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GEnERALIDADES
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La xantinoKidasa, ..antina: oxiseno-oxi.orreduetasa (se l •. 2�) o 2)

(1), fue croseubiertn por HORBACZE11SKI y SPITZER (2) () al ob

.ervar que la hipoX81'1tina y la xantina en presencia de varios

preparados tisulares daban lusar a la aparición de ácido úrico.

s.aún la secuencia reaccional siguiente:

XANTINA + 02

El enzima que cata1izaba el proceso tue identificado rApidamen
te con el ''euzima de Schardinger" de la. leche y BURRIAN, en 1.90S.

(4), lo denomin6 .�antinoxidasa, aunque posteriormente se observa ...

ron diferencias ; se halla muy difw�dido en los tejidos animales

y en los microorganismos.

So han propuesto diveraos métodos de preparaeión de la xal1tin ...

oXidaaa de leche vacuna� En el de BALL (5), ae emplea la lipa
sa panereAtica y en el propuesto por co�� (6), se verifica la

e'f.traccibn del enzima con disolución de clCllUro abdico.. En el

método de HORECKER y HEPPEL (7) se émplea la tripsina ; por úl

timo AVIS (23) cOflsigui.ó la eristal*zac!óu del euzima..

La xantino:ddasa de higndo de ternera ha sido purificada por
KIELLEY (9), y la de higado de cerdo por BRUMBY y MASSEY (10) ..

La '¡'¡:Antindeahidrogenasa d. higado de pollo de elevado grado de

pureza, ha 8ido obtenida por RDiY y col. (11), mediante un tra

.tento tjrmieot posterior inoubaci6n con Pans.atina y h-acci�
namiento con sulfato amónico ; ha 8ido purificado, también. por

RAJAGOPALAN y HANDLER (12) t Y GUBERT y col. (13) cOllaiauieroll la
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separación cronliltQ'rá:fica de la laetatodeshidroganasa y de la

�"anti:udeshidr(jgenasa de bigado de pollo.

La .xantinoxidasa de procedencia bacteriana ha. sido purificada

por .krKSTEIN y ee.t , (14) t Y por BRADSHAtv y col. (15) ; la de

insectos por IRZYKlEtlICS (16) Y la de riñón de pichón por LAN

DON Y col. (17).

Alguno de los procesos mencionados preferentemente, se han mos

trado de :fácil adaptación a la purificación. de xantinoxidasa de

higado de buey, uno de los enzimas de los que se ocupa el pre

sente trabajo e
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En e8tudi.. efectuados con purificados de xantino:,.;:idas8 de le

che vacuna, LOtffiY y col .. (18) observaron al emplear 6 ..pteridil
aldehido, inhibidor competitivo de la .ao.tinoxida88 con re.pec

to él la xCintina, que una parte del enzima era. inactivo Ó no f'U!!.
eicnal y que esta cantidad a.eendia aproximadMlento al !,tO%. Ce,!!
clU8iones aJ:lá1ogas :ruaron f'ormul.adas por 1'1ORELL (19) al leer a

'*50 nm 108 deSCel'lSOS de abeorba:n.eia provoeC1.dos por la adición

de xantina a la xantinoxidasa en anaerobiosis ... Se observaba un

descenso rápido de absorbancia, que se produeia 81 cabo de )0

segundos y otro más lel':::.to que se prolongaba dUl""Unte algunas ho

ras. El cruubio rápid(.) debla ser proporCiQ�lal G la cantidad de

enzima f'uncional prosente en el preparado enZim[lticc, que ha a�
do reducido pDr la :�antina; el más le:nto 10 provocaria la redu.!_
ci6n del enzin� no ��cional por medio deL enzima activo reduc!
do"

Otro. autores (20), (21), (22), (2'), (2�), (25), obtuvieron

también una evidencia directa de la existenci.a de formas enzim!_
tieas inactivas. S. basaba aquélla, en la variación' 4. 108 COu

tenidos de Fe. de f1avi:i.'ltl y de Mo 9 componentes que se encuentran

en todos 1011 preparado. de ".;:antinoxidasa purifi.cada y de la re

lacibn de dichos componentes con la actividad xantina:ox!seno !:.!.
ductaaa.

La observación de la8 señales bajas ••ctUldariaa de EPa permite
el formular conclusiones análo.aa (20) • se admite la existen·

cía de doa formas de xantinoxidasa. una activa 61tuncional y
otra no twlcional irmctiva, con unas relaciones de Mo:FAD:Fe d.

l:ll� y de 0;1:4 respectivamente.

Si bien .,. ha postulado que la reducci61l bifásica de la J.¡;antino ...

xidasa en presencia da :<:Ilntina (4.50 mu) es una propiedad intrín
seca del enzit.'lt\ , $0 ha podido demosl'tra� (26). que l.a. diterencia
en 106 1nterval.� do ties:zl];)o en los que so observan las fa••• rA-
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pida y lontu dopende do la natural.eza del sustrato, tal como a.

PQne de manifiesto al emp&ear diez sustrato. distintos ..

Se han f'ormulado distintas bip6tesis; para explicar la actividad

b :i.uactividad de la molécula de xantil'l.Qxidasa ; as! nIXON (27)
observó una aparente irreversibilidad eu la inhibición de la xan

tino�ida8a inducida por el ión cianuro ;ellhibe el enzima inhibi ...

do, una variación en el espectro de abtioreión a 320 mn., y su ci

nética de inhibición. muestra que el ió�,. cia�:lur() inter�iere en la

unión de la molécula de ,ré!mtina al ce:ntro catalitico del enzima

(28)� El cambio de absorción está provocado por una variación en

la coordinación del molibdeno, ya que la absorción a esta lonai
twl de onda 8e debe en 8U mayor parte ti la flnviua y al hierro

no bematillico que se hallan presentes en la mo16eula del enzima

(29). La relac16u de este hecho con la señal EPR del molibdeno,
perlllite afirmar que, puesto que la xantina se une al centro ea

talitico del enzima a través del molibdeno (jO), al formar•• el
complejo cianuro-molibdeno ya no tendria lugar la transferencia

el.ctr6nica entre la purina y el metal (31). Ello conducirla a

la hip6tesía de que son co..,arables el enzima funcional y el no

funcional con el enzima que no ha sido tratado Con cianuro y el

que ha sido inactivado por dicho ibu"

Otro autores (,32). no acepta. la hipót••is de la f'ormacil>n del

COIllp_jo ni 8U posible extensión a la e�ón COn el enzima

110' f'uncional ; la nesativa ae basa. en que al tratar el enzima

con cianuro. apareee tioeianato que se f'orma a partir del az�.

COI'8tituyente que no 8e halla unido al bierro en la mo16eula en

zi_tica. E. eigll.if'icativo el hecho de que la pérclida de activi

dad enzimátiea •• proporeimlal al tiociana�o liberado. Satoa re·

$ultado. condujeron a postular que .1 tiocianato procede .e los

átomo. de azufre const.ituyentes de un pupo persultul'o, que ••

encuentra en el centro catAlitico del enzima, sesún el 8ipien
te .squema:

Cuando el enzima a.l trataclo a. incuba con su.lf'....o .64100. •• r,!.
cupva la aetiY14a4 y el paclo de recuperaC:i.6n depende elel tie!!
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po do contacte, de la temperatura y del pH.. Stlt se utiliza sulf'�
ro 116«11co con azut"re mareado isotópieantell.te y se vuelve a inac

tiva!" el enzima con el i(:m cLanur-o , 61 nzuf're marcado aparece en

el tiocianato :tormado ()2) .. La hipótesis ha sido cord"irmacla pos

teriormente por ED�lON'SON y col" (33) al separar el enzima activo

del inactivo por eromatogratia de nf'inidad i una vez aislado el

enzima uO f'uneioll.al, se eona.lula su actividad al incubarlo con

sulf'uro sódico. Ha podido eOtDprobarse también. que el enzima no

funcional pos.e la. mismas caracteristicas que el enzima Anact!
vado por cianuro, que ambos COlltieuen la misma proporción de ID!!.
libdeno y que su ••pectro de absorción a 320 nm es anAloso. AsA
mismo, loa estudio. de EPR muestraan qua el enzima no funcional,
al igual que el inactivado por cianuro, llO se redu.ce en pre••n

cia do la ;'zantlna (l'). Es importanto destacar, que tanto el ea
zima 3:10 tratado como el inactivado por cianuro, poseen aetivictacl

d'iafor6sica. ; es decir eatalizan la oxidaci6u del NADH a NAD+,
utilizando el ferriciarl'Uro como aceptor olectrbllico (,1). SI etc>!!

portarnie11.to del Gnzima es comprensible ya que, e11 la f'onaaci6n

dol complejo intermedio enzima-NADH no intervie:ne el pupo per

sulf"uro, olno que se forma el. partir del grupo prost'tico flavi

Hil. Por otra parte, .1 onzima dGatluvi�:d.��ac1o carece de activi ...

dad diLlf'orA8icn (3ft), lo que conf'irw.a <)4lta hip6teai ...
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CENTRO CATALITICO DE LA XANTINOXIDASA y TRANSFE-
___ " ,�--""'__�' .�a,-"""__ ,_.�.._ •• _,,,,,,, __,:,,-_,,,, ,_�,,_ • ..-.-,, ,,,, �._.�,.,._--.,••__ ..

RENCIA ELECTRONICA
�_'"-''''''rl''''''''''''_�_''''''''''''''''''''''''''''''''�'''''''"''_''' ..._ ....�_,_

El establecimiento del poaibl.e mecanismo químico de actuación de

la ,¡;antinoxidasa, el dilucidar en que forma ocurro la tran.:t.r.�
cia electr6nioa en las diferente. etapa. de rGAcci6n, ••i como

el conocimiento d. loa srupos que intervienen en la f'or1lNlción

del complejo .nziaua ....ulltrato han sido objeto da una amplia in

velltigación ..

BARER Y HE!mRIKSON e,,) utilizaron numerosos sustratos a inhi..t ....

dores con. objeto d. determinar cualGS SOl"L los srupo. incli.pan.a ...

blea do la molécula del sustrato o del inhibidor a travlt. d. los
•

que se fiJa a la mol6cula elel enzima y CUAl debe S.I" 1& cüstrib!!
ci6n do aqu&llos para que se verifique el acto catalitico. Poa

tularOl"!. (loe.cit.) t que cuando en el anillo de la purina no exi,,!
to un. grupo tiol, hidroxilo e amino on posici6n 6, la uni6n que

�e estableco es muy débil. Sin embargo, la presencia d. un cru

po tiol en posic:f.6n. 2 determinaba que la uni6n al enzima ¡u.a.
m.�s ostabl0 que si aqu611Q se hallaba ocupada por un grupo hi ...

droxilo. La presencia elo mAs de un srupo hidro:d.lo 8fl el anillo

de la puri:UCl determinaba 9 que la uni6n. eru:ima-auatrato .a viera

monos f'avorocida .. PudierOi:l concluir (',), que resultaba nee••a ...

rio In pre.eTicia de grupo. tiol, hidro:·.:ilo o omino en .0.i0101....

2, G ú g del anillo de la purina y que la af'inidad era máXilllA

cuando o"d.tit.<. un .010 euatituy.nto, pero 8i s. hallaban ocupa

das la. tres po.1e10n.. 81 enzima e';peri..ntaba:- .nhibici6n deb!
do El. que el su.trato no di.pone de nin.pna po.ici6n para que ••

veritique la hidro:tdlaei6n enzimútica.

En la xantind••hidrogena.a d. MieroCOccQ laotylicu (,6) lae r.!,
pr•••ntacione••• Di�on conducen a .taponar, que tanto la unión

del enzima con el .utrato eOlIo la eatAliosta, dependen de Crup08

ionizable. a pH 6., , 1.' , 8 y", aproximadamen•••

La iodo_cetamida inhibe COn rapidez a la xantinoxida.. (37) , el

reaotivo poue de _ni�i••to la pre.encia d. un arupo .ul:thidl"ilo
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eü el centre) aotibo del e';'.:l�:i.m¡;). 9 quc 50 sugiere procGar.! de u".,

,g:bupo persulf'u:rQ" Se ha supuesto, to,mbicfr:, =uo 01 ef'ecto :pro

voeedo pOU· 14:"1 iodoacetat1dda os el de nlqu:i.:Lnr le:� :fIr.,,·v:i:!Cl e.. Ina

poslicicnoG � a ti .5 (3;;) (.19) (40)"

La inhibici6n d. la 'l�antinoxicla.a d" leche por .1 p-mereuribe!!.
zoato preciaa cSe la presencia de la .x:an,tina f siendo el car6.ete....

de la inbibici6n COn respecto a ésta de tipo competitivo , .in

embarco. con el enziala ele hi.ado ele cerio la �j¡c.16n .s no

competitiva, lo que poclria ser indioio de diferencias de conet,!
tuci6n de las mo16culaa de ambos enzimas.

La inhibici6n de la xantinoxida88 por el alopurinol (41), anAla

SO estructural de la hipoxantina, se interpreta por comportarse
é.te como sustrato que se transtorma en alo%:Bntin8 (isómero de

la xantina), la cual no •• libera, so forma un complejo 8nzima

aloxantina que impide la &ctuaci6n del o'd,seno sobre el enzi.ma y

•• anula aa1 la capacidad catal:ltica de16ate .. El alopur:1nol es

a.1lDiamo un iuhibidor p••udoirreversible de la '..�t�ti:nde8hidro.e·,
naaa de bisado de pollo ('*2) ..

La existencia de dos Atomos de molibdeno por mo16eula de '..:a'l.1tlu.g
xidaaa (,,) determina la exiatencia de dos CO!1troe cata1! ticos ;

por tanto, .i •• tiene en. cuenta qUe) cada uaa de las hemiill01éc!!
la. d. "antincrddasa de leche y de ,cant:i:nde.hidrogen.ada de higa
eto 4. pollo pueden Gxi"tir en do. tormas, f'unc:i.onal y no f'uuci,.9.,
nal. se pueden ori3:inar tres tipos de mo16cul& enzim6.tica : uno

cuya. moléculas posoan doa centros cataliticamellte activos ;

otro cuyas moléculas po.ean un centro activo y airo inaetivo y

81 teroero .n el que ambo. e.uvo•••an oatal.!ticamentei:!:18cti ...

vos. La hip6tesi. se basa en que 1a oarencia de tullc10nalidad de9
168 i..tmo16culas sea debida fA UDa .ola cauaa , ahora bien, se

.abe que 'ata puede achacaree a 40. causa. f"un.cla.mentales. La pr!,
_ra ele ella. seria un �actOJ" de procedencia al que seria impu
table la ausencia de molibdeno, en _yw o menor proporción. de

bido prObablemente a factor•• diet'tico., y la ••cunda a una a�
••nota del arupo persulfUro, que quedaria reducido a �uro con

p6l"dida «. su actividad eatalitica ; el últiIDo f'en6mcm_o depende
r!a d. causas o>.:terna. como podria .er 81 proc••o de purif'icaeió'1
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y el tiempo y Il:�ode de c.on.nervr.c!.6:rl del ermilD{t (4,) lO Le. hip6te ...

Gis se hallarLa en concordancia con ID. separación de las tormas

func!O:i'lsl y no funcional conseguida por el uso do la cromatoF"!.
ría de afinidad. ��diante este método se separarian las m016cu"

las que contj.enen uno o dos ee';l1.troa activos ( enzima f'uncional )

de las que no poseen nin.guno ( enzima no t"uncional ).

Los estudies de ;'nhib:l.cibn por eian:uro (32) y los d. d••flavi

:n.izac:Um dol el'lzi_ ("i) parad ten c()li�obnr que el NAD" .& úne

(.\ una :forln& del .nzima distinta de la que lo hace la xantina,

ya que 108 grupo. que catalizan ambo. o;,;.:idaciones son distinto.,

as! el molibdello y .1 p-upo persult"uro son ••euc:!al•• para la

oxidación de la. xanti.na, aunque h ausencia no impide la oxida ..

ción del NAOH, adentras que la cleef'lavillización del enzima ct....

termina q\te '.te no ••• ,capaz de fijar la mol(Jcula '•• 'ADH, ni

de catalizar BU oxidaci6n.. La de.Clavinizaei6n no implica la

p6rdi.da de la capaeidad do t"iJ€áción de la ;¡,;antillft y d. que 'ata

redu�ea .1 enzimn, 81 bién 8\.1 posterior reoxidaci6n •• deber'
+

efoctuar por un cofaetor distinto del NAO o del oxieeno, tal••
como el f"erricianuro o el citocrQIUO c. Estos resultado. concue.t.,
dan eon 108 descritos por BlAY (44) (%,) ,..>. q�en al etectuar

estudios de EPR con la xantinoxidasa de leche, obsarv6 la aa.!!
cia de las soüales del hierro y d.el molibdeno cuando 6.ta util!
aa NADH como sustrato, pero obtu.IJo señal para la 'f'lavina, .1

bien fuo d6bil. La secuencia de la transferencia electr6nica pr!
puesta por el autor es la siSUiante, .ustrato, molibdeno, tlav!
na y Fe/S (44).

PAlJ1ER ('*1) 01 8.tudi.a;r la. etapa. ele oxidaci611 y d. reducción

de la xantiu(n::ida.at mediante t6cnicas de EPR Y' dicrot.8lO <tIir ..

aUlar, enoontr6 do•••ñale. para 81 crupo S/F•• S. "educ. que

108 cuatro Atomo. el. azufre y loa cuatro AtOllO••e hierro, pue
den hallar•• un.ido. , 108 cloa AtOlBOll 4. hierro " v.v'••e lo,

d08 'tolHOa de azufre. Cada uno d. '.toa el" •.,.. a.l obteni ...

408 prOduce una edal distinta •• BPR 10 que indUce a p.n....

q...... la tl"Anst.r.neia electr6nioa •• ..ce.e d. uno • otro d. loa

lI'upo. SI'••

En Un intet.lto de ••tablee.x' .1 mecaniamo quimio. orS6l'lico de A!,



tuaoi6n de la :l>.uwtinér.'\Cl.WlS:8 � lecbe úLSON 'T (;01. {%8) po.tul,!.
rOn que existen dus ra_fil. en la reacci611 dé oxiáación, indica]!
do que .610 una de ellas •• oataliticamente aisnificativa por

ser limi.tante de la reaccibn ; ••ta jase resulta .e.. ind.pen
diente cie la actividad de la ,...lación tlariniea (ArR), d. la

pre••ncia 4. inhibider•• e�ti��vo. d. la xantinu, d.1 trat.

lJ2iento de la xautil'loxitiaea PII2t" alopurin�l ó pw e ianUJ"o , o bi4Ul

c.ie la pre.encia d••uperoxid�i...t�l1a. Al .t.e....r un ••tudio

co_le'o del .eeani..awo •• act_eióll 4i. l. �an..iboxi••*M el. ¡ ...

che (1!9), •• ha postulado que 108 10. óptico. y del " ...

tro ue EPa durant. la valol"áci6:u. ana obia 4. la xantino:d.daaa

de ¡."be con dit.ionito¡ puedcm .... p1"'o"Oetto.bl..... el equilibrio
redes

Me (VI)-c--'-Mo (V).====""Mo (IV)

.,AD ' ,ADH FAD1la

y de un 81ectr6n ._ oada uno 48 lo. do. centros S/P. exi.tente••
Lo. valOl"•• 4. 1.a conatant•• el8 eqW_libri.o olttenidA. p....t.n

f'orD1Q.lar que deben .xiatu " ••tado. po.U»1••
·

el. oxidaoi6n en

la reducción enzimAtica d. cada h.......l.o\l1a ct. xantinoxi4a••

(49), y .e ha auavido. taaabién ,la hipótesi.. •• que .1 pB afec

ta de :tonta iIIIpOr'tant. a la probabilidad 4. qua t..naa luaar cada

._. d. 108 36 o.a•• 4....4\1ceifm. Al aL... tiemp. a. ob...... que

la �an.fer.n.ia el••trónica .....ho .vI. r'tida que el turnover,

1u••o ntncuna de ••taa vanar__cta. pued. considerar.e COtaf)

_tapa limitant. 4. la r••o.16n.

Por "tocio 10 ex:pu.ate se ael_te 001lI0 moct.l enzima una tOnta

tal en la q... cada unidael .n&1_t1.oa .a hemlaolftcula, la

cual.... ..n814..".. .... la 4ulnt:l4acl .J'lSi_ que contiene

un 'tOlDO _ IDoli1tchno ,. e. o.pul de a '.... tNa par.. •• 81ae ...

trone. proce••nt.. d. bo.. ...16••1.8 d. xantina, ••U.ant. un

proo••o 4. c••i6n coae.outivo e irr.....,...ibl.... aupartir d.• la.

eouacion.. ti. .q\tilibrio •• po.ibl. calcul_ oon exactitud .1

int..-val0 d. ti� nec••ariO' para la ".dUccU.tm •• la t'lavina

y •• 10. c....trOll ./"•• Y' oonlO4_ t...i6n. la ...loctela. 4•••o.!
10r••16n •• la f'l.vina ..
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Al formular la existencia,de complejos enzima-xantina se pue

de explicar la participaci6n y dependencia de las sefiales r&pi
da y muy rápida del espectro de EPR correspondientes al molibd�
no y los efectos del is6topo deuterio durante la cin�tica del

estado estacionario y de transici6n. Igualmente con el modelo

propuesto por OLSON (119) es posible explicar los cambios obser

vados en el espectro de EPR durante la reacción del enzima redu

cido con el oxígeno molecular, así el FADH2 reacciona r&pidame�
te con el oxígeno. Se puede concluir, que este modelo explica

el hecho significativo de que los centros SIFe actúen como un

acumulador.de electrones para que el molibdeno pueda hallarse

en eT estado de oxidaci6n VI y la flavina se encuentre en forma

totalmente reducida.

El mecanismo propuesto por OLSON y col .. (loc.cit.) para la uni6n

de una molécula de sustrato xantina,'posterior liberación del

producto, el &cido úrico, de la cadena de tres adiciones y tres

liberaciones sería el siguiente:

O�(XN,-:;::::::::N> G.

/
H S-S

/N ./ N.H (.:.:.;. +
O
H YL (;';',

- --fv1o -- --N-"---'
I ,
, v,
, \

, \

11n= H+
--:fv1o- -N-�,
/ ,
I ,

, ,

, ,

, ,
" '.

lZZ: .......

- - -fv1O - -ti'
,
,, ",

..
J •
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lt k2(i) le
x + S(i)_.......Cl.) EX(i)---)...-· E'X(i+2) , '> &(1+2) + U

pudiendo .er ;t.-0,2 6 " electrone•••c6n acepte el enz1.. la JN:".!
mera, la ••aunda o la teroera ..16cula .e xant�n•• 8n ••t. meca

ni••o aparece E'X(i+:!). nueva tonaa .. oompleJo tl�:t.. -xant1na

que ha aceptado do. a1ectron•••

La pr1&a_a etapa •• la uni6n --'18 d. la xant1na al ••nVo ac

tivo el. la ••lioula enziaAtlca I ina'tante en qu. •• produce .1

ataque al ptlPo ......au.ttw?o, aeuando la rot1.Ir!\ ..1 enlac. .tapl.
carbono-hiclr6••no, en po.ic11m 8, que ya aeompafiada .e la o••i6n

de un par d. electron•• al 'tOlDO del aaolib4eno (VI) I al mi8llO

ti...o, el. :rorma eona_rucla, el hi.""eno en pO.ici6n 8 ._ la Da.!.
160ala de xanüna, al rOllper•• n enlace con el carbono, e. acea
tado por un P"'lP0 bA.1co (probablemente un 'toao de nitr6,eno
conti o al ..libeten.o t aunqu.e no ha .ido ;.0). Bu la 41-

cuient. .tapa. el 4t_ ". 1I011bdeno •• ••.,..,111_. ...'iante la

eeai6n .el par .e _l.cvon•• , q•• babia ....ta40, al obt.r•••
la f'lavina ,. • 10$ SIPa, •.1...... que '.to. .e encuentren en ce.!!
clicion•• cte aceptar1oa, '7 queda •• _uvo el molibdeno .n :torma

de ..olibdeno (VI). 'inal..nt., pe.. medio del ataq.e d. una m.l!
cula 4. a�, .:e hidroliza el .nl.ao._ xanti.Jlel.-p.rlhlltvo. el 1&1 ...

droxilo ••1 apa •• une a 1. aso16cula de xantina en poa1016n 8 t

1.a cU1ll •• convi.rte .n .1 pre4ucto de la r.aoo1_, el 'oi40 vA
co.

Al deter.inar el ...cania.. el. la "•••1" a. obaerva que la v....

10ci4a••�.xiJaa varia condl pR 10 <1_ .i... q.. no .ea ••1...

"ut. el .....0 hiaoxilo .1 q... ln na. _ 81 au.qu. dir••to

de la unibn entre la xantina ,. el P"IPO .-...."'. el. la xanti-

nox:1cla.. (,,) ("8). La. ca.. " 1piftoatiya•••••te ..-

oani_ .on la ripiÓ 1"0 del cm1._ ....Iion.-Id......no •• la
xant.lna, 4wrant. la f' 161'1 ".1 .....l.Jo I'XI1+I). y .1 enla.e

lile la 1II0160ula •• xantina oxidada coa 81 aoliWeno en e.tacto re

ducido. Pude ....t:1� lIt1a conf'inaaotfm ele la ....,,810i6n .1 qUe

al ...t:it\lU" .1 Ato.o de bi.dr,.eno en la ...1o;l.6n 8 41.1 anillo

de 1. ....iDa ._ un 'tomo d. 4ft.el., •• .ba..... q.. el valor
de la con.tant. d. Mi l1. •• hace 40. ...... _n_. • 0 no

•• ......... var1..1oo.e. a .,ta..l.. .n .1 val.. •• la 10.1da.
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LA r••cci6n del onzima en ••tado Foduc:1do .on el o:d.l.n� molee�
lar •• realiza en do. fa••• perfectamento 4j,:forenciada's que ••

p03.n el. _nit:l.••to ••cH.ant. t6cnicaa el. lPR ('8). mn el ••tado

d. as6xi_ ..ec1uOci6n d.1 enzima •• tl"al.".tiwen ••:1.. electron.. ;

en una pri..ra etapa •••ect.n cinco electl"onea y en la ••awut.,

que •• veritiea a v.locidad ..cho menor. ti4tn. luau l. u.n.t....

rancia del electr6n �••idual. m.t. 6.1tilao •• iut_oambia por

...accd.6n directa 4el oxl••uo ..1.oula!" eon 81 radical ••udquino
na pr••filt. en la Ut016eula .e xantlnox1d.aaa. La reaeei6n. del 8:2.
z1_ reducido con el o�d.••no ",de .......84l"•• POlI" 1. ..cu.enci.:

B(6) , 8(4) • >8(2) .. stO)

"\./ <> �/
B(,) ) BtU ..all)

late c••o •• el má. cocapleJo ya eJ- la 8101'••1. entUtittca ••

halla en ••tado .e _xi_ rechtoc:16n , •••e.:1I"', po•••••t. ele.!.
tron•• adicional•••

a.t__caI;\1... •• 81 que •• acepta prb.tpa1mente t .....que .1

la. oonoentraoion.. 4. .\I8tl"ato .en al'la. .. "be .,..on.. 1•

•'.tancLa •• a.tiviclacl cu.....t.... que expliq\W la. _,...e. ve

locidad•• obteni.... ,. que d•••t. ter.. no qaedan ��.ct..-n
t. expltcada••
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La d.no�naci6n •• xantinoxidaaa •• a.be a que el .nzima •• eapaz

de oxidar a la xantin." utilizando 81 oxi.eno coao acaptOr el.c

tr6nieo, .1 bian puede eJapl.... otro. acaptor•••le.tI"6n1oo. dis

tinto. a 'ate , e. decirt el enziIM reducido e••u.ceptibl•••

o:d.ctar•• , tt'aa liberar lac�ido 'Úrico. por ....1. d•••eptor•••1.c

trlm.ico. 0"'1 81 azul .e ..tileno, eJ. dieloro1'enolindot'enol, el

ik f'wricianuro. el i6n nitrato, la quinona, el citocromo e, el

,..oxi40 d. hidr6a.no. el dinitrotrenceno, .1 ión perman.anato,
el i6n 10"'0. 1. alox_na. el trinitrotollleno. 1. tvacina, el

'c.1do p10r10., el _taaulf'uto .e tenacina, l•• eal•• da tetrazo ...

+
1io .pel NAO ..

lA lit.ra.tura e ientifica, 4enold.na !labitua1_nt. xantiwl••h1dJ"o

..na•• al enzima q"e eataliza la oxida.i6» .. 1. xantina con el

NAD+ oomo .ceptor .le.tr6n.ico, con preferenoia al. ...leo •• ox! ..

•en.o.

Re..lta dUlcil oon.14...... l•• un:tinoxicla••• y la•••ntincle.h!
ciro••na.. como enzbaa. puro., ya que aunq.. F4ttJOIId.n. 1DIA d.

la.....ot1vid.4•• en 10. preparacloa enziúUeoa, diticilMnte
.. -_.van '.t•• exento. de la otra......c. una cara.t..rtet_!
ca ilfPOrtant. en la ...oluci6n."l b..ho •• que e_nto ... avab

z.do .e balla un ani..l en la.•_.ala evol."lva, la proporción
•• aeti'Yidad xl'lntinoxld'etca, qu apar... t •• "yoJ". ..1"0 .i
10••niaale_ c......n .. 111"1•••• , 1. acti'Yi". xantincl••hidro•.!.
niatea que •• atreerva e. _"... .e leL ......... Aa! •• ob.8rva

.. la xant.incl••hiclr••ena.a •• la••,.... ex"11». una actividad con

NAD+ cree •• _,. ...._1.1' " la que manitie.ta C!� el 6xi.eno ,

••afta RltMT .,. c.,l (11) ••ta (&1ti.. •• .e1 •••n .e1 1" en el en&!
- ,*"oculdent. d. hia.d. de .0110. En 10.......,..r.. .1 I'en._no
e. inY...8. , la .otiri.••• pretlNd.nallte •• la oxidA.iea ••• de

cir. 81 oxt.eno •• "ti1izado 0_ .captor .1.otr6nio. eon .....t!,
renol. al NAO

+
• La acttvi4a••e.hi4roc-'.ica predomina tubi'n

'11 el e_1.. ...Ct.ect.nte C. 1.. peo•• t 1.. anti.,;lo. y lo. repti-
1... a., ._0 en lo. invertebr.do. ,( '-1) •
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La coexistencia ele ambas actividad•• ha inducido a intentar su

••,_ración, al formular la h1pót�.i. de que fue.en torma. enzi

-'tica. a110 di.tinta•• No .e loararon r•.ultade. positivo. a�

que s. pudo co..,robar que la. actividad•• ele eada f'or... , oxidA

.1e. y .88hiclro.ená.:l.oa, era" QCÜtt'ftl, 10 que podri. constituir
\ID incU.oto de que no cleberla existir oompetenota entre el N.AJ)+

'1 el exlleno por el .1.110 centr. (51). Parece pue. que lo que

l"eal.8ente ocurre •• que en un cleterlllina40 tejido del or.ani.aao
exi.te una sola 1"or.. del enzima, en la que preclolld.na..' la ae

t1.-1el.4 oxidA.ica o .eah1dr..enA.i••••aún .. pro.e4_o:l.••

La hip6te.ta anterior ha inducido a tratar .e transtoraar ao16-

nl•••el alUd._ con activicta4 oxicll.iea (tipo O), en otra. que

,.••an •• tivi4ad d....hidro,ena.a (tipo D) "emo.trab1es

por 1. varlaei6n de la. re.pectiva. actiri trente a 41.....-

.os acept.e. .1....tr6a:loo. I .e ha trata.�'. oona8Sldr el oh
Jetivo lIed.iant. pro.e.oe ele puriftoaci6n ct. loa prepara40. enz!.
"tico., y también provocando alt.....cion.. en la ..l'etala enzi

_tic••

La xaDt1noxt..... d. hiCado .. rata ....1611 ........cta ....u. ac ...

itri." d••ld.clroaená.iCia, ..,••1 ••r trata,da p.. l".."tlvo. d.

10. trupo. tiol, .oao el c�. (II), .1 ,,'·-ditiobi. (2-4initr�
benzole.), la N..til..1.imida y .1 p-eloromereuribenzoato <'2)
(,,). .1 .nzi... exhibe aotiviciad oxidA.toa. 81 tra'taJrJlento .1'0-
lon••elo ca. la x.n'lwh�clro••na.. ..labia.cI. ca. rata por lo•
....oti..... anterior.ent. MDClonadoa provooa'" inaot1vaoih
que va 1..,..id......1 41tiot••1tol .,. .1 diti itritol ('1)
(,,). La xantinde.hidro••na•••• hi.a.o •• rata .on.ervada a

"IOtIC (,,) •• convi_te en oxi 18 tranad'or i6n no

OO\ll'l"e en ......no1a •• ditioveitol o «Iitio_ivii.l. Una ves

iran.t..... la 4e1lhidS"o.ena.. (ti.. D) en _ida.. (tipo O). ••
..... invertir el pree... ..ct1ant. 81 ...,1.. ad.cuado •• 1••

•••- r••ct1vo. cit8.".

In .xpwi.�ia. anllo,•••t••tUAda. COn la xlUltJ.n••�dro.811A"
el. bt,ado 4. pollo (,,,) pr••ente en 'koao.eneizado. y ..........0.
d. alto pado ......za, nO •• 10p6 que ap......i••• actividad ••



F

... l' ...

oxida•• (tipo O) e,,).

In la Obtenci6n de purificad.. d. xant:lnox1da•••• biS.do d. r�

ta, •• ob.erva que .1 1_ diva!"80. tratamientos no •• etectÍlAn

,n ,..•••ncia ele 10....eactiv08 pJ"ot.ctora•• 4itiotritol y 41t10-

...itl"i'ol. el et.zi.. 8610 o........ 8U activicla••e ox14•••• La

xantinoxl.... procedent. •• otro. .e,icl08 ele rata conduce a la

obianci6n 4_ enzi_ con a.t.i " tipo .xi..... (O), .i. bien el

procCl4ent•. elel 1nM.tino •• _ t1lt18 de convertir•• en de.h!
"olena.a, al .... tratado con cualquiera •• 1•• 408 "activo. a!!,
terio�nt. citad08 e,,).

B1 enz1_ d. tdaa40 d. rata adquiere activ:l.4acl oxidA.ice. en el

watud.ento con .nz1..._ prot_olltto•• (5') ••iendo _y utilizada

la Wipld.na cMt ••te Objeto I la XAntinoxiclaaa ele Ida.elo humano

exhiba _ cOIIIpOl"tumi_to an61080 al de.crito para la 4e hipdo
ele ..ata.

La. experienoia. ..••dada. •.....tran que •• p08ib18 induoir la

.,ar1016o de aotiridad xantlnox1c1a.. a partir .e la ..tividad

xantirule.hidro8en&8A que .e halla preaent. en loa '•.11..0. el. I".!,
te (,.,).

'01" .1 _nto no ha pocl1.. ..tablecer.. el modo coao auc.den

..t•• t...nat__clone., que •• ha _..lelo ..an debidas - la PI"!.
••noia •• P"UP0. nlftidrilo l'''i1... e.,.. ...•••tél.a no ha pod!
40 .....rllin...... ... otra part.. _.....0 •• .abe ."'1 •• la eO!:..
- •• el'lztaa (oxida•• ° .e.iclr•••naaal. que •• halla pl"e.ent.
tu .1 an1_1 vi"V'O, ,.. que bien 1 1 euz:t.. vut.
4. ,...,1...... a lo lar.. ..1 pro.... d. .'.l..tanto ,. puriric�
cih.
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OTRAS TRANSfORMACIONES CATALIZADAS POR LA XANTINO-
�-

XIDASA y LA XANTINDBSHIDROGBNABA

La xantinoxicl.a.. el. lflche ._taliza la 4:l.nautaci6n •• la xantina

.. bipoxantlna y 6cido úrico, a pH 7 y a "De ._ "'aer"'i�l. ,

el r.n6_no ha .ielo •••crito P" GRBBN (,8) t pero en 81 curao ••

la ..ea._llm. no detel"Dlina la hipoxaatina �..... .,. .610 pue.e ID.!.
dir el 'cido úrico que aparece en inc,�acione. d. tr•• hora. por

lo ..no••

LANDON (17), trabajando COn el enz1.. procedente el. rUi6n •• p�

110, no ob••:rv6 q.... prO<luj••• 1. reaoci6n •• dl_hción.

,. ha ••t\lCl1a40 taalbi6n la ....001_ con xanti.noxJ.da.. de Micro ...

0"0" lactyliowt, que utiliza •..- aoepto.... electrlm1oo. la f,!.
rr.doxina, el l"errioianuro ,. el oxis.no, p.". nO .1 NAO

+
(3' ) I

.1 bih difiere •• lo. enzima. del pollo y ele la lech. en que .u

p••o IDOle�lnller e. d8 2'0.000, 1a oompo.1oi6n en MoerADaS/Pe ••
1.6nt10a para todo. 811o. y •• ha ob.�o qUe .1 enzt.a .e e�
ta ¡woeedenc1. •• :l.nhibido por el ..t.nol y por 1.. ion•• bora ...

to. , .....0 e. r••wt.nt. a la illactj.v.••1lm por el. ei-.,nuro y .1 JI!:
..d.to.cata11.a .1 ..ncionado .nz.t... ('6) la d1_tao1611 ...ver•.!
1»1. •• la xantina f .on una velooida. qu •• aplroxi..da..nte el

'''' ". la que exldlHl en la oxidacilm de la xanttila con el 6xi&!.
no. 81 CUJIO.O •• la r••eoth •• d1..._o••n ••• .ilUib por ..did.

4. loa ......n... d. ".n.Uad 6pt1.. • 879 WI q". oGI'T....n.. al

punto 1•••_'.t100 .e la sentina .,.�1 'cido úrtco a pH el. 7.".
La .antidad •• hlpoxantina "__da"n .�......1cion•• tu. el

''"' ele la canti.t.l.. 6cido _:l.eo q_ •• pr"_.. .. ....bio.l••

La. xantinox:t.daaa •• lech. en anavobio.:t.. da lUCal" a 1. 1'011""-

0160 •• una cantidad •• 'olelo trieo � equival. al 1. (36) el.

la q1l8 tor.. el .nziIaa _ e.dicten....._1•••

In exp_i.nci•••• la o16n in........ a la .e ti....u.16n ••

O1»:t_1......ola. 4. 6. 8 dihidroxipurina. ele xantina _ •• hip.!
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xantina Y •• ácido 6rieo. lo q.. e8 indicio de que 40 .610 ••

toraaa x_tina sino talllb16n 8\l ia6mero. la 6.8-dihidroxipurina t

�. d.be aar un producto .ienificativo del ..taboliamo de e.·

toa llicroorcani••o• Sqieren loa autOre. (36) que la interven

oibo del .olibdeno en la reaccibn .a fUndaaental, .i bien la.

,..,.,..eentaeion.. de Dixon (loS V
mAx.' plH 1'I"8nt. a pH) dan lu

IU' a re.ultado. anAl0.oa a loa que .e obtienen con el ad.81l1O e!!.

z'" utilizando el oxis.no como .captor .1.otr6nioo.

PlUla'f y col. (,,) (60) trataron ca••eterllinar .1 laaxabtind•• -

hidl"o,.nasa d. M.ado d. pollo provocaba la reaccilm de di.mu.t!.
ci6n, a 1'1n de interpl"etar la producci6n exc••iva da 'cido úri

co ob.ervada por ellos. Lo. r••u1tado. obtenido. demoatraron que

la re.oe:Um no tenia 1\l1ar con el enzima de.t. proced.ncia, y

que la. aparent.. activaciona. ob.ervada. en laa repre.entaciO
n•• cin'tica. no pocU.an atribuir•• , 'en ..ocio alpn_', a la reac

ci6n de di...tacibn.

La reacci6n inver.a a la de 41a..t801611, •• clecu, la conv.....16n

d. 1. hipexantina en xantina. por meclio 4G la xantincl••h1dro.en�
la 4. hicaeto •• pollo t utilizando el Ao140 w1.co CURIO aoeptor
el••tJl"6nieo (61) transen...... �a"_ableaaent. B. pH J.u1'..ior al ti ...

•io161100, pero .1 '.te es lmPer101" a 7 la IIIIlpitv.d. d••ata

tranat'onaae1lm reaulta •••preciabl••

Lo. h.cbo. ilxpue.to. penalten poner cte aanit'ie.to. que la. xant!
noxida••• y la8 xanUncl••hidr.cena... , .atalizAltl loa 818"11en"••

tipo. ceneral•••• r..cci6n1

HIPOXANTINA + A•••O.� XANTINA + A.B,R,

XANTINA + A.B.O,....- ..> AC. aleO + A.B.R.

+NADH + A,I.O. �NAD + A.I.R.

I XANTINA� HIPOXANTINA + AC. URICO

A.I.O • ., A.I.R. repre••ntan el ac.ptOl" ale.tr6nJ.oo oxidado y I".!.
•••140 ......tiv...nt••
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¡,o. poc••o. en loa que l.ntervienen la. hipoxan't:1na. 1. xantina

., .1 6c:1c10 úrico •• paecten d••cri.bir _d:1ante 81 .ipi.ent. •....

�.

AC. UlUCO

La cOIIIpleJi4a4' ••1, ••q.... •• ha....,._. .i •• oon.ideran loa

ti.tint.. tnl8trat.. y acaptw.. .1.otr6n100. que pu•••n ...

utiU.•ado••
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MBCANISMOS DE RBACCION
--__"'''''''_--

"
...... -

Para ••tablee.,. los ..cani••oa d. reacción ele 108 di1'.r.nte•

•1.t.... en loa que intervi.nen tanto la xantinoxic1a.. como la

xantln4••hidro••n•••••• ha tenido ....ent. el pH óptillO de a,!.

tuaoi6n<t Se halla coaaprend.1d.o en .1 intervalo d. pH 8 y 8" P!!

ra las r.acoion.. en laa que loa ...Vatoa reclucido. .on la

.·xantina ., la hipoxantina, • 1_l..nt. la ...y..'a d. aus adl.!.
'0. .structur.l.a. Sin "''''ao, euaneto .1 ."..trato reducido e.

el NADH, en 1......cci6n diatw6a1ca. la zona ele pB 6ptilDO .e

....laza una. It unidaele. el. pH hacia la zona Acicla (62).

La xant1noxidaaa ele lech. experLmenta i��lci6n por exc••o d•

..atrat.o, en preaencia .e di"••OII •••pt._e. el.ctr6nicoa c_
el azul de _t.i14U1O ("", .1 os:l••no (,,) ('5) t el ..ta.u.l1"a'to
el. t.nacin& (,,) ., nO lo hace en .....eno1a ele citocrOlRO c.

La x.ntinoxi.... el. hicedo •• c....o (10) y la d. Id.ad. d. po
llo (12) ..on inhibida. por .x•••o •• auatrato, pero con .1 en ...

ziM .e oris.n baoteriano (1') (36) •• ob.erva que •• produce u

un iner--.nto .n 1. velocid.d d. prodacci6n el••0140 úrico. que

•• atribuid. a la r..cc16n •• di...tao16n •• l. xan'tina (6').

In .1 intento d. e.tabl•••r .1 _oani... cin6Uco d. la xantin'"

Ox,...... l.che (61) •• obttenen ..ecta. paralela. al .1'eet..r
laa repr••entaoion.. ele l/v t:rente a l/S. para cono.nVacion••

variable. d. l.....trato. x_ntÚl. y oxl,eno. •...triendo .e tr�
t. d. un ..cani.... pina-p.na t pe.. a o1.erta. anomalia. ob.erva
da. en Uatinta. ooncl1e1on•• (68) (6,) (70).

lxp-leno2l.. .n.l•••• , at.o"..". .en xant:l.ncle.!aidl"o••na.. d.

ld,.d. «l. pollo., NAD+ eOlIO ao..t_ .l•••hico (la) (71), n-
,i".n q.. t 1'n a. a"pte a un _oaaiaao pins-.oaa (12) (7').
In 'at.. al U _•••1 prod...e'to 4. una ...:iau'a •...u-r••eoilm
que" 81 enzima libre .n ••tado reduoido, qa. r..cciona a au

vez oon el acaptor el••tr6nieo en .... f'or_ oxida4a y lo reduc.,



volviendo a quedar el enzima nativo oXidado, en eu forma or181
nal. Todo ellc¡, es,ti de acuerdo con los resultado. o.Kpuesto. por

OLSON ('8) (�9) y por EDMONSON ('0) q.e •• adaptan al ••quema

de J"••ocibn •• acept.ado.

l. po.lbl. tamb16n qUe un aaeeani.18O en el que intez"II1nl.era la

tOJ"lII1ci6n ele campleJo8 ternarios t die.. lUCas- a la aparición de

llno.a paralela. en la repr•••ntaci6n d. Lineweaver-lurck. lo

que no a..1a 4_ esperar de acuerelo 001.\ 108 datoa cliaponibl.. f

deber!.a cle.oatrarse IN existencia _cUante el empleo el. inhibí

dore. co.p_titivo. d.l 8u.tI"at.o 7 d.l aceptar electr6nico, a.l
00lI0 por 81 ••tuclio de la inbibici6n por el producto de la I"ea..!.
oHm.

In la bibliosratia con.u1tada no aparece 1'�lado nin8Ún ••ca.
ni_., dA 1'__ cO..lota, Fa que 10. autor.. qu.e un abor4atlo el

pro'bl.... s. han limitado a utilizar J'epr•••ntaciones frente al

...trato variable y no 1'I"ant. al _captor electr6nico. ni tampoco
han .tectuado .1 ••tudio de la inhibioi6n producida por loa JW.!.
4uotOl d. la reacci6n.

Por otra parte (60) (7ft) •• ha d.llcrito que tanto 1-. xantind••h_!
droc.nasa d. biC.do d. pollo como la d. pavo •• adaptan A ciné

tica. ne lineal••JT ..e.tran liDe.. paro8lel.. (ani cament.e en un

intervalo ele concentraciones elel _trato...,. l1L.d.taclo. S. s,..1!
1". l. t....�16n .e W1 .0III91eJo (1'- no •• carao�...l.tico .e loa

"oani..... piq-pone. que dar!. 11l8ar a la aparioi6n d. repr•••.!!
kcione. cae Linew..vw.8urck que no son lineal.. .,. qu. .. han ol?
.anado al tr.baJ con la xanti.nUUi Id.aclo ele p.!.
110 en UD amplio inteI"Ya10 d. cono.nv_ione trato. &ato.!.�
...eaultacl•• ctarlan l_ar a _ ....._ reaccioJUll ...,. ....l.Jo en

81 que la. elo. seairTe.o.ion.. ya no ...tan ••parabl•• , tal 00..,.

llO •• babla propa••to.
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ACTIVACION DE LA XANTINOXIDASA
........... - .. �-......�----------

La xantincl••hidrosena8a ele 1dcaclo de pollo y laa xantinoxidaa••

•• Micrococcu. 180t7110U8, y 4. Clo.trid1.. cylindroaporum (1'),
Al actuar .obre concumtrae1on.. d. ....trato elevada. exhiben v.

-

100i4a••• inicial•• d. reaeci6n ..".... que las .aperada. I en

la repr•••�taei6n 4. Lineweaver-Burek apar••• una .etlexi6n ba

cia abaJO p...cU.•ndo tN linealidad (12) ('0). 81 ten6mitno •••er!
to •••e .:l.po inver.o al.. inhibiot6n p_ exc..o d. _trato

,."llado por 41v...... autor•• (6') (M) (f¡,) (7') (10) (12).

La activaci6n ele la xantinoxida.a por .1 ex•••o •• .u.trato ha

.140 explicada d.to...... div...... Aal, .n el .nzi_ proce4.nte
•• Micro.occua laotyli.oU8 (11) ('O), .....1..... que la .0160ul.

del ...tl'ato xanttna, a.J oo..,..t. a la yez e_o dador 6 e<*Jf)

.0.ptOl' el. 81.ctJ:'on••• 10 que .upone que tieu. lusar un t.n.....

no el. dl..."tac:l.6n •• la xanti.n. en .1 que apare.en h1poxantina
y 601do _1.co. al hecho e. anAl.lo al ..neton_do P" GRSBll <,a),
COn la•••l•••a«h. a l•• que •• hizo reterencta en apartad.. a!!
'.ri.....

In .1 e••o 4. 10. .icl"ooraani_. de r.t....noi.. la r•••oi61'1 ...

d:l._t.o:t.6n ...de ... ea1iti.......... tab61106. ya q_ por ..
•pi twI ea"'" llUPon- que •• 'trate d. un _oan!..., auxiliar ••1
d. oxida.ilm no....1 •• laa p....i�. .:1 bi.en •• car... d. la -Y!
d_eta CI18 .oati..... .ata h:l.p6t••1••

Sln ..-&tar,o. euandO •• trata ••1 enzima d. ele.tri.1_ cyl1n.dro.!,
,-- (1,). 10. _toa obt.-ddo8 1ncU.carlaa q_ tl.a. lucar UD ID.!.
oalll_o el•••t:l.v8016n, en .1 que •• Feav.pon. 1. exlste.t•••
... .......0••nzillitieo••• uni6n para .1 _trato xantina. La

unl6n el.l ...trato eon _o d. 108 el08 een" provocU"'. 1. ox!
4.01••• la xant1u a 'e'4Io "'teo, "'entra. la unifm al ••aun"
do centre in••ula v.na ...unce.16n en la oont....oi.n .msi_ ...

ti•• que ,.,licarla. a .. ve. 1P1 in.r...nto .. la "..lo.id,u' de

04t611.1••
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In la expliC!Qci6:¡-1 deeeete posible mecanismo eugie:r-en 108 auto

r•• que puede emplearse una eeuaci&� ein6tiea compleja tal co

mo la propuesta por IaSTIAIOWSD' y col. (16) y adaptada pOl� AL

BBR'l'Y Y col. (71) par-a la :twnar••a. &1 el CASO .e la tumal"aaa

proponen otra ecuaci6a si .e aupone que ambo. centro. enzimát!,
C08 aean 1cua1e. y ejerzan intluenoia m6tua.

Con objeto do ••tablee_r .i la xantinde.hidrosenaa. d. hiS.do
•• pollo, cuando •• eoaaporta COI8O o::d.,tae., catal!z. la. reacei6n

d. cliamutac:16n o·bien a. trauMe una p08ible activación,PRIEST

y col. (5') .tectuaron diferent•• experiencia. deaoatrando que

no .xiatia en nins{:an eaao aeUD1laeibn ele bipt.u;:anti-::1A ya•..

aunque 'ata fues. capaz de trana'_l"IDU'"s. en xantine, la pr••e!!,
ele 4_ conc&ntracione. elevada. de 6sta .eteradnarian la con.!
guient. transf'ormacibn en hipoxantina .. Sin embarso. los puntos
l•••h6atieo8 aparecen definidos muy claramente, lo cual indica

de mo40 ine<l6J.voco que la reaeci6n de cUPlUtacilm nO tiene lu

aar. Loa mencionados autores (60) intentan explicar lo. 1"en6ale

no. d. activaci6n mediante la elaboraci6n de un modelo aat..At!
co adecuado, que permite explicar las distinta. deaYiacion•• de

la linealidad que .e observan en las representacione. de Lin....

weaver-Burck.. Mediante la ut:tlizaci6n de eatos acc1�los '''''icea
han podido ll••ar a ••tablecer que la xant�n4e.hidro••na.a do

hilado d. pollo es un etlzi_ que po••• un centro eatal! tico con

tI'•• zona. d. uni6n, para lo. distintos _tratOil .,. pJ"ocluc.o.;
con.id.rancio el epa como un _.trato. i..aimi.." .1ah••n una

ecuaoi6n •.,.1ri08 que se adapta pertect_nt. a lOa ...aultaclos

obtenido. -.perimentalmente. 11 ..cani.-o cin6tico eonaiderado

para la actuaci6n del enzbla e. al azar, pero cuando •• trabaja
Con cODeetltl"aciolle. de .uatrato para la. que .parentemente laa

r......ntacion•• d. Lineweav_-Burek •• adaptan a la linealidad,
da. 1\11ar a U11 ..esni.DIO aparentemente pinc-ponc. ya que la. ele.!.
Viaoionea mi. acu8"c1a••• la linealidad en la...n.ion.... r....

,..••entaoione. ocurren para concentra.ton.a ct. ..trato -.y .l.!.
T.... o ..y baja••

&1 ..cante.o al azar 4. liberaci6n d. productoa .a un ••cania.o
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amplio que comprende, según las condiciones. tanto un mee_ni.mo

ptnc-pona en ." comportamiento seneral. como la tijaci6n de 8U.!.

trato o liberacibn ele ¡""'J"ochlcto al azar.

La ba•• te6ri•• para la elaboracibn d. loe modelo. eln'tteo••e

catAli.i. enzialAtiea ha .ido f'Ol"IDUlacla por rISCHER y col. (18),
quien tamb16n ha e.tablecido laa ba... pa!-IA la el.ab...ac16n de m!.
d.loa al azU" (19) (80).. aato,. si.tema. han sido aplicados a

otroa enzima. como la c1utaaatod••hidroaena.. de his.do 4. buey
(81).



la OBJETO DEL TRABAJO
.=:a._.=._.=.a==a_

U oOllPortaai.nto de la. xantinoxid.... y 1aa xanti.nd.sMeoS.!.
na.a ela diterente. proced.noias, pra••nta similitud•• y diter.!!,
01.a. a.triban aqu611a., en .1 .apla. d. ac.ptore. comun•• y

Ion patent•• laa diferencia. exhibida••n cuanto a 108 porc.nt�
I Je••• actividad oxidAsica y •••hidr01fenlisietl, M1 en.illlfl de v!_
r108 orl••n•••

In el F•••nta trabajo, s. ha considerado de 1nter'. la cOIIlpU'!_
o16n d. do. .nal.... d. pro••clencia hep'tica. uno cori.iderado C..!,
110 oxicla... la xantlnoxldaaa ela pro••den01a bOYtna. y el otro

como una d••hidrosanaa. tipiea, la xantinde8hidrosenaa. d. pollo.

s. ha procedido a la obtencifm 4e un puri:ticado el. xantinoxicla

aa d. hiS.do 4. buey. cU1'a de.cripci6n no f':t.aura en la biblio

pafia t habiéndose lit ilizado preparatlo. de xantinde.hidrosenaaa
d. hiaado ti. pollo obte6id.. par �ica. ya conocida.. La di.

poaioi6n de preparados purifioados d. ambo••nzt.a••e ....tra

n••••aria para el ••�udio ereotuado.

In la cOIIIp..aci6n .e la roraaa d. actuaci6n el. aBoa .nzima.. ••
ban d.�.�n.do alaunos d. lo. srupo. que torman parte de 10.

Clentro. ac",-ivo•• ponieDClo d. 1".11.... , las .u..crepancias y ..1t.

...neia. fundamental.a, entre laa que de.tae••1 hecho d. que ún!
+

oaaent. la xantln4.ñidl'os.naa. •• capaz d. utilizar el NAO el
.. aceptor e1••tr6nio••

Aaild..... •• ha procecliclo a con.idU"ar .1 .t.cto el. 1" reacti ..

VOa •• ....,•••ulfhiclrilo 80bre la. actividací.. clU"actertatiea.
4••_08 enzima••

La ,08ib1l14ad ele tralUl:tor_cibn d. tor_. enzimAtica. con act!.
rielad oxtd'.lcul en otra. que exhiben aotividad •••hidrosená.ica
y Viceveraa, ha .ido tambi6n objeto d•••tudio ..
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Se ha ••tableeiaQ el comportamiento cinético de ambo. enzimas,

trente a los 4ft.rentes su.tratos cuya transformación catalizAn.

Con la xantinoxida.a de- hilado de buey.. han con.iderado la :Ka,!!

tina. la hipOxAntina y el NADH, _.trato .ate último. 4e la rea.!.

ci6n diatorA_:i.ca. Con la xa:ntindeshidrcgenasa de hisado de polJ.o

le ha .atudiado el comportamiento fttente a la xantina y el NAD+.
como .'lJJ'b"atos :ti81016alcO., y 1& 1·.acei6n diat'OI"'Aai.ca. que eate

tnzima tambi'n tien.• lugar.

Se ha establecido un posible _canislDO ein6tico para la interpr.!,
taoi6n d. la reacci6n da reclucet6n del [lcido 6rleo al actuar '.1.
te COl8O acaptor el.ctr6n:l.co en la OXidaci6n de la hipoxant:l.na a

xantina por medio de la xantinde.bidrosenaaa.y •• ha tratado 4.

inv••tipr .i la xl!lntinoxid.aa bovina exhibe anilosaa earacterl,!
tic•••

La ditlcutida posibilidad d. d1.mutaci6n d. la .l'rantina, ha .1(\0

••tucU.ada <»n .1 enzima de ambae prooedencia••

S. ha tra••clo, por ú1ti.ao, d. proponer W'l modelo cin6tico-_te"

tico, que perm1�a interpretar la8 cle8Yiaoion•• de la linealidad,

que .e ,re.entan en el eetudio cin6tico de loe .i.tema. implica
do••
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MATERIALES
...._--���

PREPARADOS ENZIMATICOS

eOlIO fuente enzilO6tica d. xantinoxiclalJ& y ;:..:;autincle.bidroaena8a
.. han utilizado preparado. procedent•• de bisado de buey y de

pollo r••pecttva...nt.. Lo. preparado. s. obtuvi..en en tocios lo.

caaoa a partir de 6rsanos :tr-••C08.

PRBPARACIOri DS UACTIVOS

Loa distintos producto., que •• utilizaron en 14••xper1.�eia••
•• d1s01"...on en t....6n .e ro.:tato .6clico 0.05 M del pH reque

rido, o bien en el ..tio aclecuaclo, aJuatando el pH al rlnal (p!!
_.0). La. di",er... cI1.oau.cione. •• prepararon inaadiataaente

ant•••• su utilizac:tbn.

Ri,oxanti'l'la (Merek). x�ntina (Merck). 'ciclo vi«o (Merck) y
NADH (Boebrins.r).

La. U.olucionea de hipoxantina. xantina y 60140 trice •• prel'.!.
paron disolviendo la8 auataneia. con ayuda d. una. gotas d.

MaOa 0.1 N, •• ajuat6 al pH requerido _diant. una. ,ct.. .e
Hel 0,1 N, Y 8e diluyó con el tAlApbn nac••aFio•••aún el pH de

."40. al V01Ulllen t'it al en ..Vaz at'orado.

La. �U..oluCion•• de NADH •••"actuaron en el tamp6n adecuado••_

ajustaron al pH por adic16n 4. NaOH 0,1 N Y .e diluyeron, en �
V4Ul af'OI"ado. con el mi8l8O tCllllp6n.
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La. di801ucion•• de NAD+ .e prepararon d. t'orltla análosa a la de.!.
cJ"ita parfí l•• di.olucion•• de NADH.

Otro. reactivo.

Ditiotr.iton (Si... ), ditioeritr:1tol (Si...>, p-cl�o..rcurib.n
zoato (Pluka). ,.,'-ditiobi8-(2-6cido nitrobenzo1co) (Calbio-
oh..). N ...til_le:1laida (Aldrich-B...op4t), 104"oet8_d. (Merck).
a .....rcapto.tanol (Merck) y NaUSO, (Merck).

La. ella.lucion•• d. c1itiotr.itol. ditioeritritol y p-olor....c,!!
rlbenzoato •• pr.pararon con ayuda d. unaa 80t•••• NaOH 0,1 N,

aJute p••t.r1or al pB d••••do 'Y cl11uci6n al vo�uaen final re

que.1co con .1 ta.p6n a••cuado.

La. di_'lucion•• de ,.,·-di*1obis-(2-Aciclo �trob.nzoioo) ••e
prepat"aron .n tusp6n 4e to.tato .belico O,o, M .e pB 8 t 6pt1aao
par. la actuaoi6n ele e.tei.nhibidOl"•••ta. tiaolucione. deben e..

-

p18.... r.016n preparada. a fin de evitar la posible di.ociación
del r.activo a pH alcalino.

La. U••lu_ion•• d. 2-..roaptoet.anol. iocloac.tamd. y N-etilDla-

1111Dida ••• pr.....aron con. tuapón de fo.tato .6cU.co d. pH 7,%
a3u.tAndo•• a ••t. pH en ca.o nece.ario.

La. 41..1.. :1on•• de NaBSO, .e obtuvieron di.olvi.ndo .1 6ólido
en la -'ni.. cantidad ••1 t....n .e1 pH requerido. aJu.te d. .�
tI Y poaterior diluci6n con el .tamo taapbn en ..traz a�ora.o_
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DISOLUCIONES TAMPON

Ta�O�Tri.-fosfato s6dico

le preparó a partir de las disolucion.s •• tandar d. tris-(hidr�
xi.eti1) aminometano (Merck) 0,1 M (12,1 gIl) y tosfato monosó

dico dihidratado (Merck) 0,1 M (1'.6 s/ll.

Por mezela d. los vo1úmtmes ..ce.arios de ambas disoluciones,

.e obtienen aquéllas cuyo pH .e halla entre' y','. S. adicio

n6 .lCCI de forma que la eoncentraci6n tinal de la 8al en todas

laa diso1ucione. fu.s. 0.1 M ; la mo1aridad del tampón es 0,142,
que .e mantuvo constante.

Tampón fosfato sódico

81 tampón de tosfato s6dico O,05 M••e obtiene .1 mezclar diso

luciones detba€ato monos6dico dihidratado (Merck) 0,2 M (31,2
,/1) y tostato di.6dieo dadeeahidratad.o (Merck) 0.2 M (71,7 g/l)!..

'1 dil1&Ci6n con agua bid.st.i1ada a la mo1aridad d.seada.

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

MATERIAL DE CROMATOGRA'IA

La. re.inas cromatosr'ticas uti1iza4a. fueron d. dos tipos. de

intercambio iónico y de exclusión.

3.1.".1 R.sinas de intercambio i6nicoz DEAE-ce1ulos. (What

!!!!!)

40 I d. la r••ina se suapenden en 500 m1 de NaOH 0.1 M Y se as!
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ta durante 10 min. separándose finalmente por filtración en un

Buchner. La operación se repite dos veCés. Se lava a continua

ci6n con asua biaesti1ada hasta reacción neutra y se suspende la

re.ina en 500 ml de HCL 0,1 N. ef'ect,úmdose un tratamiento anA-

1010 al realizado anteriormente con el NAOH. Se lava nuevamente

con agua bidésti1ada basta reacción neutra y a continuación con

tampón de tosfatos 0.2 M del pH al que se deba efectuar la elu

ci6n, sisu1endo tr•• 1avad.os cOn.ecutivo. con tampón de to.eatos

0,001 M del mismo pH. Al final del tratamiento la resina se en

c�.ntra equilibrada al pH requerido. Finalmente $. suapende la

r••ina en el mi••o tampón, utilizando unos SO mi de éste por ca

da ,ramo de r••ina.

Con la auspensión asi Qbténida se rellena la columna (2,5x50 cm)
mediante adicion•• frecuentes, .ej&ldo que 81 tampón fluya len

tamente por la parte inferior de la columaa 7 procurando que s�
bre la re.ina sedimentada queden sie�re unos dos cm de tampón.

R••inas de excluaión: Sephadex G-200 (Pbaraacia)

S. suspenden en agua bidestilada 20 • de resina Sephadex G-200,
en la proporci6n de It:o m1 por cada gramo. La mezcla 8e mantiene

alternativamente en agitación y reposo durante 72 hora.. Poste

riOrmente 8e decanta eliminAndose las particu1as mAa ligeras y
el "Onjunto se filtra en un Buchner. Se suspende el residuo en

tamp6n de tosfato. 0.2 M del pH adecuado y se filtra al cabo de

15 min. d. aaitaei6n mecánica. La �peraci6n se repite haata que

la re.ina alcanza el pH del tamp6n. Aecontinuaei6n se lava con

taap6n de fo.tatos 0.0' M del mismo pH que el anterior repetidas
v.e•• '7 tlnalmen1:••• llena la columna ('x10 cm) de torma anAl,.!
la a la .escrita para la de DSAE-celulo.a.
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l-lETODOS

OETBdINACION DE AC'l'n�lDAOES ENZDiATICAS

La cl.t....lllinaci6n ele la8 actividad.s enzi_ticaa .e .1'eetu6 por

lectura .e la. ab.orbanc1a. en un ••pectro1'ot&m.tro PYE UNICAM

1700, provisto el. un inacrlptor AR 2'. en cubetaa de 1 c. d. pa
+

.0 de luz, termostatadaa a ,O-O,lGC y a diversaa lenaitu4•• d.

onda.

Determinaci6n d. actividad xantinoxidA.iea

La actividad d. la xantinoxida.a •• ha d.ter-'nado con el oxte!
no como aceptor electr6nico, utilizando la xantina COJBO .uatrato.
La _elida cte lo. incr_nto. el. elensidAd 6ptioa••• e1'eotu6 a

29' 1111, leme!t.. ele onda a la que la 411'.eno1. entre loa oo.1'i

.ien.t•••e extinoi6n 1801 ... de la xAntina y "81 Aoi� {lr100 ..,. lb.!.
yor. La conv...i6n ele el.n.idade. 6ptic•• en .•01•••• e1'ectu6
ele acuerdo con la l'ic. 1. en tuDcl6n .el pR al que .e hubi••e

e'ectudO .....teraa:l.naoi6n.

Cuando .1 ...trato utilizaelo t'ue la hipoxantin., l•• lecturas
«e .enai4acl 6ptica se ."ectuaron a 219 MI que cOlT...ond. • UD

punto 180.4.t100 d. la x_ntina ., el.l Acido vico. .1 cual .-r ...

IId.t. la .ete'l'alinae:l6n ele varia.ione. ele 1. ooncentl"aci6n de hi,..

poxantina 8in qUA interfiera lA ....parici6n d. xantina .. Para
la e.....apondl.nt. tran.l'....oi6n •• densielad 6ptica en Il101••

•e ha utilizado la til. 1 .e ter...nAloa. 81 0••0 anterior.

La actiriclad de la xant.inox:lda•• en anaerobio.:l.••e aaicli6 en
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mezcla. que .e incU'bAron 811 atm6."era •• o1_6.eno. Las ..lle1••
en 1ncubaei6n .e col�an en. _Vao.. de 1"0ndo redondo (1'0 .1)

provisto. de tubo ab4uctOl" '1' ....licia y •• hace 1lur'buj.ar a IN

trav6s una oorriente ele l'li'tri.euo que ha atreve..do prevlaaent.
una disolución alcalina el. piroaalol al',", oon ObJeto de .1imA
nar el oxlaeno .....idual aeoaapañante. l1na vez _anacurrido .1 i!,!
tervalo d. la r.acc:J.6n. •• inten\ll'lpe '.ta pe adic:Um. .e 6ciclo
trielo.roac6tieo al '''e en oanUelad tal que .. oonc.ntración ti.
nal ••a al 1". Al calaa. de l' 8lin. •• separa el prNipitado F.!.
telelo por f':llva016n. 81 filtrAclo obtenido •• neutl"aliza y ••

lleva a pH 1.1t 411uy6mto.. a contin_ci6n en _traz .:tora40 ha!.
ta el volumen conveniente. Bn la diaolúei6n ••! �t.nida •• le.n

la. abaol"bancd... a 1.\' t .60. S19 ,. 1" nat.. Una vez ••ter.in.dos

108 coeficiente. 4e oxtinci6n IIOla.. d. la hipoxantlna, la xantA
Da. el Acicle vico y •• la tl"acci6n pept141ca que permanece en

di.olue11m, •• pueele ctet__nar 1. ._••ntl"a016n e1nal de lo.

eu..tro producto. una vez tran8curricla la l"eacci6n ." ••1 ••term.!
na.. la actividad..

' .. 2 ..1.2

a) ....A.robio.i••

La activi4ti4 la xantin••.w.dro.enaaa oon NAD+ ._ ae.ptor
electr6nlc. en n01a d. oxte.o. s 6 por lectura

•• loa in 1:o••• den.idad ",ti_a a ''0 DII. La oonva-.i6n ..

de 1ncr_to. de .....idad 6ptic.. en IN. equivalent••• eOuen

'traci6n •••re.t". de ao_,.•• ooa 1. t18. 1.

La actiri.da. an.el"o.,ia •• la x_tincl.ab1*••Da.....etend.n6
d. tor.. i4'nt108 8 la indicada para l. actividad Anaerobia a.

la xantinoxi-clas.. si bi.n l••••""_lu,.10n.. •...auida. 6ptic•
•• •tectuaron única_ate a ',*0 _.
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La actividad diatorA.ica, tanto •• la xantinexida.. e..o el. la

xantind••hidro••na•• , e. d.tena1n6 por 1••t_•• '%0 ma el. lo.

incr...nto. d. a_.orban.ta ....:1.40. • 1. •....arl.:Um d. NADa.

'!
La convve:tbn •• 1ncr....nt08 •• ..nsida. tlptiea en .,1...•

•eeetu6 •• acuerdo con 1. ti,_ 1.

La aot11":1o...10Iul1.... • pH 8. •• .et..1lin6 P" 1••t_. . 1ft
llIll •• 108 dew_nto.• d. ab.orbancia pr01"ooa4o. por la el••apa-

I 1I"1016n ele á8i40 trioo. La .on....s:t.6n ......8n_••••'.wban
ela en lo. eo.rreapODdi.llt.. _1.... loido (art.. s. .'••'.6

por ..dio el. la 1'18. 1.

,.a.l.'

La actiri.dad ........e..te-.... determin6� la8 di.tinta. ........

tr.... tripaiua, -fllIi..tripaina y "'111111ua. S. et.etu6 P"
1••tUI". a 280 Na •• 108 p6ptidoe .......nt.. en 1... ,.lttrado. 'e!
do. obt_i4os al ln........Ú" 1. aeeilm ...oteolitio{A OOn 6ciel.

tricloroac't1eo. talo_o •••••oribe e� ,.a.1.2. b).

PURDICACION DI LA XANTINDBSHIDaOGBNASA Da MIGADO
.

DE POLLO

La xantin4••bidro,ena.. •• hi.... c. pollo ••�, ..... .1
"todo ........'0 pOI'" GUUIft' l' col. (1,) •

•1 preparado par.1aa.nt 1ft.... •• .pto par. 1....,.01' par-

t. 4. 1..._t_o1... s 1_...011 ...eparaclo. pul'itioado. P'"



,_o

••paraol6n c.omatoarática. La técnica cro_tosr't'iea •• d••crib.
en ,.2.%.

La actividad ....cit!ca .e1 preparado parcialmente purit'icado ••

de O,lltO y una vez paa•• por ooluana de cr...toarat'ia 4_ DBA&..

celulosa .a de 0.1t.

DETERMINACION DBL CON'l'BNIDO PRO'l'BlCO

11 contenido pJ"otelco de la8 di••lucion... •• .."tableei4 por Ji!!
dida de la abaorci6n de la. ...atras a a80 .... , mAximo de ab......
ci6n 4. los r••to.", amif.I)Aclc1os __htic08 de laa "o".ln•• t •
ln"oduciendo el factor d. converai6n de la abaorci6n a 260 �....

ae¡úr1 el _todo de.crit.o por WARGBVRG y CHRISTIAN (8,) (84).

La mezcla de loa r_activo. cte 'olin-Ciocalt.all y d. Biuret (0')
reacciona Con la" prottlina. y produce coloraciones que pueden
1.e.... ... $00 (, 750 llID (86) t a.aún ••a la eoncentraci6n de prot.!
na .n el _4110.

Para la detel"'M.inaci6n de protalna .a preciso diapon.r de la co

rr••pondiente eurtla de calibrado .. La tiC. $A e....apOnd. a la 0u!:
va obtenida a partir de lA cU..Qluci6n de ....oalb_iDA en ...
bid••tilada, la cual ha .ido empleada en lea eXpe:Jklenciall que ••
d••criben.
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TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Lo. preparados d. xantind••hidro.ena.. de Idsado cte pollo 6 de

xantinoxidas. de hilado el. buey .·cromatoaratiar •• dializan

previamente pDft eliminar la. sale. acompañante., cuando la 1"41-

.ina e. de intercambio 16nioo. La ....ela que se somete a croma

toaratia contiene unos 4 g del prep4rado di�.lto en 10 m1 Y ••

adicional cuida40aamente a la COlumna cromat0lF6fica.

Cuando .e trata cte r••inas de int..camb:1o i6nico DBAE ...celulosa t

la eluci6n .e inicia con ta..,6n •• 1'os1"ato. 0,001 M, stendo la

velocidad a la que se recOsen las fraccion•• de 0" ml por III1n.;
una vez s. ob••rva que las tracciones reCOSidas no contienen

prote1D4r).e continúa la .1uc:Um ...diante un padiente formado

por 400 ml d. tamp6n d. 1"0stato. 0,001 M Y 100 Dll d. tampón ••
to.'atoa 0,1 M, todos e1108 de pH 7.l¡.

Cuando la r••ina utilizada tu. el_ excl_ilm Sephadex G..IOO. la
.luoi6n .e efectu6 .ediante tampón d. tosfato. 0,05 M ele pH
7." y a la mi... velocidad que en el ca.o d••crito ant_riormen
t.. Toda. la. operacion.. •• etectuarOl! el �QC.

PHIDlULO CON p-CLOROMBRCURIBBNZOATO

Lo. 8"'po. ault'hiclrilo tonaan mer06pti"0. con 81 p-ol.......01ll"1
benzo_to (PCMll) ••• ob.erva ilntone••• que 81 ....otro el.l r......

t1vo experimenta un cona1derabl. incremento en la r,,16n vi.t·
bl. que •• proporoional a la concentrac16n del ..r06pt140 f�
do.

Para 8U date.nainaci6n .a ha •..,leado la .tomea •••arrolla4a
por BOYO (87) ..
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La tOl'maci6n del merell.tticlo va acompañada ele Wl incre.ento de

ab.ol"cifm del PCMB a 2S0 nm ( =1 t 69xlOlt UDO/M; pH.,,") t el cual

F•••nta Wl máximo el. absorción entre 2'0 ya" na. A dicha Ion
,ituel de onda en e� ••pectro cte la. protelnaa Apu"ece .ener81 ...

mente un mini.o de absorción.

La dettrminaoión d_llo. pupo. aulf'hiclrl1o pre.entes en la xan
-

tinoxidaaa y la xantinde.hidrocenasa .e llev6 a oabo poniendO
en contacto muestra. que contentan concentraciones variable.

del enzima en pre.encia de una concentraci6n constante cle PCMB

(lxlO'" M). Como blanco .e utilizaron "uuRras enzi_ticas ct.e

id'ntica concentración. S_ efectuaron lecturas a divers.s int�
valoa de tiempo hasta observar que la densidad 6ptlca se mante

nia constante. La velocidad 4. formación del ..rcAptido varia .en

la naturaleza del ca.puesto ..lthidrilo 1apl1c840. .1 debe d.te�
minar en primer lusar el intervalo •• t1...o nec••ario ,ara la

tormaci6n del compuesto.

11 valor de ciensidad 6ptica s. obtiene d..spu6. d. _witrael" el
valor hallado, la �ensidad 6ptic. corre.pondiente a- 1a d1.o1u

ci6n d. PCMB lX10·' M. a la mi... l�itud d. onda.
.

Al representar valor.. de denaid.d 6pti.. obtenid.os para la.

di.tinta. conc.ntracione. molares del enzima. se obtienen incr,!.
..nto. d. den.idad 6ptica a ..elida que aUlD8nta la concentración

enzWtiClla. ha.ta que t'inallDent. •• al••nza una conatancia eu el

valor d. la a'b.orci6n, lo q"••ian1tioa q... tocio .1 PCMB ha re•.!.
oionado con 10. crupo. .u1:thidrilo elel enziDla. Bl punto cte infl.!,
xi6n .,.varA la canti4ad d.l enzima que ha ,...ccicmado con la

concentraci6n del PCMB utilizada. Aal la cantidad d• .,rupo. val�
ralJle. pre.ente_ .e Obten"", ..diant.la.. relación:

GltVPOS SH
. ----------------

MOL BNZIMA
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EXPRESION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

El c¿;,lculo d" 108 parluoetros cin6ticos •• basa en la ecuaci6n

propuesta por MICHAELIS (88) y por ALBERTY (89) partiendo d.

di.tinta. hip6tesis.

La representaci6n aráttea de loa valorea experimentales se ha

etectuado ..diante la repreaentaci6n de la ecuaci6n propue.ta
por LINEWlAVBR-BURCK (90)

1 1 1
• +

v V
mAx

s Vm6x

en la que al repr••entai" l/v trente a l/S .e obtiene una recta

y por extrapolaci6n •• posible hallar los valor•• de � y Vm':x�
En esta repre••ntaei6n •• produo. una 4iavibuei6n •••1111_1 de

puntos corr••pondient•• a diyeraa. concentraciones d. sustrato,

quedando 108 •• concentraciones bajas muy 41st_neiadoa con r•• -

pacto a 1a8 _yor••• tita-. a su v_z. a. eacrupan junto al •.1_ ••

or4.r�a••

En la ecuaci6n propuesta por EADIB.HOFSTU (91) (98)

v V"'x •
• ..

S \t �

al repr••entar v/S :frente a v .e obtienen taalbi6n los par'-t.-oa
cin6ticoa. E.t. repr.a.ntaci6n "8\Ü.ta ventaJoaa aobr_ la .nt....

rior ya que pre.enta una cU.stribuci6n atA_ amplia, 'T :raoillta aal
el trazado d. la recta , pvad.t. obaervar .1. un punto e. inco

rrecto. ya que las d•."iacion•• d. la lin... lidad •• perciben mAs

ácuaa....nt••
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La teroe...a 1'orma ea la propuesta por llANES (9') corre.pondiendo

a la .cuacibn

s
• +

v

en la q_ al repre.entar S/v trente a S ocurre lo contrario que

en la repre••ntact6n d. Lin_weaver-Burck. quedan asrupaclo. loa

punto. que corre.ponden a la. conoentracione. bajas y s. ..paran

al aumentar aqué�la.. Tiene la ventaJa de que loa cAlculoa d.

la. velocidacl.. inicial.s para concentraciones de .uatrato ba ...

ja. a011 ••neralmente más impreeiao. que loa correspondiente. a

concentracione. el.vedas, y al a.p"tlparlo. r••ulta •• precia. la

recta aai ob,enida.

Deteradnarci6n ele la, c.on.ta"".! cinéticas ...eal••

Lo. valor.. 4. la. velocidad.. -'xi... y d. la. con.ta�t.. .e M.!
ch.eli••n .t.t..... mu1ti.u.trato .....n4.n••n .ener.l, el. la

eoncentrac16ft .e 10 trato. (9') e,,). ea preciao por

tanto utilizar un "tocio •• repre.entac16n adecuado, para cal ..

o\llar loa parA..tre. cin'tlco. rea1e. ele la 1'.._ .ft. precia.
,0.:1b1•• Se ha utilizado, el _toflo pS"opu••to por VESTLING ...'LO

lUNI (96). b••ado .n el d••arrollo •• l. ecuacl.(m propu..ta por

ALBBRTY (89). Par. .1'ectuar la. repr•••ntacion.. ..euu"arl... ••

pueden ...leer 108 parbtetro. obtenido. por oualqtÜera .e lo. -1
tOdo. ar't'"ico. d••crito. en .1 apartado anterior.

'.2.'.' Cinitie••• inhlhic:16n

In la 1'Ol"llUlac16n 4.1 ..eani.mo cin6tioo d. un .,.t_ enzi_t.!
410. •• tuncla...nta1 .atable." el comportamiento .e1 enzima t'r�
t. a oonoentra.ion•••l.v.... d. 108 su.Vato. y d. 108 produc
tos. capa.e. el. pro...... inh:Lbici6n.
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a)-Inbi�ici6n ,eI pro4ucto

JU tipo de inhibi.iOO provocado por 108 producto. d. la reacción

y el cálculo 4. 108 p�Ametro. cin6ticos t se ha efectuado pOI"

aplicaci6n de los .'todo. cráficos ya cl••Ci"itoe (..... '.2.'.1)

J.,os tr•• tipos de inhibici6n puroa SOn: competitiva (C), no CO!!

petittva (NC) y acompetitiva (AC) .. La repre••ntaci6n sr'f'ica por

cualquiera d. loa m6tod08 mencionadoa permite su .etinicibn.

DEPINlCION GRAFlCA DEL TIPO.DI INH%BICION

TIPO IN- Mi.TODO DE RBPRBSItNTACION GRAJl'ICA

HIBIClON Lineweaver-Burek Ban••

e lnter.eo. rectas

eje ordenaclas

NC Inter••cd rectas

eje absciaaa

AC Recta. paralelaa

Inter.ec. rectas

eje abscisas

Rectas papal.laa

Inter••c. recta.

eje orelenaclas

Inter••c. rectas

eje a�lIci.as

Int....o. reota.

eje ordenadas

Apueo.n, ademA., tip08 d. inhibici6n que no CorrellPonden •• un

modo definido a ninauno d. los tip08 puroa • .on tipo. d. inhi

bieibn que r••U].tar1an d. la ..zela ele aq1l6J.lo. yo en lo� e..J.e.

JIIedoaina COn h"ecuencia,uno el. ell08. tal COIaO ponen 4• .-ni

ti•••o 1.. re.....entac.tones _,tic•••

Bn el ••tudio el. la inhiblci6n por lo. proclu.ct•••e 1. reacci6n •

•• n.c io det...ad.nar el oaráct.. .e la :l.nh1bicib ouando la

concent c16n ele iRlatrato e. 6 no oin'tic...nte ..tarant.. La

pi"e••ncia .e un ...trato ..turante crea 1111& irreversibilidad en

la ••O_ne1. reaoclonal, 10 que 1..110., "1ÚIl 1.. prediccion••

'''':l.ea. el. CLBLAND (67) (97). Wl cambio en el earActar de la.

ttlbibielon•• qu. r••ulten afectada••
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La. I"Gpr•••ntaciOlles IJocundarias de las pendientes y d.e la$ 11'1'"

ter••ceion•• de las rectas en que •• ha producido inhibici6n y

elel cU'Il"r.aponcliente control, 1'rente a 1.. distintas concentra

cion•• del producto inhi'b:14or, J)J"oporoionan di.tinta•••pre.en

tacione. que pel"lIIiten ••tablecer el comportamiento lineal, par.!.

b61ico, bipu-b61ico 6 inclw.o _e coaspleJo de la inhibieibn.

La. eI.aviacione. d. la linealidad SOn debida. a la existencia

de illh1bi4or•• capacea «. 1'iJar•• a 4iterente. torma. del enz,!
_. Aa!, cuanclo el inhibido... .e 1'iJa a do. 1'01'""8 ti.tintas elel

enzima. 108 e1'ecto. que procluce sobre 81 valor •• la pendiente

o de la int....cci6n, .e pue4en auma.r ó DRlltiplicar lo que d.p.�
de d. la. formas enzt.Atica. a la. que .e fija el producto i�
bielor. Si '.tas •• baIlan relacionadas a trav6. de pa.o. I".ver

.ibl.. entre .i, con anterioridad a la tttaci6n elel producto i,!!
bibidor, .e multiplican lo••�ectos, pero si exi.te irreveraib!
lielad entre a_aa formas enziJaAticaa 108 e1'ectos .e If\UIUln. S.

iaportant. d••tacar que .1 au.trato variable crea una .t�pa trr�
ver.ible, cuya exi.tencia .e r.tl.ja en la inter..cci6n j ••to
•• la aU.i6n 41.1 sustrato consideraclo cu_o vU"l&bl. en l.....

cuencia de re.ooi6r... crea una etapa irreversible a c=ongentraci6n

pturante. lo cual •• retlej. en las j,nter••ceioue••• la repr.!.

.entaci6n el. L:l.neweaV$r ...a.ek. &1 qu. loa .:r.cto. proclueidoa ,or
el inhibidOS" ••an aditivo.' no provocarA ninJUna "aviacib:n ••

la lin.alidad. pero al .e multiplican. la. c�. que .e obtie

nen en la repre••ntAci6n ••cundaria ....UltarAn ... tipo parab61!
co (97) (98).

La apa.'ci6n de curva. ele tipo �rb61ico en la ...pre••ntaol6n

••cnlnclarilk, conduce Q la hip6t••i. ele la exi.tancia "...(tani ....

110••Aa ....1•.10. � 108 que ,a tijac:lbn de 108 pro4uoto. ,. la

el. loa ••tratos •• realiBa 81 azar. 6 bien a ....en.. que 1...

tozo._ enz1_tic•• a 1.. que •• tija .1 producto iDhibi... son

ca,.o•• 4. tranal"ormar•• con una h!oo:l.dad cl.fin1....

A partir cte la. repr•••ntacion.. ..cundaria., •• po.:l.bl. eleter
IId.nar 1.. cOJlIJtante ele iDb:l.1tiGi6n ..ctiante la int....ecci6n da la

�a con el eJe ele •••e1....
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b) ...Inhibici6n por sus,trato

El conocimiento del tipo de inhibici6n producida por exc••o d•

•u.trato, puede ••r un valioso auxiliar para el conocimiento elel

••caniamo de la reaecibn enzimAtica. En 81 cur.o d. e.t. trabajo
•• ha procedido a determinar su .�'.t.n.c1a y el cariet.r de la

IBis. cuando ha aielo posib1••

En lo. ca.o. tIA. .impl.. ele inlúbiei6n por 81I8trato t .e ha apt!
cado la eouaci6n. 4e Miehaeli•• int8J.'1d.nianclo el 1'actor de 1nh1-

bici6n,en forma anito.a a la eeuaci6n de Linewaaver-Burck.

1 � 1 1 Ki
= - + __.,......_. + S

v Vmb; S ,,� v.x

La representaci6n ar'tica de l/V trente a l/S o rrente a S COn

duce. en ambo. ca.o�, a W'la hiplw'bola en la que JIU .sintota in

clinada permite caleular .1 valor el. loa eli.t1nto. par'lftetro••

Cuando •• �e••nta l/v �ent. a l/S. el valar obtenido a par

tir de la in'ter.eccl6n de la ••10tota .blteua .cm el eje el. aba

eia.a p....a.te hallar t)!l valO1" cle �. Sin embarc., cuando a. ......

pre••,l1ta trente a S la citada inter••eei6n conduce a la obten.

eibt:. d.l valor ele �. corresponüente a la di.ooiaci6n elel e .....

pleJes o t'orma enzi_tioa que conti.ne la IDOl'cula ••1 ...trato

O.""n'e .e la inhib:1cilm (,,,) (99). En ..... repre.enta.ion••
la inter••cci6n d. la a.intot.a oblicua .on el ej. •• ord.na....

concluo. a obtene... el val.... la 1nv..... d. la ,"looi'ad _xima.

Cuan40 el .oani... e. aeno!l10 .il"'Ve el. cOJ8jtl'ONc16n el h••ho
•• q".. la concentrao16n el. _trato que .......,...... al ltini"
d. a..aa ..e......ntaoion... •• ;1....1 a la 1!"aiz c_...cla ••1 00-

Cien"'. entre EH y la conatante •• :tor_cibn ••1 oOlllpleJo _z1.
tico OOn la 1II016.ul6 •• _.Uato oau.ante ele la inhibío16ft •

.....ra ......,1.0.... el o_Ao"" ele la tnhibiciém e,,".'. por .x.....
so d. navato COn r••pecto al ot,.o .u.trato, .e .tect6.an exp••
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rienci.. en la. que •• mantiene con.tanta la concentrAción de

_trato inhibido.. frente a diver.as concentraciones 4.1 otro

IWIvato qu se considera variable. El tratamiento mat"'tico

el id6nti.o al propue.to para la. iDhibicibn por proctueto.

La interpretación del mecanismo de reacci6n al que .e ajuata el

comportamiento de la xantinoxi4a.a y la xantin488hidrosenasa, ••
ba etectaaclo por aplicaci6n de la. nor_s te6riea. de CLELAND

(67) (97) (100) y la interpretaci6n en cada caao concreto s••t.�
tú en la parte expe::-imental.

11 etecto del pH sobre la actividad enzt.6tica •• ..b140 a la.

Variaciones del •• 'taclo 4e ionizaci6n d. loa cOf9ODent•• 4el al.!
tema ensi_tico con .1 pH. Loa cambio. son atri1Niltl,:;,. tanto al

tn21ata libre, como al complejo enziars-auatrato o al _trato.

Si el enzima •• una prote!na que cont6ene raucboa .napoa ioniza

bl.s, .xi.ten varios .atad08 d. ionizaci6n cUJltinto. y la dia

�ib\lei6n total del enzima .11.tr. la8 c!istintas t'orma. i6nica.

el.pende .el pH y del valor de laa cou.tant.. el. ionizacibn el.

10. di.tinto. crupo. ionizable••

Por otra parte, como .1 ..Axillo di1 la aotivicla. cata1itiea •• en
e....ntra .n una pequeña r••i6n del pH, pare•• probable q.. u,na.

t6r1Ua i6nic.a d..terminada•••an la••nz:l..AUo"..nte ..... ti",•••
S. I*.de eaperar t por tanto, qu.. la 1on1z4016n d. 10. Crupo. el.

la ,rot.!na alejado. del oentro aotivo, int'luya 1'000 .obre 1. a.!
ttvt4acl .n:sd.•fttiea, adentrA. q"e 1" ....o. 1on.i.altl.11 .1 t.atloa
en ._ ..OXiaddad.... o bien en .1 propio ••ntr., ,,,eden o•••ar

etect08 OOntticlerabl•••n 1. ",.loci••d ct. oat'1181. y en la .fin!
dad por- el _trato •• 1. r••coi6n ..



In .1 .,.e••nte ••t"elio, •• ha aplicado 81 _toclo •• DXXON (1011
(loa) quien, teniendo en cuenta laa oonaid...a1tlone. anterioran

-

t. lIl4tI1Cionada.. tor8I\Ü.6 la. eOllAcion.. d_ yariaCi6n •• 1M y

'. oen .1 pH. La. l"epr••entaolon." .- P� y loa Vllax t..nte
al pU per_ten obtener una ourva para c.da enzi.. y caela _.tra

to , 10. punto. de inf'lex1bn cOn'"...ondenaa lo. valor•• de pE
ele 10. P'\IPo. ionizable. ..1 enzi_, 4. lo. _trato., 6 bien,

4.1 complejo .nzi.....U8'tr.to. que atectan al centro eatalitico

4.1 enzillla o a la uni6n del enzima y .ua ... trato...

Alpn•• d••vi4010ne. ob••l"vacla. al ...,lear laa r.prtt....tacion••

anteriormente citada. (, ..1.'.1) para la obtenoi6n el. 10. pa"'aI.!.
tro. cinético. y conocer .1 modo .e •• tUAc16ft •• 108 en_i... el_

lo. que •• ocupa el pre.ent. trabajo, acon••Jaron la utiliza.l6ft

4. cl1."inta. e.uaeiona. que pe41an "aoil1tU' BU interpreta.16n.

La .cuaci6n de HILL (10,) •• una el. la. emplea". pera in"_pl".!.
tu el cOIIportUtiento de lo. enzu.. a10."6I"1eo•• Bn au. ....r....

•enta.1611 'tle. la. ordenada. correaponclen a loa·v.l.... cI.

101 Y/V'1IAx v y 1....... :1.... a 10. de lOS S.

a. pueden obt.ner loa val.... de n y K , n e..r....on.. al "eno

Id.nado e..ri.t.nt. ele Hill, que repre••nta el sr.d. d. eoope..a

tiVidad (o el n.....o ele .ubun.t.d•••• mn:a..a••• qu.· conat. el �
11:1_ '''ndo 81 yalor de ••te e••fluent. exoede •• la ujiclad) y

1, 00l"lt'.,,0I1.. al yal._ de la con.tant. de equil:Utl""io .e1 .t.t!.
-.

...

In loa .1."__• nO -10."1"1••• K e.in.ide .On la ••natante ••

Mio".li. y Pl'obabl...:nt. .1 par'.v. n •• ••••t. a la un14.d.
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La ".F•••ntacibn de Micha.lis de v frente a S (88) •• habl

tul_nte una hip6rbola t pero en la ..yorla de lo. enzimas alo!,
t6rieo., euando la clOoJ.;erativiclad e. positiva (coeficiente ••

Hil! ..,erior a la unidad) .e transforma en una .1..oid••



ABREVL\TtJRAS t11'ILIZADAS EN EL PRESENTE TRABAJO
===-====••===========.======-=================

XANTINOXIDASA DE HIGADO DE BUEY

XANTINDESHD>ROGENASA DE HlGADO DE POLLO

p-CLOROMERCURlBENZOATO
2-MBRCAPl'tETANOL
N-ETILMALEIMIDA

lOOOCETAMD>A

',,'-DXTIOBIS-(2-ACIDO NXTROBENZOICO)

DITIOTREITOL

DITIOERITIUTOL

XO

XDH

pc'!m

2-ME

mm

lJU.l

DTND

DTr

DTE

..
Q\



PURIPICACION DB LA XANTINOXIDASA HBPATICA Da BUEY

La puriticac16n el. la XO no •• halla d••crita en la bibliogrAtia.

SI "todo d. puriticación d. la XO que •• d••crib••�. adelante.

" ha•• en lo. propue.to. � REMY y eol. (11). moditicado po.

....iOl'Mnt. por CARRASCO y 001 (104) (lOS) y .or GUBIIlT y ••1.

(1,) para 1& obtención d. 1. XDH. Se ba_n lo. cita40. _todo.

'n 1. ohtenci6.n ele homos.nei.zados d. tejido h••Atico. en "...6n

él. to.l'.to•• m.diante trituración •••Anica y cal.t.cci6n .e la

...ela a ;'OC clurante '0 .in. para proyocar la I"Apida •••natv.!.
lización el. las prot.i!!.,. terao11bl1... A eontinuaci6n 8i... un:

enfriamiento rApido para .viter la prO....i6n .el proc••o d. de.!
naturalizaci6n at••t. a la XDH. Con el tratud.ento tWalco, ••

Clonelcu un 1'6p1.do ineremen"o d.. la a.tiri,clad especitica. &1 I".!.
.'duo prote1co .6li.o procedente ct. l••e8D4turalizac1.6n t�

ea •• elimina por centriauaaci6n y el eObrenad.ant. e. tracciona

con 81Il,tato llda6nJ.eo, r.c081'nd08e el precipitado ••e •• obtiene

entr••1 " Y "'" •••aturaeih en la eal�.,...ciplta.o .61i40

que ,oa.. la actirielad xantind••hi."oaenA.ica, •• •...t. a una

••paraci6n cromatoarAfica en oolumna. S. utiliza una re.lna ••

il!iterCaDlbl0 i6nico D&AJt-cel\ll.oe.. y "'iante la aplica816n ele

un "Mlente .e obtiene b XDM exenta pr6ctieamente .. lactat,!
<t••hidrolene•• y cuya actividad ....c1tica e. 8levada con r.....

p••to al tejido .. par.ida.

P!tEPARACZON DE LOS HOMOGBN&IZADOS

a. ha tratta_'a40 en tocio. 10. oa808 c_ hi,.do el. bUy obt_140
en el -t•••ro 1oe.l, proc.den'e ele ani_l•• r·••16n "cl"itica ...

40'. 11 'ejido contiene v1oa••• enzima q" o_taliza la tr.n....
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tormaci611 d� áoi40 úrieo en alantoina, su pre.encia inter1"eri

r!a en laa d.ter�nacion.. del 'ci40 úrico producido en la r.a�

oifm d. la XO. S. ha procedido por dicha raz6n, a la obtenci6n

•• hOIllO••neizado. del teJid.o bepátic09 en cliaol\lcl6n ele sacaroaa

0,1' M en un triturador d. Potter ...Slvejhem. Con obJeto de cona..!

lUir un. mejor bomo.eneizacibn en .acaro•• , •• prooedió • trit!!
rar previamente .1 tejido bep6tico. mediante un triturador d.

cuohilla••

�ORorci6n b,tima hi,Ado/.acaros. en lo. hOJlt0I_n.i
zados

Se ha e�eotuad.o el ••t..u..o de la propore16n de disoluci6n ele se.
o..... o,a, M por .:ramo .e tejido beplltteo. oon la que .e obti!,
ne una .ayer actividad ••peoifica. Con ••te objeto. se pr.paran
tr.. hoaoseneizado. en .os que .1 vol6men d. diso1uei6n d. �
1'0•• por sramo •• Meado •• d. 0\. 7 y , .1 f ., e"".. pr�orcione.
loa 1/'. 1/8 Y 1/10 r....ctiv...nt•• La. _pension•••••entl'i

taaan a 2.,OOX. durante 10 m.n. para .1:bd.nN" el r••iduo .61i.=.

Lo. -Jores r._'¡t.dos .e obti.nen por b.....n.izaci6n d. 1 •

ele teJi40 bep6tico y 7 .1 d..sacaro•• 0,a5 M� proporci6n que ••

atlopt6 .n auce.lva. experi.ncia. (Tabla I) ..

TABLA I

ACTIVIDAD XO DE LOS HOMOGENEIZADOS D& HIGADO Da BUEY

8 teJiclo/ml VolU11ten (1Dl.) V/1Il Vt ..P/.l A.E.

1/5 '20 '.17 1.6,o 17.78 0,178
1/8 8'0 a,20 1.8,0 11.'8 0,191
1/10 1.o,o 1,82 1.910 '.'1 8.191

168 I d. teJido be.6tioo homo.en.1zadoa con 1.116 al .....ar.!.
la O.a, M , vol....en total.. l. '00 111 (Ho)·
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D8t�!",��,!:..!6n de lan2r.ot.• f.n.a� to't,al en 81 hia.do

d._ "U:�Y

11 contenido tutal d. la proteina en 81 biS&dO d. partida, ••

•etU1lina a partir d. 20 ti d.l hOlDOs.neizado (1/8) I •• lRUlpen-
den en %80 ml d. ta-.6n •• toatato .64100 0,1 M d. pH 7.',7 s•

.antien. $1 oonJunto en aaitaci6n durante 3 h. Se con.'... Gon

ello la ruptura d. todas laa membranas y la 1ibel"aci6n 4. toda

la prot.ina existente en la �aoci6n 4el homoaeneizado. tomada

eOlIO r.ter.nole. Transcn.u,"�ido 81 citado intervalo, .e e.ntl"i.....
la el hoaaos.neizado a lS00x.. durante l' mine t para elird.nar el

r••iduo insoluble.

In el aobrenadante claro, •• 4.tel"'lllina la pl"ote1na Fe.ente .....

diante 108 _todo. 48 Lowry (86) y 4ft Wargb1U" y Christian (8:J)
HV.).

�.l.a ELIMINACXON DB MITOCONoaXAS PasADAS y LIGERAS

La eliainac:16n d. 8Iitooondr:l.a. p••ada. y li'..... Y •• Aa ac,,!!

,.�t(;., •••jfeet6a PO'f' eentrilucación 4e.l, h�..i.a40 (1/8)
an�..ior..nte ..netonado • l,.OOOxa durante 1 h a '.C en una

4.nt.rltuaa 1".1'I"1,.rada J -21 Beclmlan.. La .envttucaei6n permite
la ...Uainaeitm total 4. la actividad \&ricA.1oa.

I

11 dant. obtenido en la ••n"'''_ae.i.6n (SI) po••• col_.!.
'Um paF4.o. Lo. 'Vt\lcr••••••tivi...cI santinoxttli.lca obte-

ntelo••cm 108 que .e mu.••tran en la talala 11.

T A B L A IX

ACTIVIDAD XO DE LAS nACC!ON.

Mtaeata:o. Volwaen (ti) V/1I1 Ut msP/1al A.8. G.P.

... 1.'00 1,"0 '.laO a8,79 0,08, ...

'1 1.1'" a,,8 1."0 1'.7' 0,16' 1.,8
"'_ ..._-_............_.....
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PRECIPITACION TEm4ICA DE LA.� PaOTBINAS TIRMOLA

DILE!

11 t:ratUliento t6rmieo 4e lo. hOlltOsen.izados de htsado 4. dU,er
.

. -

.0. ani_Ia., en la prePllrae16n "e XO '(l;cle DR, '.I"8I1t. la e1;1-

II1naclfm d. 1.. protein.. tenaol'bile. y .. revela como 8IUY CO!!
••ni.nte ..

s. ha Focadicto aqu! a 8stw.U.ar el intervalo ele tiompo .. que d.!
be ._ter.a el eobrenadante (SI) a le t....u..atva c!ct ;6De •

. El hOllOs.n.izado •• ealent6 a ••t. t....r.tur., en lq. de ba

....10 por ad:Lci6n de taapón caliente (13) t tal como •••fectuaba

en la preparaei6n de 1. XDH ..

Vol6Ben•• icuale. del sobrenadant. (S1) •• calientan con .,1ta.
oUm conltante, 1ft Wl baño 4. ftlWl a la .......atura eh .bul.l1.

ti_. ha.ta alcanzar 108 "OC, para ello hA.tan •• 9 • 10 m.n ..

S. anti.n.u l•• muestras en el termo.tato a ti.ha t.....at....

....ante intervalos ct. tiempo co.prendi408 entr. l' ., " II1n.

Trtm8CUJTt40 el interval.o de ti...o prev1I!tu , •• ent'l"'ian �id.!.
..nt. laa .....tra. a 'OC por ilUlMtr.i6n en una INzola &18..11'1-
oa d. hi....,. ..l.

ta. 41....... lIale.tr...e centl'1cuaan a ,.OOOxa. l' Ida. a 4De.
S. "••eertan loe preoipitados pote!coat que .on inactivo•• y

le d.terllina 1•••tivitlad XO en 108 dilt:l.nt•••obIaena4ant•••
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T A B L A 111

lN'LUEN'CIA DEL INTUVAJ.,O DE CALBFACCION SOBRE LA

ACTIVIDAD BSnClrICA DE LA XO

Intervalo (1IIin. ) Vol'Ulllen (Dl1) U/&a1 Ut ..P/.l A.B.

l' ateo 2.11 560 ".'7 0.482
2' a27 2,40 5%1 ",,2a 0,'63
30 21' 2.'1 '''0 1t.\0 0.'70
" 200 2.61 ,al lt.', 0.'61
la, 188 a'.�12 '00 la."" 0."80

El intervalo de tiempo d. calefacción mA. f'avo..-a'ble •••1 el. )0

lain.. ,.01'1 el que .e eeu.. iCU. la máxima elilllinac1611 4. prot.ína
y la actividad •• _nti.ne alta. Al pelonlu la cal.:tilicci6n ••

•U.mna poan cantidad d. prot.ina. pero la pirclida d. activioct

•• llUy notable.

De aeuerdo con ••toa resuttadoa. se adopt6 la prictica de cale

tac4t6r-. el. 1011 homo•.ane�za40. 4tu'a.nto '0 m.in� cc..o t.Ule de lu

etapa•••1 proceso ele pwril'lcaci6n.

,
Lo. P.cipitacloa proteJ,co. obtenidos 4el tratamiento ti!:
_co, ••diatntal\ con dit"icultad, a6n tido. a cenvitq.c16n,
pOI" 10 que .u. ••.ant.aci6n r••u1ta dificil.

Con obJeto 4•••1\loionar ••t. cU.t*1.••1'•• , .e ....,.. ú.ewulo .1

ad:1e$.onar COn ant.. iorj.4acl &1 wat"'.n'l. '_""00. .....6n •• 1"0.!.
tato .64i.o al hoao••n..t••do. con •.110, ......._ manten.a- .1 pH
Y eliminar el 1':1•••0 eJe "rdida •• aetivi'.4 i.ft!'."w.ibl. por y,!_

"'ación de '••tI, •••1.va 1......r_ i6ni.* .. la .i.ol•• i6n. t....
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vor.ci'ndO.... la c;loagulaeión d81 precipitado y •• f'acilita la .!.

paraoibn por c.ntrituaaei6n�

Dive..8•• e*perieneiaa muestran que la cantidad IDA. itUmea, ••
la "'41016n ele 1 inl de tamp6n de f'oaf'ato sódioo O.S 1-1 4e pH 7.4
por cada 9 .1 de .obrenaclante (Sl)' cou 10 que la di.ol\lción.

queda con una eone.utraci6n 0,0' M en 1'o.l'ato .641100. Lo. ".IN.!
••408 aparecen en la <tabla IV.

T A 8 L A IV

ACTIVIDAD XO DEL SOBiUt.NADANTB OB'tENIDO DES ...

PUES DEL TllA1'AMIBNTO TBRMtCO

Mue.Wa VolUlll8n (Dll) U/1Bl Ut ..P/al A.B. G.P.

Sl 1.1%) 2.,8 2.950 1,,7' 0,16;\ 1,98

Slt 1.270 2,31 2.9)' 1).1S 0.110 1,9'

S2 1.120 2,"0 2.680 %.90 0,"9 6."

A 1.1'*, IIÜ. 4••obr.uadan'te ($1) •• lea dad.u 127 Mal •• talllptm
el. t••t.t� abdico O., M de pH 7.� ; el ntWVO sobrenadan". (Slt)
•••o_te al trata.ento tir_co, tal coao •• indica eu el epa!:,

"

S•••tud!a a continuac!6n la aplica.!6n da 1.. t'en1.ca. de h'a.!.
cionaai.nto .alino, por adici6n •• .ule.,. --'ni•• y •• adapta.
oión al )l"oc••o ele puritioaoi6n de �. ••

E,tabl.c1�.nto 4el ll!4*- -'n1mo 4. (!MI1.so. Deo.
!.ario I!!'a u:eoDiiar t.otalaent. la XC)
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#:onlll11111 la aeparcud6n del precipitado activo ••••tablec16 de ..

td'..:l.nando 1811 c�u.ticion•• mÉl" adeo_4aa para con••lUir que 81

rendimiento y .1 .�ado 4. purit'1�ación ttaeraft lo aMa el.vado.

po,,1,1•••

S. '....0:11 ..¡estra. de 25 m1 del sabrenaclante obtenido en la el•.!.
naturalizaci6n t6rlllica , .,. .e llevaron a grade. de satura.16ft en

IUltato amlMieo ccmprend.idQ$ entre &1. 40 y el 80%. La a4ic!6n

del aultato l!lIll6uico .611.io se efect6a ft'II.1,. lentamente y con aci
ta.ib conatante. Terminada la adie l6n ele sal se prol.onaa la al!
taci6n durante 1 h Y deapu.6. de 8 h en r-.oso, a tin 4•••ep
rar una precipitaci6n eo.pleta, .e separa .1 pr.cip1�ado por c.�
tI':l.tqaei6n a '.000xa. 30 ad.n., a /tac. A continuaci6n .e deter

mina la actividad XO de 1.. precipitado. y de 10••obrenadant••

en toda. lu nnteatras. Lo. r••u! tactos •• r.cos.n en la tabla V.

TABLA V

ACTIVIDAD XO DE LAS FRACCIOIiES OB'fBNIDAS CON

(NU')2S0, DESPUBS DEL TRAT.�BNTO TERMXCO

� Saturftci6n Re.iduo Sobrenade U Ut maP A.B.

tNHIt�a�i)4
� .. ,,-,-

(e) (aal) •• -1111 • o .1
--... ........---___ ..--.._ ....... '____._....._..-.c:............�_

,*0 1." 17,61¡ 1',1 2'.1' 0,60,
I¡C) 26.,0 0,913 3',1 l,a, 0,'"
'0 1,'-8 16.08 a,.8 .,,06 0."1
50 27,88 0,'9' 16.5 1,36 0,'20
6O 1,8, 19 tItO 3'.9 19,67 0.986
60 86,50 O.lat¡ ,., 1,97 0,062
" a"o 1',9" '9,8? 16,81 o""
6, 29.00 0,0,' 1", 1.68 0,0'1
70 2.70 1'.0 '0" 18,11 0,82'
70 28"Q 0,0 0,0 1,'" -

30 '.20 11.87 ".0 1',1' 0.619
80 89,00 0,0 0,0 0,9,4 ...

. ...........,.............
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Puede aprec:d.é.'I'.r.e �ue etaando la saturación en Sulfato dl6nico e9

d.l 40" la ma:¡or parte c:te la l�antinoxida.a. se halle 81'1 el aobr.!
nadante. mientras que cuando •• al.eanza '1 70" .e .atvac16n la

actividad xant!nox1.d!sica del sobrenadante 01.1 nula ..

CUando el pa40 de saturaci6n en sulf'ato am6nieo e. del 6,,,
(",,/.100 ml) •• observa que práetierunente toda la ::!!!an.tlnoxi@8•

•e encuentr3 en el residuo s61idQ y que la actividad especifica
de 'ste es la ¡r¡lixima ..

�eci.R!:�aci6n �..!!l. auli"ato amlmico al 65� •• ..tu

ración
--

El Ilobrenadante obtenido en la precipi 'tació1'1 térmica',.. lleva.
al 6'" de llJaturac:!.6n el.:: .ulf'ato amónieo,. _diantelb adición 4•

•, I .e .ultato ..ónico e61ido por cnda 100 m! •• dlaoluci6n.

'1n.l1ma� la adición a. mantiene 14 suapensi6n con SUAve alit�
ci6n durante 1 b, tran.curridA la cual •••ejA en repo.o 4uran

t. 8 h ... a /toe y •• aJuata 81 pB a 7 t It. Finalizado 01 interv,!.
10 de tiempo $. procede a een'trit"usar la Duspena!6n dUl"4nte 30

IUinlJ a �J.OOOxS e /tQe y ••••pU'8 el 'Precipi�do iictivo (R,).

!!t�o del 1i..1t!....!!!.. ••1fato amlmiu,.!!6,.!.••ario la
!':.!...E.!cipit!l', py.te.lna8 ,4cO!!P!ian1.te de la...!!!.

Se clilNelve el precipi'; _do obtenido al alcanzar 81 65" de eat"..

raci6n en eultato am6�co, en la prop��ción de 1 • d. pr.ciplt�
do h_do en , Ill. de tamp6n de tf).tato .Wico O,OS M ele pH 7.It.

A CillCO ....o:9.on•• d. a, at1 d. la dlaoluei63;'l aai obtenida, ••
le. ai'láden !S, 8, 11, l' y 17 • do .uUato .lI6niol,)/lOO 1111, re.

pe'tiVnI14QlltHH •• ajusta .1 pH y 8. dejan en .I1t801611. chu·t,mt. 1

h 't .n r-1I08. durantv 8 h .a.. Al tinal del intervalo •• cen'b"!
tusau laa mue.'tras durAnte '0 lli.n a ,.oooq y ,De y •• det.nd
n.u 1•• actividad..... 108 precipitados y d. loa sobren-dante••
Loa ".8\11,.... ohtenido. 6p......n en la 'tabla VI.
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'tABLA VI

ACTIVIDAD xo ns LOS DISTnrros SO:aRBNADANTES

PRECIPI1'ACION DC PROTBINAS IMPUIUFICANTSS

___..---�-- .. ""'. � -.....---

Conceatra ,;i�m Volumen

(NH,1.50,,/100tu1 (mI) U/ln1 U,t msP/t=l A .. 8.
•

, 27 1',31 41,,2 7," 2,06
8 26.' 1,.,0 405,6 7,38 2,08

11 27.' 1".62 !t02,l 6," 2,19
lit 27 1',82 %00", 6,52 2,27
17 26 1'.0\ 3",0 6,67 2.10

Como puede oba.:rvN".e. la XO empieza a preei.pitar a partir ...
1% • 4. 8Ulf'ato amónico/lOO m1 4411 disQluci6il. etendo pv,••••ta

cati1clad la 6pt:i.nsa para .liminar por pec"-pitae1/m la protelna
aecmpa:ñ4U'lte exenta de XO.

s. pro('�ulió.de ttcuerdo QO-il estos raeu1tados, 11 ef'ect-llu la pr.�

cipitacién salina de 1&8 prcteinas acompañantes obteni6ndo•• un

.ob".nadant. activo (s".) con la. caracterl.ticae que pu..ct.n ob

••:r'�ar•• en la tabla VII.

T A B L A. VII

AC1':tVIDAD XO DESPUES DE LA �CIPrrAC:tON DS LAS

PROTIXNAS IMP'UIU'ICAtrrBS

Mu�.t�a V01'WD$lt (ti) U/m! t1t ...JI/.:1, A.& .. G.P.
-

.......... ..............

8a 1.la. 2.' 2.680 ','" 0,"9 6.'"
R'd 1\2 16.02 2.27' 1'.9' 1.01 la,96
$" 14a 16,02 a.27' 7.05 a.27 87.,8
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ne,l"ecipitaci6n 4. la XO con �tat.o .&lDÓni.co

Con el ....nadant. SIt' •• et.ot6an eliversa•••peri.ncia.t con

.1 t;ln 4. av..ipar la cantidad .e sulfato am6n1oo n.c....1a p!.

ra ,..ecipitar el.1 modo _. completo la XO.

s. to.an para ello, � muestras ele 2' ml cada ,una ••1 mencionaelo

.obrenaclante. a 1.. que •• añaden 31, "t 3' y " • de ..ltato

ua6n;lco por cada 100 al ele d1801uo:l.6n, r....etlv...nt•• Un. vez

�4a la sal, •• d.Jan en asitación••e..,.6. en reposo y tinal

..nté .e centl"if'qan en la tonna aCOII,t\UDbrada. Los r••ul taclo. ••

•xp...pn en 1. tabla VIII.

T A B U,Ia VIII

ACTIVIDAD XO DE tAi's PUCIPITADOS CON (NH,).SO,.

COncentrac16n

I (NHIt).so, Peso (a) u/. Ut .,.P/. A.B.

-. �',-" 31' , ,'0,12"
,

lJO.G'
�., :.",'.

".» "lO
" ,., "." 200.' 118,'6 3,"
" '.7 ".71 20,,6 106,10 2.97
lA, 6,1 ",60 S05.0 ",ts 2.8'

.....4. p.s observars.. que la eonc.entraci6n a44l.\\8da par. con

.'C\I1r UD -ximo ct. F.ci,i tao16n enzi_tioa •• d. " • d. sul

�.to -_loo por cada 100 811 ele 8obr.nadaD•• (1,.).
a. PI"".cl16 ele ao..... con ••t.. S".tnIltad•• a .t.ctuar la p.l".01
p1'••16n o..,l.t. d. la XO, ot.oi.o•••• un •••:1duo .ctiv. Ca,>
e.,... o.araot.rl.tto•• pu•••n ob••rvaF8. en 1. tabla IX.
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TABLA IX

ACTIVIDAD XO DE LAS ETAPAS DE OBTENCION

DEL PURIFICADO PARCIAL

Ma••va Volumen (p••o) U/.1(.) Ut .,P/al1(a> A.I. G.P.

(al) Ca>

Ro 1.'00 2,% '.110 28,79 0,08, ...

Sa 1.120 a." 2.688 /t,'9 0,"9 ',It"

a, lita 16,02 a.27' 1",6 1,01 UI,96

a, 7,1t 290.1t7 2.161 87,16 "" '0,1'

A ,artil" d. 1"2 .,1 d. 8obrenaclant. ,(SIt) l

•• Focad!b • precipitar
oon " I 4. flUlr.to am6r11.oo por e.... 100 ml •••obrenadanta•••

reco,en por c.ntritu&ae1ón 7," • d. "••lno aotivo <a,). el en..1

po.ela '0,1, v.c.. la actividad .el tejido .e"'ioo 4. parttda I

con UD ..emU.ID1�to en el proa.ao elel "t '''e

l 1 n a oont.inuaci6n loa .6tod08 er�to.'l"lco. e.,lea-
do. en el pro•••• ele puri:l'ioaoi6n de 1. XO. con el !'in d. obte
n.,. un preparado d. .levado srado ele pure.a ..

<--',

In "''-1' lu,a...e pro.eti6 a utilizar una coluana oont'ecciona-
4a Oon la re.ina de intercUlbio 16nioo, DBAB c.lul , _It •.aún
la biblio tt. (13). • a"•••", aI" la :DH
C. la la.t.t....htdro••n••• .,. el. ov•• prot.ln.. t :ttic.nt•••

s. ,arte d. ,. I del purlticatSo parci.lt obt.nido .... la. t'c-
1110•••••ol"it....nt.ri......nt•• una .-.. 41...1••• en la mini..
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cantidad da tamp6n d. fosfato .64100 0,001 M de pH 7.' •• dial!
2I1n duranta 12 h. a "oC trente al miBalO tampbn en pr••encia de

oarb6n activo en .uapen.i6n. Oeapué. ele la 4i61:1.:1. 'e eentril!!
la la _••tra durante 10 min. a ••C ,. It.OOOx,. con lo que .e •.!.

para el precipitado de la proteina amort'a. El aobJ"anadante obt.!.
nido •• paaa a travé. de la correl!llJPon4ient. columna.. La eluct6n

•••t.otia oon tuaptm de to.tato .6tico 0,001 M ae pH 7,% 1 lo.

,1d'e••• recosen a una velociclad aprox:1lDacla de 0" 1I1/lII1n ••

•n traocione. d. 10 mi. C\1Ando •• detormina que 1.. eluido. cap

ricen el. prote1na, .e e.tabloea un padieute. consiatente en

'00 al de t...6n de fostato 86dico 0,001 M .obre 01 que •• vier

ten 200 al. del _... ta.p6n el. concentraci6n O ,1 M..

Lo••luido. de la columna .e recocieron en un colector automit,!
eo PRACTOMAT. .i.ndo .:tectw.:da. la. operacionea a Itac.

Lo. r••ultado. aparecen en la l"il_ ,. en la ,ue puede •••n....

q.. l•••luidos que contienen pr6ctic_nte toda la aetirick.t

xantinoxidA.:1ca , •• encuentran entre 1.. t'r••cicnurt. '0 y 80.

Lo••luido. aotivo••e llevan al ,," ••••turaci6n en eu11'ato

aa6nico, ••a6n la t'el�ica habitual. &1 pr..ipitadé ....para
por oentri....i6n I .. actividad •• e....v. v.e•• _yor que la

ete la ....t.ra •• p_tid.. (a,). por lo ..e •• cozuñ.d...6 la ......

racUm er..topoAtica adee\1ada para .1 proce.o 48 puri1'icae;L(m •

.... 0_."".. 'Un _".. ara........iticac1.6n .e utill.6, • co!!.

t:t.nuaei6n, una col11ala 0""".".0110. d. Sfphatl_· &-100. que ••

_a r••ina el. exclUi6n eapaz d. reten.. la. prot.ina. •• pe.o

IIOleotll._ inferior a 200.000. C_ el .... _1••\&1 .l. la xe 0.1
oila ..1...41..._ •• '00.000. nO q , ret.mf1a .. 1 iDA,

lIIlentra. que la8 proteina. i ltic.nt.. •• ..•• lae1.oulU" int!.
l'1ol"'. deben aparecer con p••"..1or1.4.d en 1.. .1"'.....



0.5

1.0

, \
rri{ ,

I

I I

I I

I I

I
I \
I ,

I I

/ I
/ I

-1
I

I

I

I
I
I

I
I

1
I

I

I PI
I
I
"

............ -
-
--

I
I

I

-_ .......
'-- .....
,

...... _,.-, "
--_ ..

,'"
I
,

I
,

\
,
.

\

\
,
\
,

,
,

,
,

2I

11
I

" I
I \ I

I ,,�
.. '

I
I

I

m l

4

3

"

"
,
"

...

O
-1/
......'/ I � I _.,,_ -.... - ----
r I I

}

o

Fig;.3

20 40 60 80

Cromatografía en DEAE - celulosa de purificados parciales de XO.

Eluyente tampón de fosfato sódico p�cI 7,4 lº 1 m}i 2º gradiente 400 mL 1 mM -i-

200 mI 0,1 M

( -- ) mg proteína/mI (---) Unidades/mI
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Para Foo.eler a la ••paraci6n cromatasr':tica .e disolvieron 1 • .3

• d.l pz"4Ilcipitaelo obtenido en la etapa anterior. en la ..nor c:a.!!

tid_eI poaible d. tallP6u, de :tos�ato s6dioo 0.0, M el. pH 7.". que

.e v"rtieron cuidaclo.amente sobre la r••ina I la e11loi6n se v_!
ti.,6 con .1 mi.1DO tamp6n utilizado en la dilu.ci6n.

h ..ecolen fracciones cte , � en el mismo colector utilizando en

la ••paraci6n.cromatoaráfica anterior yo.en 1. mi... velocidad

clt 8111016n. Lo8 r••u! tacto. obtenido. en la eromatoarafia son los

que .e ..stran en la f'ia. ••

� vez reunida. laa tracciones aotivas •• llevan al 65% de sa

tura.16n en .ul:tato ••bni.o y el precipitado se reco,e por o.n'"

vitulaci6n, ••g6n la t'eniea habitual.

J1 ...nto en la aet!Viciad ....011'104 que se oonsi8'1_ en ••ta

ata,a .a d. aproximad...nt. 1,' vec•• , por lo que •• conv.nien

t••u introducci6n eOlDo una cte l•• etapa. d. purif'icact6n.

Lo. relN1ta4os que •• obtienen en laa 61ti... ta.e. elel pr•••nt.

prOO'1O •• purif'icac16n aparecen en la tab1. X.

TABLA X

ACTIVIDAD XO DS LOS PURD:tCADOS CROMATOGRAl':tCOS

..... 'b-a VolUllen (p••o) U/ti(.> .,.P/Ill (a) A.B. G.P•Vt(al) Ca)

a, ?,It 290,"7 3.11t, 81,16 ,," "0,1'
al.DIAI 1",'.3 '.71 576,a 0,.317 11," 1'1,0
RDJAI 2,05 3".0 "8", 18.". 11,87 1",0
Il.�aoo ".a, .3.'1 ,a4,8 0,168 aO,a? a'It,O
R ''''100 1,7' 118,11 2,6.' 8.'7 al,28 a,6,0

• I - .� ......-

tOllO PUe.. ob.ervar.. en la tabla anterior, .e ha obtenido un

P\lrttiet.4o a" .eo•• mi••ctivo que el ".Jicl. b.pAt1oo •• partida.
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PROCESO DB PUaI'ICACION

La. experienoia••e.crita. en 108 a.ertadoa antel'iore•• oout1-

tuyen el .oporte experimental que noa ha p.J"tJIiti'o adoptar el

proce.o .e purificación •• la XO. cuya. etapa. nc••iva••• de

tallan a continUAción:

lA &1 material 4. partida e. hiaaclo d. b_)', obtenido en el ma

tadero local de ant_l•• reci6n eacritioados. Se .1iainan la.

adherencia. ,ra••a y 81 tOJido COnjuntivo del hl.aado y .e trit!!
ra .1 material en un tl"'ituraclor d. cuchillas .• con .1 f'1n .e fa

cilitar su homo••neizaci6n po.terior. B1 teJido trlt�ado •• h�
1IIO,.n.iza a 'OC _diante un Pott.....SlveJhell. en p.....enoia .e

7 BIl de ••aaroa. 0,2' M por cada cramo ele tejidO htJp6tioo. La

PF*'Par.oi6n •• Lnioia con 168 • de �ado •• b..y.

Del boIaos.n.izado ••1 obtenido.. •• _apuan 20 al q.. •• JI\IQ_n""

den en 480 al de tamp6n ele :toal'ato .6cU.oo 0,.1 M de pB ., t-' y ••
mantienen en a.i�oi6n durant. , 11. al :tinal •• cuyo intervalo

•••liminan lo. r••to••61'd•• po. cen'b'itqacih a 1.,00 :SS.

15 IUin. ., "OC • en el .0b,._.d611t. •• d.t....na .1 .contenido

en 'I"oteina.

20 11 h_sen.izado obnniclo .e c.ntri..... a l,.�•• durante

1 h a ,.C. con 81 tia de eliminar laa _tocondl"ia. p•••daa y

11'81'•• , ••1 como la. particula. aceapailant.. •• _n610la veloe!
dad d•••di...ntaci6n .. S. obtiene lUl _b.....n•• (SI' _ento el•

••t1vt••• ur:1.'.10••

'o Al .obren_dante (SI)' •• 1. adiciona 1 at1 d. t...,,6n •• ro.'.!
to -64100 0" M d. pH 1,' ,or ea4a , d (S1'). Se introd1lo••1

oon.1". en un tl"az .. toudo r.dondo••1 _..1 .e _1'1. en

baflo de .CU. a t tura •• ebul11016n ., .e untien. con aai ...

taci6n (ion.tante, ba.ta 8l..usar la ' _.tara "8 ,'RC U••tan

lino. 10 adn.) .. Aloanz." dicba t t•• , •• 11..... a un ter ..

-.tato, que •• halla .. 4!cdaa t at_a. .. el que •• .anti....

ne 4_ant. '0 _n. atA_ con ac1t01- o t•• Al tinal .. in.

tervalo, ••••'a la .\Ulpan.i6n a 'OC 10 "'piel_ent. po.t-
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ble, por inmer.i6n en un baño d. hielo '7 sal. La •.."en.i6n tria

le centrituaa durante 15 .in. a '.OOOxC a la 111_. t....ratur••

�Q 1.1 .obrenadanta procedente d. la centrifuaaci6n (SI) t .e 11!,
va al"" d. saturación .n sulfato am6nico, por adici6n lenta

ele la 8al, •.ft eatado .61140, a I¡.ce y ..cliant_ .altaci6n conata�

te, que •• prolonsa durante 1 h a la ud._ t...,eI".tura, ele.pu6.
de aJuetar .1 pH a 7,". 'l'ralllleV1"ido 8.te .1"'0 •• deja en re•.!

80 clurante 8 h t cantrif"ucAndoll. a coutinuaci6n cturante '0 _n.

a '.000Xa de la 1'� llabitual.

El residuo obteniAo CR,), s. c.Uauelve en t8lllp6n de �o.f'ato .641
co 0,0, M de pil ";.,, en la. proporci6n .. 1. d. ,...u�i,i.a.o por

cada' ml ..

se S. adicionan 11, la cb.aoluc.i6n lit S ele fRIlf'ato aaslmico por oa

da 100 an1 d. diaoluci6n, 81'\ la tonaa aeostUllbrada. 7 el PZ"eoip!
ta'o •• .�a por centrttuaacilm. il como .e "uri'be en. 81 .par'"

tao antP.Tior. Se d••carta el prec.ipitado ,. .e recol. 81 .obr.n�
dant.., (8,,) t que contiene toda la aetiVidad.

60 Al �obrenadente Obt.nido (S.' •• 14 ail�.n " I de sulfato

arra6nico por cada 100 181. eon 10 que •• al.anz. .1 "" .e ..tu

:r••tlm. Una ".15 .".ct",,_ la ad101h .alina ,. la ••n'trtNa ...

016n te1 como •• ha indicado pr.cecl.nt.....nt., •• recos. 81 pr....

oip:l '(lelo lr6.meclo (a,) ..

S...ecocieron 7,1t I de '_te cuya actividad XO •••• '*0 vece. la

41.1 teJ:l40 d. partida ..

78 1,,%(;1 4.1 ....iduo .61140 activo Ca,) •• cU._l".n .n un..

10 lR1 de t in el. toarato 8Wico 0,001 H •• ItU 7." ,. 1. di.ol!!
"'16n •• _ te a cliAli.i. a /toe durant. 11 h. en pp•.••net. de

earb6!! activo .n .....n.16n. trente al Id••o ta.eaph balta .11JB!
naet6n cOIDJI.ta d. loa ion•• tnIl.:tato ..

La ...... fI:t.a,lizada •• c.ut.i"t�a a 4.000xa. 10 mu. a \OC, P!.

I"a .e�_" la .,.ot.'n$ amorta. lA 4:1801"o:l.6n .....te a una •.!
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,araci6n cromt1tográfica en una columna de DBAE-cel,¡¡los. prepara

da d. acuerdo a '.1.1t.1. Como eluy.uta se utiliza 81 tamp6n 4e

to.tato .ódico anteriormente ..neionado. La operaci6n •• .fectúa,

a 'OC.

s. reeo,en :tracciones de 10 ml.. con una ,"elocidad. de elucibn de

O" 1'11 por min. t en la. que se de'termna el contenido en prote!
na. c.aM••• ob••rva la 8\U18ncia de 'ata en 108 .luido., se •.!.

tablee. un &radionte de f\J.erza i6nic«l\, mediante 'tOO mI. 4e tua

p6n de f'08t'ato a6dl.eo 0,001 M Y 200 m1 de 0,1 H, ambos de pB

7.1t. Un 10B eluidos se determina la activiclad XO.

Se re6.nen las :tracciones con actividad XO y 8e precipita la pro

teina con sulfato am6nico haata el 65" eN eaturaei6n. Se obtu

vieron a.05 8 de precipitado activo.

80 11 precipitado obtenido se SOBat. 11 una ••paración crOlDllto,..

"lttica mediante el empleo de una column.a de resina Sephade�,
<1,,200.

El precipitado ee disuelve en , m1 el. tamp6n de tod'ato .64ico

O,�, M d. pH 7,1: f eluyéndc:;e en le columna =edie:ltc el ads:ac

t..,1.m a una velocidad de O" lDl por m.n. S. re_ieron fracci.!
n•••• , mi. La elueibn •• efectúa laua1ment• & 'OC.

S. reunen la. traceion.e activa. 7 •• precipitA la pl"o�.ln. con

IUltato am6nico haata el 6,� de .aturact6n.

11 ,.•• lpitado (1,7'.' ....va tilla actividad ." ve.....,...

que 1. del hiCado ele partida I .1 rencli8liento e•••1 1'*.

Bn la tabla XI .e recocen loa 4tversos aspectos elel proc••o ••

PlII'1tlcaet6u.



TABLA XE

E'l'APAS DE LA PURD'ICACZON H LA XO

....tra

- _---- - ---- ------_ -_. -_-- - ---_-- - -

Yolwae.n (Peao,)
(al) (g) U/III1(.) Ut .../.1(8)

.

A .. E .. G.P ..

,,,"--��......__..,,_......._._-

1.'00,0 2,t¡ '.120 28,79 0,08,
1.1.�3,O 2,,8 2.'5° 1St7) 0,1" 1,,8
1.270,0 2,'1 2 .. '" 1',15 0,170 1."

1.120,.0 2,It 2.680 1t,90 0,'79 ',It'
1'2,0 16,03 3.275 15,96 1,01 12,96
1,*2,0 16,02 2.215 7 ,.a, 2,27 27"a
7,' 290,'7 2 ..162 87.16 3,') I{.O,15

1",' >,71 '16 0.32 11.10 1'tl,O
3,0 2)7,0 '66 18,%2 12,67 155,0

",25 ',"1 ,a5 0,17 20,27 2",0
1,75 178,21 296 8.'1 21,a8 256,0

Ho
51
SI.
Sa
a,d
S,
a,

El. DBAB

a DBAB

81 G-200

a 6-200

•

C\
Vt
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ESQUEMA DEL METODO DE PURIFICACION DE LA XO

81 PI
1 adici6n PO;': o" M. pH 7,ft

Slt

/ . ,cae, ,.oooX8, l' min., l.iac

'.

Hemos.neiaado h.pAtlco in1cial

1/8 aaoaroa. o,a, M

-.ntrif'usaci6n 1'.000x,s.. 1 b

(NH')aSO"
'0 ain•• '.C

lb

1
D11. PO¡It O.O� x, pU 7t'
6 veo•• (P/V)

R,.

" • (W')a80, 1100 JBl 1

.OOOxC. 1 h. �.c

as "

j
Crqmatosrat1a DEAE-celul.

po,' 1 MM. pH 7."
erael•••_ (.. 1Dl) Y 0,1 M (800 asl)

8LUXDO DBAa...l.

'" .at. (NH4)a'01t • ,.000000St 1 h. '.C
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!ARIACION DE �.� Vmáx CON EL��� LA XO y DE

LA XDH

S. ha d.terminado la variaci6n que experimentan los valores de

� y Vmáx con el pH, en 108 sistemas HIPOXANTINA-XO-XANTINA ;

XANTINA ...XO-AC. URICO , XANTlNA-XDH-AC. 'URICO (NAD+ como aceptor

.leotr6nico) , NAD+-XDH-NADH y XANTINA-XDH-AC.URICO (oxi••no co

80 aceptor electrónico).. LAs determillacione. .e han efectuado

In el intervalo de pH comprendido entre ',75 y "'0, en un .e

dio tamponado de tris-fostato .6dico 0,05 M.

Cuan40 .e utiliza 81 oxipno COIDO aeeptor electrlmico, se tra

'aJa en contacto con el aire, las disoluciones ee hallan .atur�
+

da. d. oxiseno a la temperatura de la reae.i6n, '0- O,lDC , en

••taa condicione••ólo .e han calculado 108 valore. de � apa-

..ent••• Cuando el aceptor electr6nico que se utiliza e. el NAD+ ,

.e oalculan lo. valor•• reales de �i y V.Ax.

Lo. "Motivo. y loe preparado. enzim6tico.. s. llev.a¡oon al pH
de ..aacci6la inmecli.atamente ante. de ,.aeterminar la actividad en

zi_tlca. por el _toclo eapectrof'otomitrico habitual.

�.2 .. 1 VARIACION CON EL pH DE LOS VALORÉS DE K..t y V_-.:,
DE LOS SISTEMAS CATALIZADOS POR LA XO.

s. ha daterainado ett primer lqar t la variaci6n ele lo. parAaetro.
cln6tico. d. las reaccione. ca�alizada. por la XC, que utiliza
el olCL.eno COIIlO aceptor electrónico, y en 8U .stado nativo e. i!!,
capaz de utilizar al NAD

+
..

Variact_ón .on. el J!H de !it Y: VIllA en el siste.. hipo

xantina-XO-xantina

Lo. valore. que .e obtuvieron para 1M y Vm6x para los distintos
pila \lt11i�ado. t as1 COIDO lo. correspondiente. a P� y loa V

m4xapll"eo.n en la tabla XII.
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T A B L A XII

VARIACION DE K.M y V.A" CON EL pfl RESPECTO A LA HIPOXANTINA

pH
6

1M x 10 loe VmAx

',7' 1.2) ',91 %,0' 0,61
6,00 ',91 ,,'1 6,75 o,a)
6,50 /t,18 '.18 7," 0,87
7.00 3,99 5,,)9 7,69 0,89
1," .),89 5./t1 7.93 0,90
8,00 '.9' 5/tO 9,'" 0,97
8.'0 5,',. '.26 9,09 0.96
,,00\ 10.90 '1.96 1'.15 1,18
9.50 16,60 ".78 1".28 1,1'

La concen'traci6n enz4...,Atica utilizada aue de 2 U / ml Lne ,

h todo. lo. ca.o. v= molar tranatormüda/min.

Variaci6n c�n el »H .�. Eu y V�.n 81 ai.tetll!
xan'tina-XO-ac.úrico-

-

LoI valor.. que ae obtuvieron para .... y VlIlx para 10. diatin
tOI valor.a 4. pU, ••1 como loa cOI"r.apowU.•nt•• 4e p x.. y 101
,''x' aparecen en la tabla XIII.
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T A B L A XIII

VARIACION DE �i Y Vmáx CON EL pH RESPECTO A LA XANTINA

_--...-----�.> ,,----.�-�-- ,. ".-__�_� 'P'''_. .• _••

pR P �f
------------.----.-------_.-----------------------------------

'.7'
',00
6.2'
6.'0
7.00
7,50
'.7'
8,00
8.a5
8,'0
9,00
9.'0

'.00
.3,40
3,70
3.86
',51¡·
'",
6,0'
8,1'
11,70
",'0
",10
52,60

5,'2

',li,
5.%'
5,'t1
5,4,
5,,4
5,22

',09
",'3
"¡1t8
It,'"
\,28

',11

',ao
3f"

'.74
4,29
',15
6,06
6,17
7,69
13,"

10,'2
10,00

.,,0
0,'0
0.'2
O",
0,6'
0,71
0,18
0,79
0,89
1,11

1,02
1,00

-------_._._.--, .._..-_----------_ .. ,'. ....__.__."'-_._"""'_..,_,....,¡.,-.--

� conc.ntraci6u enzimAtica utilizada tu. de 2 U I .1 ino.

La 1"'epr'••ntaci6n pAtica d. loa valor•• d. plf Y d. 101 V_x
tr'nte al pU•••Iún el .''todo de Dixon (101) (102) t aparece
'n la ti.. 't ••1 como loa corre.pondient•• a la hipoxantina
(vt.aa. '.2.111).

""4' ob••rvar.. que cuando el .WlVa'to •• la hipoxantina, al'!,
I".e un punto d. int"1.xi6n, tanto para plM, como para lo, V_x
a IlprOXiaad_nte pU " e 1&_1 ocurre alred.dor de 10....10 ...

tt... pH 8,1 y 9,2. Eato. v.loro. de pH corresponderlan a lo.
pra 4. 108 pupo. ionizabl•• , que par'tieipN"ian en la uni6n
..1 complejo .. ' XO-hipoxantina. Cuando el lN8'trato e. la

un"1Ila, ap_'.eell pu.n.to. d. infl.xi&n COIIIW\•• para valor•• 4.
pJl de aproximadamente 1,2'7.9;8.' y 9t�)I pue.en atribuir•• ta!!
bU .

.

n a lo. .....apondient.. crupo. ieDizable. que forman parte
del O_'le.jo XO ...xantina.
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Con la8 limitaciones propia. elel métoclo. cabe _erir la po.1-
'bilidad de la intervención de un ¡rupo imidazol d. la hiat1d!
na (p:s:. '.0\), un grupo -amonio ele la 1i81u (pE. 10,79) .,

p1lpo .ulf'uro o quizá perault\1ro con la .1¡ni1'icaci6n que a.

le atribuye en la uni6n .nzima .....uatrato (\8).

Cuando la xantina es el sustrato aparece en ..... repr••entaci,!
ne. pAtica. un punto 4e 1nf'lexi6n pr6,,1111O a pR 1t' ,. po,. .1 h!,
cho d. ..r el pE del Crupo oxo d. la xant1na 7 t ,.. • a. podria
identificar con '1 ; BU intervenc:Um ....ia :baportante en la u

un16n enzima-suatrato.

VARIACION CON EL pH DE LOS VALORES DI 1M y V.....
BE LOS SISTE)� CATALlZADOS pOR LA XDH

Se con.ideran en ••te apartado la variacilm d. 1M y VIlIAx COn

el pH. en 10. 81at."8 en que la tran.1'ormac16n ele 1. xantina

en 6cido 'Úrico, viene catalizada pOI" la XDR. tanto en .1 ca.o

que utiliza .1 oxt••no C01BO aceptor 81oetr6nico. c� ouandO
+

e. el NAO el tran�ortaclor.

Variaci6n con el IR ti. \i l VlIlb S
el ,1.t.6.

xantina-XDH-ao.vioo X NM+ ....xDH...NAlHI

Lo. valor.a de V
tdx Y 1M real, corr•..,on4ient.. a la xaatina y

al NAD+, para 108 di.tinto. valor•••e ,8••• ree.,en en la

tabla XIV y .u l"epr•••ntaoi6n ar'f'ie., ,o.r .1 ..todo •• Dixon

(loo.Oit.), aparece en la 1'1•• 6.
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TABLA XIV

VAIUACION DE 1M y VIDÚ: CON EL pH rmSPSCTO A LA XANTINA

y AL NAO+

6,00
6.'0
1.00
1,,0
a,oo
8.S0
9,00
,.,0

IMx 10' P�l �x 104 P� V 101 V1D4x_x
xantina xantina NAO+ NAn+

_..,.._,._

18,00 '.7' ',10 "'O 20,00 1,30

",90 .\,31 4,20 ','7 26.30 1,,*a
2,ltO %,62 1,00 .,00 27,00 1,'"
2,20 lt,66 00'0 %,'1 27,70 1.4'

2,70 %,,17 0,69 �.16 )4,50 1",

6,60 4,18 ',20 ',90 '*7t60 1,67

'4,00 %,40 1,'0 3,95 ",90 1,60

3,20 Ia.,o 1,00 4.00 30,90 1,,*'

---,. � .. _ ..... :00•••

pH

LA eoncentract6n enzimAtiee utilizada fue 16 U/.t in••

le puede ob.ervar la existencia de �to. •• inflexión aproxi�
ela••nte a pH 6.' , 7�7 y 8,'. que apar�cen tanto al repre.en

tal' 108 valores PB!r d. la xantina y del NAO+ y loa d. 101 V_x.
il hecho auaiere que •• trata de loa pl$ que con••ponclen a sr!!

po. ionizabl•• 4.1 eomplejo enzima-sustrato. que 80n illlPl"esci,!!.
tibIes para que tenga lqar la reacción. Podria tratar•• d. un

srupo per8Ulhro y del CJMlPo imic:lAzol ele 1. hi.tiAina en COIT,!.

lact6n con lo deacrito anteriormente para la hipoxantina, .in

_bario, en cU.f'icil adacrib:l.r el pK d. 7.? f aunq". pucU.•ra G.!,

lTeeponder a un Fupo �old.o ..

En la l"'apr•••n taci6n correeponcliente a plf:M .e 1. xantina apar.!

o. una inf'l.xi6n que nO 1IJU••tran 1a8 otra. criticas '1 ••U si

tuado alrededor ct. pH 8 ,. que poclria muy bien ser dobido al

8I'UJo 0)(0 •• la xantina,.
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Var,iaci6n con el .n.H ..de. �l LVmAx en el sistema

?Sal'!t,ina....;mH-'c�6rico con el oX,l.eno, (l.!!!! ac.
tor electr6nico

La XDH, en ausencia de !tAD+, '!f en medio aerobio •• capaz ele ut!
lizar el oxis_no COIDO aeeptor electr6nico.. La reacci6n e.tá po

ee favorecida y 1M_de observar.. que .e preci.. que la. coue.n

traci6n d. XDH en 81 incubado ••a el doble que la que •• emplea
en 1" .xperienciet. d••critaa en el apartado anterior. En la t!.
1»1. XV aparecen 10. cQJ!"I".qondient•• valore• .,. su rep-•••nta

c16n ¡rAfiaa en la tia. 7.

TABLA xv

VAllIACION DE 1)1 y V1náx CCh'"'\T EL PH RESPECTO A LA XAN'TINA

pH �Sx lO' P� V los VraA..'I:m6x

6,00 1,80 5,7' 2,10 0,'0
6,'0 3,'0 ,,1tO 2,60 0,42
1.00 '.90 "'O 9,70 0,"3
7.50 6,00 ',ao 2.1' o,:.,
8,01 6,00 '.20 "'O 0"'
8,'0 8.10 ',lO 1t,10 o."
9,00 11,00 '*.90 �h90 0,',
9,'0 ",00 1t,50 '.10 0,'0

La cOueentraci6n "llziIuIltica utili�.da tu. ct. ,a U/tal :l.UI!.

Pue•• obaU'VAI"•••n la corr•..,onclie'at ntac:l6n la

.�l.t.ncia d. plll'lto. el. in�l.xi6n! t eOllUnlJa a pH 6,5 • 7.' y
3.75. que cOJ"p...ondian al .,...0 .Q.1i.ddazol ele la hi.tidill&t:¡ a

\ln Il"",o ..r.u1:haro caraeteri.tico d. la xantinoxiclaaa Y ul

.,.0 OXo el. la xantina. tod08 108 cual.. intU"'Yienen en la

Uhi6n en.zima-.u.tl"ato.
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En la tabla XVI se han �e"ido los valorea dé 108 puntos de

intlexi6n correspondientes a las representaciones 48 Dixon d.

los sistemas en estudio.

Pu.ede observarse , que apare.en 408 II"U1)08 que •• repiten en t,!
das las representaciones. y que podrian corre.ponel.r al Il"UPO

imidazol 4e la hiatidina. cuyo nitrógeno ••ria 81 9U8, .eaún

Paiere OLSON ('8), se encuentra pr6ximo al molibdeno y cuyo

papel .s �undamental en la catálisis , el otro sr.po .eria p.�

",lfuro, que se postula que .s tunda_ntal .n la -.n,ión entre

e! enzima y el sustrato, para que tensa lugar •• catálisis en

zimAtica.



TABLA XVX

VALOR&S DE plM y 10a V_x Di LOS Sl:STEMAS CATALIZADOS POR LA XO y LA XDB

------------------------_._--------_._-----------��--,-------� -
-..---�--�._�._.."._' . .,_."...._, ....

_---------

IIIPOXANTZNA-02-XO

plMloa v_

XANTINA-02 -xo

P� loS va

XAN1'íNA-NAD+-sDH

p�(xan.) l03 v_ p�(NAD+)
XANTINA-02-XDH

PK!.t loa V1tl

GRUPO

IONIZABLE

_________________
,�

,_ 04 •. _ ....
_ • •__ •

�_-_""__ .._ .... •__• _

5.955.90

8.258�35

9.159.20

6.15 6,20 6,75 6,35 6,50 6,.30 6,40 DiIDAZOL

(HISTIDINA)

7.50 7.75 1.50 �AMONIO

8,00 1.60 7.40 oxo
, (XANTmA)

8 .. '0 8,'0 3,'.5 8.70 8,40 PU.SULFUltO

(e.ACTIVO)

�-AMON:tO
(LUDA)

7,,0 8,25

3,40 8.'0

9.30 9.1'

...,

...,

(
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La posible intervención d. 108 pupoa aultbicll"ilo en 81 CiclO

cata1!tleo de la XO y de la IIDH, ha 8140 aus.ricla al Observar

lA variaci6n de los valore. 4e KM y Y.x con el pH Gn todo.

108 al.tema8 estudiado••

Por otra parte t .0 postula que la intarvenci6n 4. 108 arupos

persulf'uro en la unión enzima ...ua'trato 08 8.encial para la ac

tividad catal:4- t�lC)a d. la x&'ltinoxidaaa �. distintas prooeden

cia. (48) ..

Se ha procedido a la investiaaci6n de la exi.tenoia de tale.

FUp08 en la IDOlécula de ambo. .rud.•_ y la posible apuioi6n
de 8I'VP0e lJU11'hidrilo. Por tanto .e ha intentado ctet...llinar el

etecto que producen sobre la actividad eatalU10$. el. la :u '1

ele la XDI! determiua�o. reactivos caracter!.tico. d. 108 pupo.

ült1.

INHIBICION DE LA leO POR PCMB

11 etecto inducido por el PCMB .obre la aotividac1 csatal!tica

ele la XC, .e ha determinado f'J.'"ent. a diver.a. concentraclon••

eI.l reactivo. manteniendo constante. la del enZima .,. la 4. 1.

xant1na.
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T A B L A XVII

INHIBICION DE LA XO POR BL PCMB

-----�---�-------_.--

" lNHIBICION

6in preiucubaei61l

previa
preinoubacilm

60 miu 120 II'Iin

__....------,_ ....-----_._......_-----, -------------------

0,01 2,' 2.ft a,'
0,1 ',0 ',0 la.,
1 16 l' 11¡

10 88 8, 87
100 100 100 98

XO o 2 U/al in•• , xantina •• ,1 mM ; t.to.t••6di.o 'O .,pH 8

La inbibici6n inducida por el PCMB .obre la aot1Yidad .e la XC,

puede ll.sar a .... compl.ta 86n en pr•••noia .. concenVacion••

rolativamente baja. de reactivo (0,1 aH).

La :blAibiei6n no crece al preincubaI".e la JeO ., el asente 1nhi

b14�, 8in en periodo. mA. pz"oloqado•• 1m efecto, al preincu

bar cluant. 220 .in.. la lIRIa.tra de COBlpOoiei6n Jul.,1t_1 , en la

que la eoncentraci6n d. PClsa fue ct. 1 X 10"'''', .... aoditica el

porcentaje d. inhibici6n obtenido (l'�).

�L��.1!!..._�!._.!.� .�.J!.l\�b.!cJ6n.....1.&:0148 •• el pe••0-

bre la XO
_....-;---------

El earActer rever.1ble 6 irreversible de la 1Dhibic16n eJ••i

da .obre la XO, por el PCMB, lila ha ..tablee:i.do por d8*el"8'd.o."

f!i6n ele laa veloe:1.clad.. inicial.. •• reacci6n. en •••tras que

'ontenf.an concentraoione. crec:lente. ele XO en a...ncia ele tnb!

bielo1" y de otra. que conten1,an, 84__ conoenvacione. cree'e!!
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te. d. pcm, sin establecor contacto pr9vio entre ambo••

Lo. result.ados que se obtienen COn concentraciones de PCMB
�6 0-6

.

,xlO M, 5xl )'1 y en a_eneia del inhibidor, 80n 108 que

aparecen en la f'ig .. 3. Se observa en ella, que laa reeta. oh

.erlidas con las do. cO".I'lcentracione. de PCMB y la ¡¡oecta oontrol,
no .'" cortan 011 E'l origen lo que indica que la inhibición por
PCMB •• irreversible 6 p8eu4ofrreversible.

ReV<8\"'Sibilj.4a4_ de la inhibici6n in4ucida por 81

PCMB .obr. la 1(0

Con objeto de comprobar .1 carácter irreversible o ••eudoirre.

ver.ible de la inhibici6n por PCMB. se ban efectuado ..porien
oias en las que .e mantienen en contacto, XO (, U/.t) oon con

oentraciones .ariabl•• de PCMB a 30 ! O,lge durant.. 'O min.l
tr&n8currido el int.-valo de contacto •• dializan la8 ....tra.

c1uranté 20 h a /toe, tr-ente a tampbn de tostato .64ioo 0,0, M

d. pH 8.

'iaalizada la di'li.t.�, .e d.terlDin6 la actividad d. l•• mue.

�a¡ frente a las concentraciones .e ...trato ac..tuabrada••

üa. velocidades baIladas resultaron id.ntica.t tanto en lo. c�

loa en que •• bablan utilieado dis�intas CODcentracton•• de

PCMB, como cuando laa mueatraa no 10 contentan.

.

: Lo. r.sultados indican, que la i1'lhibic16n ejercida ,Ol'" el PCMB

l. reversibl. por diáli8ia.

§�!.cto del _!-MttFcal!.toetanol (2-D! ,ob" la inlú'"

bición inducida ,01" el PCMB ,obE! la XI

11 2-ME no eJorce ."ecto a1pPlo .obre la activida4 XO a6n a cee

eenh-ae:l.6n tan elevada COIDO 10 mM.
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Se mantuvo la XO en contacto con PCMB, c�a concentract6n pro
voca inbibici6n. En muestras paralela. � .e añadi6 a-ME 1 raM.

Al determinar la· aetiVidad se observa, ",e la adici6n de 2-MB

anula la inhibici6n inducida por el PCMB, 4e modo in.tantáneo.

La recuperación de la actividad e. indep�clittnt. d.l ti'lapo
que hayan permanecido en contacto el enzi.. y .1 PCMB. Eat. b.!
cho concuerda con la ob••rvación previa de que, .1 arado ct. in

-

hibici6n, que provoca el PCMB, e. independiente ••1 ti•.,o d.

contac to previo ..

Cinética de la inh�bi�!�n_�nd.uoi4a por el � �o
bre la XO

s. ha demostrado (véase ".,.1.1), que el PCMB e. inhibidor ,a.,!!

diorrever.ib1e d. la XO, y qu. la actividad •• re.upera por di!
11.i.. El hecho .usiere, que la unibn entre .1 enaiM ., el in

hibidor e. muy d'bil en au.encia ••1 .�trato xantina.

Por otra parte, la inhibición que ejerce el PCMB en pr••en01.

d. xantina y ain cont�to previo e. 4. nat_aleza ilTe.....lbl.

(v•••• 1'1&. 8).

Lo. hechoa comentado.. .usieren que cualq_wa que ••• la nat]!

ral.za de la inhibición provocada por el PCHI, .erA d. tipo no

oOmpetitivo puro.

S. ha podido contirlllal" la hip6t••i., ya que la 1nbibici6n •• ••

Upo no eoapetitivo puro, d. oar'eter lin.a1 (�i&. ,).

Valoracibn d. ¡rupo. -SH •• la XO con JCNB

La valoraeión de P"Upo. nlthiclr:l.l0 o pernlthibilO libre. en

la XO •• ba ....ctua.o por el "tocio .e Boyer (v'a•• ,.1.6).
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La. Iftle.tras contentan cantidades Recientes de XO (1xlO-6 a

lslO-' M). La concentract6n de PCMB en el incv.baclo S8 mantuvo

constante (lxlO""J.l). S. micU.eron la. densidades 6pticaa a di

terente. intervalos de tie..,o. en laa distintas lIftle.tra., ha.

ta , h ccao máxilDO••in que .e obaertr••• ninsuna variaci6n, 10

cul constituya indicio de que no exi.ten I"IP0. .ul1'h'drilo o

pll'aulfhidrilo libre. en la mo16cula de la XO.

",••to que •• ha postulado la .xiatene 1a de crupoa peJ"plfuro
tu la aaolicula de la�tinoxida.a (32) (,3) ('8) (lt,) , cabe

lUf_er, que •• hallan situados de .modo que .e ••tablezca unifm

con el 'tomo d. molibd.no, con 10 cual quedarlan prot•• ido. d.

la acei6n ct.l PCMB.

ACCION NULA DEL ftNB SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA XO

S. e.tudia, a contilluaci6n, la accié ct.l DT.NB ...eactivo cara.!,
terl.tico de loa crupoa �Cbidril0.

La. experienoia••e han et'eo'tuado con las ooncentracion•• enzA
..tic.. ha'bitua1.. y en concU.cion.. expert_nta1e. anAlo,.a a

la8 el_ 1a8 utiliza'" con .1 PCMB 1 la8 concentracion.. 4e DTNB

••tUVieron oOlllpl"endida. entre J.xl0:6 y ,xlO'" M. Tanto Ihl la.

experiencia. ain contacto previo.como cuando '.te •• proloq6
-ante 1 h, el DTNB no produce variaoion•••ip.it'icativ•• d.
la actividad enzi_tica.

0\.,., INHIBICION DB LA XO CON IIA NBM

L. aC.ibn que induc. la NBM .ohr. la actividad .0, •• b. d.te�
Iatna4. en la. condicion•••xperi..ntal•• y oon 1•• oonoentra

tlon.. d. ._:1._ Y d. •..trato 146ntiou al•• utili..... en

la, 6Xperieneia. con el PCMB.
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El reactivo inhibe la actividad de la XO, aunque en manar ara

do que el PCMB.

La N�i, lx10-' M. provoca una inhibición 481 100% y .610 e. 4el

,� cuando 8'1 concentración ea lx10-6 M.

La inhibición 110 ea progresiva, ya que al mantener en contacto

la XO con el reactivo durante tiempo. de haata , b, el 30 ! O,lIac.
con distintas concentracion•• de 'ste (hasta 3XIO'" M), que pro

vocan inhibici6n del 7''', no a. incrementa el Irado 4e la 1nhi

bici6n ..

Carie,t.er_.•e la inhibición ejercida 'J!- la 1tDl ao

._ la XO

11 oarácter reversible o irreversible d. la inhibiei6n eJ_"oida

por la NEM sobre la XO. se ha establecido por ..dida d. laa ve

locidad.s inicial.. d. reaeci6n en mue.tras que oontentan con

centracione. creciente. del enzima en aus.noia d. in.';ltbiclor. y
de ot.s que contéDian, acle.a, diet':\'ntaa concenvaci_.s .e

NBM, ain eatablecer contacto previo entre 81 inhibiclor y el en�

zia ..

Loa rea1lltados obtenidos aparecen en la :ti•• 10. Pued. observa!:.

'., que laa diatinta. rectaa pasan por el ori.en, lo que indica

que la inhibici6n ejercida por la NBM es de car6cter Feveraible�

Cinética 4- la inhibici6n inducida por 1. Mili a.

bre la XO

La inhibici&n reveraibl. que provocft la NIM, aobre la XO .....!
t••U caracterizaci6n cinética, • indica el centro .e 1. molé

cula elel enzi.. aobre el que act.....1 ..ente inhibidor.
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Los resultados obtenidos aparecen en la tis� 11 ; se puede ob

servar que la inhibición e. de tipo competitivo de carácter no

lineal. La repre.entaci6n secundaria de la. pendiente••• de t!
po hiperbólico (tig. 11), lo que augiere que la accUm del in

btbidor, .e realiza al azar, o bien, que 108 complejos que pu

clieran orisinarso.en la adición del inhibidor se transtormen e

con una cierta velocidad.

INHIBICION DE LA XO CON IAM

In el estudio d. las accion.s que inducen lo. reactivos de .ru
,

-

pos sulthidrilo sobre la actividad catalltica .e la XO, se ba

.eterminado la influencia de la %AH.

Las condiciones de experilllentación rueran las indicada. en 10.

apartado. anterior.s.

La inhibici6n que provoca la IAM no •• lII'Q..y eleatao"a t ya que

cuando la concentraci6n •• lX10-S M. la inbibici6n .$ del 7t'�

'1 solamente llesa a ••1" del ,a" cU&,Ü,jo e. cte lxlO-' M.

11 etecto inhibidor de. la IAM no ea prosre.ivo a lo larlo del

tieapo, ya que manteniendo en contacto el enzima y el r.acti�

YO 180 min. no •• oh.vva incremento en el srado de in!libiciÓD.

Carácter d. la inhibición �J.�ci.a 201" la � .�

!!.�! la �C!

In. la ••taradoación del carácter reveraible o irreveraible ••

1. inhibici6n ejercida por la IAN, .e procedió a �r l•• ve-

10ci..... inicial.. .e r.acción d. �.tra. que conte6ian con

Oflntracion.. creoient.. de la XO en .uaencia del iD1ú.bidor y

d. otra. que contentan, .el..... concenb'ac101l•••• IAM ain co!!.

tacto previo entre .1 inhibidor y .1 enmu..
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In la :tia. 12 pued.. obaol"Vara•• qu.. laa tr••••ota. obtenida.,
,. cOI"tan en el oris.n lo que el.....tra que la inlliblcl6n ••

rever.lbl. en ••t� condicione••

Cin6tica d. la inblbioi6n ¡Lncluc;tda pOI' la pM .0-

!!.Jte la XO

s. ha procedido a deter.ioar lA caracte.rizaci6n cin'tica d. la

inhiblci6n rever.ible que induce la IAH .obre la XO •

..,. re.ultado. obtenido. aparecen en la :t1l. 13 , en ella ••

puede apreciar que la inhiblclbn ejercida por 1. IAM •• •• tipe

acompetitivo con r••pecto al .uatrato xantina. La "pre.enta'"

oi6n .ecu.ndaria el. 1•• pendiente. :tren;t. • 1.. ooncentraoion••

del inhibiclor, r.au.lta ••r de tipo hiperb6lioo. 10 cual podrta

indicar. que .1 inhibldor •• adioional al a_u. o bien. q..e 81

cMlpl•.jo tontado por el enz1... y el inhibid.. tuvi.... 't,lna 01.
ta ....locida4 ". r••coilJn, .n anal.oa1. a 10 ... oc_,.. oon la

NIM.

Lo. reactivos d. loa �'TUpo. aulfhidr:11o. con 10$ que •• ha �

ria.wm.tado t ...atran l,l11 cOIDPortamiento ditereu:te con la XO. El

DTN8 n� a:t.cta a la actividad del enziaa. llien"-•• qUe el PCMB.

la NEM y la L\M 80n 1*.:14101'•• t .i bien di1'1ven en el c_A.

ter y .n el tipo ele inhibicibn que luchaoen •

..1 la inhibici6n .Jero:l.4. por .1 PCN8 •• '.....irr.-v.r.:lbl.,

td.entr•• q_ la provocada por la NBM y 1. IAIl •• l".v....ibl., y

en todo. 1_ caao. 1.& inbJ.bici6n no •• pr......J.va ..

Al c....ct.rizar cln'ticament. el tipo •• la inld.bicibnt •• ob

••rvan dU.r.n.ci•• , ••1 1••jeroida por .1 PCMB •• el. tipo nO

o....titivo puro lineal, 1. que proveoa la NIM .......t1t1va

• hi,Vb61tea y 1. que indu•• 1. lAM •• d. tipo 8•...,.t1t1vo.

hi,.rb'lico.
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Fig.13Inhibición por IAM de la XO (Sª XANTINA-02-XO-AC.URICO-H202)

Tampón fosfato sódico 50 mM pH 8,0; [X� = 0,4 U/mI

(a) Representación de Lineweaver-Burck ; de abajo a arriba : rAMJXlO�M-l= O ; 1 : 10

(b) Representación secundaria de intersecciones correspondiente a la fig, 13 a
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Lo. tipos de inhibición observados permiten postular la hipó
tesi. de que cualquiera de loa inhibidores ensayados no se un.

I
a la torma libre oxidada de la XC, en concordancia con lo suge

rido para el enzima de otras procedencias.

Por otra parte, la unión de la NEM al enzima deberia realizar

,. en el centro de éste al que •• une la xantina. Tal adición

,610 podrá ocurrir en alguna f'as. del proc.so mecaníatico, en

la que el enzima no se halle en .u estado inicial, ea decir en

la fa•• oxidada. El que el primer sustrato que .e adieiona sea

la xantina plantea una dificultad en la interpretación del .. -

eanismos. Sólo podrá solventars. aquélla 8i so acepta que el

enzima, que puede adicionar tres mo16calas de xantina y libe

rar tres moléculas de 6cido úrico por cada centro aotivo ante.

" 8U reducción completa y nueva oxic:lación por el aceptor ele.!.
trónico (48), adicione la NEM cuando se enc.entre en alauna de

la8 fa.es intermedias de reducción , es decir, quando ya ha ca2
tado una mo16cula de xantina y liberado Wla de ácido úrico por

10 menos (pudieran ser dos). Existen otras dos solucione. pos!
bIes. Bn efecto, el intermediario en.zim4tico mecantl!ft1cO p08i ..

bIt que aparece cuando se ha libera",o una molicula ele 'e ido vi

co podria unir.e. _iGn a una molécula de NBM o bien. a una 4e

xantina. Otra posibilidad es que el intermediario citado tue-

•• reoxidado por el axiseno que actúa como aceptor electrónico.

La. auposicion.s apuntada., permiten tormular la hi.....i. de

que la repre.entación hiperbólica, que aparece pudiera .er deb!
da a la probabilidad de existenoia d. los disti.toa camino.

que pudieran .e¡uir lo. intermediarios d. reacolón.

Bl distinto. comportamiento inhibidor de la IAM con refpecto a

la NEM. acompetitivo en vez de competitivo, puede explicar.e 8i

•• admite 'ue la unión de aquélla con la molécula del enzima ••

••tableee con una torma distinta de la que •• une la xantin. y

aclemá. que ambaa .e hallan ••parada. por p.sos irreversible••

Z. d. eaperar, que la uni6n ele ambos inhibid.... tenaa lUSar
en el aai88l0 centro, pero la IAM lo hará cuando ya se hayan li-
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bar_do las tras moléculas de ácido úrico, coa lo que .e er�ar'

una irreversibilidad y el enzil8a. que .. hallarA totalmente 1".1.
elucido, ya no podrá I'i"ar nincuna IIIOlhul.a de x_tina.

a. ha .\1881"140. también que el reactivo povooa la .lquilación
de la f'lavina (,8) ('9) ('*0).

La unibn con la t'lavina ocurrirá ewmcto .1 enaia. •• u11. .n

••tado reducido, lo que detGrllinarl. qUe la 1nhibi.i6n tu•••

•• carácter acompetitivo, que •• 1. que oc..... en ....lidad .. 11

que la repre.entac16n ••cundaria d. la inhitd.cl6n .ea una hi. ...

pirbo1a t deberá indicar que 81 complejo 4" la tOl'1Da 8.1"tio.

oon el inhibidOS" po••, veloci4acl ct. "••coi&n, .1 bi....ta .er'

..nor que la del enzima libre, 6 bien que .1 ensi_ pueda ac.
tu' al inhibidOJl" o al aceptor electrónico al uU'.

La. hip6t••ia f'ormulada. preoisan para su .....oba.i6n el ••-

pleo d. otro. "todos, trincipal..nte el •• IPR.

INHmICION DE LA XDH PCJt PCM8

11 detenatnar la variaci6n de 1M " VlIlx
con el pB .. la DH

'&ftD ¡J....a au actividad ox1ü.....ca oomo ñJ.4ropnAaioa.......

O' un punto d. inf'lexi6n en la .ona c etwi.tl•• de 10. P'U'"

p08 .ult'hidrilo o auper.u1thidril0. en eonoorcJancla .on 10 que

,. ob"erva en la XO.

S. ha proc.elido, por tanto. a e.tab1ec_ 108 .,.•••oa que .J....

can loa reactivo. "e lo. crupo....SH .ob... 1••eU",i4•••• la

XDH.

In la. F'P..i.noi•••• ha utilizado el .-iI1••••. parcial "e
DR. ya d.acrito (vi.ae ,.2.a)•• la •••"-n••16. ct. 1•• a.!

Uv1dad•••• utilizaron cono_tRol....... ,••/.1 ,...
la d....

'el"ll1inac:t.6n •• la a_tiridad oxidA.toa '!f .. 16 V/.-1 .... 1. 80-

U'ri.da. 4••hieb-••eni.:1.a. La. ..-rien01..
•• .t••tU4WOD a

30! O,lOC, en ..dio d. t...6n •• to.tat••
64100 0.05 M••• pB 8.



En laa experiencias de determinaci6n 48 la ••tivi4ad do.hidro
senA.ica el .uatrato tu. xantina lX10-� M y el ....tor e18ctr6

+ .., .-

nico NAD lxlO J.i.. Cuando .e Rd.d!6 la actividad oxiÜ_!ca ••

utiliz6 también xantina lXlO"''' M e_o _.trato, ,.ro el acep ...

tor eleetr6nico tu. 91 oxis.no di_uelio en loa incubado. en
la. condiciones .atanclar de eA-porimentaci6n.

El PCMB inhibe amba. reaccione.. ai.nclo 108 poroenta..,.. d. in ...

hib1ci6n análoso. a loa obtenidos en ".,,,1 con la XO .. La inhi

bición de ambas activ1.4ad•• e. completa cuando la .onc.nt�acUm

d.1 PCMB •• de lxlO-4 M.

La iahibición no progresa con el tiempo .e e_tacto del enziata

con el 1'018, a lO .:!:. O ,lDe, aún deapú••e intervalos tan prol�
laeloa e 01lIO 300 asil1.

Caráct,er de la inhib!c16n ." ••1- J!Or .1 HHB 80-

l!!:!. lu actiy1.!!!4,.s el., la XDH

s. ha procedido a determinar .1 carA.ter reve..sibl. ca in".�rs!....
ble de la inhibicibn ·;;.rovoc.4a por el PCMB .ob... 1a8 ac�ivi«a ..

des. de.bidrocen6aiea y oxidA.lea, d. la DR.

Loa result.ado. obtenidos apare.en en la tlS .. l' • Y l' ¡" en

ella. ee pon. de manifie.to, q_lla inhibiei6n de .1Iba. activA
ciad•• por P01D, no e. revers1ble en 1•• c_wU.eion•••e •.,.1"1 ...

..ntacibn.

!!Y..tt,r.l1!iliu,. ,01'" 411611.1. de. :1a inhi�i.o16n inq

,!,iCla por ,,1 PCMB
.•
sobre la! ",0,"vi..... •• ,lit DH

&1 que la inhibic16n que provoca el PCMB sobr. la DR••• au•.1

tao••• oar'et... no rev.al})le, puede .i.ni�ic.... , q- ••• lrr....

v".ibl. 6 .aeucloirrleY'8J'aibl•• s. ha cl.t�O dicho ....,.t...

"-tiendo a cli'l.iai.. ....tra. el.l .wI.Uaa ..... habLan .ido Pri�;·
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Fig. 14- Inhibición por PCMB de la XDH ; Tampón fosfato sódico

50 mM pH 8 ; de abaj o a arriba [PCMB] x107 ]>1-1=10; 8; O
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(a) Sª XANTINA-NAD _XDH_AC.URICO-NADH ; xantina
=lxl0 M

[NAD+J =lxl0-3 M
_

-4-

(b) Sª XANTINA-02-XDH-AC.VRICO-H202; �antinal=lxl0 M
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incubadas pon PCMS ..

Las muestra. en las que se habia de efectuar la 4et�Da.16n

d. la actividad de*hidr0SGnásioa contenian 8 V/� ct. inoUbadO

y la. destinadas a la deterlDinaei6n d. la a.UViciad oxt.u.io.

16 U/IDl. La concentrac16n ele PCMD tu. en ambos casos d.
-6

2XI0 M. El intervalo d. contacto entre el PCMB y 1. XDH ._

prolongó durante 30 un... 'O .!. O,lGC, al cabo de loa cual••

•• diali.zaron las muestra. .trente a tampÓll de toatato .64ico
n

0.05 lol de pH <).

En todos 108 caS08 las activi4ad.. de laa ...atra. incubadas

con PCMI, •• moa trdon análosa. a las bal1adas para la. COFre.!.

pondient_. llIU.filstras control en au••ncia del oitado reactivo ia
hibidor.

Los re.ul tado8 perm:i.ten at'irmar que la inhibicibn que provoca

el PCMB .ob�. ambas actividad•• del enzima •• d.....'ct.r P"�
doirrevell"aible ..

C;ln'tica d. la H!!!ibicibn i!l4!.ida 101" 81 �

,obr•.18. 8cti,Yidacl.. .. }.! IDS

Bl que la inhibici6n que ejerce el. PCMB .obre las actividad••

anzimáticas de la XDH. aea irreversibl. cin6ticamente, impli�

car6 que al tipo d.·inhibici6n .8a no ca.petitivo d. ""ct..

lineal, al ipa1 qu.e oolllTla con la XO.

Lo. resultado. obtenido. apareo.n en 1u '11 .. l' Y 16. 'Y eoa ..

ttl'Mn 81 tipo d. inhibicibn .... •• po.tul••
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n 1. icion por PC:tvlB de la XDH (Sª XAL'JTINA-NAD -XDH-AC.

URICO-NADH); tampón fosfato sódico 50 mM pH 8 ; XDH 16U/ml

(a) Representación de Lineweaver-Burck respecto a la xa�

t. r 1 6 -1 [j
- 3

1.na; de abajo a arriba yCMBJx10 M =0;1;2 ; NAD. =lxlO M

(b) Representación secundaria de intersecciones fi$.15a

(c) Representación de Lineweaver-Uurck respecto al NAD+;

de abaj o a arriba [PCH� x106 M-1 =0; 1; 2 ;E'antin� =lxlO-4 M

(d) Representación secundaria de intersecciones fig.15c
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Fig.16Inhibición por PCHB de la XDH (Sª XANTINA-02-XDH-AC.URICO-H202)
Tampón fosfato sódico 50 mN pH 8 ; [XDHJ =32 U/ml ; de abajo a arriba [PCNB]X106 H-1=0; 1; 2

(a) Representación de Lineweaver-Burck

(b) Representación secundaria de intersecciones correspondientes a la fig. 16 a
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INHIBICION DI LA XDH CON D1'NB, NEM Y :tAM

Mediante la utilizac16n d. la. condioione••.,...t_ntal ...

ol"ite. en '*.,., t •• procedi6 a ••tvAiar el .t•• to Mlú.ld.4..
que 10. r••tant.•• r.act.ivo. «. P'UP" -SH, .""'0......1..
lO, ejerClian sobre la. aotiviclacl•• ox14/I1d.ea ., ".i4r0lclai ...
ca d. la XDH.

'f A B L A XVIII

INHIBICION 0& LAS AC'tIVIDADH Da LA Da IOR D'lNB, NIM t IAH

"act.ivo Conoentracl6n " Inbibloi6n
(M) aot.oxiÜ.:l.o. a.tiv•••abidr..�i.a

DTNB lxlc.,,1t a ,
D'1'N8 '.10-" , ,
NIM 1x10

...6 , ..

HIN 'XIO-' .. -

HIH lxI0"" " ...

XAM llelO'" 8 ...

IAM lxlO:� � ..

[XUu]axi••.tC••,a U/1Dl • [,ioI!T...b1.....ú.ica.16 V/aIl •

[xantina] .lXlO-" M • (juoj .1xl0"" M , � tHlato .Wioo

SO mM pH 8 • ,O.!. O,lQe.

En n1ncún caao .1 er••t. que 1" re.oti ea l ...

Un_d... enaim6tica. viene af o por .1 ti .

-b. '.t08 '7 .al enzima.

IatOlJ r••ult"doa llevan a ••tableoer UJW dit..encia iIIp..tan'.

In cuanto a1 coaportaaaiento 4. la DR. ouan40 •• trata de la &.2.
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tuaci6n con el oxigeno como aceptor electr6nieo o bien, con 81

NAD+.

Lo. reactivo. de grupos -SR con 108 que .e ba experimentado; ••

comporta'!') de forma anilo.a COn .1 enzig¡a ele pl"OOedencia bOVina

y con el de pollo, cuyas actividad•• oxidá.icaa 1nhib.n�

Por el coritrario, la.actividad 4. la XDH no s. ve afecta•• por

108 mencionados reactivo••

La diferencia quizá pueda a.. el.bid a a que la pre.encia del
+

lIAD • impide la fijación del inhibid_, para du· lUlar al e_-

pIejo enzima-inbibidor, ya que la tiJaciml del NAD+ tiene lu

,ar en el grupo f'lavinieo, y dado que la tiJación de la IAM

tiene lusar en el raiamo 1"11'0, .e debtil suponer que la Uld.6n ....1

NAD+ evita la tijaci�l d.l 1nhibidor (,8) (,,) (%0) (yi•••

".'.4.2) ..

Por otra parte. parece probable que el NAD+, int..".... en la

eecuencia meeani.tica ante. ele que lo haca 81 oxt.eno. C'UAn'o

'.te actúa como aceptor el.ctrbnico I e. d*.1r, crue no .eDlan

lUla- 108 ve. paso. que caracterizan a la aticiftn ••1 au.tra

'lo X9ntina en la reacci6n oxta.te. t .iao qu.. .1 a.ept_ .1....

tr'üico intera.cione con el enzima una vez •• ha 11__.40 la

pr:ialera mo16cula d. lN.trato.

tcual...nt. exi.te la poaibilidad que .1 NAO" ••a cap•• el. ac

tuar de moditiea���e la eatruc.ura enzimlltic., uni'rut••• en

,..1..1' lusar al enzima.

La. hipbt••i. formulad•• pueden encontrar au confir_cl(m en

,..t.rior••••tudio. cin'tico. (vi...... _cl_l_t.).
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11 proble.a que •• abord& a continuación, tue 81 de intentar

iran.tormar 81 enzima de torma que en el ca•• d. que su activi

ciad de ericen na.••• oxidA.tea. éate cataliza•• reaccione. "..t ..
+

!izando el NAO como aceptor .1ectr6nico. y qu. cuando IU act!
victa4 pr.dominante tu.... la d••hidro••nA.tea. .. con.i¡ui•••

di.lDinuir '.ta en beneficio ele la ox1d'.10•• Un _"..,10 4e 1.

primera •• la XO y de la ••cunda la XDH. la8 cual.. han aido

Objeto de lo. pertinent.. tratamientoa en 81 pr•••n" trabaJo.'

La iut.rcon....i6n d. la. actividad•• ha si40 objeto ca. .studio

'1 •• ha intentado clemo.trar la aclitividad .e la. aotivid••••

oxidA.ica y ca••hidro••nA.ica cuando araba. coexiaten (,1) .. Ovo.

autor•• ('2) (,,) (,4) ('S) (,a) (57). tratando xantln4••dro
-

lena.a de Msado d. rata recién pr.-p&l'"ada, oon distintoa ....e ..

tivo. (v'a.. l." ) provooan la aparici6n el. actividad .:Id.d'.ica.

'1 108 msmo OC\ll"" cuando el enzima se contt..... a ��C.. ..ta.

i;í'ana1'ormaclon.. .on illlpedl4aa por. ¡� pre••neia del Df& • del

DTT. Aaimi..o los 40s ..rcaptidos ktel"iot'..nt. citact.a .......
tran capaces d. invertir el proc.s., esto e. devolver la acti

vidad d.shidros.n6.ica al enzima qu. habla .ido tranat.l"III6do

previamente en oxidasa. Zstos resultaclo. son 1.'1'1tioO. a loa 01

tenid08 por 108 .i••os autor•• (loe. cit.) con la xantinoxiclaaa

de bisado humano ; con el enzima 4. hi,adO .e pollo no .btuvi�

Fon resultado. positivos.

EfECTO DBL 2-MI SOBRE LA ACTIVIDAD DI LA XC

� primer lusar, •• determinó la aotivida. oxid'.tea que ••••tan

di.tintos ho.oseneizado. de hi,a'o d. buey. a ,B 8 en "..,60 d.

to.tato abdico. obtenido. tal óomo .e indica en %.1.2 I •••il�

,.eren en la proporción 1/' paJ"a etectuar incubacione•• cuanclo

o el aceptor electr6nico utilizado ru. el oxLaen0. Lo. hemol_ne!
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zados earecen d: actividad cuan� el aceptor electrónico util!
zado era el NA» •

B1 2-�1E hosta 10-2 M, no afecta lA a�tividad oxidA.tea de la XO

(véase It .. , .. 1 .. :U ..

+
11 NA» presente en el medio de reacción 1Í:ll.iva"l1te actia

inhibidor de la reacción oxicláaica, si el enziaaa adquiere

viciad de.hidrogenAaiea •• reducirLa a NADH.

s. ineubaron',a pH BaY 30=O.lQC, de bomosen.izado (0.06 l/al),
con 2-l-m (10- a 10'" M), durante intervalos 00..,r.nd140. enae

, min. y 1 h. Y la actividad se determin6 trente a xantina

-4
10 M. Laa muestras incubada. o no con a-ME no exhiben dit.._.!!

ola. de activiclacl y ello ea indicio de que el tiol no induo,

aparici6n de actividad deabidrocenA.ica.

Al etectuar laa anteriores experiencias en anaerobioste t....-

ea se ob.erv6 que el 2-ME induJera acei6n al¡u.na.

In otra 8erie de experieneia. las IIIUClstrae ..1101011..... q\le h!,

bian sido incubada. con S-MB (lO·' a 10·a M) .e aoa.tieron a

4111.1.1. durante 20 b, en presenoia .e earb6n activo y 4e.,ué.

le determinó la actividad oxidá.ica y la posible actividad ••�

hidr0s.ná.iea ; ••ta última tampoco •• perceptible.

La interconver.ióll parcial de la xantinoxicla•••• hilado •• r.!,

ta 8n de.hidro.enasa 11••6 a consid.rar la posibilidad •• qu.

el ensi_ s. halle e1"& ••t.do nativo, en ••ta _ti_ t__ y

que 'J.."Perimenta al teracion... a lo 1.....0 d. h proo••o. &1.1.

alento, que la transtormen en oxida.a.

Bn el proceso .e purit'icaci6n .e la XO. el contaoto oon 81 .....

4io ambiente. aa! eOl8o los distintO. vatamentos • loa que .e

.�t. para obtenerla con alto aradO •• pureza quizá pudi•••n

inducir "RabioS en la 1II01ltcula enzi_tiea que provooarlan la

,irdi.. d. la actividad eat.alitica eon el NAO+ como aceptar

'lectrbnico.



.. 10' -

Con objeto de comprobar la hipótesi•••e e"eotuaron ",,11'1$a
ciones paralela•• una en la. condicion•• habitual•• (v'a••
�.1) y otra .�1'l la que se efectuaron todo. lOa trat_t.ntoa .n

pr•••ncia de 2-}Z (5�lO-2 M). A 10 lar,o d. -.bo. proc••o•••

purif'ic:acibn, •• determinaren las distintas aotivicJacl.s, en

auencia y en presencia de NAO
+
•

In la puri:ticaci6n en presencia de reaotivo li61100 •• 1*80 4e

.nifieato una pérdida de un 20" d. la aotivi.la. con I"....cto

a la corresponcliente purif'icaci6n control. &1: ,p\&l'"i'10840 f'inal

que se obtiene en presencia de a-MI ea de un color verd. atDU"i
-

lIento, claramente dif'ereneiado 4e la coloraci6n oore ••1 que

le obtiene en auaencia del tiol.

Lo. reau1tado8 oIf'tenidos con el a.)1I indican que en 1•• oondi

cione. ensayada. el reactivo, ee mueetra incapaz •• provooar

1a1 alteraciones nece.arias en la mol6cula «. la xanttoxid•••

4. hilado d. buey, que induzcan la actividad catalittca con el
+

lA» como ac.ptor electr6nico.

EFECTO CBL NallSO, SOBU LA ACTIVIDAD DI LA XC

S••f.ctuaron ••tudio8 con cli.tinM. concenvac1on•• el. laUSO,
(lxl0-5 M a 1:,,10·' )1) Al pH 7 tlt en tampbn •• fo.tato .64100 •

301l .:t • t li2C.

+

Si la experiencu •• eteetúa 8d.... en pr••encia d. NA» •

b:l0'" M, .e observa un lncr..-nto d. la iDhibic:Lbn ••1 ,. "

P'''1or Q la obteni.da en _u.ne!a •• é.te.

In nincún c••o •• pudo ob..rvar la apuoicibn •• ..tiriad d.....

UROs_ná.lea, 1808trlln40'•••te r.activo incapaz •• inducir ID.!

Uticacion•• adecuada••n la 8lO1icula ••1 enzi.. para l. a,ar!

ción de ,.ta.



EFECTO DEL DTT y DEL DTE SOBRE LA XO

81 DTE 'Y el DTT son reactive. de car'cter reductor que .. mue.!
tl"an capaces de impedir la transformación el••e8hidro••nas. en

ostela.a e incluso reconvertir la o:d.daaa transt.._.. en eI.ah!
drogenaaa, cualldo se trata cte .)�antinox1daa. hwnana y ele rata

('2) (,,) (5�) ('5) ('6) (57). aunque han poatulado 108 oitado.

autor.s , que loa citado. enzima. actwu'l preterente.nte COlllO

d••hidr0senltaaa "in vivo".

s. d.scriben • continuaci6n loa .t8ct08 que aJIIbos r.aotivos "",2
vocan sobre la actividad oxidAsiea del enzima y la posible in ...

cluceibll de act1ridad d••hidrosenAsica.

Efecto d4!_l ti..o de cont..!.et� de la XC c'!.l!. tn:1 �

�

In primer luaar, se procedi6 a estahlecer la••od.ticacion•••

que sobre la actividad o�id'.ica y .. conver.i6n en éI••hidro.e

uásica, provocaba el tie..,o de contacto .e la XO con 108 r••c

tivQ� reductore., DTE y DTT.

Las muestraa en incubacibn contenian a,", 11 de XO/.l •• incuba

do .n contacto con ME (DTT) 0,15 M. AlR'ba. actividad•••• 'eter.

minaron a pH 3 y 'O_-tO, 1DC y •• mantuvt....on durant.. int.rvalos

variabl•• de tiempo en contacto con el reduct.or , la8 oonoen'"

+
. -� O·, u .

vacien•• d. �;.antina y NAO utiliza". tu.er.n 10 y 1 4"& re.!

,.0tivament. t 'ate úl timo imicamellte c.uanclo •• ..t_lIin6 la a.!

tividad d.ahidro&.n�*ica.

l••tectu6 Ull e....yo de control en 81 que •• 4",.1_6 .1 ....".!,

t.ozo en la concentra.16n adecuacla al iniciar.. la 4.t.end.nacilm

d. la actividad enz1_tioa , e. d••ir sin cont.oto ....vio en..,.•

•1 enzima y .1 reactivo.
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En las determinaci onea de actividad se utilizaron las cantida .•

de. adecuadas de los correspondientes incubado. para que las

concentraciorles en presencia del sustrato tue.en 0,2 U de XO/m1

y , 975x10-2 l--! de DTE (DTT) ..

Los resultados obtenidos indican que ni la presencia de reduc

tor en el modio, 'fli intervalos de contacto entre éste y el en

zima de hasta 150 min inducen variaciones en la actividad oxi

dásica del enzima, la cual se mantiene constante e igual a la

determinada en ausencia de reductor.

Al determinar las actividades oxidásica y deshidrogenásica en
+

presoncia de NAO , se observa que la primera decrece y que la

segunda eA.'])erimenta Wl incr_mento que e8 máximo a los 120 mine

.e incubaci6n y se mantiene con8ta...'1te basta 108 150 mine a PA!:

tir de los cuales comienza. de8cender. La actividad oxidásica

presenta un minimo en 1a8 muestras preincubada8 durante 120 mino

Lo. resultados cualitativos inducen a pensar que ambas activi

dade. .ean aditivas, pero la observaci6n de 108 valore!J cuant!

tativos, cano puede observarse en la tia" 17, no conf'irman la

luposición.

4.4.'.2 E��E_.'t..�..._c!�_ }:� t��'!:��'1.!:!....!..l!"_.l ��l !!.c:tC?..�c!!�"..!�]tO
.��_l�._��•.•� .�

s. ha determinado al .Cecto que ejerce la temperatura en la i,!!

ducción por DTE o DTT de la actividad de.bidrosená.ica en la

XO.

La. muestras que cOl1tenian KO y uno de los reactivos inductores,

ae mantuvieron durante intervalos de tiempo constante. (10 lllin)

a temperaturas wrecientes. Al cabo del intervalo de tiempo, se

determinaron la. actividades oxidA.ica Y de.hidro.enAsiea del

modo habitual a la temperatura de ,0�O,1.C.
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50 100 150
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T

17 Induccibn de actividad deshidrogenásica en la XO; contacto pr�

vio [x:0]=0,8 U/mI y fpTEl ==0,15 JvI ; tampbn fosfato sbdico 50 1111\'1

pH 8 o Cubeta de reaccibn: p'<ój=O, 2 U/mI y [?T� =3, 75xlO
-2

l'l

§cantin� =lxlO-4 JvI; �AD+I =lxlO-3 N.

(a) Efecto del tiempo de contacto �{O y DTE ( a 3 O_:!:.O , lQC)

(b) Efecto de la temperatura de incubacibn ( contacto JCO y DTE

30 m i.n ,

25 50 75
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Lo. resultados obtenidos aparecen en la tiS. 17. El valor máxi
mo de actividad deshidrogenásica, induoida plDr ambo. reactivo-;,
apareoe ouando el enzima se preincuba a "OC • a temperaturas
superiores, ambas aotividades, la o�dd'siea y la d••hidro.enA
.iea, decrecen rápidamellte.

El aumento de la actividad de.hidroaenAstcs •• correlativo con

el descenso de la actividad oxidAsiea, si bien laa variaciones

de ambas no S011 equivalentes cuantitativamente.

Con.�_�n�.��!..�!_�_��i.�__de.. DTl!. o DT'l'
__q_,!!_!-.1����f!!!

�c¿!.i:Y�.�_<!_J!�sl_l.i�dr�l.nlu�_ica ,en .l:..�.!0

El efecto que ejerce la concentración de DTE o DTT sobre la i�
ducciml de actividad d••hidrocenáaica en la XO, •• ha estable

cido preincubando durante 30 min, a 30+0,lQC, mezclas que oon

ten1an el enzima y concentraciones variables de 108 reactivos.

Al tinal del intervalo .e vertieron la. cantidades ad.cuadas de

ta mezcla en la cubeta espectrofotométrica conteniel'édo los sU!.

tratos hasta un volumen final d. , íid o

s. determinaron las actividades oxidAaica y cleshidroaenásica
en la forma acostumbrada. Los resultados obtenido. aparecen en

la tig. 18. Se obse.va que la actividad deshidro,enática es �
xima cuando la concentracibn de los reactivos reductor•• e. de

1.5:;.:10-2 M.

Activid�d deahiclro,eni.ica de ,la X.o .egu6. de .li

minar los reactivo. DTE o DTT por diálisis

COn objeto de determinar si la actividad deshidroaenAsiea in

ducida en la XO,perSiste después de eliminar los reactivos ca�

santes de laa transCormación, se efectuaron una .6rie de expe-

r'lemria. en la. que se preparan di.tintas muestras. que cont6!.

n.n If:, B U de XO/m1 y DTE (DTT) 9X10
...a �:1. Se preincuban durante
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1

v {)..J rn o [

\ min )

e

./---.-
/

o

[OTE] x 103 (tvi )

I

O 25 50 75

Induccibn de actividad deshidrogen�sica en la XO.
Fig. 18

tampbn de fosfato sbdico 50 nili

Contacto XO y DTE : 30 mino a 30.::::_0,lQC

pH 2. �O� t t
= 0,8 U/mI.

- - c Ol'l ac o

En cubeta de reaccibn: IXO J= 0,2 U/mI ro
- -4

.:xantinaj =lxlO ]'1 �1\jAD�1 =lxI0-3 ],í
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30 min .. a 30.!.O,lQC y al :final del intervalo se dializaron la.
muestras a \2C frente a una disolución del miamo tampón utili
zado (:rosfato sódico 0,05 M pH 8) que era a la vez 0,14 M en

g-ME como agente preventivo de la oxidación. Se confeccionaron
108 correspondientes blanco. en suencia del reductor y a.iai.!
mo, se ••ectuaron experiencias paralela. de diálisis en au.en

eia de 2-ME e:n la disolución. frente a la que se efectúa aquélla ..

Una vez :finalizada la diálisis, se diluyeron las muestras hasta

un volumen total. adecuado para que la concentración enzimática

tue.e de 2,4 U/lDl de úisolución. A partir de éstas .e ".ctuaron

las determinaciones de actividad tomando 1 ml de la disolución

tillal que se diluyó en la cub-*a de reacción ba.ta un volumen

de 3 ml en las condiciones habituale••

Asignando un valor de actividad 100 a la actividad oxidA.ica

en ausencia de NAD+, se obtuvieron los resultados comp�ativo.

que se muestran en la tabla x.x.

TABLA XIX

ACTIVIDAD DE LAS MUESTRAS DIALIZADAS

----_._--_._-----� .. _.__._-
� "."_._--

Actividad en ausencia

de NAD+

+
En presencia de NAO

Act.oxi- Aet.deshidr�
dásiea .enA.iea

.in diáli.is

diálisis 24 h

di'liais 48 h

100

86

57

. ,,--"--_._�----

Lo. resultados anteriores muestran claramente que los val..e.

de la actividad oxidésiea en ausencia de NAD+ no corre.ponden

a la suma de 108 valorea de la actividad oxidásica en pre.en-

cia de NAD+ y de la actividad de.hidro.en6aica. Por otra parte,
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la aparición de la actividad deshidro,enásica no ha determina

do la desaparición de la actividad oxid'sica. S. ob.erva tam

bién, que la actividad deshidrog.násica inducida e. má•••ta

ble que la actividad oxidá.ica re.idual, a lo largo del tiellpo.,

.�!..r.!���!"J?_..__c.!.�é.t.icos ..F-�al•• el!. la actividad el.shi-
, ..._----

��_&.euáll_ica ...!!!�'!.cida en la �O por D't,E

Una vez obtenida y determinada la presencia de actividad eleshi

ctrogenásica inducida en la XO, se procedió a la determinación

de su. parámetros cinéticos más caracteri.ticos. Se emplearon

tn las determinaciones mue.tras de XO de 2,Ia U/ti que ae incu

baron durante 30 min a :30,!O, lDe a pH 8. en tampón de 1'oatato

a6dico 0,05 M, que eran el. la vez 0,1' M en OTE. En la cUbeta

8.pectrofotométrica, s. vertieron O" mi cte la disolución aai
, +

obtenida, sobre los volúmenes de xantina y de NA» • completan-

do W1 volumen de :3 m1-.

In laa tia. 19 Y 20 aparecen lo. re.w tados ob.enido. en las

determinaciones de 1a8 velocidades iniciales.La repre.entación

¡rática •• las inver·aas de las concentracion.. d. xantina y d.

NAD
+
trente a k¡·:; J "versas d. la. velocidades iniciales t condu"

cen a la obtención de rectas paralelas, 10 que .s caract.ri.ti

co de loa ..cani.moa pinl-pona e i11dica la au.encia de co.... -

jo. ternarios.

La repre.entación secundaria de Vestlinl-Florini a partir d•

••tos datos permitió .1 c�lculo de los par'-etros r.al.s.

EFECTO DE LAS PROTEASAS SOBRE LA DD

¡.tab1eeida la

C'násica en la

tran.�ormar la

posibilidad de inducci6n •• actividad d••hidro

XO I esto es a partir d. un enzima incapaz de
+

xantina a ácido úrico utilizando el NA» como
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Representación de Lineweaver-Burck (Sª XANT'INA-NAD+ -XO

-AC. URICO-NADH) o
Contacto previo I)cOJ =0,8 U/mI y [PT�) =0,15]\1

30 min a 30..:!:.0, lº C tampón fosfato sodico 50 m]\I pH g En cu

beta de reacción �.(6J =0,13 U/mI; IPTEj=2,5x10-2]\1.- +' 104"'1- --�

(a) Respecto a la xantina ; de abajo a arriba: I?TAD j x l'

20; 10; 4; 2; 1,25; 1

4 8
í'ig. 19

(b) Respecto al NAD+

6; 5; 4; J; 2

j de abajo a arriba:
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Fig.20 Representación de Vestling-Florini correspondiente a la fig. 19 a y 19 b
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aceptor electrónico, obtener uno capaz de utilizarlo, .e ¡troc,!
dió a intentar inducir en la XDH que es una 4e.biclro.ena.a cl�*
.ica, y cuya capacidad de utilizar el oxieeno como aceptor eleo

+
-

trónico es ba.tanta inferior a la del NAD , un aumento de la

capacidad de utilización del oxiseno como tal aceptor.

Para determinar la acciÓn de las prote.as .obre la XDH .e inc�
baron las muestras que contenian 80 U de XlH/ml de di.oluoi6n

durante intervalo. de ba.ta '0 mn. La disoluciór, enziDUÍtica .e

incubÓ a pH 7 con tripsina y�-quimotripsina (ha.ta 101m!) y

con sub.ili.ina (ha.ta 1" mg/ml).

Una vez finalizada la acción proteolitica .e determinó la acti

vidad oxidAsica y la de.hidrosená.ica en muestra. que oontentan

5,' U/mI y 10,6 8/ml despectivamente trente a xantina lxlO·" M

y NAD+ lxlO-3 M cuando hubo lUSar, en medio de tampón de to.t,!
to 0,05 M de pH 8.

No .e ha podido observar que el tratamiento con la. prote••a.

citada. induzca variación alluna en la. actividade* oJCid6.ioa

'1 desbidroSená.i€:a de la XDH.
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!S�.����_CINBTICOS DE LA XO

Una vez establecidas la. diferencias de comportamiento frente a

108 distintos reactivos de los grupos SH, entre la XO y la XDH,
a.icomo la transformación de aquélla para dar lugar a un enzima

con actividad deshidrogenásica, 8e han determinado las anA10-

lía. y la8 dltereneias más significativas en el mecanismo cine

tico de ambos enzimas, procediendo para ello a efectuar la ca

racterización cinética de la forma más completa po.ible�

El estudio cinético de la XC, se ha efectuado con la bipoxant!
na y la x81tina como sustratos de las distintas reacciones que

el enzima cataliz8. Como .ceptor electrónico, se ha utilizado

el oxigeno, cuya concentración se ha mantenido constante y sa ..

turante a la temperatura de experimentación (30.0,lDC) ; como

le recordará el NAD+ no actúa como aceptor electrónico de la XO.

�.5.l DETEmlINACION DEL pH OPT18O DE ACTUACION DI LA SO

CON LA XANTINA COMO SUSTRATO

Se cc/,.. ider6 inicialmente el estudio de la reacción de oxidaci6n

de la xe:ntina a ácido úrico por .edio de la XC, que utiliza el

oxigeno como aceptor electr6nico al que reduce a per6xido de hi

dr6geno.

� d.terminaci�l del pH óptimo, se llevó a cabo por dilución d.

la. correspondientes muestras de sustrato y de enzima a pH r....

querido, inmedia.*..nte antes de la medida d. la actividad. Las

Condiciones de experimentación y lo. resultado. obtenid
o. apar_!

een en la fiC.. 21.. En ella puede observars. f que el ."IDO de

la actividad o·.':idá.ica, .e encuentra alrededor d. 8," unidades

de pH.
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Fig. 21 pE óptimo del Sª XA'\CTETA-02 -XO-AC. "L"'RICO-II202

Tampón tris-fosfato sódico 50 m}1 ; /XOJ=0,4 U/mI
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[x an tLna"] = 5xlO-5 j\j
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DETER.l1INACION DE LA �i APARENTE DEL SISTEMA

XANTINA-02-XO-AC.URICO.H O
2 2

Una vez establecido el pH óptimo de actuación del enzima, se pr�
cedió a determinar 1011 parámetros cinéticos de 'ste con re.p.�
to a la ;,:antina.

La. determinaciones de actividad, se efectuaron a pH 8 en l\llar
de a 8,4 - dado que este pH no se puede alcanzar mediante la

utilización del tampón de fosfato sódico - a fin de evitar la

introducción de moléculas extrañas a los sistelllas fisiológicos
(tampón tris-fosfato SÓdico).

Los resultados obtenidos apareDen en la fig_ 22, 108 cuales co�
ducen tanto en la representación de Lineweaver-Burck como en la

de Eaddie-Itofstee a representaciones do lineales, con las que

no es posible efectuar el análisis clásico del sistema.

La aparición de delf;viaciones de la linealidad indujo a .f.ctna

la representación de Hill para .atoa resultado., la caal es

aplicable a sistemas alóstéricos, pG:r� puede utilizarse también

en sistemas con represen.taciones no lineales. Para efectuarla

le .scogió el valor de V • , extrapolado de la representación
mClx

de Line,.,eaver-Burck y de Eaddie-Hofstee(ItVmáx = 11,36 lIlol ae ,

úrico/mi,n.) (fig .. 22 a y 22 b). Se aprecia en la fig. 2) 'u, la

representación de Hill conduce a una recta de peDliente 0,4.5 ,

lo cual indica que e'\;�i8te una cooperatividaci n••ativa.

El hecho de que el valor de la pendiente sea de 0,"5 , no incl!

ca que éste 8ea necesariamente el _nor valor posible, sino el

que corresponde en las condicione. de experimentación, Y es in

dicio ••aro de que la molécula d. XO se comporta cinétioament.

de modo distinto. al que podria esperarse de unaenzima michae

liano que poseyese un solo centro.



8

4

\
e

\
o

\
•

\
.�

•• )J mol
'. V
" min
••e � Q------.--

(a )

o 5 10

1

Y ( mi n ))J mol �-•

(b)

[XantJ

o 5 10
Hg. 22 Cálculo parámetros aparentes (Sª XAl\TINA-02-XO-AC. URICO-H202)

Tampón fosfato sódico 50 mN pH 8,0 ; [XOJ= 0,4 U/mI
(a) Representación de Eaddie-Hofstee
(b) Representación de Lineweaver-Burck



0·5

/

19 [S J .:
-5 J' -3

• •

O

•

/
tg C>( = 0·45

v
-19

v - v
m

-o .5

Fig. 23 Representación de Hill correspondiente a la lig.22



Dado que las representaciones de Lineweaver-Burck y de Eaddie

Borste. son nO lineales y que la de Hill proporciona un valor

do pendiente prácticamente 1/2 (0,45), 8e procedi6 a etectuar

la representación de l/v f'ltente a l/C�antinaJ 1/2. ya que el ca

so más sencillo de cooperativ6dad negativa (para pendiente:

1/2) daria lugar a la aparicibn de linealidad en esta repr••e�

tacilm.•

PUede observarse en la fig. 24, que los resultados se muestran

lineales, lo que ilap1ica que en el margen de concentración in.

vestigado. la ecuacibn de velocidad se adapta a la forma:

v :;

A continuación se procedió él determinar .i tenia lusar el fenó

meno do i:nhibición de la actividad o�d.ásica de la XO por exc!

'0 de sustrato ; no so prese:;;lta inhibición ni aún en presencia

de concentraciones de xantina de hasta lX10-' M.

INHIBIClm� POR AC. vaICO DE LA ACTIVIDAD DE LA XO

(CON RESPECTO A LA XANTINA)

El efecto que la presencia del producto de la reacciórl, el áei

do úrico, ejerce sobre la actividad de: 'a XC, .e ha determinado

trente a la ::"i:autina considerada como..uatrato variable.

Como puede observara. en la :rige 25. los reau1tado8 de e.ta e,!_

perieneia conducen a una representación en la que no puede apr.!

ciarse el carácter de la inhibici6n, y que la r.pr.se��i6n
de la8 inversas do velocidad frente a las inversas del .uatrato

no ea lineal t tal como ya ocurria en ausencia del producto inh!

bidor.
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Para solventar dicha dif'icultad. se procedi6 de la misma .torJUa

que en el aparta.do anterior ; se han representado 108 valore
1/2

•

de l/v €rente a 1/ fantinaJ ,para averiauar 8i cuando exis-

te ácido úrico en el medio, se presenta igualmente la lineali

dad. En la f'ig. 26 a, se pone de manifiesto que la hipótesi8
es cor'recta t observándose. asimismo, que la inhibición e. de

tipo 110 competitivo , Por otra parte, la representación secunda

ria de las inversas de velocidad !'rente a la concentración d.

ácido úrico no es lineal.

Para conocer de que f't"rma interaccionar el ácido úrieo eon el

enzima, 8e efectuó la representación de l/v frente a lfte.úric�l/�
�ust6ndose en este caso a la linealidad.

La represe:ntación secundaria de las il1teraeccioll.a' frsl1.te a

rG.c. úric<j] 1/2, dió .lugar a una linea recta (tig. 27 a) y en

la de las pendientes esto ocurre cuando se pepresentan trente

a la concentraciÓn df) ácido 'Úrico (t"ia .. 27b).

INHmICION POR NADli DE LA ACTIVIDAD DE LA KO

(CON RESJ)�CTO A LA XA1>JTINA)

El estableci.miento del mecanismo cinético del enzima preciaa

determinar el tipo de inhibición que ejerce el NADH, .obre la

actividad oxidá8ica considerando a la :iCantilla COIDO sWltrato v,!

riable.

hede observ�8e en la f'i¡. 28 8yque al igual que ocurria CUAE

do el inhibidor era el ácido úrico, la inhibición con respecto

a la xantina 8. no lineal, lo cual ••tá juatiticado por el ca

rácter no lineal que tiene la representación de l/v trente a

1/ [xantinaJ. Asimismo, se pon. de manit"i.sto que la repre.ent!_

ción secundaria de Di�on de l/v frente a la concentración de

NADH, po.e. Ull caracter hiperb61icO (fig" 28 b).
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Análogame» te a eomo se efec tuó 81'1 el apartado anterior , se r....

presentaron las inversas de velocidad frente a l/('xantin'áJ 1/2
y S8 ob"vo una repreSOt.ttación lineal tal como era de .sperar

(rig. 29 a); este resultado permite caracterizar la inhibición

como acompetitiva. Sin embargo, cuando se representa l/v frente

e J1/2a NADU los resul tados fueron no lineales (fil. 29 b), ap.!.
recen curvas de tipo parabólico (en la representación de Dixon

eran de tipo hiperbólico). Este cambio de sentido ocurre igual
cuando se representan l.as intersecciones trente a pAnJÍ] ó
eNADH] 1/2 (1'ig o 29 c).

DETERMINACION DEL pH OPl'DI0 DE ACTUACION DE LA XO

CON LA I:IIPOXJ\¡"lTINA COMO SUSTRATO

Una vez establecido el compor*aluiento cinético de la XC, cuando

cataliza la o ,idació¡"z de la xantina, 8e procedió al estudio d.

la torma de actuación del enzima cuando 81 sustrato sobre 81

que actúa es la hipoxadtina ..

En primer lugar t se procedió a determinar el pll 6ptimo de ae ..

tuación cuando el enz ima cataliza la oxidación de la hipo.ant!
na a xantil:1a t utilizando el oxigeno como aceptor eleetróllico ..

Como puede obserbarse e11 la 1'ig. )0 los resultados son anAlol08

a los obtenidos cuando el sustrato cO'usiderado era la xantina

hallándose el má:.d.ao de actividad alrededor de 8,4 unidades de

pH, lo que es un primer il'ldicio de la analogia de1comportami.�

to del enzima frente a ambos sustratos.

%.'.6 DETElUlINACION DE LA 1\:1 APARENTE DEL SISTEMA HIPO�

TINA-02-XO-XANTINA-H202

Al ilual 4pl. cuando el sustrato utilizado era la xantina, se .!

COSió como pI{ de *rabajo el de 8,0 , justificándos••st. hecho

por los motivos re••ñados en 4 .. 5 .. 2 o
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