl reducter | las concen-
traciones de xantina y NAD* utilizadas fueren 10" y 10"3 M res
pectivamente, éste Gltimo unicamente cuando se determind la ac
tividad deshidrogen’#ica.

8¢ efectud un omwsayo de control en el que 8@ adicibnd el reduc
tor en la concentracidén adecuada al inigiarge la determinacién
de la actividad enzimitica | es decir sin contacto previe entrs
¢l enzima y el reactivo.



- 105 -

En las determinaciones de actividad se utilizaron las cantida-
des adecuadas de los correspondientes incubados para que las

concentraciones en presencia del sustrato fuesen 0,2 U de X0/ml
y 3,75%10"% M de DTE (DTT).

Log resultados obtenidos indican que ni la presencia de reduc-
tor en el medio, ni intervalos de contacto entre éste y el en-
zima de hasta 150 min inducen variaciones en la actividad oxi-

dasica del enzima, la cual se mantiene constante e igual a la
determinada en ausencia de reductor.

Al determinar las actividades oxidasica y dashidrogenésica en
presencia de NAD"‘, se observa que la primera decrece y que la
segunda experimenta un incremento que es maximo a los 120 min.
de incubacibn y se mantiene constante hasta los 150 min. a par
tir de los cuales comienza d descender. La actividad oxidésica
presenta un minimo en las muestras preincubadas durante 120 min.

Los resultados cualitativos inducen a pensar que ambas activi-
dades sean aditivas, pero la observacibén de los valores cuanti
tativos, caso puede observarse en la fig. 17, no confirman la

suposicion.

b.h.3.2 Efecto de la temperatura en ol contacto de la XO
con DTE o DTT

Se ha determinado el efecto que ejerce la temperatura en la in
duccié4n por DTE o DTT de 1la actividad deshidrogenésica en la
X0,

Las muestras que contenian EO y uno de los reactivos inductores,
8¢ mantuvieron durante iuntervalos de tiempo constantes (10 min)
a temperaturas wrecientes. Al cabo del intervalo de tiempo, se
determinaron las actividades oxidasica y deshidrogendsica del
modo habitual a la temperatura de 30+0,18C.
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Los resultados obtenidos aparecen en la fig. 17. Bl valor whil
mo de actividad deshidrogendsica, inducida por ambos raaetivo:,
aparece cuando el eanzima se preincuba a 550C } a pemporaturas
superiores, ambas actividades, la oxidésica y la deshidrogena-
sica, decrecen répidamente.

El aumento de la actividad deshidrogendsica es correlativo con
el descenso de la actividad oxidasica, si bien las variaciones
de ambas o son equivalentes cuantitativamente.

4.4.3.3 Concentraciones bptimas de DTE o DIT que inducen
actividad deshidrogenésica en la XO

El efecto que ejerce la concentracién de DTE o DTT sobre la in
duccidén de actividad deshidrogendsica en la X0, se ha estable-

cido preincubando durante 30 min, a 30+0,18C, mezclas que con-

tenian el enzima y concentraciones variables de los reactivos.

Al final del intervalo se vertieron las cantidades adecuadas de
ka mezcla en la cubeta espectrofotométrica contenierido los sus
tratos hasta un volumen final de 3 &l,

Se determinaron las actividades oxidésica y deshidrogenésica
en la forma acostumbrada. Los resultados obtenidos aparecen en
la fig. 18. Se obsewva que la actividad deshidrogenikica es mA
xima cuando la concentracién de los reactivos reductores es de
1,5:1072 M,

b.h.3.4 Actividad deshidrogen&sica de la XO después de eli-
minar los reactivos DTE o DTT por didlisis

Con objeto de determinar si la actividad deshidrogenésica in-
ducida en la XO,persiste después de eliminar los reactivos cau

santes de las transformacién, se efectuaron una série de expe-

rienviag en las gue se preparan distintas muegtras, que conthe

nen 4,3 U de XO/m1 y DTE (DTT) 9::10"'2 M. Se preincuban durante
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30 min. a 3090,12C y al fiunal del intervalo ge dializaron las
mestras a 42C frente a una disolucién del mismo tampén utili-
zado (fosfato sédice 0,05 M pH 8) que era a la vez 0,14 M en
2-ME como agente preventivo de la oxidacién. Se confeccionaron
los correspondientes blancos en ausencia del reductor y agimisg
wo, se SBectuaron oxperiencias paralelas de didlisis en ausen~
cia de 2-MI en la disolucidn frente a la que se efectia aquélla.

Una vez finalizada la dialisis, se diluyerou las muestras hasta
un volumen total adecuado para que la concentracidn enzimética
fuese de 2,4 U/ml de disolucidbn. A partir de éstas se efectuaron
las determinaciones de actividad tomando 1 ml de la digolucién
final que se diluyd en la cubeta de reaccidn hasta un volumen
de 3 ml en las condiciones habituales.

Asignando un valor de actividad 100 a la actividad oxidémica
en ausencia de NAD+. 86 obtuvieron los resultados compaorativos
que se nuestran en la tabla XEX,

TABLA XIX

ACTIVIDAD DE LAS MUESTRAS DIALIZADAS
Actividad en ausencia En presencia de Nap*
Muestra de NAD Act.oxi- Act.deshidreo
dagica genlpica

e

T . R A .+ . . B S e e b A

sin diAdlisis 100 14 52
didlisis 24 h 86 6 38
difligis 43 h 57 b 38

Los resultados antericores muestran claramente que los valores
de la actividad oxidésica en ausencia de NAD' no corresponden
a 8a suma de los valores de la actividad oxidasica en presen-
¢ia de NAD* y de la actividad deshidrogenésica. Por otra parte,
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la aparicidén de la actividad deshidrogendgica no ha determina~
do la desaparicion de la actividad oxidAsica. Se observa tam-
bién, que la actividad deshidrogenésica inducida es mas esta-
ble que la actividad oxidasica residual, a lo largo del tiempo.

4.4.3.5 Parémetros cinéticos reales en la actividad deshi-
drogenasica inducida en la X0 por DTE

Una vez obtenida y determinada la presencia de actividad deshi
drogenédsica inducida en la X0, se procedio a la determinacién
de sus parametros cinéticos mAs caracteristicos. Se emplearon
#n las determinaciones muestras de X0 de 2,4 U/ml que se incu-
baron durante 30 min a 3080,12C a pH &, en tampbdn de fosfato
sbdico 0,05 M, que eran a la vez 0,13 M en DTE., En la cubeta
espectrofotombétrica, se vertieron 0,5 ml de la disolucibn asi
obtenida, sobre los volumenes ‘de xantina y de NAD"', completan-
do un volumen de 3 ml.

En las fig. 19 y 20 aparecen los resultados obéenidos en las
determinaciones de las velocidades iniciales.La representacidn
grafica de las inversas de las concentraciones de xantina y de
NAD* frente a las:inversas de las velocidades inkciales, condu-
cen a la obtencién de rectas paralelas, 10 que es caracteristi
¢o de los mecanismos ping-pong e indica la ausencia de compde-
Jos ternarios.

La representacién secundaria de Vestling-Florini a partir de

ostos datos permitibd el cilculo de los parametros reales.

bbb EFECTO DE LAS PROTEASAS SOBRE LA XDH

Establecida la posibilidad de induccién de actividad deshidro-
genésica en la XO ; esto es a partir de un enzima incn]:.aﬂs de
trangformar la xantina a &cido Grico utilizando el NAD como



1 min
\ 4 mol

[=—1
T
- \
[ ]

- (-]
-] /n
///////,/”///’a::;:::::°
0/0 _4
;;;;;ﬁ:jjjjja 10 M—]
| (a) [Xant]
. | |
2 b
1 min
V u mol
8 -

= —*

..----0""o ./
= .
) 10 M_1)
(b) "NADI
L— | 1
0 4 8

. T
X! NA-NAD -XO-

- ;g | _Burck (S& XANTI

ig. 19 Representacidn de Lineweaver u

i c DTE| =0,15M
-AC.URICO-NADH). Contacto preViOEAUJ =0,8 U/ml y [DTEJ

: 8 En cu-
¢ ddico 50 mM pH

30 min a 30+0,12C tampon f_osfato sodic rx10#2M

beta de reaccion |;J{0j -0,13 U/ml ; ‘PTEJ:a*)‘ |.'-‘T,-\D+J~.< 101}1\1_
(a) Respecto a la cantina ; de abajo 2 arriba: |*

20: 10; 43 23 1,255 A _t__la_lxlosM..
(b) Respecto al NADY ; de abajo 2 arriba: [xantli
6; 53 43 33 2

1

(1



q 6T m.m 6T Stz ®1 © @3ueTpuodsaaxod TUTJIOTJ~-SUTLISOA OP ugToevjuesaadey 02 °314

o] g 0
T | A
[uey] [avN]
(, ) O -
_.l 7 .
(AYN)W i -0
W, OLX{C = A
~050
Juey
Ol x 1, 5,

681& A \
g L




- 113 -

aceptor electrénico, obtener uno capaz de utilizarlo, se proce
di6é a intentar inducir en la XDH que es una deshidrogenasa cla’
sica, y cuya capacidad de utilizar el oxigeno como aceptor elec
" trénico es bastante inferior a la del NAD"'. un aumento de la B
capacidad de utilizacibu del oxigeno como tal aceptor.

Para determinar la accibn de las protosas sobre la XDH se incu
paron las muestras que contenian 80 U de XHH/ml de diloluoibn_
durante intervalos de hasta 30 min, La disolucién enzimbtica se
incubb a pH 7 con tripsina y K-quimotripsina (hasta 10 /ml) y
con subgiligina (hasta 1,5 mg/ml).

Una vez finalizada la accidn proteolitica se determiné la acti-
vidad oxidésica y la deshidrogenésica en muestras que contenian
5,3 U/ml y 10,6 §/ml despectivamente frente a xantina 1x10"& M
y NAD* 1x10™2 M cuando hubo lugar, en medio de tampén de fosfa
to 0,05 M de pH 8.

No se ha podido observar que el tratamiento con las proteasas
citadas induzca variacién alguna en las actividades oxidésica
y deshidrogenasica de la XDH.
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4.5 ESTUDIOS CINETICOS DE LA X0

tna vez establecidas las diferencias de comportamiento frente a
los distintos reactivos de los grupos SH, entre la X0 y la XDH,
agicomo la transformacion de aguélla para dar lugar a un enzima
con actividad deshidrogenasica, se han determinado las andlo-

glas y las diferencias mas significativas en el mecanismo ciné
tico de ambos enzimas, procediendo para ello a efectuar la cam-_

racterizacidn cinética de la forma mias completa posible.

El estudioc cinético de la X0, se ha efectuado con la hipoxanti
na y la xantina como sustratos de las distintas reacciones que
ol enzima cataliza. Como sceptor electrénico, se ha utilizado
el oxigeno, cuya concentracién se ha mantenido constante y sa-
turante a la temperatura de experimentacién (30+0,12C) j como
se recordard el NAD' no actha como aceptor electrénico de la XO.

k5.1 DETERMINACION DEL pH OPTINO DE ACTUACION DE LA X0
CON LA XANTINA COMO SUSTRATO

Se co-aiderd inicialmente el estudio de la reaccién de oxidacibén
de la xentina a acido Grico por medio de la X0, que utiliza el
oxigeno como aceptor electrénico al que reduce a perdxido de hi
drbgeno.

la determinacién del pH oOptimo, se llevd a cabo por dilucidn de
las correspondientes muestras de sustrato y de enzima a pH re-
querido, inmediasémente antes de la medida de la actividad. Las
condiciones de experimentacidn y los resultados obtenidos aparg
ten en la fig. 21. En ella puede observarse, que el maximo de
la actividad o-idasica, se emcuentra alrededor de 8,4 unidades
de pH,
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§.5.2 DETERMINACION DE LA EM APARENTE DEL SISTEMA
XANTINA—Oa-XO-AC.URICO'HzOz

Una vez establecido el pH Optimo de actuacién del enzima, se pro

cedido a determinar los parimetros cinéticos de éste con respec
to a la antina.

Las determinaciones de actividad, se efectuaron a pH 8 en lugar
de a 8,4 - dado que este pH no se puede alcanzar mediante la
utilizacién del tampdén de fosfato sddico - a fin de evitar la
introduccidén de moléculas extraiias a los sistemas fisiolégicos
(tampén. tris-fosfato sbdico).

Los resultados obtenidos aparemen en la fig. 22, los cuales con
ducen tanto en la repregentacidn de Lineweaver-Burck como en la
de Eaddie-Hofstee a representaciones do lineales, con las que
n0o es posible efectuar el anadlisis clasico del sistema.

la aparicién de desviaciones de la linealidad indujo a efectua
la representacidon de Hill para estos resultados, la cual es
aplicable a sistemas albstéricos, pery puede utilizarse también
en gsigstemas con representaciones no lineales. Para efectuarla
se escogid el valor de V 4x?
de Lineweaver-Burck y de Enddie-ﬂof-toe(l&\’né}: = 11,36 mol ac.
trico/min.) (fig. 22 a y 22 b). Se aprecia en la fig. 23 Quj la
representacién de Hill conduce a una recta de pendliente 0,45 ,

lo cual indica gue e=iste una cooperatividad negativa.

ectrapolado de la representacibn

El hecho de que el valor de la pendiente sea de 0,45 , no indi
ca que éste sea necesariamente el msnor valor posible, sino el
Jue corresponde en las condiciones de experimentacibén, y es in
dicio 2daro de que la molécula de XO se comporta cinéticamente
de modo distintos al que podria esperarse de unaenzima michae~

liano quo poseyese un solo centro.
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pado que las representaciones de Lineweaver-Burck y de Baddie-
Hofstee sorn ::0 lineales y que la de Hill proporciona un valor
de pendiente practicamente 1/2 (0,45), se procedid a efectuar
1a representacién de 1/v fpente a 1/E:antinaj 1/2, ya que el ca
go mAs sencillo de cooperatividdad negativa (para pendiente=
1/2) daria lugar a la aparicibn de linealidad en esta represen
tacidbn.

puede observarse en la fig. 24, que los resultados se muestran
lineales, lo que implica que en el margen de concentracién inv
vestigado, la ecuacidn de velocidad se adapta a la forma:

1/2
K + S

A continuacién se procedid a determinar si tenia lugar el fend
meno de inhibicién de la actividad oxidésica de la X0 por exce
g0 de sustrato ; no se prese:ta inhibicién ni ain en presencia
de concentraciones de :antina de hasta 1}:10-3 M.

4.5.3 INHIBICIC: POR AC. URICO DE LA ACTIVIDAD DE LA XO
(CON RESPECTO A LA XANTINA)

El efecto que la preseuncia del producto de la reaccidn, el aci
do trico, ejerce smobre la actividad de. 3a X0, se ha determinado
frente a la xauntina considerada comosmustrato variable.

Como puede observarse en la fig. 25, los resultados de esta ox
periemeia conducen a una representacidén en la que no puede apre
ciarse el carbcter de la inhibicibn, y que la repreun‘f?_‘cibn

de las inversas de velocidad frente a las inversas del sustrato

20 es lineal, tal como ya ocurria en ausencia del producto inhi
bidor,
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para solventar dicha dificultad, se procedid de la misma forma
que e el apartado anterior ; ae han represantado los valores
de 1/v frente a 1/ r antiﬂaj , para averiguar si cuando exig-
te 4cido urico en el medio, se presenta igualmente la lineali-
dad. En la fig. 26 a, se pone de manifiesto que la hipbtesis
es correcta, observindose, asimismo, que la inhibicién eas de
tipo nc competitivo. Por otra parte, la representacién secunda
ria de las inversas de velocidad freunte a la concentracién de—.
4cido Grico no es lineal.

Para conocer de que forma interaccionar el dcido Grico eon el
enzima, se efectud la representacion de 1/v frente a 5:;“{,1.1‘:2)1/2’
ajusténdose en este caso a la linealidad.

La representacidén secundaria de las intersecciones frante a
[ac. arico] 1/2, dié lugar a una linea recta (fig. 27 a) y en
la de las pendientes esto ocurre cuando se pepresentan frente
a la concentracidn de Acido arico (fig. 27b).

4,5.4 INHIBICION POR NADH DE LA ACTIVIDAD DE LA EO
(CON RESPECTO A LA XANTINA)

El establecimiento del mecanismo cinético del enzima precisa
determinar el tipo de inhibicién que ejerce el NADH, sobre la
actividad oxidasica congiderando a la xantina como sustrato va
riable,

Puede observamse en la fig. 23 a,que al igual que ocurria cuan

do ¢1 inhibidor era el Acido urico, la inhibicion con respecto

a la xantina es no lineal, lo cual estéd justificado por el ca~
récter no lineal que tiene la representaciém de 1/v frente a

U/ [santina]. Asimismo, se pone de menifiesto que la representa

¢ibn gsecundaria de Dizon de 1/v frente a la concentracién de

NADH, posee un caracter hiperbblico (fig. 28 b).
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Inhibicién de la XO por NADH (sa XANTINA-Oz-XO-AC.URICO-
H.0.) ; Tampbn fosfato sddico 50 mM pH 8,0 ; lxo]: 0,4U/ml
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(a) Represeatacida de Lineweaver -Burck

. ; : &
(b) Representacibn secundaria de Dixon correspondient

a la fig. 28 a
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Adlogame.:te a como se efectud en el apartado anterior, ge re-
presentaron las inversas de velocidad frente a lfﬁantin;] 1/2
y se obé@vo una repregentacidn lineal tal como era de egperar
(fig. 29 a); este rosultado permite caracterizar la inhibiciédn
como acompetitiva, Sin embargo, cuando se representa 1/v frente
a[NADHII/ & los resultados fueron no lineales (fig. 29 b), apa
recon curvas de tipo parabdlico (en la representacién de D:on:
eran de tipo hiperbélico). Este cambio de sentido ocurre igual
cuando se representan las intersecciounes frente a fNADH,]b
[N,um]l"z (fig. 29 c).

§.5.5. DETERMINACICN DEL pH OPTIMO DE ACTUACION DE LA XO
CON LA HIPOXANTINA COMC SUSTRATC

lna vez establecidc el comporgamiento cinético de la X0, cuando
cataliza la o.idacié: do la xantina, se procedid al estudio de
la forma de actuacid: del enzima cuando el sustrato sobre el
que actiia es la hipoxa:tina.

En primer lugar, se procedid a determinar el pH bptimo de ac-
tuacibn cuando el enzima cataliza la oxidacibén de la hipomanti
na a xantira, utilizando el oxigeno como aceptor electfénico.

Como puede obserbarse en la fig. 30 los resultados son anédlogos
a los obtenidos cuando el sustrato considerado era la xantina
halldndose el mh-imo de actividad alrededor de 8,4 unidades de
M, 1o que es ua primer indicio de la analogia delcomportamien
to del enzima frente a ambos sustratos.

k5.6 DETERMINACION DE LA K, APARENTE DEL SISTEMA HIPOXAN
TINA-0,,-X0O-XANTINA-H,0,

A igual gue cuando el sustrato utilizado era la xantina, se @8
¢0gié como pH de trabajo el de 8,0 , justificéndose este hecho

Por los motivos reseiiados en 4.5.2.
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