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Los resultados cobtenidos aparecen en la fig. 31 a, en la que
puede observarse c¢ue la repregentacidn de Lineweaber-Burck no
es lineal, si biexn la desviacidn que aparece es muy pegueiia.
se pone de manifiesto este fendmeno, al representar 1Yv frente
a 1/[];1;)0".'3111:1!13]1/2 (fig. 31 b), donde se observa gue loa va-
lores experimentales de las inversas de velocidad se adaptan c
con mayor e .actitud a la recta asi obtenida. Eate hecho esta

de acuerdc con los resultados cbtenidosg utilizando la xantina
como sustrato variable.

Una difere:ncia importante con respecto a la tantina es la apa-
ricién del fenoweno de irnhibicién por exceso de hipoxautina,
que s8e observa cu n»do las conceutraciones de ésta son superio-
res a 51077 M.

De forme andloga se efectud la representacidn de Hill a partir
de los datos de la fig. 31 b, la cual dié lugar a la obtencibn
de una recta de peandiente 0,5 (fig. 32).

4.5.7 INHIBICION POR EXCESO DE HIPOXANTINA DE LA XO

El que el e:ceso de hipoxantina provoque inhibicién cuando su
concentracibén es superior a &xlﬁ"s M, permite efectuar un tra
tamiento cinético de dicho fendmeno, para poder establecer de
que forma interaccio:a la molécula del sustrato con la de X0
cuando agquél se e:.icuentra en concentracidén superior a la satu-
rante.

Al efectuar la representacidn de Haldane y Murray, 1/v frente
s Eﬁp‘mﬂntina], para concentraciones de sustrato superiores a
la saturante, se pudde cbservar, tomaudo el valor de la inter-
seccién correspondiente a la fig. 31 b como la interseccidn de
la reprase::tacid: de Haldane y Murray, queé los valores de 1/v
be desvia: de la linealidad (fig. 33 a) § sin embargo, al efeg
tuar la representacidn de 1/v frente & ‘hip"?‘anﬁnﬂ]'}{g@“ ob-
servé una recta como se pone de manifiesto en la fig. 33 b.
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4.5.8 INHIBICION POR ACIDO URICO DE LA XO
TO A LA HIPOXANTINA

(CON RESPEC-

En el estudio comparativo del comportamiento de la X0 cuando
ios sustratos son la hipoxantina y la xantina, se procedid a
establecer ol afetto que provoca el &cido firico, producto fi-
nal de la secuencia meéakdlica de oxidacidn de la hipoxantina
catalizada por la XO.

En la fig. 34 a, sec puede apreciar que la inhibicidn provocada
por el écido urico, es de carécter no linedl, por lo que, anélo
gamente a experiencias anteriores se efectud la reprenentaci'on”
de 1/v frente a 1/ tﬁipoxantiua 1/2, Se obtiene asi una represen
tacibn 1inoa1,1a' cual permite observar el caracter no competiti
vo mezclado de la inhibicidn (fig. 34 b).

La representacidn secundaria de las intersecciones y de las pen
dientes correspo:dientes a la fig. 34 b, frente a (';c.\'n"icqj
conduce a la obtencién de representaciones parabdlicas (fig.35 a)
e hiperbdlicas (fig. 35 b), respectivamente. Al representar las
intersecciones frente a L'Ec.ﬁrieo]‘?‘ tampoco se obtiene lineali
dad (fig. 35 ¢) j sin embargo, al represontar las pendientes
frente a ﬁc.ﬁrico'll/a se obtiene una recta (fig. 35 d). La co
rrespondiente sepresentacibn de Dixon no proporciona lineas rec
tas frente a ﬁﬁc.ﬁrico}, ni frente a L"’ac.{xricq? "

4.5.9 DETERMINACION DE LA KM APARENTE DEL SISTEMA

NADH-oa-xo-mn*-nzo2

Se ha considerado el estudio de la'raacc:l&m'dp oxidacibén del
NADH a NAD+, catalizada por la XO utilizando el oxigeno como
aceptor electrénico, reaccién que se denomina diaforasica.

No resulta posible, el establecer el pH bptimo con exactitud,
Y2 que a pH bajo se descompone el NADH répidamente, y POr otra
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parto, al trabajar cou tampones a pH inferior a 5, sus iones
provocan alteraciones deleenzima.

Se trabajd a pH 6, al cual el enzima no se altera y su activi-
dad es wmoyor gue a pH mis alcalino.

Los resultados obtewnidos al determinar el valor de KM' mediarn-~
te la representacid: de Lineweaver-Burck aparecen en la fig.
36 @ ; se observa que 20 es lineal de forma andloga a lo que

ocurre cua:do el sustrato era la xantina © la hipouantina.

Al represe:tar 1/v frente a lftﬁADH?/ 2, aparecen rectas (fig.
36 b)n

Asimismo, la representacibdn de Hill conduce a una recta de pen

diente 0,5 (fig. 37), tal como ocurre cuando los sustratos son
la xantina o la hipoxantina.

4,5.10 THHIBICION POR NAD® DE LA X0 (RESPECTO AL NADH)

El andligis del efectoc que ejercen las concentraciones del pro
ducto NAD", sobre la actividad de la X@ & 3a reaccién diaforé
sica aparece en la fig. 3% ®. En ella puede observarse, que la
inhibicién tiende a ser competitiva, sin que pueda precisarse
ton e-actitud dado el caracter no lineal de ad representacibn
de Linewveaver-Burck. Mediante la representacion de 1/v frente
a 1/&:*@!1]1/3, se obtienen rectas, lo que permite definir el
cardcter competitivo de la inhibicién (fig. 38 b).

it
la reproseutacidén secundaria de las pendientes frente aL NAD _]
10 ¢s lineal (fig. 39 Q) ; 8in embargo,cuando se efectia frente

&(Nﬁﬂjlfz ésta se transforma en lineal (fig. 39 b).

mélogame::te, la representacidn de Dixon no es lineal (fig. 40a)
Yy 8u correspondiente de 1/v frente a LNADt] da lugar a lineas
rectas (fig. 40 b).



30 [ o
1 min
vV M mol
15 +
/O
Ve (a)
{j
4
10 -
e U6
[NADH]
I | ,
0 5
10
30 [ o
1 min )
V Aamol
" k= 01 M2
15 F
/- (b)
./.
/‘.
2 2
10
o -1/2
M)
[NADH]VZ (
N I I
0 15 3

entes (SaNADH-O, -XO-NAD " -H,0,)
Tampbn fosfato sodédico 50 mM pH 6,0 ; [X0]= 0,4 U/ml
K

ion de Lineweaver ~Burc
" =]
e a 1/[NADHJ /2 .orres-

Fig., 36 Calculo parametros apar

(a) Representac

(b) Representacion de 1/v frent

pondieste a la fig 736 a
e ——




45 _140 5, B

105
-1g [s]
. L ]
&
gt = 05 —40
: Y
- |
ra

i a la fig 36 a
Mig. 37 Repres=ntacion de Hill correspondiente & g




-

1 2r : °
1 min
—\; (}J mol /O?o/
/.é-/.
| / /./
G/ /
A /;4 /::/
Th s
u’z/ (a)
~ 1074 oy
[NADH]
0 2 4 6 )
1 __min 7
V 4 mol
9} | i A
-
6 ///' »
/Z/.a
255
L .
3‘ /0/:/
5¢50 (b) 10—2 (M—UZ)
[NADH12
i [
0 1 2 .
Pig. 38 Tnhibicion de la XO por NAD'(Sa NADH-0,-XO-NAD"-1,0,)

Tampén fosfato sédico 50 md pH 6,0 ; [X0]= 0,4 U/ml
- I . l :
De abajo a arriba: [HADf]105M _ 0; 1; 5; 10

: 5 i o1
(a) Representacion de Lineweaver—Burck.{Z) Representacl
secundaria de 1/v frente a 1/ [NAD!—E]

NP s s



o
PTExlOz M XM
6 Mmol
3 ¥
(a)
[NAD] x10° (M)
L . l
0 5 10
min;\cMV2

A | PTEAO" | ol

o-—"""’#

/./
. K = 6.9x1@2'5MV2
(b)

3

5 o AR
[rxltefxtﬂfgno25 (M)

|

1 |

0 1 2 3

Fig.39(a)Representacidn secundaria de pendientes frente a
e e
[vAD J correspondiente a la fig. 38 b
(b)Representacion secundar;ia de pendientes frente a

R +1 1L/2 . 5 3
[:‘-f\D PJ / correspondiente a la fig. 39 b



—
T

or 0’/—*——/-0
P . ,__,_____‘__,_mﬂ._#ﬂ
1//:f’”f#ﬂﬁﬁﬂ
-
a
( ) [bJA{)]3(]05 (hd)
. 1
0 ? 10
,/
1 min
y | u mol . _
-
i e —
//, -
_——0

(b) 1/2
iNADIY2x 1022 (MY9)
I | i ]
0 1 2 3
' ¥ i . von correspondiente a la fig.33 b
Mig.40 (a) Representacidn de Dixon €O pond t i\\D ?1/2

(b) Representacion secundaria d2 1/v frente a

sotrespondiente a Xa fig. 38 b




- 142 -

4.5.11 INHIBICION POR ACIDO URICO DE LA XO (CON RESPEC-
TO AL NADH)

Se ha considerado de interés estudiar el efecto, que el acido
firico ejerce sobre la actividad de la X0, cuando ésta cataliza
la oxidacién del NADH a NAD"’. utilizando el oxigeno como acep-
tor electrénico, y el caracter de este efecto con respecto al
sustrato NADH,

Al efectuar este estudic, se pone de manifieésto que el acido
trico irhibe muy débilmente a la actividad diagorésica, por lo
que al trabajar con concentraciones bajas de NADH es imposible
efectuar determinaciones correctas de lasg diferencias de veloci
dad entre las muestras con inhibidor y los correspondientes con
troles en ausencia de éste ; el hecho obliga a trabgjar con con
centraciones de NADH superiores a 8x1077 M,

la representacidn de meﬂchk no es lineal (fig. 41 =m);
pero al representar 1l/v freate a l/fﬁADH 1/2
se hace lineal, y permite definir gque el caracter de la inhibi
cibn es acompetitivo Ifig. 41 b).

, la representacidn

Al representar las intersecciones obtenidas en la fig. k1 v
frente a las concentraciones de inhibidor, no aparece lineali-
dad, sino una curva de tipo pprabbélico (fig. 42 2)  tampoco

al representar las intersecciones frente a ZEE. ﬁricgz apare~
ce la representacidén de tipo lineal (fig. 42 b), Igual ocurre
cuando, se efectia la representacién de Dixon, que o8 paraboli
ca (fig. 43 a) dando lugar igualmente a una representacién no
lineal, cuando ésta se efectia frente a [;e.\'u'ieg] 2 (£ig. 43 b).
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§.5.12 ANALISIS DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES DE
LA XO

Los resultados obtenidos con la X0 permiten formmlar las suge -
rencias que Be exponex a continuaciébn,

Se obgerva, eu primer lugar, que las representacidn de las in-
versas de¢ las velocidades obtenidas con diferentes concentra-
ciones de =antina, es lineal con respecto a lag inversas de
[?fantina}l/ 4 y que @l coeficiente de Hill para este sistema
posee valor 0,5. Estos resultados solo gon explicables si la
ecuacibdn de vidocidad es de la forma:

(1) Voax (fc'anting"la
v =
K.I. + ﬁc’antinaﬂ 1/2.

Por otra parte, al ser el Acido urico un inhibidor no competi-

tivo paro de la X0 con respecto a la xantina, se ve afectada

la interseccid: y la pendiente de la representacidn de 1/v freil
te a 1/[iantinaJ1/ 2 por una misma constante. A su vez, la inhi
bicidén es lineal con respecto a ﬁc.t’:ricoj]'/ 2, 1o cual induce

a pensar que en presencia de &4cido urico la ecuacibn ge trans-
forma en:

(1I1) Vg (Ezntiné]l/z
v (Kl. +[2?antina1*/2) (1 +[&_c.\'wica1/2/xa)

El hecho de que cuando se considera el NADH como inhibidor del

~sigtema, la inhibicién es de tipo acompetitivo, pero no exista

linealidad con respecto a ninguna potencia sencilla de la eon-
centracién de NADH, debe implicar que el inhibider afecta a la
intergeccién por medio de un factor conplejo en gl que interven .
ga tanto (NADH] como ﬁ'iADle/ 2 ya que se presenta hiperbdlico
con respecto a la primera y parabblico con respecto a la segun
da, pudiendo expresarse la inhibicién en presencia de NADH co-
mo indica la ecuacidn siguiente.
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-
(II1) Vmé_:_zfxantinglla

F s i = 75
q t:..antulaj (1 + ch‘NADHJ / i ﬁifﬁml‘ﬂ)
en la que 1{3 y K, no son determinables por métodos sencillos.

Cuando la X0 actua sobre la bipoxantina el sistema sme adapta
a una ecusidu come la (I).

En este caso, existe inhibicidn por exceso de sustrato; esta in
hibicibn es lineal con respecto a lﬁpoxantinajll 2 s 1o que da
lugar a uva ecuacidn como:

(IV) vméx [E.j-.poxantimjl/z

v = ;
K5 + Lﬁ‘ipoxantimg 2 5 Esfl;ipoxantina

la inhibiciéu por &cido Urico es de tipo no competitivo pamola-
do con respectc a la hipoxantina, no adaptandose en este caso
2 . - B . , 2
a la linealidad cou respecto a Lt‘ic‘. ur:.cg ni a {,5'& urica ‘
lLa ecuacién adecuada es la siguiente, debido a la representacidn

de intersecciones y pendientes.

i1/2

ol i Pt 1 b o n i e Rt

(v) vgéu_- _ [hipoxantina

vy
denominador 1

: 1/2
siendo denominador,s (3.J:F‘:""u’“j'c'“?J ) K5 +

’ i 1/2 = el 3/2
¥ CEPOKantixmj" 2 (1+Léc.ﬁr_%;q3 +Lac%grico?+ @c.ﬁr_ico] )

Ko

Los resultados hagta ahora descritos ge adaptan & un egquems cO
mo ol de la fig. 44, la cual esta de acuerdo con la deducciénm
tebrica por el método de King y Altman (106) (107).
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cuando se trata de la reaccidu diaforésica a pH 6, la ecuacién
de velocidad es andloga a la (I), lo cual estd de acuerdo con
la linealidad er la representacidn de M/v frente a 1/53'@“]1/2‘
y con el valoxr de 0,5 e: la representacidn de Hill.

le inhibiciéu por producto NAD" es competitiva y se adapte a la
linealidad freute a Lﬁi\3+}1/2' 1o que estd de acuerdo cou la si
guieate ecuacidii:

(VI)
1i/2
vﬁl&.‘: thDH

Ky (1‘*’:&“131/2“&2) + [Faog]*/2

v

Si se considera al &4cido urico como inhibidor del sistema, la
inhibicidr. es acompetitiva no lineal con respecto a f&c. ﬁricc‘az.
dando lugar a una ecuacidn como:

(VIT)
v méxmwn_] 1/2

ve e e b el e o ol s < At o

denominador 2

, P
siendo denominador,= K, + L%ADH]]JB (1+ -L%ug‘;k“d”“"'“ +

, Be.oricol , lac.iriced,
K Ky

3

Estos resultados corresponden al mecanismo reflejado en la fig.
15, e iguaimente han sido couprobados tedricamente (106) (107).
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4.6 ESTUDIOS CINETICOS SOBRE LA XDH

na vez establecido el compott;amiento cinético de la X0, se pro
cedid a establecer el que exhibe la XDH, en las distintas reac
ciones que cataliza: diaforasica, o:idasica y deshidrogenasic:,
asi como la reaccion de oxidacion de la xantina utilizando el

dcido Grico como aceptor electronico.

b,6.1 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA
XDH EN EL SISTEMA NADH-Oz-XDH-NAD+-H202

v
Debide a que no fue posible establecer el pH Optimo para esta

reaccidy (ver 4.5.9), se escogid el de 6 como pH de trabajo.

Se efectud en primer lugar, la determinacidn de la actividad pa
ra distintas concentraciones de sustrato NADH hasta 5x10 ~ M.
No fue posible utilizak concentraciones superiores debido funda
mentalmente a la baja sensibilidad del metodo espectrofotome
trico, ei: la determinacion de los incrementos de aksorbancia

cuando los valores de ésta son elevados.

Al representar los resultados por el metodo Lineweaver-Burck,
¢ obtuve aparente linealidad (fig. 46 s8) ; a partir de concen
traciones de NADH superiores a 1x107% M, puede apreciarse el fe

nomeno de inhibicion de la XDH por exceso del sustrato.

b6.2 INHIBICION POR NAD® DE LA XDH

S¢ ha estudiado el efecto que el producto de la reaccion, el
Hm+a ejerce sobre la actividad catalitica de la XDH.

Al efectuar las representaciones graficas de Lineweaver ~Burck,
aparecis uma inhibicidn de tipo no competitivo mezclado (fig.

¥ a). Las representaciones secundarias de las intersecciones
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y de las pendientes frente a LNAD{(, son de caracter aparente-
mente hiperbdlico, con curvas convexas (Fig. 47 b y 47 ¢).

Con objeto de profundizar en el conocimiento de la inhibicién
y del comportzmiento del enzima en distintas condiciones, se
procedib a determinar el efecto que las concentraciones de
¥AD' que provocan inhibicibn, ejercen sobre la actividad cata
litica en presencia de concentraciones variables de NADH, in:
cluidas las que inhiben por exceso de sustrato. La representa
cién de Lineweaver-Burck (fig. 48 a) conduce a la obtencién de
resultados analogos a los obtenidos en la fig. 46 a para la rec
ta control. Cuando habia NAD" en el medio de reaccion, se ob-
tuvieron velocidades anormalmente altas en el margen de NADH
comprendido entre 3:*::10'5 Y lxlo"'!i M, siendo este incremento
pas acusado al ser mayor la concentracidon de NAD". Cuando 1a
concentracion de NADH es superior a 1x10~% M 1a inhibicién por

exceso de sustrato se'presenta tanto en presencia domo en au-
gencia de NADY.

Bn la fig. 48 a, me observa la dificultad de determinacion del
tipo de inhibicion que epgerce el NAD™ y sus correspondientes
constantes cinéticas, dado que al noocobtenerse una representa-
¢ién de tipo lineal, no es posible efectuar las correspondien-
tes representaciones secundarias. Para resolver esta dificultad
se presentaron dos posibles soluciones. Una de ellas consiste
en ajustar las curvas obtenidas mediante distintas ecuaciones
técnicas por el método de los minimos cuadrados, con lo cual

8¢ obtienen los valores de los coeficientes que afectan a és-
tas § que corresponden a distintas combinaciones de las para-
mtros cinéticos. La otra es deducir un tipo de representacion
mediante el cual sea posible obtener representaciones lineales,
lo que conduce a un método de trabajo con menores dificultades
il poder obtener los resultados de forma gréafica, sin que sea

Weciso recurrir a tediosos procesos de célculo.

Bl estudio de las deflexiones que aparecen en la fig. 48 a con
dujo a efectuar las representaciones de Hill para estas expe-

: 2 la-
fiencias, utilizando los valores de velocidad maxima calcu
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dos mediante la prolongacidn de las curvas hasta el punto de in
tergeccidn con el eje de ordenadas. Se obtuvieron para estas B
representaciones rectas de pendiente 0,5 (fig. 48 b). Este va-
lor distinto de la unidad, l6gico al haberse obtenido represen
taciones de Lineweaver-BiR®k no lineales, llevé a efectuar ank
logas representaciones para las experiencias de detarminacion.h
de los parédmetros cinéticos, obteniéndose en este caso rectas
de pendiente 0,5 (fig. 46 b).

El valor de pendiente 0,5 , que se halla en las citadas repres
gentaciones de Hill, induce a suponer que la concentracion de
NADH en la ecuacidén de velocidad debe venir afectada por el ex
ponente 1/2 y que en cago de existir términos de grado distinto
4stos deben venir afectados por un coeficiente lo suficientemen
te pequeiio para que no tengan significacidn en la velocidad,
ya que de no ser asi este hecho se reflejaria en una desviacién
apreciable de la linealidad en las repregentaciones de Hill.

Estos resultados llevaron a ensayar la representacidn de 1/v
frente a 1/[NADH]1/2
la fig. 48 m. Se obtuvo mediante esta representacidén, lineali-

, utilizando los datos correspondientes a

dad en la zona no correspondiente a inhibicidn por exceso de
sustrato (fig. 49), la cual se observa si las concentraciones
de NADH son superiores a lxlO‘z* M. De esta forma los resulta-
dos correspondientes a las fig. 46 & y 47 a, que proporcionaban
resultados lineales, @l efectuar la representacion de 1/v fren
te a 1/[ﬁADH11/2 da igualmente lugar a representaciones aparen
temente lineales, si bien el valor de V . se modifica sustal-
cialmente (fig. 50 a y %0 b).

Las representaciones de Hill obtenidas para los valores de V ..
deducidos de la ultima representacion (1/v frente a [EAD!j'/z )
Proporcionaron igualmente rectas de pendiente 1/2, 1o cual con
firma la hipétesis de que el sustrato NADH, viene afectado por

6l exponente 1/2 en la ecuacidon de velocidad para esta reaccibn.

+ -
Puede observarse en la fig. 49, que el NAD actuando como inhi

bidor modifica la interseccidén y la pendiente. La representa-
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cion secundaria de las intersecciones frente ab-J—AD'F] , no es li
neal, lo cual indica que la ecuacidn de velocidad en la que fi
gura el producto inhibidor no contienenfundamentalmente térmi-
nos afectados del exponente unidad, que correspondan al produc
to de la reaccidén (fig. 51 a). Sin embargo, al efectuar la re-
presentacién de 1/v frente a Fﬁﬁmﬂ 1/2 108 resultados qge se

obtienen son lineales (fig. 51 b) lo que implica la existencia
de términos del tipo tI?ADjl‘/z que afectan a la interseccién.

Asi pues, el factor que afecta a la interseccidén debera ser de

la forma
1 + [ (—NAD:? 1/2

Cuando se trata de las pendientes, la representacidn de éstas
no es lineal ni frente a [iTAD"j ni frente a (N-AD:?]'/Z (fig.51 ¢
y 51 d). Las curvas obtenidas en esta representacidn, una con-
vexa y la otra céncava respectivamente, llevan a postular que
la pendiente en la ecuacidén de velocidad vendra afectada por

un factor del tipo

1 4 m[ium*]lfz + p[ﬁAf)j

De esta forma, considerando Gnicamente la inhibicion por NAD+,

se obtiene la expresidn siguiente para la ecuacién de velocidad

- 1/2 b 1/2 -
1/v=a (1 + cLNADﬂ ) +LﬁADI—_Ijl-7§ (1 + mﬁADﬁ + ﬁLNADJ)

Esta ecuacidén, estad de acuerdo con un esquema reaccional, segun

la nomenclatura de Cleland, tal como

NADH s NAD

J !

E-NADH g&=—= F-NAD" F

+

E
NAD
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4.6.3 INHIBICION POR EXCESO DE SUSTRATO NADH

La actividad diaforasica de la XDH es inhibida por exceso de

sustrato y se pone de manifiesto cuando las concentraciones de

NADH son superiores a 13{10“‘!l M. La representacidén de Haldane-

Murray para concentraciones de sustrato que producen la inhibi
cién no se adapta a la linealidad, asi como tampoco se adaptan

las correspondientes de 1/v frente a la concentracidén de NADH
elevada a 1/2, 2 © 3.

No ha sido posible determinar el tipo de inhibicién que produce
el exceso de NADH por las desviaciones de la linealidad obser-
vadas en todos los casos. Si la representacion de Haldane-Murray

no es lineal, se debe aceptar que el NADH ge fija a més de una
forma enzimatica distinta.

Como aproximacidn segin la nomenclatura de Cleland, se podria
postudzmr que:

NADH NAD

. !

— +
E E-NADH -~ F-NAD F

NIDH N‘IDH

No es posible deducir de que forma afecta la concentracibn de

NADH a la ecuacién general de velocidad, pero puesto que el
NADH es el propio sustrato o inhibe, se encuenira en la con~-
centracidén saturante, lo cual introduce un paso irreversible
en la gsecuencia de reaccidn, la inhibicién no puede afectar a '
la pendiente sino unicamente a la interseccién. La ecuacion ds

1/v quedara de la forma

Vv = a( 1 + cl’ﬁAD-"Jl/z) f. CNAD}a &

2 W ¢ + m|Fand /2 p(Fap
ADH



- 162 -~

bL.6.4 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El supcner gue el exponente que afecta a la concentracion de
NADH en la ecuacion de 1/v es 1/2,implica el aceptar que por
cada centro activo del enzima, s6lo se une medioc mol de sus-~
trato. Puesto que la XDH posee dos centros activos por molécu
la, no cabe suponer qgue cada centrc activco acepte media mole-
cula de sustrato. También es incorrecto aceptar que tnicamente
la mitad del enzima presente actuie si el sustrato se halla en

exceso.,

Aceptando la existencia de des centros activos, se puede admi-~
tir la hipotesis de que la fijacidon del sustrato ocurra al azar,
sobre cualquiera de los dos centros. Este hecho, gunto con el
valor de 1/2 que afecta como exponente a la concentracidn de
NADH, induce a pensar en la posibilidad de que por cada dos cen
tros activos, s6lo se addkéions una molécula de sustrato. La su
posicidon estéd de acuerdo con el postulado de que el enzima esta
constituido por dos subunidades anadlogas, si bien,debe existir
un mecanismo de control, mediante el cual, la introduccion de
una molécula de sustrato en una subunidad dificulta la entrada

de la segunda molécula de sustrato en la otra subunidad,
Congsiderando la correspondiente ecuacidén de equilibrio, se debe
asumir que ésta se refiere a un Gnico centro activo ; asi pues
POor mol de enzima (2E):

(2E) + ©NADH == (2E) -NADH

Y referido a un solo centro activo:

E . T
+ 1/2 NADH ~g=—E-NADH, /2
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4,6.5 DEDUCCION DE LA ECUACION DE VELOCIDAD

pe acuerdo con las hipotesis formuladas y con los resultados ex
perimentales obtenidos, se puede deducir la ecuacidn de velocI

dad por el método de King y Altman (106) (107), oorrespondien-
te al esquema de la fig. 52.

La ecuacidén de velocidad que se obtiene es la siguiente:

v A1/2B1/2

max

denominador
giendo el valor del denominador:

( KBP]'/z/KC + KK P/K) ¢ Kyl o+ pt/2 . KEP)AJ‘/Z >
v K, (1 s KHP]‘/z)Bl/2 + 1+ KAKHKJPl/a)A]'/ZBl/Z +

voE (kP2 + KA+ Kﬁhﬁl/z + KBKKKLA”z
El valor de las constantes se detalla en la tabla XX,

A partir de esta ecuacidn de velocidad ordenando la expresién
de 1/v en funcibn de las distintas potencias de A :

. 5 2 % %p

v = (1 + f-??ﬁ + LKAKHKJ + E‘m /2 17z P |+
vmé : B B -—
- s 1/2 i =

+ ~—— | K, + (K + P + 173 ¥ | T1/8
v A (AKH K(;3172 K B / A

1 1 Ko Ex5L
max ma
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TABLA XX

SIGNIFICADG DE LAS CONSTANTES CINETICAS

DE LA ECUACION DE VELOCIDPAD DE LA REACCION DIAFORASICA

——

K Kk KoE,
Vi, = - ;
K = kgkokyy + Iykglyy + kol + kykokyy + kgl o + kgl
(kgky, + kghky, + kgky o) kokg 5%s
by ® Ky ; Ky = " ;
k kg kg (k3k5 + kokg + kyk, ) kgkyy
K, = ; = '
¢ Kk = k K,
X (K, + k) kg k, akelky X, 5Xg
= = —— ¢
o kqks ! ¥ kg, kgl |
koky 1 k3 . k3 . 515 )
L Ky \5 ;;z; . By o k6
Iyl Ky Kax .
t;!v“(ku;‘z;*klo;;;* k9;;;)’
WY e . . )
|7 14 *16
ko X, ko7 E‘.?.
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En ausencia del producte P, la ecuacidn ge convierte en :

1 Ky K, 1 1 K K
o 1/2
/v = - 1+ = * ¥ A172 * v B *=as /A t
max max max B
. & KpKxk;, i
v pl/2

Como se puede apreciar, la representacion de 1¥v frente a

l/A:"‘/2 ha de ser lineal para concentraciones bajas de A. Pue-
de observarse, que en ausencia de exceso de sustrato losg tér-
minos Al/z y A se hacen despreciables y entonces la pendiente
de la recta KA/vméx no gapende del segundo sustrato,que es B,

lo cual es caracteristico de un mecanismo "ping-pong®.

Asimismo, la representacidn de Haldane-Murray, no debe ser 1i
neal, ni tampoco debe serlo la de 1/v frente a Al’/z, lo cual e
esta de acuerdo con los resultados experimentales, siempre y

cuando ambos sumandos posean w: valor equivalente.

Efectuandc un analisis detallado de la expresibn, se observa
que la representacidon de 1/v frente a 1/A1/2 debe ser lineal
lo cual estad de acuerdo con los resultados experimentales, ya
que para concentraciones de A inferiores a la saturante los
términos conteniendo A y A1/2 carecen de significacibn. De la
misma forma, las representaciones secundarias de las intersec-

1/2

Ciones y de las pendientes frente a P corresponden a parabo

las céncavas segiun la ecuacidn tedrica.

En el caso de las pendientes los resultados experimentales son
toncordantes con los previstos tedricamente. Cuando se trata

de las intersecciones, resulta mas dificil apreciar si la re-
Presentacién es lineal o bien parabdlica debido a la proximi-
dad de los valores en las representaciones gréaficas. Para que
% obtuviesen representaciones lineales frente & Pl/z basta-

ria que el factor que afecta a P en la interseccion, KEKB/BI/Z

-
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je anulase, perc 2l fGnico factor que puede ser igual a cero es
ki ¥ dentro de K; pueden serlo Ky (k25), © bien K, (k27). No se
puede pensar que KH se anule, ya que si fuese asi la representa
¢idbn secundaria de las pendientes frente a P‘l/ 2 deberia ser 11—
neal, con lo cual se apartaria de los resultados experimental';a.
Por tanto, si ‘KH es distinto de cero, KJ. debera ser el que sea

igual a cero, 1o que corresponde a los resultados experimenta-
les.

Se podria, aceptar la no existencia del complejo E-NAD+1/2-
NADHl X debiendo ser en este caso lineal la representacidn de

1/2

las intersecciones frente a P , 1o cual puede ser posible de

acuerdo con los resultados experimentales.

la inexistencia de k13 afecta a K y a K;, pero de ningin modo
provoca que éstas desaparezcan, con 1o cual no se mod#fica sus
tancialmente la ecuacibén de velocidad. Anélogo razonamiento se
puede efectuar para la no existencia de l15.

51 se anulan ambas cconstantes, k13 if/l;ls, s¢ anula también KF'
con 1o que el factor que afecta a A™" "se hace independiente de
P, 1o cual impiima que al representar 1/v frente a Al/g
inhibicibdn por exceso de sustrate, las cwrvas obtenidas para

distintas concentraciones de P no sean convergentes.

, en la

8i K (1519) nc existe, implica la desapaPicibn del factor que
afecta a A en la ecuacién de 1/v con lo que la representacibn
de 1/v frente a Al/ 2 4debe ser lineal, cosa que nc se observa
1 las representaciones efectuadas a partir. de los resultados
eXxperimentales ; asi pues, K debesser distinto de cero y debe

]
xigtir el complejo F-NADH. Un hecho andlogo ocurre si no exis

te Ky (kl.?). De aqui se deduce gue Kp y K deben tener un valor
distinto de cero.

la exigtencia de kyy ¥ Kgg afecta solamente a Kg, pero aunque

Wbag gean nulas nc se anula ésta, sino que Gnicamente se anu-
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la su valor. Asi pues, nc es posible demostrar la existencia de

los complejos F-O-N‘ADHI/2 y E-(Hzl -NADH

2)1/2 1/2°

8i se eliminan todos aquellos complejos cuya ausencia no modifi
ca fundamentalmente la expresidén de 1/v, (esto es, los que en

la fig. 52 corresponden a E'P1/2'A1/2' E_Q1/2-A1/2 y F-Bllz-Al/z)
queda un esquema mecanistico de estructura mucko mas sencilla,

cuya ecuaciodn general es:
—

1 Kh KD '
1/‘? = (1 + -Bm) + ;%E P1/2 .+

v

max
1 [ K [ 1
+ K, o+ KX+ -——f?w4 pl/2 P +
A A i72 172
vmax L ( KC ? ,% EbB A

N T K Ky
— E& i Bl X % =75 Pz/z A1/2 %

max §,

T Tytyhy

A
v, pt/2
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4,6.6 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA
XDH EN EL SISTEMA XANTINA-Oz-XDH-AC.URICD-HQOZ

La XDH es una deshidrogenasa tipit¢a, que también es capaz de
actuar como oxidasa utilizando al oxigeno como aceptor elec-
trénico en la oxidacidén de la xantina a acido Grico.

En el estudio de esta reaccibn, se comenzd estudiando la varaa
cibén de la velocidad de reaccidn con distintas concentraciones
de sustrato xantina. La concentracidédn mas elevada de xantina
utilizada fue 2,5::10—4 M.

Al efectuar la representacidn de Lineweaver-Burck, aparecid una
representacién no lineal (fig. 53 a). Se observa en ella un au
mento anormal de la velocidad dl aumentar la concentracion del

sustrato xantina. En el margen de concentraciones con el que se
experimenta, no aparecid el fendmeno de inhibicibn por exceso

de sustrato. En una representacidn no lineal resulta de gran di
ficultad el calculo de los parametros cinéticos, y sblo se pue

de efectuar una determinacidén aproximada de la velocidad maxi-
ma.

Se efectuaron las representaciones de Lineweaver-Burck a pH
7,4y 8,0 , con el fin de interpretam las divergencias de 1i-
nhealidad. Si se admite la hipbtesis de la existencia de dos hm
mimoléculas en la XDHm cada una de las cuales posee un golo
centro activo, la ecuacidn de velocidad que le correspondera
suponiendo gque tengan distintasafinidad para el sustrato sera:

ax2+bx+c

y =
cx + d
que corresponde a la ecuacibdn de una hipérbola, en la cual
2 1/v y x= llfianting ; a,b,c y d representan relaciones en-
tre los distintos parametros cinéticos.
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Para hallar el valor de a, b, ¢ vy d se ajustaron las curvas
obtenidas por el método de los minimos cuadrados. Una vez ha-
llados los valores de los citados parametros, se calcularon
108 valores tedricos de y (1/v), obtenidos de acuerdo con la
ecuacidn una vez conocidos los valores de las dimtintas cons-
tantes. Este proceso resultd de interés para analizar la des-
viacibén entre los distintos valores de y, obtenidos tebrica y
experimentalmente. Al efectuar las representaciones de Line-
weaver-Burck para ambos valores (fig. 54 a), se obsewva que
para concentraciones bajas de xantina apenas existen desviacio
nes y éstas se encuentran compensadas. Sin embargo, al aumen-
tar las concentraciones de xantina, se aprecia que los valores
experimentales obtenidos no se adaptan a la ecuacidn tebrica
ya que para valores bajos de x,los valores tebficos de y son
mayores que los experimentales.

Por otra parte, una representacibn como la de la fig. 53 a, po
dria corresponder a la ecuacién de una parabola, cuyo eje fue-
ra el de abscisas o uno paralelo a éste. Una parabola de este
tipo obedece a una ecuacién tal como:

ayz + by + ¢ = X

en la cual §=1/v y x=1/£§'antinaj; a, b y ¢ corresponden a dis
tintas combinaciones entre los distintos parametros cinéticos.
Igualmente esta curva se ajustd mediante el método de los mini
mos cuadrados para obtener los valores de a, b y ¢ ® una vez
hallados, se calcularon los valores tebricos de y por medio de
la ecuacién postulada tedricamente. Al representar los valores
eXperimentales y los tedéricos de y, frente a l/ﬁc-antina] y su-
Peérponer ambas graficas, se observa que practicamente no exis-
te desviacién alguna tanto para Ads concentraciones altas de
sustrato como para las bajas (fig. 5% b). Asimismo, se pone de
manifiesto que para esta parabola sblo existe un punto de corte
ton el eje de ordenadas y es a su vez tangente a dicho eje, lo
Cual estd de acuerdo con los valores proximos a cero obtenidos
para el diacriminante,(p2-4acJ Al despejar y de la ecuacidn de



vioqeaed eun op LOTOEMOE
elcagodTy BUR 9P UOTOEBIOD

e (¢ *3TJ el v 9jusrpuodsargon HOINC-IPAVSMIUTT €p uvQIdorluUssaxdsy |G

SO0 TA09%

saJoTeA

0

(o)

¢! gforejueawiTIodxD saJdoTeA (0]
eT e 9luawedTI09]) sScpeisnle {q;

vl v 9jrowedTaoal} sopejlsnle ‘e

Z |

| |

:-s:

®0
1
o

*3Ty4

~T



- 175 =

la parabola, y tomando como cero el valor del discriminante,
gse obtiene:

1/2

Se observa en esta ecuacidn que la representaciédn de 1/v frente
a 1/ xantina 1/2 ha de dar lugar a la aparicidn de una linea

recta.

Por otra parte, las representaciones de Hill construidas al
congiderar como velocidad maxima la que resulta de hallar el

| punto de interseccion de la curva de la fig. 53 a con el eje de

ordenadas, da como resultadosrectas de pendiente 0,5 (fig.53 b).

Este hecho, junto con el citado anteriormente, justifica el uti
lizar la representacidn de 1/v frente a lfﬂmﬂthm]l/z, la cual
da lugar a la aparicidén de lineas rectas (fig. 55 a). Estas re
presentaciones permiten la obtencidbn de los parametros cinéti-

cos. Analogamente las representaciones de Hill efectuadas a par
tir de la velocidad maxima obtenida en la fig. 55 a, da lugar

8 la apricién de pendiente 0,5 (fig. 55 b), lo cual parece con
firmar que en la ecuacidn de velocidad para Bsta reaccidn el ex
ponente que afecta a la concentracidn de sustrato es 0,5.

b6.7 INHIBICION POR ACIDO URICO DE LA XDH EN EL SISTE-

MA XANTINA—OZ—}UJH-AC. URZIICO---HZ(C)2

La siguiente etapa para determinar la forma de actuacidn de la
XDH gobre la xantina en el sistema en estudio, fué la determi-
nacién del efecto que las concentraciones crecientes de acido
irico ejercen sobre la actividad catalitica del enzima.

Trabajando con concentraciones de xantina andlogas a las utili
Zadas en el apartado anterior y distintas concentraciones de
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dcido Grico, se obtuvieron distintos valores de velocidad. En
la representacidn de Lineweaver-Burck aparecen distintas cur-
vas para las diferentes concentraciones del producto delha
reaccidn (fig. 56 a).

Al prolongar las parabolas aparentes, se obtienen las velocida
des maximas aparentes, que utilizadas para efectuar la repre-

gentacidn de Hill, conducen a la obtencidn de rectas cuya pen-
diente es 0,5.

De acuerdo con estos resultados se utilizd de nuevo la represen
tacién de 1/v frente a 1/ﬁant1nal/2 y aparecen de nueve li-
neas rectas (fig. 56 b). Los valores de velccidad maxima halla
dos a partir de esta representacidn conducen mediante la repre
gentacion de Hill a rectas de pendiente 0,5. De la representa-
t¢ion de la fig. 56 b se puede deducir que el acido urico como
inhibidor afecta a la pendiente y a la interseccidon de la cita
da representacidén. Al efectuar la representacidn secundaria de
las intersecciones frente a la concentracidn de acido uriceo, se
obtiene una linea recta (fig. 52 a) j} si bien, el heclio no es
my significativo dada la proximidad de los valores de las in-
tersecciones para las distintas concentraciones de acido Grico.
La representacibén secundaria de las pendientes delda fig. 5 b
frente a [ac. ﬁr:i.co]‘l/z, Ec.ﬁricc:} y La"E.ﬁric(JB/z, es de la
forme indicada en las figs. 57 b, 57 ¢ y 57 4, 1o cual es indi
¢io de que en la ecuacidn de 1/v el factor que afecta a la pen
diente contiene términos que dependen de la concentracibdn de
dcido Grico gue se halla afectada como minimo de un exponente
fuperior a la unidad.

k6.8 DEDUCCION DE LA ECUACION DE VELOCIDAD PARA LA EDH
EN EL SISTEMA ]{ANTIN'A-02~XDH—AC.URICO-1-1202

Al considerar Gnicamente la inhibicién por acido Grico y acep-
tar 1la limitacién de los resultados experimentales se puede
llegar a una ecuacidn de velocidad de la forma:
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1/v = a (1 + f’(ﬁrico) ) +

Por analogia gon la reaccidn diaforasica, se podria pensar en
un esquema tal como el de la fig. 58,y deducir la ecuacidén de
velocidad por el método de King y Altman (106) (107). Bdeacuer
do con esto se llega a una ecumcidon tal como:

v ., Al/2gl/2
max

v=
denominador

siendc¢ el valor del denominador:

x k.Al/2 . 8t/2 , k. x P2 ., x P+ K p3/2
cXs Ey¥e 7%p 7&K 7 &Ko s
\/21/2 kK + KA/ 2p 4 gk x BL/2p1/2

K K Al/2g1/2p1/2 +‘ KHKNKOKEB1/2P

Al /2P1 ;2

en el cual las constantes poseen ol gignificado que de detalla
en £a tabla XXT.

A partir de la ecuacidén de velocidad se deduce la siguiente ex
peesidn de 1/v

]

-I-—T ;m-l'KL -BT;E-P +

1 K
;""‘,:Kc +(B%x§+ KHKNKC)Pl/a

K. E 1
KKHKNKDK .,._%vf'i + _%N];.;B.P3/2_A_l7§

/aL/2

e vl L‘ K% (% KF)Pm , B

+

+

de 1a cual se deduce que la representacidén de 1
‘I/Cx‘antinajl/z) debe ser lineal lo cual esta de acuerdo con
los resultados experimentales.
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T A B BA XXI

SIGNIFICADO DE LAS CONSTANTES CINETICAS BN LA ECUACION DE
VELOCIDAD DE LA REACCION OXIDASICA

N o
vméx = KA 3 KA = 1;41:9 + k5k9 + k3k9 + k3k5 3
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De igual forma, la representaciémn secundaria de las intersec-~
ciones y de las peundientes frente a 13']‘/2 ( [E'c.ﬁricg}]'/a),co-
rresponde a una parabola cdncava y frente a P a una parébola
convexa. Experimentaelmente se ha podido observar que la repre
gentacidn de las intersecciones frente a P es lineal, 10 cual
ge puede interpretar pensando que se anula el factor que anu-
la a P]'/2 { pero, no es asi ya que, E‘K y K, no pueden anular-
pe. Entonces, el hecho de que la representacion de interseccio
nes frente a P (4c.Grico) sea lineal induce a pensar que es de
bido a que el factor que afecta a P]‘/“a tiene poca importancia
respecto a2l factor que afecta & P, o0 bier, que ambos tienen un
valor muy pequefic lc gue implica que los valores de las inter-
secciones dependan de forma minima del producto P y teugan va-
lores muy prfiximos.

Igualmente, de la ecuacidén deducida se puede observar que el
factor que afecta a la pendiente incluye términos que dependen
de P en grado nuy diverso. En principio, esto parece eatar de
acuerde con las representaciones de las figs. 57 b, 57 ¢, ¥

57 d. Asi pues, se puede pensar en un mecanismo de reaccién co
mo el expuesto, siendo indiferente el gque exista sclamente kll
o k13, o bien, ambos a la vez ; puede formarse el complejo
E-xantinai'/'z-ac.ﬁrieol/z,o bien, el complejo E-ac.frico o bien
ambos a la vez.
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k.6.9 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA
XDH EN EL SISTEMA XANTINA-NAD'-XDH-AC.URICO-NADH

La XDH es unaenzima que cataliza principalmente la oxidacion
de la xantina utilizando el NAD™ como aceptor electrdnico. Pa-
ra completar el conocimiento cinético del enzima se procedid a
efectuar la determinacidn de los parametros cinéticos, determi
nAndose, en primer lugar, la variacidon de la velocidad para
distintas concentraciones de xantina y de NAD®. En ambos casos
ge calculd la concentracidén saturante que fué 2x10"4 My

]..lkxlo"3 M respectivamente.

Al efectuar la representacidon de Lineweaver~-Burck corsgspondien
te a la xantina se obtienen lineas rectas, las cuales se des-
vian ligeramente del paralelismo (fig. 59 a). La representa-
¢ién secundaria de las pendientes es lineal frente a 1/[ﬁAD 1/2
(fig. 63 b). De la representacidén secundaria de Vestling-Flori
ni, al expresar los distintos valores de velocidad mamima obte
nidos frente a las inversas de CNADtI gue los proporcionan, se
obtuvo una representacidon no lineal que corresponde a una para

Bela convexa (fig. 59 b).

De la representacién de Lineweaver-Burck correspondiente al
NAD+, se obtienen representaciones no lineales, que también
son parabolas convexas (fig. 60 a). En la representacion de

Vestling-Florini derivada de ésta, se obtiene una linea recta
(gig. 60 b).

A partir de las velocidades méximas se construyeron las repre-
sentaciones deHHill, obteniéndose una pendiente de 0,98 y de

0,56 para la xantina y el NAD' respectivamente ¢ fig. 61 a y
61 v).

Con estos resultados y teniendo en cuenta los estudios realiza
dos para las otras reacciones, se considerd conveniente efec-
tuar la representacién de los valores de 1/v feente a 1/(ﬁlD:TL/%
dando lugar a rectas no paralelas (fig. 62 a), la pendiente de
las cuales representada frente a 1/(Xantind]es lineal (fig.

63 ¢). La representacién de Vestling-Florini de la fig. 59 b,
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(b)Representacidn secundaria de Vestling-Florini
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(b) Repreéentacién secundaria de pendientes frente a
1/[FAD+]1/2 correspondiente a la fig. 59 a

(¢) Representacidn secundaria de pendientes frente a

l/[%antina] correspondiente a la fig. 62 a
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| ge efectud igualmente frente a l/CﬁADﬂ 1/2, obteniéndose de es
il ta forma una representacidn lineal (fig. 63 a).

| Asi, a partir de las representaciones de Vestling-Florini de

' las fig. 62 ¥ y 63 a, se pudieron determinar los valores de

.! los parametros caracteristicos del sistema. De estos resulta-
}dos se deduce que en la expresidén de 1/v la xantina y el NAD™
" vienen afectados fundamentalmente por los exponente ¥ y 1/2

|
| respectivamente.

4.6.10 INHIBICION POR EXCESO DE SUSTRATO SOBRE LAXXDH EN
EL SISTEMA XANTINA-NAD'-XDH-AC.URICO-NADH

Se procedid a determinar el caracter de la inhibicidn por exce

+
g0 de cada uno de los sustratos, la xantina y el NAD .

k,6,10.1 Inhibicion por emceso de Xantina

A partir de la concentracidén saturante de xantina (2x10'z" M),

aparece el fendémeno de inhibicidn por exceso de dicho sustrato.

Se procedid a determinar cinéticamente el citado fenomeno, uti

lizando concentraciones de xantina de hasta 33:10“3 M.

En la representacidén de Lineweaver-Burck con respecto al sus-
trato variable (NAD+) aparece desviacion de la linealidad (fig.
64 a). De acuerdo con los resultados anteriores, se procedid a
representar 1/v frente a l/cﬁADj 1/2 apareciendo en este caso
wa representacién lineal (fig. 64 b) ; la inhibicidon ds de ti-
PO no competitivo mezclado. La representacidn secundaria de las
Pendientes asi como la de las intersecciones es de caracter 1i
neal frente a la xantina inhibidora (fig. 64 c¢ y 64 d).
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|
' 4.6.10.2 Inhibicidn por exceso de NAD®

|

iLas concentraciones de NAD' superiores a la saturante
(1,4x1073 M), ejercen inhibicién sobre la XDH. Se procedidé a

' determinar el caracter de esta inhibicidn, utilizando concen-
traciones de sustrato NAD® hasta 7.5x10_3 M.

|

La representacion de Lineweaver-Burck correspondiente a la xan
itina como sustrato variable, es de carécter lineal y se obtie-
ne una inhibicion de tipo no cappetitivo mezclado con tendencia
a la acompetitividad (fig. 65 a). E1 NAD® como inhibidor afec-
ta de forma mas acusada a la interseccion que a la pendiente.

| Las representaciones gsecundarias de pendientes e intersecciones

frente a cﬁhnfjl/a son de carécter lineal (fig. 65 b y 65 c).

' 4.6.11 INHIBICION POR PRODUCTO
i

:Pura completar el conocimiento cinético del mecanismo en estu-
/dio, se han determinado el caracter de las inhibiciones que
i103 distintos productos de la reaccidn ejercen con respecto a
| cada uno de los sustratos, considerando el otro como sustrato

fijo a concentracion,saturante como no saturante.

b6.11.1 Inhibicion por acido firico

ISB efectud en primer lugar el estudiodde la inhibicidén que so-

‘bre 1a XDH ejerce el acido urico con respecto a los dos sustra
tos de la reaccidén, la xantina y el NADY,

'4.8.11.1.1 Xantina como sustrato variable
|

| -4
'8)~ Concentracién constante y no saturante de NAD ™ (5x10™ " M)

|las concentraciones de acido {rico utilizadas como inhibidoras
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4

fueron 1x10_4, 4x10" " y 1x1073 M.

La representacion de Lineweaver-Bruck de 1/v frente a

f 1/[5c'antinag da lugar a lineas reactas resultando una inhibi-

cidon de tipo no competitivo.puro (fig. 66 a).

La representacion secundaria de las pendientes resulta ser 1li-

neal frente a Cgcnﬁrico 1/2 y la de las intersecciones frente

' a @—c.ﬁricoj (fig. 66 b)y 66 c).

Ib)- Concentracidéon constante y saturante de NAD* (1,4x10"3 M)

Las concentracioms de acido urico utilizadas como inhibidoras
fueron lxlo—ﬁ, 4x10'4 y 8x10-4 M.

Los resultados de las experiencias son analogos a los obteni-
dos para el NADY no saturante,como puede observarse en lasre-

‘presentacidn de Lineweaver-Burck (fig. 67 a) y en las secunda

rias de las pendientes e intersecciones (fig. 67 b y 67 c).

b,6.11.1.2 NADY como sustrato variable

a)-Concentracién constante y no saturante de xantina (3110“5 M)

Las concentraciones de Acido Grico utilizadas como inhibidoras

fueron 3x10_4, 6:«:1‘.3\"11 y 1x10~3 M.

La representacién de Lineweaver-Burck no es lineal, aparecen

pardbolas convexas (fig. 68 a). La representacion de 1/v frente
a I/CNADtll/z es lineal (fig. 68 b). Las reprssentaciones secun
darias de las pendientes e intersecciones frente a la concentra
¢idn de acido urtkco, obtenidas a partir de la fig. 68 b, son de
cardcter lineal con respecto al acido Grico (fig. 68 c y 68 d).
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%

b)- Concentracidn constante y saturante de xantina (2x10 = M)

Las concentraciones de Acido urico utilizadas como inhibidoras
| fueron 5x10-4, 834:10”zl y 1,1:%:10-3 M.

| Los resultados de lasexperiencia son analogos a los obtenidos
para la xantina no saturante,como puede observarse en las re-
presentaciones de Lineweaver-Burck y de 1/v frente a 1/{ﬁADt‘P'/2

{fig. 69 a y 69 b), asi como en la representacidén secundaria de
kas pendientes e intersecciones (fig. 69 c y 69 d).

k.6.11.2 Inhibicidon por NADH

ISa efectud a continuacidn, el estudio de la inhibicidn que so-
' bre 1aXDH, ejerce el NADH con respecto a los dos sustratos de
' la reaccidn, la xantina y el NAD®*,

' 4,6.11.2.1 Xantina como sustrato wariable
|

' a)- Concentracidn constante y no saturante de NAD+.(3X10-3 M).

Las concentraciones de NADH utilizadas como inhibidoras fueron
1x1072, 2x107° y 6x107° M.

La representacién de Lineweaver-Burck da lugar a lineas rec-
tas, pudiéndose observar una inhibicién de tipo no competiti-

vo puro (fig. 70 a).

La representacidon secundaria de las intersecciones y de las
Pendientes es lineal frente aLTNADQ!l/z (fig. 70 ¢ y 70 b).

b)- Concentracidéon constante y saturante de NAD” (1,4x10"3 M).

Las concentraciones de NADH utilizadas como inhibidoras fueron
8x107%, 2x1075 y 8x107° M.
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Los resultados de esta experiencia son analogos a los obtenidos
para el NAD" no saturante, como puede observarse en la repre-
gentacion de Lineweaver-Burck (fig. 71 a), y en las representa
¢ciones secundarias de las pendientes e intersecciones frente a
[ﬁmn}l/z (fig. 71 b y 71 ¢).

k.6.11.2.2 NAD' como sustrato variable
a)- Concentracidn constante y no saturante de xantina (2!10'5 ).

las concentraciones de NADH utilizadas como inhibidoras fueron
x107%, 1x107% y 2x107% m.

la representacidon de Lineweaver-Burck resulta ser no lineal,
apareciendo curvas que se adaptan a parabolas convexas (fig.
72 a). La representacidn de 1/v frente a 1/(§AD’H1!2 tampoco
se adapta a la linealidad,apareciendo parabolas convexas (fig.
72 b).

Con estos resultados no resulta posible determinar el efecto

que el NADH como inhibidor ejerce con respecto all HADﬂ

4

b)- Concentracidén constante y sat#rante de xantina (2x10°° M).

Las concentraciones de NADH utilizadas como inhibidoras fueron
1078, 1x107% y 2x1077 M.

Los resultados de estas experiencias son andlogos a los obteni

dds paraela xantina no saturante,como puede observarse en las
j representaciones de Lineweaver-Burck y de 1/v frente a

! I/tm\njl/a (fig. 73 a y 73 b), no pudiéndose tampoco en este
‘ caso determinar el efecto inhibidor que sobre la XDH ejerce el
NADH,
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4.6.12 DEDUCCION DE LA ECUACION DE VELOCIDAD DE LA XDH
EN EL SISTEMA XANTINA-NAD*-XDH-XC.URICO-NADH

Utilizando los datos obtenidos en el estudio de las reacciones
diaforasica y oxidasica, y teniendo en cuenta los resulddos
del estudio de las inhibiciones por sustrato y por producto en
la reaccidn deshidrogenasica, se podria pensar en un mecanismo
tal como el reflejado en la fig. 74.

Del esquema de reaccidn de la fig. 74 es posible deducir la

" scuacibédn de velocidad por el método de King y Altman. De acuer

| do con este método se llega a la ecuacidn siguiente (106) (107):
1/2

Vmax AB

denominador

v =

siendo el valor del denominador:

K, + KBl/2 kB + ABY/2 . kA + KEAB + Kk A%BY/2 4 kA% 4
ral/2/pt/2 KIAQ1/2/31/2 . KJAqu/a/.l‘% . qul/z . KL31IZQ1/2+
' EAQM2 | kAZq1/2 KPA31/2Q1/2 v KAP 4 ERJ,u_,'l/zl, "

ipl/2p1/2 qullzP/BJ./z . KVAQ”zP/Bl/z . qul/ap . KZAQ1/2P .
RWAPQ/B]‘/z & KYl,t;,_,,}.j:l/a

n el cual las distintas constantes poseen los valorss que se
indican en la tabla XXII.

la expresién de 1/v que se obtiene a pattir de la ecuacibn de
Velocidad es la siguiente:
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TABLA XXIT

SIGNIFICACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ECUACION DE

VELOCIDAD DE LA REACCION DESHIDROGENASICA

(o koky Ky 5 + Kok gk kg + Ky gk glogke, + kokokoky, +

Iy skgkoky + Kgkokgky o + I gl k)
_ 5“7“9"13“15 ¢ moeauM U bR
A k, kK
i Ezkgleky (k, + ks) v K - koo kokg 1345( ky + kg )
kK, k,8k3%
= (kg kgl + K,k + Kgkk, + Kk kgk)
) ksl koK K, - kqgkslokg (ko + Kok 1 Kigkys)
k k1% ko k1%
_ Bagksiole Uy * k5) K - skpkokay (g * kys)
kio%o 32Kn
_ Eokokokygkygkyp (o + kg) K, = k7k9 16514
ks k1% 5% 3250
_ k7k9k16k14k12 (k3k5 + k4k2k33/k + k5k2k33/k34)
k; k55K
k71‘91‘161‘141‘2 33 . l‘i’ k143]‘15 lltk‘i * ks) .
k k1 %5% 3%22%0
i k7k§-§:2k16 (k4k14 + kikul + k13k4 + kskla)
k k3%

aslea
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Uy 3¥y 51 My ka5 /K6 + Kgky gk gl koo lep +
* kol X ka9 kg + kgkpky gk ykyo/kap)

(k3k5k14 + k3k5k13 + k4k2k14k31/k32 + kskzkmkﬂ/k )

_ Eskokoky6¥14Kp9/ %50 + "11{ x:-5k1k9k§j/‘§24 * t gk gk Ky kyy

kgky o (kK 1 4 K, o 12“‘71’13]‘15“‘1&1‘121‘3""15“12"8*"13"15"8

k%
kskr%e (k135197 %20 *i:u"w/ k18 * ¥15%17/%18) koK, |

P K- Kk,
ok okl ko (ke + Ioks + kgl + kaks)‘ K, - kgk) 6Ky ;

ki 3Bz 1%
k) X4k 0k %5 (K + g) k) 615 4% 019 0%g %5 %5

kk,% . k k%%
(k) Sk, bepg™; o/Xp + ks gk gk g/ K0 * Iyl gk ¥ /298 +
+ gk ok kg ok g)

ko ko ke, Ky K, - z‘&s‘&a“i&“s“ »

k]_kBKD ; k].kl]. 2’!K0

eyl ey ey ey 3 /gy + Kys¥a¥a2%10%8 a3 Mok *
+ Xy gyl Iy okgley /Ko + kplglty )k Ky 3Ky o/ K50 *

+ k k k /k]_ ) s -K-Z
kkok)  k gk ykg9/58 K, __k?kl?;




- 207 -

L5 % K
- A B 1/2 K 1/2
1/\' = LABI'/E + A + TCB + 1 + BTE + KEB + KFA +

vméx
e Y172 X172 %, 170 R
g reaie i s e v

/2, raley o 1.7 T .7 N 5 172

L 1/e M1z, B,/ L 172 %
¥ 759 ““7"AQ Q + + K,P +
¥ A Bl 2 B}. 2 KR
K

....—-.P
A AB B t B2

-7—Q P +
PQ
En el caso de que no haya exceso de ninguno de los sustratos y

tampoco haya cantidades importantes de los productos, la expre

sion de 1/v se transforma ent

A Ky 5
1/v=¥ ;‘/24-—;-+1+;]7§
max

Que se puede escribir en dos formas diferentes:

, 1 K, . 5 ..
/v = +KB — 1/2
1/2 A Y B

vmé.x - max
6 bien :

= Ka 1 L2 E'i+1)
el W PO W

max m

e las
que se corresponden con las representaciones graficas d

figuras 59 a, 62 a, 62 b, 63 a, 63 B, Y 63 c.
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Cuando hay exceso de sustrato A y no hay cantidades apreciables
de los productos, la expresidn de 1/v se transforma en :

1 K, : | 1
1/V= T-FKD-bKG;\ Bl/_2+

5
v, L R

max vmax A

que corsesponde al resultado de las figuras 64 b, 64 ¢, y 64 d.

En el caso de que haya exceso de sustrato B y no estéan presen-
tes los productos de la reaccién, la expresién de 1/v se trans

forma en:

1 K 1 KD

A 1/2

1/v = o 31/2 + KE + KCB - 31/2
méax max

+ 1+ KpL/2

+

> | -

que corresponde con las representaciones en las figuras 65 a,

65b y 65 c.

Al considerar el caso en que no haya exceso de ninguno de los
sustratos, pero haya exceso de producto P, la expresion de 1/v

queda como sigue:

1 K K5 172
/v = 1?2+~—KB+1+-%?+—§§P+KRP+TP
v, AB ) B
max

A

que se puede escribir en funcidn de 1/4 3

1 ., K 1/2.1 1 KD i KQP +KRP
v = s v Ky KF ) T \GI " =7
v, B A Vioax

66b,
‘uya representacidén grafica corresponde a las figuras 66 a,

66 ¢, 67 a, 67 b, 67 c.
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Vméx VI ; A

1 [k 1 1 K,
A s
/v = e R 75 + --+1+xRp+—;p1/2
que corresponde a las representaciones de las figuras 68 b,
68 c, 68 4, 69 b, 69 c, y 69 d.

En el caso de que no haya exceso de ninguno de los dos sustra-
tos, pero haya exceso de producto Q, la expresidn de 1/v es:

Ea %5 B %Ki, %5i/2

+ — + 1 + +—-Q + —=Q
1/2 A B?z =

1/v =

+

1
vméx
Ke 172 %172 %172 1/2
¢ —Frgat/? + Lal/% s —7pal% 4 w0

B

que se puede escribir en funcidén de 1/A :

1
T F R B pre Kg 1/2 1/2) 1
1/V=v 1?2+KB+ /+;]7§Q + K Q A+
max
1 K, K 3, By 1, 1/2)
—Q + ——7—Q + KPQ
Voo tei72 "8 gl/2

que corresponde a las figuras 70 a, 70 b, 70 ¢, 71 a, 71 b ¥

71 ¢c.

eda
Escribiéndola en funcién del sustrato B, la expresidn qu
como :

1 1 1/2
1/v-_- 1/2.,. Q1/2—+-;-— -—+KD+3Q
B Vpax

3 ! KB+l +5"-Q1/2+ KPQI/Z)
A

1
1/2 . | i
+ K,Q 7—31 5 * v y

as 72 a 72 b,
tuya representacidn grafica €8 1a de las figur '

3 ay73b.
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Asi pues el mecanismo de reaccidn descrito anteriormente y los
complejos que hemos supuesto han dado como resultado una scua-
cién de velocidad que explica los resultados experimentales ob

 tenidos, pero hay que tener en cuenta que aunque la reaccién
 estudiada ltimamente

| xantina + NADY ——5 -&c. Girico + NADH
I
!l ¢es la que se da en mayor extensibén, simultaneamente con ésta

ge dan da oxidasica y la diaforésica, qunque ean una extensibn
micho menor.
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b6.13 ESTUDIOS CINETICOS DE LA XDH EN EL SISTEMA HIPO-
XANTINA-AC.URICO-XDH-2XANTINA

Para completar los estudios referentes al comportamiento ciné
tico de la XDH en distintos sistemas, se procedid a estudiar_
la reaccidon de oxidacidén de la hipoxantina a xantina, cuando
el enzima utiliza al acido Grico como aceptor electrénico, el

cual se reduce a xantina.

k.6.14 DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE ACTUACION DE LA
XDH EN ELSSISTEMA HIPOXANTINA-AC.URICO«XDH-
2XANTINA

Para caracterizar el sistema en estudio, se han determinado el
pH bptimo de actuacibdn del enzima. El margen de pH en el cual

se determinaron las velocidades iniciales, estmvo comprendido
entre 5,7 v 3,0.

Puede observarse en la fig. 75 que el maximo de actividad se ha
lla situado alrededor de 6,0 y disminuye rapidamente a partir
de pH 6,5, ,siendo despreciable a pH 7,0.

k.6.15 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA
XDH EN EL SISTEMA HIPOXANTINA-AC,URICO-XDH-
2XANTINA

De acuerdo con los resultados expuestos en el apartado ante-

rior, lss determinaciones de las velocidades iniciales, se

ofectuaron en todos los casos a pH 6,0.

taciones graficas de Lineweaver-

Lag correspondientes represen )
tina y acido urico,

Burck correspondientes a inversas de hipoxan

estra
Mestran 1ineas paralelas (fig. 76 a ¥ 76 b), lo que demi
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la ausencia de complejos ternarios y puede ser indicio de un me
canismo ping-~pong.

A partir de los resultados de las fig. 76 a y 76 b, se $fectua
ron las corresponddentes representaciones secundarias de Vest
ling-Florini, las cuales permiten la obtencidn de los parametros
reales del sistema (fig. 77).

4,6.16 INHIBICION POR EXCESO DE SUSTRATO DE LA XDH EN EL
SISTEMA HIPOXANTINA-AC,URICO-XDH-2XANTINA

Se ha procedido a determinar la inhibicibn que el exceso de am

bos sustratos, la hipoxantina y #& acido firico, ejercen sobre
la XDH,

£,6.16.1 Inhibicibén por exceso de “acido urico

El fendmeno de inhibicidn por exceso de sustrato aparece a par

tir de da concentracidn saturante de acido urico (5x10'5 M).

S¢ procedid a determinar cinéticamente la inhibicidn utilizan-
do concentraciones de Acido wirico hasta 1,4x10'4 M.

la representacidén de Lineweaver-Burck con respecto al sustrato
variable (hipoxantina),esllineal, y la inhibicién es de cmrac-
ter acompetitivo (fig. 78 a). Sin embargo,al efectuar la repre
tentacioén de las intersecciones frente a la concentracidn de ¢
fcido urico, aparecen desviaciones de la linealidad, que se
sdaptan a una parabola b hipérbola céncava (fig. 79 b) ; el
Wsmo tipo de curvatura aparecid en la correspondiente repre-
fentacién de Dixon (fig. 79 a).



1

Vv

min

1.0 1

Jmol

2%10°M

K MHipoxant)™ 3

3 , -
100 d gt o

[Hipoxant} I:Uric]

| 1

0 1 2

i§. 77 Representaciones secundarias de Vestling-Florini
correspondientes a la fig. 76

De abajo a arriba: ac.urico ; hipoxantina
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4,6.16.2 Inhibicidn por exceso de hipoxantina

La inhibicidén por exceso de sustrato aparece a partir de la
concentracidn saturante de hipoxantina (5x10_4 M).

La determinacidn cinética del citado fendmeno se efectud utili

zando cantidades de hipoxantina de hasta 5::10"3 M.

La representacidon de Lineweaver-Burck con respecto al sustrato
variable (&4cido drico) es lineal, y la inhibicién es de tipo no
competitivo mezclado (fig. 80 a). Sin embargo, al efectuar las
representaciones secundarias de las intersecciones y de las pen
dientes, frente a[ﬂpox&ntina} se pudo apreciar un caracter no
lineal hiperbdlico (fig. 81 b). El1 mismo tipo de curvatura apa

recié al efectuar la correspondiente representacibén de Dixon
(fig. 81 a).

4,6.17 INHIBICION POR PRODUCTO (XANTINA) DE LA XDH CBN
EL SISTEMA HIPOXANTINA-AC.URICO-XDH-2XANTINA

Para completar el conocimiento cinético del mecanismo del sis-
tema en estudio, se procedid a efectuar la determinacidn del
taracter de la inhibicién que sobre la XDH ejerce el producto
de la reaccidn con respecto a ambos sustratos, cousiderando el
otro sustrato fijo, a concentracidn tanto saturante como no
taturante.

“-5-17.1 Inhibicidn con respecto al acido fGrico

8)- Concentracidén constante y no saturante de hipoxantina
(}.:r:].(lv_’:t M).

lag concentraciones de xantina utilizadas variaron entre 31:10"5
Yy 3x107° M
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La representacién de Lineweaver-Burck y de Dixon (fig. 82 a y

82 b), condujeron a una inhibicidn de tipo no competitivo 1i-
neal.

La representacidon de las intersecciones y de las pendientes es
lineal frente afﬁantine](fig. 82 c).

b)- Concentracidén constante y saturante de hipoxantina
(5x107% M).

Las concentraciones de xantina utilizadas como inhibidoras va-
riaron entre 3x10-5 y 5::10'5 M.

En esta experiencia los resultados son analogos a los obtenidos
con la concentracidon de hipoxantina no saturante, tal como pue
de apreciarse en las fig. 83 a, 83 b y 83 c.

b,6.17.2 Inhibicién con respecto a la hipoxantina

a)- Concentracibén constante y no saturante de acido urico
(1x1072 M).

Las concentraciones de xantina utilizadas como inhibidoras va-
riaron entre 5;::1(5_6 y 5x10-5 M.

las representaciones de Lineweaver-Burck y de Dixon (fig. 8% a

Y 8¢ b), condujeron a una inhibicién de tipo no competitivo 1i
neal,

la representacidén secundaria de las intersecciones y pendientes
®8 lineal frente a la concentracién de xantina (fig. 84 c).

b)~ Concentracién constante y saturante de acido Grico
(5x107° M).
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bl
e

Las concentraciones de xantina utilizadas como inhibidoras;va-
riaron entre 5::10_6 y 5x10-5 M.

En esta experiencia los resultados fueron analogos a los obte
nidos pama el &cido urico no saturante, como puede apreciarse
en las figs. 35 a, 85 b y 85 c.

£,6.18 DEDUCCION DE LA ECUACION DE LA XDH EN EL SISTEMA
HIPOXANTINA-AC.URICO-XDH-2XANTINA

Utilizando los datos obtenidos en el studio del presente siste
ma, se podria pensar en un mecanismo tal como el reflejado en
la fig. 86.

Del esquema de reaccidn de la fig. 86, es posible deducir la
ecuacidén de velocidad por el método de King y Altman (106) (107)

De acuerdo con este médodo se llega a la ecuacidn siguiente:

(Kh + KBU + KbH) HU

v e

denominador

slendo el valor del denominador:
KDU+KEU2+KFH02+KGHUX+KHHU+KIH20+KJM+KKK+KBH+
+ 2 2

KﬁH + KﬁUX + KbU X

en el cual las distintas constantes poseen los valores que se
indican en la tabla XXIII.

La expresidén de 1/v que se obtiene a partir de la ecuacidn de
Velocidad, es la siguiente:
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TABLA XXIII

SIGNIFICACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ECUACION DE

VELOCIDAD DEL SISTEMA HIPOXANTINA-AC,URICO-XDH-2 XANTINA

Ry = Iylglglokok ko (kyy+ kyg) 5 Ky = kykgkekokoky Kk o g

Ko = kykgkgkok kg kaekgg 00 By = Kglokok ko (ky+ky ) (K 4k ) 5
Kp = kgl koky kol glig+ k) 5

Ky = klqule(kBksk.?kg«f kykgk, (ki o+ kyqp) + ksk,?kgkll) ;

Kg = kgl Ko+ k) (ky gk p kg o3 g+ Kok ok, gk o4 kg ok oy g+

+ kgky pk; gk gt kol ol gk 5)
KH = klk?k17(k14+ kls)[;g(k5k11+ k3k11+ k3k5) + k3k5(k10+ kll) +
+ k5k14k16 kgkllkla(k2+ k3) + k1k3(18k10+ kgk, ,+ kgkll)] $

klklsklsﬁgkgknh&* kykgky shgkkolky , + kgl (lgky ) + kgky o+

o
[}

+ k9k11) + k5k9k11k14]; KK = k5k8k10k12k17(k2+ ksl(k14+k15);

K; = kskloklz(k2+ ks)(k3k14k18+ k8k15k18+ k3k15k17)

el
0

k1k3k5k17(k8k10+k8k11+ k9k11)(k14+ k15) 3
By = Ikl g (lgky o+ Jegley g #4kgley ;) (gt Jy5) 5
By = kgky 5 (ky+ ky) (kgky oy y 1 o+ IOk oy g1 o+ Mok gl 5k, +

& k7k9k14k17 + lr7k9kl5k17) i Ky = ksk?klzklllkls(k2+k3)(k9+k10).

—
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numerador
1/v =

denominador

siendo el numerador:

I W B Kyt

—_— —— +-*— + U + X + — 4 — 4+ = H + —
k| B K, Ky s + KH + - +

i

Y el denominador:

i; (iKA + KBU + KC?)

En el caso de que no haya exceso de los dos sustratos ni gel

producto, la expresidén de 1/v ser reduce a:

1/v = . + * + 1 Kj

U HEy

la cual se puede escribir de dos formas distintas, segun se re
fiera a inversas de las concentraciones de acido Grico, o de
hipoxantina. En ambos casos se observa que las representaciones
de 1/v frente a las inversas de las concentraciones del corres
pondiente sustrato, dan lugar a rectas paralelas, lo que esta

de acuerdo con las fig. 76 y 77-

Cuando se refiere la ecuacidn a las inversas de las concentra-
ciones de hipoxantina, yxexiste en el medio exceso de acido
@rico, que se comporta como inhibidor, la ecuacidn correspon-

diente se transforma en:

E . S o ||
v = — + ) ——4-( 4+ ——— 4 il e
u R Uk Ku)]“n B
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donde puede observarse, que la inhibicidon que ejerce el acido
urico es no lineal y no competitiva. La no linealidad corres-
ponderda a una hipérbola concava o convexa, segin el valor de
las constantes. En el presente sistema corresponde a una hipér

bola cdncava, lo cual indica que se debe cumplir la relacidn
siguiente:

%[ K 5,

_ = 4 KF Kil + —

Ko\ Ky i

Por otra parte, el hecho de gue la inhibicidén hallada experi-
mentalmente corresponda a una inhibicidn acompetitiva, debe in
dicar que el valor de Kﬁ es poco significativo, lo que sugie-
re que k14k16 son de poca importancia y esta de acuerdo con la
fig. 79.

Cuando se refiere la ecuacidn a las inversas de la concentra-
cidon de acido Urico en presencia de exceso de hipoxantina, la
ecuacion queda como sigue:

s b e 2 )11 CV
LR HKHKHKH

donde se puede observar que la inhibicidn que ejerce la hipoxan

tina con respecto al Acido Grico es de tipo no competitivo, de
cardcter no lineal hiperbbdlico, como puede apreciarse en la fig.
81, E1 hecho de que experimentalmente aparezca una hipérbola
tonvexa indica que la relacidn

163) Gl

e cumple.
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Por otra parte, cuando exigte en el medio el productd de la
reaccidn, la xantina, la ecuacidn que se obtiene considerando

que ninguno de los sustratos se encuentra en exceso, es la si
guiente:

1/v = |1 +-i ~EE + Khx + fgf +-E§E +Jf§ + fﬁfil//ég
Ky \H U HU U H Ky

Puede obserbarse, que el efecto del producto con respecto a
ambos sustratos es analogo, y se puede apreciar que es no com
petitivo lineal en todos los casos, lo cual esta de acuerdo
con los resultados experimentales (fig. 82, 83, 84 y 85).
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5 DISCUSION
< =

— s S o T
15—

Para abordar el estudio comparativo de la X0 y de la XDH, ha

sgido necesario partir de preparados de suficiente grado de pu
reza, y cuya actividad permitiese determinar los parametros,

ohjeto de la investigaciodn.

la obtencidn de un preparado activo de XDH se ha efectuado por
¢l método propuesto por GUBERT y col.(13), que proporciona un
purificado enzimatico con actividad adecuada para las determi
naciones efectuadas en este trabajo. La obtencién de prepara-
dos de X0 con suficiente actividad especifica, ha requerido un
estudio cuidadoso ya que la bibliografia no describe ningin
método de purificacidn adecuado para los fines del presente es
tudio.

Il método de purificacidén de la X0 que se propone, se funda en
el método previamente deserito para la XDH (loc. cit.).

Se tuvo en cuenta en primer lugar la diferencia fundamental en
tre 1os tejidos hepaticos, de pollo y de buey, ya que sk bien
¢l primero no posee uricasa, ésta se halla presente en el de
procedencia bovina, La eliminacion completa de 1a.uricaaa permi
te obtener valores de las velocidades iniciales que no resul-
ten afectados por la eliminacidn del acido Grico por el enzima,
¥a que aquél es el producto de la reaccidén que se determina es

Pectrofotométricamente.

la eliminaciédn de la uricasa se consigue mediante la homogenei
zacidén en sacarosa isotdénica y posterior centrifugacidn a
15"000#3 durante 1 h, con lo que se congigue la separacion de
las mitocondrias y de los peroxisomas, ya que en estos altimos
regside la actividad uricésica.



- 233 -

la introduccidén de un tratamiento pérmico resultd eficaz,como
en la purificacidn de la XDH, pero si se efectiia con los homo
geneizados en sacarosa, la separacion de la proteina desnatu-
ralizada del sobrenadante activo, después de la calefaccioén,
ge muestra dificil. Puede solucionarse el problema mediante la
introduccion anterior al tratamiento térmico de tampén de fos-
fato sodico 0,5 M de pH 7,4 , en cantidad suficiente para que
la concentracion final en dicha sal sea 50 mM. Se consigue con
ello que el residuo sdlido de la centrifugacidédn sea lo sufi-
clentemente compacto para poder efectuar una separacidn correc
ta de las dos fracciones producidas por la centrifugacion.

El fraccionamiento salino con gulfato amdnico, permite un pre-
parado 40 veces mas activo que el tejido hepatico de partida.

In la consecucion de un preparado mas activo, resulta eficaz
el empleo de una columna de DEAE-celulosa, de acuerdo con la
técnica previamente descrita para la XDH (13). La aplicacidén
posterior de una cromatografia en Sephadex G-200, da como res-
sultado la obtencidon de un purificado de X0 con una actividad
especifica 256 veces superior a la del tejido hepatico de par
tida, y adecuado para las experiencias efectuadas en el presen

te trabajo.

El preparado se conserva activo a +42C, de modo practicamente
indefinido.

Una vez establecido el método de purificacidén de la W0, se pro
tedidé a determinar de que forma afectan las variaciones de pH
& los valores de L 4 v , tanto para este enzima como para
la XDH,

En primer lugar, se estudid la variaciéon en los sistemas que

cataliza la X0. Cuando el sustrato utilizado fue la hipoxanti-
na, se pusieron de manifiesto unos puntos de inflexidén comunes
Para la variacidn de V . vy K corespondientes a los valores



de pH 5,9 5 8,3 y 9,2. Cuando el sustrato sobre el que actia
el enzima es la xantina, los valores resultaron ser de 6,2 ;
83 8,4 y 9,2. Con las limitaciones del método se sugiere que
puedan corresponder a los siguientes grupos ionizables: los si
tuados alrededor de pH 6 a un grupo imidazol de la histidina,
el de pH 8 al grupo oxo del sustrato xantina, los que corres-
ponden a un valor de pH de 8,3 serian identificables con un
grupo ~-SH, si bien posiblemente se puedan identificar con un
grupo persulfuro que la bibliografia considera imprescindible
para la unidn enzima-sustrato, y su posterior conversion en
el producto oxidado (32) (33) (48) (49), y por Gltimo el gru-
po ionizable a pH mAs basico se podria identificar con un
Z—amonio de la lisina.

Cuando el estudio tuvo lugar sobre la XDH, se determinaron igual
mente los puntos de inflexidén correspondientes a Koy V ._, pa
ra el sistema xantina-NAD® -HDH-ac.@rico-NADH. Se pusieron de ma
nifiesto valores comunes para pk, (xantina), pKy (NADY) y

log vm&x' correspondientes a los valores de pH 6,5 ; 7,5 ¥ 8,5
que corresponden probablemente a un grupo imidazol de la histi
#ina § el que aparece a 6,5 , y el de 8,5 a un grupo persulfu-
ro del centro activo del enzima, al igual que ocurria con la
X0. Sin embargo, el que se presenta a pH 7,5 resulta de mas di
ficil asignacién. Ademés de los puntes de inflexidn comunes,
Suando se trata del pK, (xantina) aparece otro punto de infle-
xién & pH 8,0 , el cual se asigné al grupo oxo de la xantina.

Asimismo se efectuaron anilogas determinaciones para el siste-
ma xantina-oz-XDH-éc.'&rico— H202, apareciendoc en este caso unos
puntes de mnflexidén que se asignaron al grupo imidazol de la
higtidina, al grupo oxo de la xantina y m un grupe persulguro
en el centro activo del enzima.

Ponen de manifiesto los resultados analizados, que en '_to?oa los
sistemas estudiados existen dos valores de pK comunes, que, tal
tomo ge ha indicado, se sugiere corresponden al grupo imidazol

de la histidina y al grupo persulfuro presente exn el centro ca

talitico del enzima.



- 235 -

ge ha tratado de confirmar la presencia de grupos -SH y su in
tervencion en la actividad de la X0 y de la XDH, mediante el
estudio de las acciones que producen algunos de los reactivos
de grupos -SH mads caracteristicos, sobre los mencionados enzi

m’.

[l efectc que el PCMB, DINB, NEM y IAM ejercen sobre la X0 ds
variable, al igual que ocurre sobre las actividades oxidasica
y deshidrogenasica de la XDH. En primer lugar,se pusd de mani
fiesto que el PCMB inhibe a ambos enzimas de modo irreversible
en las condiciones en que se ha experimentado ; la inhibicién
10 es progresiva con el tiempo de contacto y si bien se anula

por la presencia del 2ME y por dialisis.

Al valorar los grupos -SH con PCMB, se pone de manifiesto que
¢l reactivo no reacciona con la X0 en ausencia del sustrato
xantina. Si se considera que el enzima es fuertemente inhibi-
do por el reactivo, y que se postula que existe un grupo per-
sulfuro en el centro activo del enzima (32) (33) (48) (49),
parece probaﬁle que dicho grupo se halle estabilizado de tal
forma, que sea inasequible para el PCMB en ausencia del sus-

trato de la reaccidn.

El DTNB no altera la actividad watalitica de la X0 y de la
XDH,

Por su parte, la NEM y la IAM inhiben la actividad oxidasica
de ambos enzimas, pero no afectan a la actividad deshidrogena
fica de la XDH. La inhibicibén provocada por ambos reactivos
®s reversible y de caracter competitivo hiperbdlico para la
NEM, y acompetitivo hiperbdlico para la IAM, en ambos casos

ton respecte a la xantina.

El qgue 1a NEM y la IAM resulten incapaces de interaccionar

+
ton el enzima de higado de pollo, cuando el NAD es el acep-
tor electrédnico, sugiere que éste modifica la molécula de XDH
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e impide tal interaccidon, o bien ejerce un efecto protector.

Al considerar el hecho de gque la NEM inhibe la reaccidn oxida-
gica competitivamente con respecto al sustrato, se pone de ma-
nifiesto que el efecto no puede ser de proteger el centro al
que se une el reactivo, dado que el sustrato y el aceptor elec
tronico no compiten por ¢l mismo centro ¢ sin embargo, ello
rgsulta posible en el caso de la IAM, que probablemente interac

ciona con la flavina alquilandola.

Para explicar estas anomalias, es preciso suponer que el NAD*
interacciona con el enzima anteriormente a que lo haga la xan
tina, si bien este hecho estaria en contradiccion con el meca’
nismo ping-pong,que se pupone para el enzima, ya que se ha po
dido aislar la forma reducida del enzima después de reaccionar
con la xantina y liberar Acido Grico en ausencia del aceptor
electrénico. Este hechc encuentra una explisacidn cinética ade
cuada, como puede verse en 4.6.12.

Es también importante destacar, que en la XDH aparece un grupo
ionizable a pH 7,5 cuando el NAD" ge encuentra en el medio y
gue este grupo, de dificil asignacidén, pudiera mer el respon-
sable de la actividad deshidrogenasica, y su ausencia es la

causa que la XO carezca de tal actividad.

Esta hipdtemis, llevd a pensar en la posibilidad de inducir la
actividad deshidrogenasica en el enzima de procedernciz fBavina.
Se ha descritc el fenbdmeno (52) (59) (54) (55) (56) (57) en la
xantindeshidrogenasa de higado de rata y humance ; ambos enzimas
Be comportan inicialmente como deshidrogenasas y el proceso de
extracecidn del enzima incrementa la capacidad oxidasica en de$
trimento de la deshidrogenégica. Determinados tratamientcs so-
bre la oxidaga asi formada, provocan la recuperacidn de la ac-
tividad deshidrogenésica j; cuando ge trata con reducéores ocu-
rre tal transformacidon, que se supone pudiera estar relacionada

ton la aparicidon de grupos -SH.
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Si bien la X0 es capaz de interaccionar con el NAD+, esta in-
teraccidn no conduce a la reoxidacidon del enzima reducido, al
oxidar la xantina a acido Urico. Es asimismo conocido el he-
cho de que tanto el oxigeno como el NAD " se Gnen al mismo lo-
cus del enzima, por lo que algunos autores han supuesto que
la transformacidn es probablemente aditiva (51).

De acuerdo con estas hipdtesis, se ensayaron diferentes tra-
tamientos. La incubacién de X0 con 2ME y con NaHSO3 o induce
actividad deshidrogenasica en el enzima. Tampoco produce resul
tados positivos la preparacién de la X0 en presencia de 2ME.

El DTE y su isomero el DTT, inducen la aparicidn de actividades
deshidrogenasica en la X0. Las condiciones 6ptimas que dan lu
gar a la apgficidon del maximo de la actividad deshidrogenésica
provocan’a su veﬁ’un descenso de la actividad oxidasica, pero
el incremento de la actividad debBhidrogenasica no es equiva-
lente al descenso de la actividad oxidasica. Se puso asimismo
de manifiesto que la eliminacién por diAlisis del reactivo in-
ductor de la actividad deshidrogenésica no provoca la pérdida
de la actividad inducida en el enzima.

Al determinar los paréametros cinéticos para la xantina y #ds
ﬂlb* en la reaccidon deshidrogenésica en la X0, las representa
ciones cinéticas ponen de manifiesto la ausencia de complejos
cinéticos ternarios, lo que probablemente es debido a que el
mecanismo de la reaccidn es de tipo ping-pong.

Una vez estudiada la posibilidad de obtener actividad deshidro
genasica a partir de una oxidasaccaracteristicag,se tratd de
inducir actividad oxidasica en la XDH, que es predominantemen
te una deshidrogenasa. Para e#ta transformacion, se utilizaron
métodos de digestidn proteolitica, que se habian mostrado ade-
tuados para obtener una oxidasa no convertible en deshidrogena
sa en la xantindeshidrogenasa de higado de rata (52) (53) (54)
(55) (56) %$57).
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La accidn de la tripsina, 1ap(-quimotripsina y la subkilisina
no provocan ningan cambio en la relacidon de las actividades

oxidasica y deshidrogenasica de la XDH, asimomo tampoco modi
fican los valores absolutos de dichas actividades cataliticas.

La caracterizacidon cinética de la XO y de la XDH ha permitido
completar el conocimiento de sus analogias y diferencias mas

importantes.

El pH o6ptimo de la X0, cuando cataliza la oxidacion de la hipoc
xantina a xantina, o de ésta a acido Gkico es de 8,4. En 1la
determinacién de K, (xantinal, al representar las inversas de
las velocidades iniciales frente a las inversas de la concentra
cidn de xantina, la representacidn no es lineal. Por otra par-
te, la representacidn de Hill proporciona una recta cuya pen-
diente es 1J2. Se creyd pportuno, por ello, representar 1l/v
frente a 1/£;bntin%11/2 con 1o que, aparece una linea recta ;
ello implica que la ecuacidn de velocidad se adapta a:

gl/2

Vimax

Kl + S

1/2

La xantina (10-3 M) no produce inhibicidén por exceso de sustra
to. El producto de la reaccidon, el acido urico, provoca inhibi
cidén g se observa que en la representacion de Lineweaver-Burck
aparece una curvatura que es idéntica a la obtenida en su au-
sencia. Por otra parte, al representar 1/v frente a 1
1/[§antin§1l/2, se deduce que la inhibicibén es de tipo no com
petitivo. La representacion de 1/v frente a[Ec.ﬁricéll/a es
lineal ; también la representacidén de las intersecciones y de
las pendientes son lineales frente a tﬁb.ﬁrico 1/2 1a ecua-
tidn que corresponde a tal comportamiento es

v , st/
max

(5, + s/2) @ + px'y)
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Con objeto de comparar el cpmportamiento cinético de la XDH

y de la HO, se ha determinado la accidn que el NADH ejerce so
bre este Gltimo enzima. La presencia del NADH no altera la
linealidad de la representacidn de 1/v frente a 1/@&111:111&7 1/2
y la inhibicidén que se produce es de tipo acompetitivo. Por
otra parte, la representacidn de las intersecciones frente a
distintas potencias de la concentracidn de NADH, gse desvian

de la linealidad. Sin embargo, la curva cambia de concava a
convexa, segun si la repregentacidn se efectiia frente a la con
condtmaion de NADH o a ['NADH 172, o110 indica que el término

que afecta a las intersecciones sera, probablemente:

1+ KjlﬁA.DH]l/z + K, [NADH])

En el estudio del comportamiento cinético frente a la hipoxan
tina, la representacion de Lineweaver-Burck no es lineal, pero
81 1o es la de 1/v frente a 1/ [Eipoxantina]l/z. La hipoxantina
provoca inhibicion por exceso de sustrato y la representacion
de 1/v frente a ﬁﬁpoxantinag 1/2 es lineal. Estos resultados

conducen a formular la hipbdtesis de que la ecuacidn de veloci-
dad es:

1/2
VoaxS

g +sl/2+xss

v =

El 4cido Grico eg inhibidor no competitivo con respecto a la

hipoxantina, en analogia a lo observado con la xantina. La re-
Presentacidn de 1/v frente a la concentracién de acido arico o
a La‘c.ﬁi-ico)l/z no es lineal ; lo migmo ocurre en la represen-
tacién de las intersecciones. Sin embargo, la representaciéon

de las pendientes frente a [‘Hc.ﬁricql/z es lineal. En este ca
80, no aparece la misma linealidad que con respecto a la xanti

12, en la que todas las representaciones se adaptan a la linea
lidad frente a |"ac.trico 1/2

PMica estos resultados es:

. La ecuacidon de velocidad que ex-
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v , sl/2
max

1/2(1 + P

1/2

(1L -+ B 1{7)1(5 + S xg+px§+1a3f2xio)

La X0 cataliza la reaccion diaforéasica, de oxidacion del NADH
a NAD'. La reaccién se siguid a pH $,0 ya que a su pH optimo
que es inferior, tanto ek emzima como el NADH se alteran. En
este caso, la representacidon de Lineweaver-Burck no es lineal
y no aparece inhibicidon por exceso de sustrato. Al igual que
con la hipoxantina y la xantina, la representacidon de 1/v fren
te a l/lﬁADﬁ)l/z es lineal, siendo la ecuacidn de velocidad
andloga a las anteriores. La inhibicidn por producto, NAD* , ©s8
de tipo competitivo y la representaciodon frente atﬁiDtJl/z es
lineal, lo qgue se halla de acuerdo con la ecuacidn de veloci-
dad:

v , si/2
max

) K, 1+ xizpl/z) + s1/2

La inhibicidn que ejerce el acido Urico sobre la X0 con respec

to al NADH es de tipo acompetitive ; siendo no lineal con res-

pecto a L'gc.ﬁricojllz, [ac. arico] y ['z'ac.t’:ricti 2, Posiblemente

la ecuacion de velocidad que explica estos resultados correspon
da a:

v , sl/2

(1 + Kij

1/2 172

K1 # + K, U+ Ki5U3/2

El comportamiento cinético de la X0 se resume en la tabla
XX1v,

La aparicidén en todos los casos de linealidad al representar
1/v frente a las inversas de lasconcentracidén de sustrato ele-
vada a 1/2, induce a pensar que la reaccidn se adapte a un or
deh de 1/2. Este hecho junto con que la X0 es un enzima que

consta de dos hemimoléculas con un centro activo cada una, con
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duce a postular la hipdtesis de que solo una molécula de sustra
to se une a un centro activo de la X0 indistintamente. Si esta
unibédn provoca la anulacidn de la capacidad catalitica del otro
centro activo libre, resultara que por cada centro activo del
enzima correspondera estequiométricamente 1/2 molécula del sus
trato.

Una confirmacidn de esta hipodtesis se encuentra en el hecho de
que la inhibicidn por hipoxantina es lineal con respecto a
fﬁipoxantina.] 1/ 2, lo cual indica que ambos centros se saturan
para dar un complejo inactivo, en el cual la estequiometria
E~S sera 1:1. Por otra parte, el que cuando el sustrato es la
xantina o bien el NADH, no se alcance la concentracidon saturan
te, puede interpretarse por la escasa sbkbkgbilidad de la xanti
na y la elevada densidad Optica del NADH, gue no permite traba

jar con concentraciones mnuy elevddas.

En todos los casos la inhibicidn puede explicarse por la fija-
cién del inhibidor a su centro caracteristico, o bien al segun

do centro presente en la molécula enzimatica.

La interpretacidon de las representaciones graficas obtenidas

con la X0, ha conducido a la formulacidén de lasddiferentes ecua
ciones de velocidad, que explican satisfactoriamente los valo-
res de las velocidades de reaccidn oxidasica y diaforasica, asi
como las inhibiciones por hipoxantina, por acido Grico y por
NAD' y NADH.

Las condiciones en que se han efectuado las experiencias, con-
centracidon constante de oxigeno, y el hecho de que la xantina
sea también sustrato de la reaccibdn, no permiten el llegar a
formular un mecanismo general de reaccibn.

Los datos obtenidos pueddn permitir no obstante,,vislumbrar
ciertas analogias o diferencias entre la oxidasa en estudio y
la deshidrogenasa de higado de pollo, cuyo mecanismo cinético
general, se discute mas adelante.



- 243 -

En el estudio del mecanismo de reaccidn de la XDH, se han abor
dado tres de las reacciones de oxidacidn que cataliza el enzi-
ma, las cuales son : la reaccidn diagorasica (de oxidacibn del
NADH), la reaccidn oxidésica y la oxidacidn de la xantina ;
utilizan el oxigeno las dos primeras y la tercera el NAD*..como
aceptor electronico respectivamente. En ellas el enzima estua
ccmo deshidrogenasa.

En el estudio de la reaccidn diaforéasica, al igual que ocurre
con la X0, al representar log valores de 1l/v frente a 1/£ﬁhDH3,
se obtienen lineas curvas ; aparentemente una paréabola © una

hipérbola convexa.

La dificultad de obtener resultados, a partir de una represen-
tacidn no lineal, ha obligado a plantear dos soluciones posi-

bles para resolver el problema.

Se puede intentar deducir un tipo de sepresentacidén, en la que
se obtenga linealidad, tal como se habia efectuado con la XO.

Otra posibilidad es el intentar ajustar la curva a una ecuacidn
tebrica, previamente escogida para poder deducir asi analitica
mente los valores de las constantes cinéticas.

Por otra parte, las representaciones de Hill,para las experien
cias realizadas con la reaccidn diagorasica, son lineales ; la
pendiente de las rectas es aproximadamente 1/2. En correlacidn
con lo obgervado,con la X0, puede aceptarse gque en la ecuacidn
de la velocidad, el coeficiente que afecta al sustrato es 1/2.
Efectivamente, la representacidn de 1l/v frente a l/fﬁngjl/z
eg lineal.

Los resultados comentados implican que la estequiometria de la
reacciodon,es tal, que media molécula de NADH se une a cada cen-
tro activo del enzima. La conclusidén, aparentemente ilogica,
puede encontrar su explicacion si se tiene en cuenta que las
moléculas de XO y de XDH, estan constituidas por dos hemimolé
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culas, cuya estrucd@ra y funcionalidad se supone que son idén-
ticas, vy que cada una de ellas posee un centro activo al gue sge
le unirad una molécula de NADH por cada molécula de enzima, pe-
ro la fijacidén de la moliécula del sustrato debe implicar obli-
gatoriamente que el otxo centro resulte inssequible para otra
molécula de NADH. Ante esta hipotesis debe preguntarse caal es
el papel que desempeiian los dos centros que posee la molécula
del enzima si solaments uno de ellos es capaz de mostirar acti-
vidad catalitica. Se puede afirmar que al tener dos cemtros ac
tivos por molécula, la posibilidad de captar una molécula del
sustrato, NADH es mayor, aunque la fijacion de é&ste provoque

la pérdida de la capacidad catalitica del otro centro activo.

Por otra parte, parece probable que el mecanismo cinético sea
ping-pong, a que se ha aislado el enzima reducido, una vez se
ha liberado el primer producto de la reaccidn (32) (33) (48)
(49). La forma enzimatica reducida es independiente del sustra
to utilizado para #m reaccidn. En el establecimiento del meca
nismo de la reaccidn diaforasica, lastransformacidn de NADH a
NAD? se ha consgiderado qgue es reversgible puesto que el NADH a
la vez que es sustrato de la reaccidén diaforasica, es también
producto de la reacciodon deshidrogenasica, en la que el NAD ™Y ac

thha como aceptor electronico.

La inhibicidon de la XDH por exceso de NADH es acompetitiva,
mientras que la X0 no era inhibida ; estos resultados indican
que el NADH es capaz de fijarse a distintas formas enzimaticas
para dar lugar a la formacidn de complejos abortivos. Se su-
giere la existencia de uno, cuya estequiometria sea E-NADH,

1o cual indica qgue en presencia de exceso de sustrato no sea
uno golo de los centros el que capte una molécula de NADH ;
sin embargo, el complejo asi formado deberid ser inactivo y asi
se comporta en el intewvalo de concentraciones de NADH con #is
que se experimenta. Es decir, ambos csatrog del enzima gquedan
blogqueados cataliticamente al saturarse con NADH, La inhibiciodn
del productc NAD" i€~hu competitiva y permite deducir que sblo
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se puede captar 1/2 molécula de producto por cada molécula de
enzima 3 esto es, una molécula de producto por cada centro ac-
tivo.

De lo anteriormente expuesto, se deduce que el mecanismo de la
reaccidn diagorasica, es fundamentalmente un mecanismo piang-
pong, en el cual la secuencia de reaccidon desde la forma oxi-
dada del enzima a la forma reducida es reversible, y en la
reoxidacidn del enzima se introduce un paso irreversible al
producirse la liberacidn del pardéxido de hidrdgeno. Las inhi-
biciones por exceso de sustrato NADH y de producto NAD+, se e=
plican por la formacidn de complejos abortives de estos reac-

tivos, con lasg formas oxidada y reducida del enzima.

I.a actividad oxidasica de la XDH, se ha estudiado frente a la

xantina y al oxigeno,}

La representacidn de LINewea¥er-Burck, al igual que en la reac
cibn anterior, no es lineal (recuérdese que ocurriaiguai en la
reaccidn oxidésica para la X0), aparece una hipérbola o una pa
rabola convexa. Eu la representacidu de Hill, el wvalor de la

pendiente es también de 1/2,

Puepto que en el estudio de la reaccidn oxidasica se obtienen
unos valores analftivos mée precisos y es mas especifica del
enzima, que la reaccidn diaforasica, se intentd ajustar por el
método de los minimos cuadrados la curva obtenida por la repre
sentacidén deLLineweavor-Burck a una ecuacid4n tebrica, previa-
mente seleckbonada. Como la molécula de XDH posee dos centros
activos, de igual o distinta afinidad, se intentdé ajustar los
valores experimentales a una ecuacidn del tipo:

ax2 + bx + 1

Yy = -—#o—
cx + d

en 1a que vy = 1/v y x = 1/S. Segiin esta ecuacidén al represdntar
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1/v frente a 1/{§£ntiné) se obtiene una hipérbola. Al efectuar
la comparacidn de los valores obtenidos tebricamente y de los
valores de 1/v experimentales, se observa una maycr discrepan-
cia en los puntos correspondientes a las concentraciones de xan

tina elevadas.

Las discrepancias obserbadas indujeron a ajustar los resultados
a una ecuacibn del tipo:

ayz + by + ¢ = X

gque corresporde a una parébola convexa y en la cual y = 1/v vy
x = 1/S. La discrepancia entre los valores calculados tebrica-
mente y los experimentales se revela comc minima.

El hecho de que los resultados se zdapten a la ecuacidn ante-
rior y que ¢l coeficiente de Hill sea 1/2, indican que, con to
da pProbabilidad, el cceficiente que afecta a la councentracidn
de le xantina en la ecuzcidn de velcocidad es 1/2, tal como se
habia aproximado para lcs resultados obtenidos en la reaccion
oxidésica que cataliza la X0. En efecto, la representacidn de
los valores experimentales de 1l/v frente a 1/‘£éntinajl/2 es
lineal, lo que confirma gque la estequiometria de la reacciobn
es de media molécula de xantina por cada molécula de XDH, igual
gue en los casos estudiados anteriormentea.

También en este caso se propone un mecanismo ping-pong, aungue
no se han efectuado los correspondientes estudios de inhibicidn
por sustratc {oxigeno) y por producto (Hzoz), los efectuados
con Xantina y acido urico permiten formular tal propoglcidn.

El estudio de la reaccidn oxidasica de la XDH con concentracio
nes crecientes de xantina no ha permitido obitener la concentra
cidn gaturante, tal como ocurria con el en=zima de procedancia
bovina. El acido Grico, productoc de la reaccidn, es inhibidor
no coumpetitivo de la actividad oxidasica de la XDH. De los res
sultados obtenidos se deduce gue el prcducto puede unirse a va
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rias formas del enzima ; si el acido Grico se adiciona a una
forma enzimatica que tiene libres los dos centros a los que

se puede unir, podra unirse a ambos, pero también podra unir
se a las distintas formas que tengan unicamente libre uno de

ellos. En ambos casos se forman complejos abortivos.

Puede afirmarse que el mecanismo de la reaccidn oxidasica de
la XDH, es fundamentalmente ping-pong. La secuencia de la reac
cion desde que se une el primer sustrato, la xantina, hasta
que se libera el correspondiente producto, el acido urico, es
reversible y en la reoxidacidon del enzima por el segundo sus-
trato, el omijgeno hay un paso, probablemente irreversible, que
es la liberacion del p@roxido de hidrédgeno.

También ha sido objeto de estudio la reaccién deshidrogenasica
que cataliza la XDH, en ella la xantina em oxidada a acido ari
co y el aceptor electronico es el NAD " que se reduce a NADH.
En este caso, el mecanismo ha podido establecerse de un modo
més completo, puesto que se ha estudiado la reaccidn con res-
pecto a ambos sustratos y también la inhibicidén que sobre la
actividad enzimatica ejercen los dos productos de la reaccidn.

En el estudio del sistema se puede observar que la representa-
cidén de Lineweaver-Bruck, cuando la Xantina es el augtrato va~-
riable es lineal. Cuando el sustrato variable es el NAD+, F ¥
representacidén de 1/v frente a 1/Zﬁth]'/zas linﬁii}zque las

+

cho que se repite em general a lo largo de las experiencias

inversas de velocidad se alinean frente a 1/(ﬁhD es un he
efectuadas con ambos enzimas en los distintos sistemas, sin em
bargo es ésta la’finica ocasidén en que la representacidn de Line
weaver-Burck es lineal cuando el sustrato variable es la xanti
na. Como la diferencia fundamental de este sistema con las
reacciones estudiadas a lo largo del presenée trabajo, consis-
te en el hecho de que el aceptor electronico es el NAD+, la ex
Plicacion de pooque difiere esta reaccidn de las otras hay que
basarla, precisamente, en este hecho distintivo. Es posible que
una molécula del enzima capte una molécula de NAD" y ésta modi-
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fique de tal forma la conformacidn de la molécula enzimitica
que permita la captacidn de una molécula de xantina por cada
hemimolécula de XDH y que el complejo asi formado no resulte
abortivo, sino que ambos centros resulten capaces de catalizar
la transformacidon de xantina en acido Urico. Esta molécula de

NAD+ debe actuar uUnicamente como modificador de la estructura
de la molécula enzimitica.

El mecanismo de esta reaccidn no sera estrictamente un mecanis
mo ping-pong, ya que agngque el enzima pase por una forma redu-
cida, después de haber transformado a la xantina en acido ari-
co, con anterioridad ha experimentado la influencia de la molé
cula de NAD' modificadora.

La secuencia de reaccidn que transcurre desdd la forma oxidada
a la forma reducida es irreversible en el paso de la liberacion
de la molécula que actia de modificador. Por el contrario, la
secuencia de reaccion que reoxida al enzima se ha supuesto re-
versible ya que si por una parte el NAD" es capae de reoxidar
‘al enzima hasta la forma oxidada, reduciéndose a NADH, también
el enzima en forma oxidada al reducirse es capaz de catalizar
la oxidacién de NADH a NAD' (actividad diaforasica).

Se ha efectuado el estudio de la inhibicidon de la actividad
deshidrogenasica por los dos productos de laareaccion, el adi-
do trico y el NADH. Las inhibiciones por ambos, pueden expli-
carse por las formas normales de fijacidén a la secuencia de
reaccidn y por la existencia de formas adicionales que dan lu

gar a la formacidn de comp&ejos abortivos.

Cuando se estudia la inhibicidn que ejercen los producsos de
la reaccidn con respecto a la xantina como sustrato variable,
la representacidédn de Lineweaver-Bruck continta siendo lineal,

al igual que en ausencia de los productos.

S8i la inhibicién es producida por el acido Grico, y el NAD* ac

tha como sustrato variable, los valores de 1/v se alinean freg
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te a l/CﬁADﬁjl/z. Cuando el que ejerce la inhibicidén sobre el

enzima con respecto al wap* es el NADH, los valores de 1/v ob
tenidos no se alinean en ningin caso frente a las potencias in
versas del sustrato consideradas. Este hecho puede ser explica
do debido a que si bien la reaccidn diaforasica a pH 8.0, al

que se estudia la presente reaccidon, es desfavorable, su velo-
cidad de reaccidn es suficiente para que en presencia de NADH
en el medio de reaccidon pueda éste oxidarse a NAD" con la con-
siguiente interferencia en la determinacidn correcta de las ve

locidades iniciales de reaccidn.

En la inhibicibn por exceszo de xantina, en presencia de NAD*
como sustrato variable, la representacidn de los valores de
1/v frente a 1/6ﬁADﬂ 1/2 es lineal, la inhibicidn es provocada

por la formacidn de complejos abortivos.

Analogamente la inhibicidn por exceso de NAD' con xantina como
sustrato variable, la representacién de Lineweaver-Burck es 1i

neal.

Los distintos resultados de las inhibiciones se resumen en la
tabla XXV.

La ecuacidn de velocidad que se deduce a partir del mecaanismo

de reacctdn propuesto (fig. 36) permite explicar las inhibicio
nes observadas. Las inhibiciones que ejerce el &cido urico son
debidas a los compikejos ll":-N.&ftIJ+l/2
co y E-NADHl/z-éc.ﬁriio. Las producidas por el NAD* son debidas
a los complejos E~NAD 1/2-NADH1/2 y E-xantina-NADHl/z.
parte, la inhibicidn por exceso de xantina como sustrato es de
bida a los complejos E-NAD+1 Jo-Xantima y F-xantina. La inhibi-

cidn por exceso de NAD' sme debe a los complejos E-NADY y F-NAD™,

.4 & » %, + s L
-ac.uricolla, F-NAD 1/2 ac.uri

Por otra

Asi pues el mecanismo de la reaccidn deshidrogenasica no es un
mecanismo ping-pong puro, ya que aunque exista una forma redu-
cida del enzima hay interaccidén con los dos sustratos, anterior

a la liberacidn de un producto, aunque uno de los dos sustratos
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interaccionar Gnicamente como modulador de la accion. Fundamen
talmente todos los pasos de la secuencia reaccional pueden ser
considerados reversgibles, excepto aquél que produce la libera-

cibn de la molécula de NAD+, que actua como modulador.

El conocimiento del comportamento cinético de la XDH, se ha
completado con el estudio de la reaccidon de oxidacidén de la
hipoxantina a xXantina cuando el enzima utiliza al acido urico

como aceptor electrdnico, el cual a su vez se reduce a xantina.

El pH optimo del sistema es de alrededor de 6, al cual se efec
tuaron las determinaciones de actividad. Las representaciones
de 1/v frente a 1/S proporcionan rectas paralelas, lo cual es
un indicio de un mecanismo ping-pong y permite el célculo de
los correspondientes parametros cinéticos. El1 exceso de los
dos sustratos inhibe la actividad enzimatica. Cuando el sustra
to que se encuentra en exceso es el Acido Grico, la inhibiciodn
es acompetitiva con respecto a la hipoxantina, considerada co-
mo sustrato variableg y la representacidon de las interseccio-
nes frente a &acido Grico es una pardbola o una hipfrbola codn
cava. La irhibicidn que ejerce el exceso de hipwxantina sobre
la actividad enzimdtica con respecto al &cido urico como sus-
trato variable, es no competitiva mezclada, y la representa-
ciéon de lag intersecciones & de las pendientes frente a la con
centracidn de hipoxantina inhibidora, da lugar a hipérbolas o
parabolas convexas.

El producto de ia reaccidn, la xantina, es inhibidor no compe-
titivo mezclado con respecto a los dos sustratos. Las represen
taciones secundarias de las intersecciones y de las pendientes
son lineales, en todos los casos, frente a la concentracion de
xantina inhibidora. -

Los resultados comentado permiten postular un mecanismog tal
como se describe en la fig. 86, en la que puede obhservarse que
el caracter hipérbdlico de las rppresentaciones secundarias es
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atribuible a un circuito de reaccidon accssorio entre las formas
enzimdticas F y F-ac.arico.

Los complejos normales de reaccidn y los complejos F-ac.arico-
hipoxantina y F-hipoxantina, son los responsables de las inhi-~-
biciones observadas. Por otra parte, debe suponerse que los

pasos que unen los complejos E-hipoxantina y F-xantina, y los
que unen F-xantina y F son irreversibles, asi como en el cir-
cuito accesorio, el paso que relaciona F.ac.urico-hipoxantina

y F-ac.urico. Todos los demas pasos se consideran reversibles.
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6 CONCLUSIONES

- . — o —
=

1 Se propone un método de purificacidon de la X0 que pro-
porciona un pseparado 256 veces mas activo que el tejido de par
tida y se halla exento de actividad uricasica. La obtenciodon de
inicia a partir de un homogeneizado en Bacarosa 0,25 M, separa
cién de la fraccidn mitocondrial, tratamiento térmico a 562C,
fraccionamiento con sulfato amonico, cromatografia en DEAE-celu

losa y cromatografia con la resina de exclusidén G-200.

22 En la molécula de X0 y en la de XDH existen dos grupos
ionizables comunes, cuyos valores de pK se hallan situados al-
rededor de 6,2 y 8,5 ; pueden corresponder a un grupo imidazol
de la histidina y a un grupo persulfuro, ambos necesarios para
la actividad catalitica.

En la X0 aparece un grupo de pK 9,2 ; se asigna a un grupo
§-amonio de laBisina, el cual no aparece en la XDH.

La XDH posee un grupo ionixable a pH 7,5 aproximadamente, cuya
existencia s6lo se pone de manifiesto cuando el NAD* es el acep
tor electronico de la reaccidn ; se sugiere que sea preciso pa

ra la actividad deshidrogenasica.

30 El PCMB inhibe irreversiblemente al enzima de ambas pro
cedencias. El reactivo sd6lo se une al enzima en presencia del
sustrato. La inhibicion se anula por dialisis y por accioén del
2-ME, y es de tipo no competitivo lineal, caracteristica de las
inhibiciones irreversibles.

El DTNB no afecta a las actividades de ninguno de los dos en-
zimas.
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4o La NEM y la IAM son inhibidores reversibles de la acti
vidad oxidasica de la X0 y de la XDH, pero no afectan a la ac-
tividad deshidrogenasica de la ultima. .

La inhibicion producida por la NEM es competitiva e hiperbdli-
ca, mientras que la que produce la IAM es acompetitiva e hiper
bblica.

Sugieren estos resultados que la presencia de NAD' como aceptor
electrdénico de la XDH, impide la inhibicidén por la NEM y la IAM.

50 La X0 al ser tratada con DTE o DTT, adquiere actividad

de deshidrogenasa, gque se conserva después de la eliminacion de
los reactivos inductores por dialisis. Las representaciones de

ble reciprocas de la actividad deshidrogenasica inducida, fren

te al NAD" o 1la xantina, proporcionan rectas paralelas, lo que

es indicio de que se ajusta a un mecanismo ping-pong y en ello

coincide con la XDH.

El 2-ME y el Na803H no tmducen actividad deshidrogenasica y és
te Gltimo (1x107> M) inhibe la actividad oxidésica de la XO.

62 Las actividades oxidasica y deshidrogenasica de la XDH,
no se alteran al someter al enzima a la accion de la tripsina?
Néquimotripaina y la subtilisina, en congraposicidon con el in-
cremento producido en la actividad oxidasica de XDH gle higado
de rata por accidn de las proteasas tisulares.

79 La X0 posee actividad de diaforasa. En la ecuacidn que

expresa la velocidad de reaccidn, el término que representa la

concentracidédn de NADH dbbe elevarse a 88 para gque las represen
taciones de 1/v frente a 1/ (ﬁADH 1/2 sean lineales. La activi-

dad diaforasica no es inhibida por NADH, cgya concentracidén sa

turante no se alcanza, pero si por el NAD+, producto de la
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reaccion, que se cemporta como inhibidor competitivo lineal
con respecto a £fm71/2.

El acido Urico inhibe acompetitivamente la actividad diafora-
sica y la representacidon de las intersecciones no es lineal
respecto a L&—c.ﬁrica 1/2, L &

Los resultados expuestos permiten afirmar que la actividad dia
Porasica se ajusta a un mecanismo ping-pong, pero el producto

de la reaccidn se une a la forma oxidada del enzima.

8o La X0 €@%Xhibe actividad oxidasica. Las representaciones
de 1/v frente a las inversas de las concentraciones de los sus
tratos, xantina o hipoxantina, son lineales si sus concentra-
ciones se elevan a @1‘; por ello en la ecuacidn de velocidad
los términos que afectan a la concentracidn, se hallan eleva-
dos a dicha potencia.

La hipoxantina (superior a 4x107° M) produce inhibicién por sus
trato. La representacidon es lineal cuando se expresa 1/v fren-
te a CHiPOIantinéjl/a, 1o que indica que en la ecuacion de ve-
locidad el término que afecta a la concentracidon gse halla ele-
vado a la unidad.

El Acido Grico es inhibidor con respecto a ambos sustratos.
Cuando el sustrato variable es la xantina, la inhibicion es

de tipo no competitivo ; las representaciones secundarias de
las intersecciones y de las pendientes son lineales con respec
to a la concentracidén de inhibidor elevada a 1/2. Cuando el
sustrato variable es la hipoxantina, la inhibicidén es también
no competitiva,pero difiere en que la representacidn de las
intersecciones es lineal con respecto a la concentracion del
inhibidor.

La actividad oxidasica de la X0 esg inhibida por NADH y la inhi
bicidén es acompetitiva con respecto a la xantina. En este caso,
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la representacidn secundaria de las intersecciones no se adap-
ta a la linealidad al elevar la concentracidn del inhibidor a

potencias sencillas.

90 En la actividad diaforasica de la XDH se obtiene linea
lidad al representar las inversas de velocidad frente a la con
centracién de NADH elevada a 1/2, E1 NADH (duperior a 1:!:10“’l M)
inhibe por sustrato, a diferencia de lo observado con la X0 ;

la inhibicidn no es lineal respecto a la concentracidén del sus

trato elevada a potencias sencillas.

La inhibicién que provoca el NAD® es no competitiva ; en la re
presentacidn de las intersecciones se obtiene linealidad fren-
te a CEthllfz ; mientras que en la de las pendientes aquélla
no aparece al elevarla a potencias sencillas.

Por todo ellio, el producto de la reaccidon debe fijarse a la
forma enzimatica que corresponde en la secuencia de reaccidn;
asicomo a otras formas con las que origina complejos abostivos,

a diferencia de lo gque ®ourre en la XO.

10e La actividad oxidasica de la XDH frente a xantina se
expresa por una ecuacidn de velocidad en que la concentraciom
del sustrato se halla elevada a 1/2, al igual que en la X0 d

El &cido trico es inhibidor no competitivo de la reaccibn oxi-
dasica y la representacidn secundaria de las intersecciones es
lineal frente a la concentracién del inhibidor y la de las pen
dientes, lo g8 frente a la potencia 3/2 del citado producto ;

en ello se diferencia de lo que ocurre en la reaccidn oxidasi-~
ca de la X0, en la que ambas representaciones son lineales res
pecto a tﬁh.ﬁricé]}fa.ai el sustrato considerado es la xantina.
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11¢e En la reaccidn deshidrogenasica de la XDH, la concen-
tracidn del sustrato xantina viene afectada por el exponente
unidad en la ecuacidén de welocidad ; sin embargo, la de Nap ™
esta afectada por el exponente 1/2. La concenkracidon saturan
te de xantina es 2x10_4 M y la de NAD* 1,‘&3{10_3 M ; si las
concentraciones son superiores, ambos sustratos inhiben al en
zima.

La inhibicidn producida por eXcexceso de xantina es de tipo
no competitivo ; la representaciodon secundaria de las intersec
ciones y de las pendientes es lineal con respecto a la concen
tracibébn de dicho sustrato.

La inhibicidn por exceso de NAD* es, asimigmo, no competitiva

las representaciones secundarias son lineales con respacto a
la concoentracidédn del inhibidor elevada a 1/Z.

El acido Urico, producto de la reaccidn, es inhibidor no compe
titivo con respecto a la xantina, dindependientemente del NAD+;
‘la representacidn secundaria de las intersecciones es lineal
con respecto a2l inhibidor y la de las pemdientes lineal con
respecto al inhibidor elevado a 1/2.

El f@eido drico produce, también, inhibicibdn no competitiva con
reapecto al NAD+, independientemente de la concentracion de
xantina ; en este caso la representacidon secundaria de las in
tersecciones y de las pendientes es lineal con respecto a la
concentracidén del inhibidor.

El otro producto de la reaccidrn, el NADH, también inhibe al en
zima. Cuandoc el sustrato variableges laxxantina la inhibicién
es de tipo no competitivo e independiente de las concentracidn
del NAD" 4 la representacidon de las intersecciones y de las pen
dientes es lineal con respecto a LFADHJ'/z.

Sin embargo, la inhibicidn que ejerce el NADH con respecto al

NAD+. aunque es aparentemente no competitiva, resulta indeter



minable, ya que al tener lugar simultaneamente la reaccidn dia
forésica las velocidades vienen afectadas por la velocidad de

dicha reaccion.

120 La oxidacidn de la hipoxantina a xantina por medio de
la XDH con el acido Grico como aceptor electrdnico, da lugar
en la representacidén de Lineweaver-Bnmck a la aparicidn de rec
tas paralelas.

E!l &cido Urico a concentraciones mayores de la saturante
(5:.5.:11'.!"5 M) produce inhibicidn por sustrato, que es acormpetiti-
va con respecto a la hipoxantina.

La representacidon secundaria de las intersecciones da lugar a
una hipérbola concava.

La hipoxantina a concentracidén superior a la saturante (5x10-4M)
produce también irhibicidbn por exceso de sustrato, la cual es
"de tipo no competitivo con respecto al acido firico. La represen
tacion secundaria de las intersecciones y de las pendientes es
no lineal ; aparecen hipérbolas convexas con respecto a la con
centracidén del inhibidor.

La xantina,producto de la reaccidn, es inhibidor de tipc no com
petitivo lineal con respecto a cada uno de los sustratos inde-
pendientemamte del sustrato que permanece constante.

Los resultados anteriores permiten proponer la existencia de un
circuito accesorio de reaccidn, el cual provoca la aparicion

de las hipérbolas en las inhibiciones por excego de los sustra

tos.
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