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Lo. resul todos obtenidos aparecen en la 1'1111' "21" e 1• • J .:o , n a que

puede observarse que la representación de Lillet-¡ealr_r-Burck no

es lineal t si bio):'l, la desviación que aparece es muy pequeña.

S. pone de mll"sIi�ie.to este :fenómeno, al representar lYv tr_ t
r: . 11/2

n e

a 11 L111PO 'ant1ua trig o JI b), donde se observa que los va-

lore. e�..:perimeútQ.le8 de la. inversas de velocidad se adaptan e

con mayor e .actitud a la recta asi obtenida .. Este hecho está

de acuerdo con 10. resu1 tados obtenidos utilizando la xautina

como sustrato variable ..

Una di�erencia importante con respecto a la <antina .s la apa­

rición del f'enómeno de inhibición por exceso de hipoxantina,

que se observa cuando las concentraciones de ésta son auperio-

l. -5
res a "S>:lO x.

D. forma Eluáloga se efectuó la representació¡1. de 8il1 ea partir

de los datos de la fig. .31 b , la cual di6 luaar El la obtención

de una recta de pendiente O, 5 (�ig • .32).

INHIBICION POR EXCESO DE HIPOXANTINA DE LA XO

El que el o .:ceso de hipo�'{antina provoque inhibición cuando su

concentración es superior a "xlO-5 �1, permite efectuar un tr!,

tomiento ci:n.ético de dicho �enómeno, para poder establecer de

que forma 1:nteraccio'!la la molécula del sustrato con la de XO

cuando aquél se e:ncuentra en concentración superior a la satu­

rante.

U efectuar la representación de Haldane y MUrray, l/v trente

e. (ilipoxallti.naJ, para co:ncentracionea de sustrato superiores a

la saturante, se pu4lde observar, tomando el valor d. la inter­

seCción corre.pondiente a la fia- )1 b como la intersección de

la represe,"tación de Haldane y )lurray, que los valorea d. l/v

le deavian de la linealidad (fi, .. .33 a) f sin embarao, al efe!.

t . t-· 111�· ob-
uar la repreaentacion. de l/v trente a bipoxantina,�".�

lIerv' una recta como se pone de manifiesto en la 1'i•• '3 b.
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INHIBICION POR ACIDO mICO DE LA XO (CON RESPEC­
TO A LA HIPOXANTINA

En el estudio comparativo del comportamiento de la XO cuando

los sustratos son la hipoxantina y la xant1tla, se procedib a

establecer el e�etto que provoca el Acido úrico, producto fi­
nal de la secuencia me.�ó1ica de oxidación de la hipoxantina

catalizada por la XO.

En la 1'ig. 34 a, se puede apreciar que la inhibición provocada

por el ácido úrico, e8 de carácter no 1inell, por 10 que, anál�
gamente a experiencias anteriores 8e efectuó la representación

ele l/v frente a 1/ (Eiipoxant inaJ1/2 .. Se obtiene asi una represe�

tació:n lineal,la cual permite observar el carácter no competiti

vo mezclado de la inhibición (fig. ,It b) ..

La representación secwldaria de la8 intersecciones y de las pe!!,

diente. correspondientes a la 1'ig .. ,% b , frente a (ic ..úric-J
conduce a la obtención de representaciones parabólica. (til.'5 a)

e hiperbólicas (figo 35 b), respectivamente. Al representar las

intersecciones frente a ("tc.úrieo12 tampoco se obtiene li11eali

elad (fig. 35 e) ; sin embargo, al representar las pendientes

trente a (?le .'Úrico11/2 se obtiene Ul'lo. recta (tig. '5 d). La eo

rrespondiente .epresentaci6n de Dixon no proporciona linea. re.!:.

tElS frente a. ¿ae.úrico], ni :trente a Lae.úricQ]2 •

Se ha considerado el estudio de la' reacciblu. oxidacióu del

NADH a NAD+ t catalizada por la XO utili.zando .1 oxig.no como

aceptar electrónico, reacción que .e denomina diatoráaica ..

No resulta posible, el establecer el pH 6ptimo con exactitud,

ya que a pH baj o se d••compone el NADH rápidamente t Y por otra
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parto, al trabajar con tampones a pH inferior a " 8118 ion••

provocan alteracion.es del.enzima e

Se trabajó a p1l 6, al cual el enzima no se altera y su activi­

dad es mayor que a pR mAs alcalino ...

Los resultudos obtenidos al determinar el valor de K).,l' median­
te la representació:'i de Lino\ieaVer-Burck aparecen en la fia.
,6 él ; se ob8erva que .10 e8 lineal de forma análoga a lo que

ocurre cuar.do el sustrato era la xantina ó la bipo',a.mtilU1Q

Al represe!�tar l/v frente él 1/[ÑADul/2 t aparecen recta. (tigD
36 b).

Asimismo t la represe'ütaci611 de Hill conduce a una recta de pan

diente 0,5 (f'i8_ 37) t tal como ocurre cuando los sustrato8 son

la xuntina. o la hipo:;antina..

%.5.10 nIHIBICIOlJ ItOR NAO
+

DE LA XO (RESPBCTO AL NADH)

El análisis del efecto que ejercen las concentraciones del pr�

dueto NAD+, sobre la actividad de la ...� aa reacción diator�,
alea aparece en la f"ig o ) é:; ." En ella puede observarse, que la

inhibicióll tiende a ser competitiva, sin que pueda precisarse
Con e ,Qcti tud dado el carácter no lineal de •• representación
de Lineweaver-Burck, Media:nte la representación de l/v trente

a 1//.'ÑADU]/2 t .e obtienen recta., 10 que permite detinir el

carácter competitivo de la inhibición (tiS .. 33 b).

La representación secundaria de las pendiente. trente a rNADj
no es lineal (fig .. 39 4Il) ; sin em.bargo,cuando •• efectúa frente

arNAD}/2 é.ta. se tran.forma en lineal (fiS. )9 b) ..

Análogame1í:.te, la representación de Dixon no es lineal (f'iS� 40 a)

1 su correspondiente de l/V frente
_

a [NADj da 1usar a lineas

�ctas (fig. 40 b).
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INHIBIeION POR ACIDO mICO DE LA XO (CON RESPEC­
TO AL NADH)

Se ha considerado de interés estudiar el efecto, que el ácido

�ico ejerce sobre la actividad de la XO, cuando ésta cataliza
+

la oxidacib:n del NADH a NAO t utilizando el oxigeno como acep-

tor electrónico1 y el carácter de este efecto COn respecto al

8U8trato NADH.

ü efectuar este estudio, se pone de manifiesto que el ácido

úrico ilmibe muy débilmente a la actividad dia,orAsica, por lo

que al trabajar con concentraciones bajas de NADH e. imposible

efectuar determinaciones correctas de las diterencias de veloc!
dad entre las muestra. con inhibidor Y, los correspondiente. cO!!,

troles en ausencia de éste ; el hecho obliga a trab.jar con con

centraciones de NADH superiores a 8xlO-5 M ..

La representación de L6;"�n.Burck no es lineal (tiS. 41 .);

pero al representar l/v frente a 1/LÑADI!J1/2, la repr••entacibn

8e hace lineal, y permite definir que el caracter de la inhib!

ción es acompetitivo Ifia. 41 b).

Al representar las intersecciones obtenidas en la tigú 41 b

trente a la. concentraciones de inhibidor, no apa_rece lineali­

dad, sino una curva de tipo pprab61ico (til_ Ita a) , tampoco

al representar las intersecciones trente a lAce úriCiJ 2
apare ..

c. la representación de tipo lineal (fig. Ita b), Igual ocurre

cuando, se efectúa la representación de Dixon, que e. paraból!

ca (tig. 43 a) dando lugar igualmente a W'lA repre.entación no

linoal , cuando '.ta se efectúa trente a l¡c.úric212 (ti,. 1t3 b).
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ANALlSlS DE LOS RESULTADOS EXPERDiENTALBS DE
LA XO

Lo' resultado. obtenidos con la XO permiten formular laa .UI....

rencia. que Be e�'pone:ri a continuación.

Se obBerva, e:ti primer lugar, que la" representaci6n ele la. in­

versas de las velocidades obtenidas con diferentes concentra­

ciones de ;;antina t ea lineal con respecto a la. inveraas de

l�antina]1/2 y que el coeficiente de Hill para e.te si.tema

posee valar O". Estos resultados solo son explicable. si la

ecuaci6n de v••ocidad es de la �orma:

V 111
vmáxl'Xantinaj/2

� + ¡a�ti�aJ172-:
(l)

Por otra parte, al ser el ácido úrico Wi inhibidor no co...ti­

Uvo paro de la XO con r••pecto a la xantina, .e ve afectada

la intersección y la pendiente d. la representación de l/v rr.ª
t. a 1/(Xantina]1/2 por una misma con.tante. A su vez, la inhi

bicibn ea lineal con respecto a raC.úric�1/2, 10 cual induoe

a pensar que en presencia de ácido úrico la ecuación .e trans­

forma en:

v :;;

(II)

Bl becho de que cuando se considera el NADH como inhibidor del

sistema, la inhibición •• d. tipo acompetitivo, pero no exista

linealidad con respecto a nin¡una potencia sencilla d. la con­

centración de NADH, debe implicar que el inhibidoS" afecta a la

interseccióll por medio de un factor complejo en ._¡ que interve!!,.

la tanto {ÑADH1 como {;ÑAD!f/2. ya que 8e presenta hiperb61ico
Con respecto a la primera y parab61ico con re..,ecto a la .e�

da, pudiendo expresarse la inhibición en pre.encia de NADH co-

� indica la ecuación aiauiente.
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VmáJ';antil�1/2
1<1. ��"irf�1�·tÍ!:�jf72U"-;-x,iÑ�H]l.72 + .,. (.ÑADI(])

en la que !� y � no son determinables por método. aenci11o••

(III)
v =

Cuando la XO actua sobre la hipoxantina el sistema se adapta

a una ecuaión como la (1) ..

En Gste caso, existe inhibición por exceso de sustrato; esta in

hibición es lineal con respecto a 1 iiipoxantin8Jl/2 • lo que da­
lugar a IDUl ecuaeión como:

(IV)
v =

vmáx ¿hipoxantinill/2
----,---,_ ..

_",
....._._._-_._--_.

I� + lhipo'Xantin:jl a
+ X6LhiPoxantini]

La inhibición por ácido úrico .a de tipo no competitivo ...,ola ...

do con respecto a la hipoxantiua t no adaptán.dose en este easo

a la linealidad con respecto a Wc .. 'ÚriciJ :t'li a ttC� úricg) 2.
La ecuación adecuada es la siguiente. debido a la representación

de intersecciones y pendiente...

v • -�tA... "�,iP��l����il�2
denominador!

(V)

siendo denominador
1
:;;

Los resultados hasta ahora descritos se adaptan a un esquema e�

mo el de la fig. 44, la cual está de acuerdo con la deducción

te6rica por el método de Kin¡ y Altman (106) (107).
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Cuando se trata de In reacción diai'orásica a pH 6, la ecuación

de velocidad es a"lál0.�a a la (I) 9 lo cual está de acuerdo con

la linealidad en la representación de ./v frente a 1/ lÑADHJ1!2,
'! C01"1 el valor de 0,5 0::1 la representación de Iftll •

. ¡..

La inhibicióü. por p::coducto NAD es cOi.11petitiva y se adapta a la

linealidad :frente a L'ÑAD+Jl!2, lo que está de acuerdo con la s_!
guieilte ecuació::i.:

(VI)

v

Si se considera al ácido úrico como i�lhibidor del sistema, la

inhibiciól"", es acompetitiva no lineal con respecto a (lc. úric��
dando lugar a una ecuacLón como:

(VII)

v=

v
. l,rlADHJ 1/2máx

._ ....._._ ..._�-- .. � ........._ ...__ ._--......_. .........- ...................... -

denominador2

+

Eltos reaul tudos corresponden al mecanismo reflejado en la tia­

%S, e igualmente han sido comprobados teóricamente (106) (107).
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�.6

Una vez establecido el compo�tamiento cinético de la XO, se pro

cedió a establecer el que exhibe la XDH, en las distintas reac­
ciones que cataliza: diaf'orásica, o:.::idásica y deshidrogenasica,
así como la r-ea c c í.on de oxidación de la xantina utilizando el

ácido úrico como aceptor electrónico.

4.6.1 DETERMnoJACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA

XDH EN EL SISTEMA NADH-02-XDH-NAD+-H O
2 2

•

Debido a que nO fue posible establecer el pH óptimo para esta

reacción (ver 4.5.9), se escogió el de 6 como pH de trabajo.

Se e:fectuó en primer lugar, la determinación de la actividad pa

ra distintas concentraciones de sustrato NADH hasta 5XlO-4 Mo

-

No fue posible utiliza� concentraciones superiores debido funda

mentalmente a la baja sensibilidad del metodo espectrofotome

tr
í

co , eH la determinación de los incrementos de a.sorbancia

cuando los valores de ésta son elevadoso

Al representar los resultados

se obtuvo aparente linealidad

traciones de NADH superiores a

pJ)r el met odo Linel�eaver-Burck,

(fig. 46 a) ; a partir de cOllce,!l;,

lxlO-4 M, puede apreciarse el fe

nomeno de inhibición de la XDH por exceso del sustrato.

INHIBICION POR NAD+ DE LA XDH

Se ha estudiado el efecto que el producto de la reacción, el

NAD+, ejerce sobre la actividad catalitica de la XDH.

U efectuar las representaciones gráficas de Lineweaver-Burck,

apareció una inhibición de tipo no competitivo mezclado (fig.

47 a). Las representaciones secundarias de las intersecciones
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y de las pendientes frente a l�AD1, son de carácter aparente­

mente hiperbólico, con curvas convexas (Fig. 47 b Y 47 c).

Con objeto de profundizar en el conocimiento de la inhibición

y del comport�miento del enzima en distintas condiciones, se

procedió a determinar el efecto que las concentraciones de

NAD+ que provocan inhibición, ejercen sobre la actividad cata

lítica en presencia de concentraciones variables de NADH, in­

cluidas las que inhiben por exceso de sustrato. La represent�
ción de Lineweaver-Burck (fig. 48 a) conduce a la obtención de

resultados análogos a los obtenidos en la fig. 46 a para la rec

ta control. Cuando había NAD+ en el medio de reacción, se ob-

-

tuvieron velocidades anormalmente altas en el margen de NADH
. -5-4

comprend1do entre 3xlO y lxlO M, siendo este incremento

�. acusado al ser mayor la concentración de NAD+. Cuando la

concentración de NADH es superior a lxlO-4 M la inhibición por

exceso de sustrato se presenta tanto en presencia domo en au­

sencia de NAD
+

•

En la fig. 48 a, se observa la dificultad de Ceterminación del

tipo de inhibición que ejerce el NAD+ y BUS correspondientes

constantes cinéticas, dado que al nooobtenerse una representa­

ciÓn de tipo lineal, no es posible efectuar las correspondien­

te. 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 mínimos cuadrados, con lo cual

se obtienen los valores de los coe:ficientes que afectan a és­

tas � que corresponden a distintas combinaciones de las pará­

metros cinéticos. La otra es deducir un tipo de representación

mediante el cual sea posible obtener representaciones lineales,

lo que conduce a un método de trabajo con menores dif'icul tades

al poder obtener los resultados de forma eráf'ica, sin que sea

preciso recurrir a tediosos procesos de cálculo.

El estudio de las def'lexiones que aparecen en la fil. 48 a co�

dUjo a ef'ectuar las representaciones de Hill para estas expe­

riencias, utilizando los valores de velocidad maxima calcula-
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dos mediante la prolongación de las curvas hasta el punto de in

tersección con el eje de ordenadas. Se o�tuvieron para estas

representaciones rectas de pendiente 0,5 (fig. �8 b). Este va­

lor distinto de la unidad, lógico al haberse obtenido represer.:':
taciones de Lineweaver-BU"k no lineales, llevó a efectuar aná

10gas representaciones para las experiencias de determinacion

de los parámetros cinéticos, obteniéndose en este caso rectas

de pendiente 0,5 (fi.g. 46 b).

El valor de pendiente 0,5 , que se halla en las citadas repre.

8entaciones de Hill, induce a suponer que la concentración de

NADH en la ecuaci.ón de velocidad debe venir afectada por el e.?!,

ponente 1/2 y que en caso de existir términos de grado distinto

éstos deben venir afectados por un coeficiente lo suficientemen

te pequeño para que no tengan significación en la velocidad,

ya que de no ser así este hecho se reflejaría en una desviación

apreciable de la linealidad en las representaciones de Hill.

Estos resultados llevaron a ensayar la representación de l/v

�ente a 1/{ÑADHJl/2, utilizando los datos correspondientes a

la fig. 48 B. Se obtuvo mediante esta representación, lineali­

dad en la zona no correspondiente a inhibición por exceso de

sustrato (fig. 49), la cual se observa si las concentraciones

de NAOH son superiores a lxlO-4 M. De esta forma los resulta­

dos correspondientes a l�fig. 46 B Y �7 a, que proporcionaban

resultados lineales, el efectuar la representación de l/v fre�

te a 1/[ÑADIlll/2 da igualmente lugar a representaciones apare!!:

temente lineales, si bien el valor de V, se modifica sustal-
max

cialmente (fig. 50 a y ;0 b) o

Las representaciones de Hill obtenidas para los valores de Vmáx
deducidos de la última representación (l/v frente a LÑADil/2 )

proporcionaron igualmente rectas de pendiente 1/2, lo cual co�

firma la hipótesis de que el sustrato NADH, viene afectado por

el exponente 1/2 en la ecuación de velocidad para esta reacción.

�ede observarse en la fig. 49, que el NAD+ actuando como inhi

bidor modifica la intersección y la pendiente. La representa-
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ción secundaria de las intersecciones frente a {.ÑAD1 , no es li

nea1, 10 cual indica que la ecuación de velocidad en la que fi

gura el producto inhibidor no contienenfundamentalmente térmi­

nos afectados del exponente unidad, que correspondan al produ�
to de la reacción (fig. 51 a). Sin embargo, al efectuar la re­

presentación de l/v f'rente a lÑAD:J 1/2 los resultados q1l8 se

obtienen son lineales (f'ig. 51 b) lo que implica la existencia

de términos del tipo LÑAD:1l/2 que af'ectan a la intersección.

Así pues, el factor que af'ecta a la intersección deberá ser de

la forma

1 +

Cuando se trata de las pendientes, la representación de éstas

no es lineal ni frente a l-NAD+j ni f'rente a {ÑADJl/2 (fig.51 e

y 51 d). Las curvas obtenidas en esta representación, una con­

vexa y la otra cóncava respectivamente, llevan a postular que

la pendiente en la ecuación de velocidad vendrá afectada por

un factor del tipo

De esta forma, considerando únicamente la inhibición por NAD+,
le obtiene la expresión siguiente para la ecuación de velocidad

l/v

Esta ecuación, está de acuerdo con un esquema reacciona1, según

la nomenclatura de Cleland, tal como

NADH

�
E-NADH ¡;::,==> r-NAD+
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4.6. J INHIBIcrON POR EXCESO DE SUSTRATO NADH

La actividad diaCorásica de la XDH es inhibida por exceso de

sustrato y se pone de maniCiesto cuando las concentraciones de
-4

NADH son superiores a lxlO M. La representación de Haldane-

Murray para concentraciones de sustrato que producen la inhibi

ción no se adapta a la linealidad, así como tampoco se adaptan

las correspondientes de l/v Crente a la concentración de NADH

elevada a 1/2, 2 ó 3.

No ha sido posible determinar el tipo de inhibición que produce

el exceso de NADH por las desviaciones de la linealidad obser­

vadas en todos los casos. Si la representación de Ha1dane-Murray

no es lineal, se debe aceptar que el NADH se fija a más de una

forma enzimática distinta.

Como aproximación según la nomenclatura de Cleland, se podría

postular que:

NADH

______1 .. ,
-

E

1
NADH

�
E-NADH _,_-

No es posible deducir de que forma aCecta la concentración de

NADH a la ecuación general de velocidad. pero puesto que el

NADH es el propio sustrato o inhibe, se encuentra en la con­

centración saturante, lo cual introduce un paso irreversible

en la secuencia de reacción, la inhibición no puede afectar a

la pendiente sino únicamente a la intersección. La ecuación ••

l/v- quedará de la Corma

L/v- = a ( 1 + c(,ÑAD+J 1/2) C. (FADHJ +

+ b... 4-1 + mL'ÑAD� 1/2 + p(ÑADj)
�ADHJ172
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4.6.4 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El suponer que el exponente que afecta a la concentración de

NADH en la ecuación de l/ves 1/2,implica el aceptar que por

cada centro activo del enzima, sólo se une medio .01 de sus­

trato. Puesto que la XDH posee dos centros activos por molécu

la, no cabe suponer que cada centro activo acepte media mole­

cula de sustratoo También es incorrecto aceptar que únicamente

la mitad del enzima presente actúe si el sustrato se halla en

exceso ,

Aceptando la existencia de dos centros activos, se puede admi­

tir la hipótesis de que la fijación del sustrato ocurra al azar,

sobre cualquiera de los dos centros. Este hecho, 'unto con el

valor de 1/2 que afecta como exponente a la concentración de

NADH, induce a pensar en la posibilidad de que por cada dos cen

tros activos, sólo se a••'iona una molécula de sustrato. La su

posición está de acuerdo con el postulado de que el enzima está

constituido por dos subunidades análogas, si bien,debe existir

un mecanismo de control, mediante el cual, la introducción de

una molécula de sustrato en una subunidad dificulta la entrada

de la segunda molécula de sustrato en la otra subunidad.

Considerando la correspondiente ecuación de equilibrio, se debe

asumir que ésta se refiere a un único centro activo ; asi pues

por mol de enz ima ( 2.E) :

(2E) + NADH � (2E) -NADH

y referido a un solo centro activo:

E +
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DEDUCCION DE LA ECUACION DE VELOCIDAD

De acuerdo con las hipótesis formuladas y con los resultados ex

perimentales obtenidos, se puede deducir la ecuación de veloci

dad por el método de King y Altman (106) (107), oorreapondien­

te al esquema de la fig. 52.

La ecuact ón de velocidad que se obtiene es la siguiente:

v =

V, Al/2B1/2
max
-----

denominador

siendo el valor del denominador:

( KBPl/2/Kc + KaKHP/KC) + RB(l + xnp1/2 + KEP)A1/2 +

+ KA {l + yl/2}Bl/2 + (1 + KAKaKJpl/2)Al/2Bl/2 +

+ � (�p1/2 + Kx) A + y. AB1/2 + XB�A3/2�

El valor de las constantes se detalla en la tabla XX.

A partir de eeta ecuación de velocidad ordenando la expresión

de l/ven función de las distintas potencias de A :

1
+

V,
max
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TABLA XX

SIGNIFICADO DE LAS CONSTANTES CINETICAS

DE LA ECUACION DE VELOCIDAD DE LA REACCION DIAFORASICA
_-- ,"--_----_ .._-_---_.__ ._----_.,.

,---- ;

k1k3k5 (k3k, + k2k5 + k2k4) k9kll
le =

k2k4k6
Ka-

k1Ky-

I (k3 + k4) k6 k13k6k4 a¡Sk6
In= K,. = +

k3k5 �k3kJ:4 k,k16

--------------------------------
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En ausencia del producto P, la ecuación •• convierte en :

1

( )72) KA 1

f-l� + �1)Al/2l/v = --_.- + +�-

Al!2
+ +

V, V ,

max max max
B

1 Ka�K:t.
+

-;17'2-
A

V ,

max

Como se puede apreciar, la representación de l,v trente a

1/Al/2 ha de ser lineal para concentraciones bajas de A. Pue­

de observarse, que en ausencia de exceso de sustrato los tér­

minos A1/2 y A se hacen. despreciables y entonces la pendiente

de la recta KA/Vmáx no '.pende del seaundo sustrato,que es B,

lo cual es característico de un mecanismo tlping-pong".

Asimismo, la representación de Haldane-Murray, no debe ser li

/ 1/2
-

neal, ni tampoco debe serlo la de 1 v frente a A ,lo cual e

está de acuerdo con los resultados experimentales, siempre y

cuando ambos swnandos posean un valor equivalonte.

Efectuando un análisis detallado de la expresi6n, se observa

que la representación de l/v frente a 1/Al/2 debe ser lineal

�o cual está de acuerdo con los resultados experimentales, ya

que para concentraciones de A inferiores a la saturante los

t6rminos conteniendo • y A1/2 carecen de significaci6n. De la

mama forma, las representaciones secundaria. de la8 intersec-
o 1/2 d 'bClones y de las pendientes :frente a P correspon en a para �

las cóncavas según la ecuación teórica.

� el caso de las pendientes los resultados experimentales son

concordantes con los previstos teóricamente. Cuando .e trata

de las intersecciones, resulta más difícil apreciar .i la re­

presentación es lineal o bien parab6lica debido a la proximi­
dad de los valores en las representaciones gráficas. Para que

1/2
'e obtuviesen representaciones lineales frente a P ba.ta-

ria que el factor que afecta a P en la intersección, KEKB/Bl/2,
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,e anulase, pero el únf.c.c :factor que puede ser igual a cero e8

� y dentro de RE pueden serlo IR (k2,), o bien KJ (k27). No 8e

puede pensar que EH se anule, ya que si fuese así la representa

ción secundaria de las pendientes trente a pl/2 deberla ser l!­
neal, con 10 cual se apartarla de los resultados experimentales.

Por tanto, si Ka es distinto de cero, KJ deberá ser el que sea

i,_al a cero, 10 que corresponde a los resultados experimenta­

les.

Se podría, aceptar la no existaneia del complejo E-NAD+
/

-

1 2

NADHI/2' debiendo ser en este oaso lineal la representación de

las interseccion.s frente a pl/2, lo cual puede ser posible de

acuerdo con los resultados experimentales.

La inexistencia de kl, afecta a X, y a �. pero de ningún modo

provoca que éstas desaparezcan, con lo cual no se modifica s�

tancialmente la ecuaci6n de velocidad. Análogo razonamiento ••

puede efectuar para la no existencia de 11,.

Si •• anulan ambas constantes, kl, y k1S' se anula tambi6n BF t

con lo que el factor que afecta a Al/2se hace independiente d.

. .

1/2
P, lo cual 1mp�i.a que al repre.entar l/v frente a A ,en la

umibición por exceso de sustrato, las curvas obtenida. para

ti.tintas concentraciones de P no sean convergentes.

Si EL (k19) no existe, implica la desapafición del tactor que

afecta a A en la ecuación de l/v con 10 que la representaci6n

de l/v frente a. A1/2 debe ser lineal, cosa que no jle obsel."va

en las repre8entaciones efectuadas a partir. de los resultados

experimentales ; as! pues, XL debe.ser distinto de cero y debe

existir el complejo F-NADR. Un heeho aná1010 ocurre si no ex!.!.

te tIC (k17) <t De aqui se deduce que � y KJ., deben tener W1 'Valor

distinto de cero.

La existenci.a de k21 y k2) afecta solamente a IG' pero aunque

-bas sean nulas no 88 anula ésta, sino que únic.amellte se anu-
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la su valor. As! pues, no es posible demostrar la existencia de

los complejos F-O-NADH1/2 y E-(H282)1/2-NADH1/2.

Si se eliminan todos aquellos complejos cuya ausencia no modifi

ca fundamentalmente la expresión de l/v, (esto es, los que en

la fig. 52 corresponden a E-Pl/2-Al/2' E-Ql/2-Al/2 y F-B1/2-Al/2)
queda un esquema mecanistico de estructura muc.o más sencilla,

cuya ecuac í.ón general es:

l/v =

V 1, �1 + �72) +
XaID r/21 +

B1/2 .

max

+

,

]l1

lKAKu + �¡t)p1/2 Ka Ku 1

KA + +

KcB172
P

Al/2
+

V , �C Jl ,J

tpa.�

1 G zq}KK Xsx" p1l21A1/2+

Bl/2
+

Bl/2
+

V ,

max

+

1
A+--

V ,

max
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4-.6.6 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA

XDH EN EL SISTEMA XANTINA-02-XDH-AC.URICO-H202

La XDH es una deshidrogenasa tipi*a, que también es capaz de

actuar como oxidasa utilizando al oxigeno como aceptar elec­

tr6nico en la oxidaci6n de la xantina a ácido úrico.

En el estudio de esta reacción, se comenz6 estudiando la var.a

ci6n de la velocidad de reacción con distintas concentraciones

de sustrato xantina. La concentraci6n más elevada de xantina
-4

utilizada fue 2,5xlO M.

Al efectuar la representación de Lineweaver-Burck, apareció una

representación no lineal (fig. 53 a). Se observa en ella un a�
mento anormal de la velocidad .1 aumentar la concentración del

sustrato xantina. En el margen de concentraciones con el que se

experimenta, no apareció el fenómeno de inhibición por exceso

de sustrato. En una representación no lineal resulta de gran di

ficultad el cálculo de los parámetros cinéticos, y sólo ee pu�
de efectuar una determinación aproximada de la velocidad máxi-

m••

Se efectuaron las representaciones de Lineweaver-Burck a pH.
7,4 y 8,0 , con el fin de interpreta8 las divergencias de li­

nealidad. Si se admit e la hipótesis de la existencia de dos ...

mimoléculas en la XD� cada una de las cuales posee un 8010

centro activo, la ecuación de velocidad que le corresponderá
"

SUponiendo que tengan distinta.afinidad para el sustrato sera:

ax2 + bx + e

y =

cx + d

que corresponde a la ecuación de una hipérbola, en la cual

Y= l/v y x= l/{iantiny ; a,b,c y d representan relaciones en­

tre los distintos parámetros cinéticos.
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Para hallar el valor de a, b, c y d se ajustaron las curvas

obtenidas por el método de los minimos cuadrados. Una vez ha­

llados los valores de los citados parámetros, se calcularon

los valores te6ricos de y (l/v), obtenidos de acuerdo con la

ecuación una vez conocidos los valores de las diatintas cons­

tantes. Este proceso resultó de interés para analizar la des­

viación entre los distintos valores de y, obtenidos teórica y

experimentalmente. Al efectuar las representaciones de Line­

weaver-Burck para ambos valores (fig. 54 a), se observa que

para concentraciones bajas de xantina apenas existen desviaciE_
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 ecuación teórica

ya que para valores bajos de x,los valores te6ficos de y son

mayores que los experimentales.

Por otra parte, una representación como la de la fig. 53 a, po

dría corresponder a la ecuación de una parábola, cuyo eje fue­

ra el de abscisas o uno paralelo a éste. Una parábola de este

tipo obedece a una ecuación tal como:

ay2 + by + c = x

en la cual t=l/v y x=l/[Xantina J; a, b y e corresponden a di§.
tintas combinaciones entre 108 distintos parámetros cinéticos.

Igualmente esta curva se ajustó mediante el método de los mini

mos cuadrados para obtener los valores de a, b y e • una vez

hallados, se calcularon los valores teóricos de y por medio de

la ecuación postulada teóricamente. Al representar los valares

experimentales y 108 teóricos de y, frente a l/�antinaJ y su­

perponer ambas gráficas, se observa que prácticamente no exis­

te desviación alguna tanto para ••s concentraciones altas de

sustrato como para las bajas (fig. 54 b). Asimismo, se pone de

manifiesto que para esta parÁbola sólo existe un punto de corte

con el eje de ordenadas y es a su vez tangente a dicho eje, lo
Cual está de acuerdo con los valores próximos a cero obtenidos

Para el discriminante, (b2-4acJ Al despejar y de la ecuación de
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la parábola, y tomando como cero el valor del discriminante,
se obtiene:

-b a

y = +

2a a

Se observa en esta ecuación que la representación de l/v frente

a 1/ xantina 1/2 ha de dar lugar a la aparición de una linea

recta.

Por otra parte, las representaciones de Hill construidas al

considerar como velocidad máxima la que resulta de hallar el

punto de intersección de la curva d� la fig. 5.3 a con el eje de

ordenadas, da como resultado.rectas de pendiente 0,5 (fig.5.3 b).

Este hecho, junto con el citado anteriormente, justifica el uti

lizar la representación de l/v frente a 1/(���tinaJl/2, la cual

da lugar a la aparición de lineas rectas (fig. 55 a). Estas r�

presentaciones permiten la obtenci6n de 108 parámetros cinéti­

cos. Análogamente las representaciones de Hill efectuadas a p�
tir de la velocidad máxt.a obtenida en la fig. 55 a, da lugar
a la aprici6n de pendiente 0,5 (fig. 55 b), lo cual parece co!!,
firmar que en la ecuación de velocidad para esta reacción el ex

ponente que afecta a la concentraci6n de sustrato es 0,5-

INHIBICION DOR A�IDO URICO DE LA XDH EN EL SISTE­

MA XANTINA-02-XDH-AC. URICO-H202

La siguiente etapa para determinar la forma de actuación de la

mH sobre la xantina en el sistema en estudio, fu' la determi­

nación del efecto que las concentraciones crecientes de ácido
.

.

�1CO ejercen sobre la actividad catalítica del enzima.

Trabajando con concentraciones de xantina análogas a las util�
Zadas en el apartado anterior y distintas concentraciones de
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ácido úrico, se obtuvieron distintos valores de velocidad. En

la representación de Lin�Aeaver-Burck aparecen distintas cur­

vas para las diferentes concentraciones del producto del�a

reacción (rig. 56 a).

II prolongar las parábOlas aparentes, se obtienen las velocida

des máximas aparentes, que utilizadas para efectuar la repre­

sentación de Hill, conducen a la obtención de rectas cuya pen­

diente es 0,.5.·

De acuerdo con estos resultados se utilizó de nuevo la represen

tación de l/v frente a 1/CXantin;)1/2 y aparecen de nuevo 11-
-

neas rectas (t'ig. 56 b) .. Los valores de velccidad máxima ha]'l,!,
dos a partir de esta representación conducen mediante la repr�
sentación de Hill a rectas de pendiente O". De la representa-
6ión de la fig. 56 b se puede deducir que el ácido úrico como

inhibidor afecta a la pendiente y a la intersección de la cita

da representación. Al efectuar la representación secundaria de.

las intersecciones frente a la concentración de ácido úrico, se

obtiene una linea recta (fig. 5J a) I si bien, el hecho no es

muy significativo dada la proximidad de los valores de las in­

tersecciones para las distintas concentraciones de ácido úrico.

La representación secundaria de las pendientes del.a fig. 56 b

trente a rac. úrico) 1/2 , (;C.úriCo) y {ié.úriCo]3/2, es de la

forma indicada en las f'igs. 57 b, 57 e y 57 d, lo cual es indi

tio de que en la ecuación de l/v el factor que afecta a la pe�
diente contiene t6rminos que dependen de la concentración de

ácido úrico que se halla afectada como minimo de un exponente
Rperior a la unidad.

�.6.8 DEDUCCION DE LA ECUACION DE VELOCIDAD PARA LA XDH

EN EL SISTEMA XANTINA-02-XDH-AC.URICO-H202

Al. considerar únicamente la inhibición por ácido úrico y acep­

tar la lil11itación de los resul.t ados experimentales se puede

llegar a una ecuación de velocidad de la forma:
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l/v
b

:;: a (1 + f:'lfu:.ico) ) + - (1 + ft'f:UricoJ )
CXantinaf/2

Por analogía qon la reacción diaf:orásica, se podría pensar en

un esquema tal como el de la f:ig. 58,y deducir la ecuación de

velocidad por el método de King y Altman (106) (107) •••eacuer
do con esto se llega a una ecuación tal como:

v � A1/2Bl/2
max

v= --------------

denominador

siendo el valor del denominador:

KcKaAl/2 + K¡¡KCBl./2 + KJKaPl/2 + KJ�KaP + K.JXNKoKaP3/2 +

A1/2Bl./2 + KxXDAl./2pl/2 + KxKEAl./2p + XHKNKCSl./2pl/2 +

�X,Al/2Bl/2pl/2 ; KHKNXOxesl/2p
en el cual las con.t��tes poseen el significado que .e detalla

en ta tabl.a XXI.

A partir de la ecuación de vel.ocidad se deduce la siguiente ex

pesión de l/v a

l/v
1 f'l �Ka' 1"Yo . '1/2

=

Vmáxe
1 + ;rTo/ +

lB172
+ ��)p

1

�c �KJKa �'Kw�r/2+ +

a172
+ +

V ,

max

� KJ'KwKa1 KJIíNRORB p3/� 1
+ Ka�KoKC +

81/2
P +

B1/2 A172

de la cual se deduce que la representaci6n de 1/Al/2

(1/trantin�l/2) debe ser lineal lo cual está de acuerdo con

108 resultados experimentales.
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T Á B J.A XXI

SIGNIFICADO DE LAS CONSTANTES CINETICAS •• LA ECUACION DE

VELOCIDAD DE LA REACCION OXIDASICA

k2k% + k2kS + k,kS
KC = -------------.....

KA

xo =
k4ka + k4k9 + k,k8 + k,k9

KA

RE = �4���!/k�2 + k4k9kl1/k12 + kJk8kl,�k14 + k,k,kl)/�4
KA

KF =
k4k¡1/k12 + k,k11/k12 + k,k¡,/k14

KA

k...
o

�=-;
k.¡
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De igual forma, la representación secundaria de las intersec­

ciones y de las pendientes frente a pl/2 ( lac.úric�1/2),co­
rresponde a una parábola cóncava y frente a P a una parábola
convexa. Experimentalmente se ha podido obse1"'var que la repre

sentaci6n de las intersecciones trente a P es lineal, lo cual

se puede interpretar pensando que se anula el factor que anu­

la a pi/2 ; pero, no es así ya que, Kx y ID no pueden anular­

se .. Entonces, el hecho de que la representación de ilitersecci�
nes frente a P (ác.úrico) sea lúteal induce a pensar que es de

bido a que el factor que afecta a pl/2 tiene poca importancia­
respecto al factor que afecta a Pt o bien, que ambos tienen un

valor muy pequeño 10 que implica que los valores de las inter�

.eceiones dependan de forma minima del producto P y t�ngan va­

lores muy pr�imos.

Igualmente, de la ecuación deducida se puede observar que el

factor que afecta a la pendiente incluye términos que dependen
de P en grado muy diverso. En principio. esto parece estar do

acuerdo con las representaciones de las figs. 57 b, 57 e, y

;7 d. Así pue5, .e puede pensar en un mecanismo de reacción c�
mo el expuesto, siendo indiferente el que exista solamente kll
o kl), o bien, ambos a la vez ; puede formarse el complejo

E-xantinar/2-ác.úricol/2'o bien, el complejo E-ác.úrico o bien

ambos a la vez.
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4.6.9 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS ClNETICOS DE LA

XDH EN EL SISTEMA XANTINA-NAD+-XDH-AC.URICO-NADH

La XDH es unaenzima que cataliza principalmente la oxidación

de la xantina utilizando el NAD+ como aceptor electrónico. Pa­

ra completar el conocimiento cinético del enzima se procedió a

efectuar la determinación de los parámetros cinéticos, determi

nándose, en primer lugar, la variación de la velocidad para

distintas concentraciones de xantina y de NAD+. En ambos casos

se calculó la concentración saturante que €ué 2xlO-4 M y

1,4xlO-3 M respectivamente.

II efectuar la representación de Lineweaver-Burck cor••spondie�
te a la xantina se obtienen lineas rectas, las cuales se des­

vian ligeramente del paralelismo (fig. 59 a). La representa­

ción secundaria de las pendientes es lineal frente a 1/(ÑAD�1/2
(fig. 63 b). De la representación secundaria de Vestling-Flori

ni, al expresar los distintós valores de velocidad máBima obt�

nidos frente a las inversas de l�AD:1 que los proporcionan, se

obtuvo una representación no lineal que corresponde a una pará

'.la convexa (fig. 59 b).

De la representación de Lineweaver-Burck correspondiente al

NAD+, se obtienen representaciones no lineales, que también

son parábolas convexas (fig. 60 a). En la representación de

Vestling-Florini derivada de ésta, se obtiene una linea recta

<,ig. 60 b).

A partir de las velocidades máximas se construyeron las repre­

sentaciones deHBill, obteniéndose una pendiente de 0,98 y de

0.56 para la xantina y el NAD+ respectivamente f €ig. 61 a y

61 b).

Con estos resultados y teniendo en cuenta los estudios realiza

dos para las otras reacciones, se consideró conveniente efec­

tuar la representación de los valores de l/v f.ente a l/lÑAD:1l/�
dando lugar a rectas no paralelas (fig. 62 a), la pendiente de

la. cuales representada frente a l/L�antin�es lineal (fig.

63 c). La representación de Vestling-Florini de la fig. 59 b,



1.0

1

V

o

-o

[ Xa nt J
( M--1 )

o 0.5 lO 1.5

0.5

INT ( mln))...l mol
. __...

.
-------

0.25

____
o

»>:
"........... .

......
.
'

I ( b )
[NAO]

o 1 2 3

Fig. 59 Cálculo de los parámetros reales (SªXANTINA-NAD+ -XDH-AC.

URICO-NADH). Tampón fosfato sódico 50 m}! pH 8, O; [XDIIJ =16U/ml
De abajo a arriba: �AD-f]Xl05M-l=50;20;10;5;2,5;1,5;1;0,6;Q,5;
0,4 (a) Representación de L'í neweave.r+Bur-c k

(b) Representación secundaria de Vestling-Florini



1

V

I
¡ rm n
,

\ ¡U mol )
1.0

( a )
10-5

(NAO]

o 1 2 3

1 I�T ( mln ))..J mol0.5
----

------Q�
.

.
.

___
•

.___ 1 0-5
.-. ( b )

0.25

[ Xa n t ]

o 0.5 1.0 1.5

Fig.60 Cálculo de los parámetros reales (SªXANTINA-NAD
+
-XDH-AC

URICO-NADH). Tampón fosfato sódico 50 mM pH 8, O; [XDH]::: 16U/ml

De abajo a arriba: �antinaJX105M-1:::10;6;3;2;1,5;1;0,8;O,6
(a) Representación de Lineweaver-Burck

(b) Representación secundaria de Vest1ing-Florini



-5
-l09[Xant1.

/
•

/
/0
I
(a )

tg d = 1

v
( o 9

V - V "'¡O 5max
.

1 /

-4
r=t

-3

-0.5

Fig.61Representaci6n de Hi11

(a)Correspondiente a la fig. 60 b

(b)Correspondiente a la fig. 59 b

tgc\= 0,5

-5
-log [NAO]

.i

1/

•

-4

( b )

V
log Vmax-V

1 _ __ /
r=:":

-3

0.5

-0.5



:1.0

0 . .5

o

0.5

0.25

mi n J\)j mol

1

V
{

(a ) ( M-1/2 )
[NAD]1/2

1 3 52

INT

. _____________.-
.------

___
•------- -5

._.---.---$ ( b )
10 ( M-1 )

[ Xa nt J

o 0.5 io 1.5

Fig. 62(a�Representación de l/v frente a 1/ [NADjl/2 correspon-

diente a la fig. 60 a

(b)Representación secundaria de Vestling-Florini



G

------

-- ..�-
�.

,,----. 10-2�-.-- (a ) -_

[NA011/2

0.25

( M-1/2 )

o 1 2

! minxM \
\,tU mol )

3 4 5

PTE x 105
0.5

.-

•

0.25 .»>
_.

( b ) ( M-1/2 )
[NAO 1112

o 1 2 3 4 5

0.2
(

. "J.1/2 Jrrun XlVI

___
.------

.

•

O __
•__

,.1 ._e

.---

( e ) 10-5
[XantJ

O. 0.5 lO 1.5

F;g 63 () R t' t a 1/ L-NAD+] 1/2� • a . epresen acion de intersecciones fren e

correspondiente a la fig. 59 a

(b) Representación secundaria de pendientes frente a

1/[NAD+Jl/2 correspondiente a la fig. 59 a

(e) Representación secundaria de pendientes frente a

l/�antinaJ correspondiente a la fig. 62 a



- 188 -

se e:fectuó igualmente :frente a l/lÑAD+] 1/2, obteniéndose de es

ta :forma una representación lineal (:fig. 63 a).

Así, a partir de las representaciones de Vestling-Florini de

las :fig. 62 v y 63 a, se pudieron determinar los valores de

los parámetros característicos del sistema. De estos resulta­

dos se deduce que en la expresión de l/v la xantina y el NAD+
vienen a:fectados :fundamentalmente por los exponente t y 1/2

respectivamente.

4.6.10 INHIBICION POR EXCESO DE SUSTRATO SOBRE LAXlDH EN

EL SISTEMA XANTINA-NAD+-XDH-AC.URICO-NADH

Se procedió a determinar el carácter de la inhibición por exce

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

4.6.10.1 Inhibición por eBceso de xantina

A' ( -4)partir de la concentracion saturante de xantina 2xlO M,

aparece el :fenómeno de inhibición por exceso de dicho sustrato.

Se procedió a determinar cinéticamente el citado :fenómeno, uti

lizando concentraciones de xantina de hasta 3xl0-3 M.

En la representación de Lineweaver-Burck con respecto al sus­

trato variable (NAD+) aparece desviación de la linealidad (:fig.
64 a). De acuerdo con los resultados anteriores, se procedió a

representar l/v :frente a l/t�ADj 1/2 apareciendo en este caso

una representación lineal (:fig. 64 b) ; la inhibición •• de ti­

po no competitivo mezclado. La representación secundaria de las

pendientes así como la de las intersecciones es de carácter li

nlal frente a la xantina inhibidora (:fig. 64 c y 64 d).



1.0.
1

V(min))-Jmol

0.5

[NAO]

o/

.

./

/0�0/
o'/0-:;/;'/

.

o��e::-:/
.

¡��
��.(a)
e

10-5
( M-1).

o0.5 lO O

1.0 I

1

V

0.5

-

0.0[1 NT-_n\�_'��'cll----

�f r-'--
_o-

.
::;::::V O

(e) [Xantlx103(M)

o/�.
05

.�/
PTE x102

�_?Y .

).J mol

1 -2

0.25 K = 4 xl03��

O·

----.-

[NAO ]1/2
( lvíl/2)

__..o_.

( min ))...1 mol
o""

K ::: 9 xl O-3M
0.25

1 2 3

(d ) .,

[Xant] x10.J(M)

o 2

Fig.6l±Inhibición de la XDH por exceso de xantina (Sª XANTINA-NAD+:"'XDI-I-AC. URICO-NADH)

T
' , 8 r ] 6

-
- 4-1

amporifosfato sodico 50 mH pH ,O; .XDH = 1 U/ml ; De abajo a arriba LxantinaJxlO H =2;7;16;30

(a)Representación de Lineweaver-Burck

(b)Representación de l/v frente a 1/ [NAD+Jl/2
(e)Representación secundaria de ;:intersecciones frente a [xantina] correspondiente a la f'd.g , 64 b

(d)Representación secundaria de pendientes frente a [xantina] correspondiente a la fig. 6l± b



- 190 -

�.6.10.2
+

Inhibición por exceso de NAO

Las concentraciones de NAD+ superiores a la saturante

(1,4xIO-3 M), ejercen inhibición sobre la XDH. Se procedió a

determinar el carácter de esta inhibición, utilizando concen­

traciones de sustrato NAD+ hasta 7,5xIO-3 M.

La representación de Lineweaver-Burck correspondiente a la xan

tina como sustrato variable, es de carácter lineal y se obtie­

ne una inhibición de tipo no c-'petitivo mezclado con tendencia

a la acompetitividad (fig. 65 a). El NAD+ como inhibidor afec­

ta de forma más acusada a la intersección que a la pendiente.
Las representaciones secundarias de pendientes e intersecciones

frente a l�AD+Jl/2 son de carácter lineal (fig. 65 b Y 65 c).

�.6 .11 INHIBICION POR PRODUCTO

P�a completar el conocimiento cinético del mecanismo en estu­

dio, se han determinado el carácter ,de las inhibiciones que

los distintos productos de la reacción ejercen con respecto a

cada uno de los sustratos, considerando el otro como sustrato

fijo a concentracióntsaturante como no saturante.

�.6.11.1 Inhibición por ácido úrico

Se efectuó en primer lugar el estudiod.e la inhibición que so­

bre la XDH ejerce el ácido úrico con respecto a 108 dos sustr�
tos de la reacción, la xantina y el NAD+.

40'.11.1.1 Xantina como sustrato variable

a)- Concentración constante y no saturante de NAD+ (5XIO-4 M)

�. concentraciones de ácido úrico utilizadas como inhibidor••
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La representación de Lineweaver-Bruck de l/v �rente a

l/CXantini) da lugar a lineas reactas resultando una inhibi­

ción de tipo no competitivo.puro (�ig. 66 a).

La representación secundaria de las pendientes resulta ser li­

neal �rente a CIc�úrico1l/2 y la de la. intersecciones frente

a l'é.úrico_1 (fig. 66 b)y 66 c).

b)- Concentración constante y saturante de NAD+ (1,4xlO-J M)

Las concentracioUB de ácido úrico utilizadas como inhibidora.
-4 � -4 8 -4

tueron lxlO t �xlO y xlO M.

Los resu1tados de las experiencias son análogos a los obteni­
+

dos para el NAD no saturante,como puede observarse en lasre-
. presentación de Lineweaver-Burck (fig. 67 a) y en las secunda

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

�.6.ll.l.2 NAD+ como sustrato variable

a)-Concentración constante y no saturante de xantina (stlO-5 M)

,Las concentraciones de ácido úrico utilizadas como inhibidoras

�eron JXlO-4, 6xlO-4 y lxlO-J M.

La representación de Lineweaver-Burck no es lineal, aparecen

Parábolas convexas (fig. 68 a). La representación de l/v frente

a l/�AD:J 1/2 es lineal (fig. 68 b). Las repr.sentacione. secll!!
darias de las pendientes e intersecciones frente a la concentr�
c1ón de ácido úrico, obtenidas a partir de la fig. 68 b, son de

carácter lineal con respecto al ácido úrico (fia. 68 c y 68 el).
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b)- Concentración constante y saturante de xantina (2X10-4 M)

Las concentraciones de ácido úrico utilizadas como inhibidoras

fUeron 5x10-4, 8x10-4 y l,lx10-3 M.

Los resultados de la.experiencia son análogos a los obtenidos

para la xantina no saturante,como puede observarse en las re­

presentaciones de Lineweaver-Burck y de l/v frente a l1ÑAD+�/2
(fig. 69 a y 69 b), así como en la representación secundaria de

kas pendientes e intersecciones (figQ 69 c y 69 d).

4.6.11.2 Inhibict�<.'2.0r NADH

Se efectuó a continuación, el estudio de la inhibición que so­

bre laXDH, ejerce el NADH con respecto a los dos sustratos de

la reacción, la xantina y el NAD+.

,

4.6.11.2.1 Xantina como sustrato variable

a)- Concentración constante y no saturante de NAD+.(3xlO-3 M).

Las concentraciones de NADH utilizadas como inhibidoras fueron

lXlO-5, 2xlO-5 y 6xlO-5 M.

La representación de Lineweaver-Burck da lugar a líneas rec­

tas, pudiéndose observar una inhibición de tipo no competiti­
vo puro (fig. 70 a).

La representación secundaria de las intersecciones y de las

pendientes e. lineal frente aC-NAD�l/2 (fig. 70 c y 70 b).

b)- Concentración constante y saturante de NAD+ (1,4xl0-3 M).

Las concentraciones de NADH utilizadas como inhibidoras fueron

8Xl0-6, 2xlO-5 y 8XlO-5 M.
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Los resultados de esta experiencia son análogos a los obtenidos
+

para el NAO no saturante, como puede observarse en la repre-

sentación de Lineweaver-Burck (fig. 71 a), y en las representa

ciones secundarias de las pendientes e intersecciones frente a

tÑADHJ/2 (fig. 71 b Y 71 e).

NAD+ como sustrato variable

a) - Concentración constante y no saturante de xantina (tilO-5.).

Las concentraciones de NADH utilizadas como inhibidoras f'l.lerOn

UlO-6, lxl0-5 y 2xlO-5 M.

La representación de Lineweaver-Burck resulta ser no lineal,

�areciendo curvas que se adaptan a parábolas convexas (fig.
72 a). La representación de l/v frente a 1/(ÑAD:!1!2 tampoco
se adapta a la linealidad,apareciendo parábolas convexas (fig.
72 b).

Con estos resultados no resulta posible determinar el efecto

que el NADH como inhibidor ejerce con respecto al!�.

) '( -4)b - Concentración constante y sa**rante de xantina 2XlO M.

Las concentraciones de NADH utilizadas como inhibidoras fueron

�XlO-6, lxlO-5 y 2xlO-5 M.

L08 resultados de estas experiencias son análogos a los obteni

chis para.la xantina no saturante, como puede observarse en la.

I rep¡·esentaciones de Lineweaver-Burck y de l/v frente a

.

1/lNAD:1l/2 (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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�.6.12 DEDUCCION DE LA ECUACION DE VELOCIDAD DE LA XDH

EN EL SISTEl\'lA XANTINA-NAD+ -XDH-XC,.URICO-NADH

Utilizando 108 datos obtenidos en el estudio de las reacciones

diaforásica y oxidásica, y teniendo en cuenta los resul••dos

d.l estudio de la. inhibiciones por sustrato y por producto en

la reacción deshidrogenásica, se podria pensar en un mecMlismo

tal como el reflejado en la Cig. 74.

Del esquema de reacción de la Cig. 74 es posible deducir la

Icuación de velocidad por el método de Xing y A1tmano De acue�
do con este método .e llega a la ecuación siguiente (106) (107):

V ASl/2
máx

v = ��--------
denominador

liendo el valor del denominador:

� + KBBl/2 :mICB + ABl/2 + ROA + KJAB + EFA2S1/2 + KQA2 +

�Ql/2/Bl/2 + RIAQ1/2/Bl/2 + KJA2Ql/2¡ali¡ + �1/2 + RLSl/2Ql/2+
+ �fQ1/2 + KNA2Ql/2 + KpABl/2Ql/2 + KQAP + IRAB1/2p +

�Bl/2p1/2 + �Ql/2P/Bl/2 + KyAQl/2p/Bl/2 + �Ql/2p + EzAQ1/2p +

�PQ/Bl/2 + KyPQ/Bl/2
en el cual las distinta. con.tant.s po•••n los valor.. que s.

indican en la tabla XXII o

La expresión de l/v que se obtiene a pattir de la ecuación de

'Velocidad es la .iguiente:
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T A B L A XXII

SIGNIFICACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ECUACION DE

VELOCIDAD DE LA REACCION DESHIDROGENASICA

� = (k7k9kl)k15 + k9kl)k15k5 + kl)k15�� + k5�k9k14 +

k15k5k7k9 + k5�k9kl) + kl)k15k5ka>

0.1 •.
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'K¡. = (kl,k¡,klk4k2,/k26 + �kl,k¡,k¡�k26 +

+ k4k2k¡6k¡l¡k2,/k,O + k,k2k¡6k¡4k2,/k,O)

\ = (k,k5k14 + k,k5k1, + kl¡�k¡l¡k'l/k'2 + �k2k¡l¡k31/k'2) ;

_ k,k9k.zk16k14k29/k,O + k¡3kl,k¡k,1ti;/�4 + k¡3k¡,klkak2,/k24K¡, -

k1Ko
- - . - - - ;

r

=
tt,k.zk9 (k1,k¡9/k20 + k¡l¡k1Z/k¡a + k1,k¡Z/k1a) k¡k9Kx.� �. ;Kx.=k¡��;

_
k2k16k14k12klO <kzkl¡ + k.z� + k8kl¡ + k8k,)

, � = k.zktk¡6� ;
� -

k1k¡lk,XoZ k¡ ,f()

k¡6k14k12klO� (le.¡ + k8) .

IL _
k16k¡4k¡2k¡Ok8�k2' ;Kv =

k1k¡l10 '" -

k¡k¡lk24Ko

'Ix = (k1,k4kfík19/k20 + �k¡,k¡6k¡9/k20 + kl¡k¡,k¡,.k¡z/k¡8 +

\ = (k¡k¡4k12k¡Okftk2,/k24 + k¡,k¡k¡2k¡Ok8�,/k21t +

+ �:l1�5k¡k¡okak2,/k21¡
+ k.¡k,k¡lk¡6k¡,k¡,tkaO

+

+ k.¡k9k¡1.k16k¡l¡k1Z/k¡S) ; �Íz
Kz -k¡�lKo
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l/V
1

['-""K:A Ka �1/2 Kn /
::

V, ABl/2
+

"7
+

A
+ 1 + :r72 + REal 2

+ RpA +

mfUI
B

+ J2:A + KaQ1/2 + KIQ1/2 + 3!.AQ1/2 +
Kx Q112 +

B AD a B AS1/2

+ YiQl/2
A

+
IN AQ1/2 + K_Q1/2 KQ
a1/2 -p

+ Bl/2P + �p +

PQ PQ ]+ Kw -;
+ Krb

En el caso de que no haya exceso de ninguno de 108 sustratos y

tampoco haya cantidades importantes de los productos, la expre

.ión de l/v 8e transforma en:

.J. (KA Ka Kn �l/v :: v- 1/2
+ - + 1 + :rJ2

V, AB A a
max

Que se puede escribir en dos formas diferente.:

1

l KA
l/v :: - -:¡-r,:;

V, a1,2
IDax

+

6 bien

l/v == __

1 1

B1/2

que se corresponden con la8 representacion�s gráficas de las

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 apreciable.
de los productos, la expresión de l/v se transforma en

l/v =

1 (KA )
1 1, (Ka- + Kn + �A :I72 +- -

V, A B V. A
max max

+ 1

que corBesponde al resultado de las figuras 64 b, 64 c. y 64 d.

En el caso de que haya exceso de sustrato B y no están presen­

tes los productos de la reacción, la e��resión de l/v se tran�
forma en:

l/v =/-1�:'2máx"
+ Ka +

que corresponde con las representaciones en las figuras 65 a.

65 b Y 65 c.

Al considerar el caso en que no haya exceso de ninguno de los

sustratos, pero haya exceso de producto P, la expresión de l/v

queda como sigue:

1 Ks * � Es l/�+ -- + 1 + '.
+ 1/2P + XRP + __p

A , • B Al/v=-
v ,

max

que se puede escribir en :tuncibn de 1/. :
.

J'. �1 ,K 1
1 1 10

l/v = -l� + Ka + KsP
/ - +- :r72

V , Bl/2 A VmAx
B

max

• corresponde a las figura. 66 a, 66b,
cuya representación grafica
66 c , 67 a, 67 b t 67 c.
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1
+ Ko + ) 1 1

��p :r72+- -a V; A
max

ifv » -

v ,

max

que corresponde a las representaciones de las figuras 68 b,

68 e, 68 d , 69 b , 69 e, y 69 d.

l/v :: -l-l K�72 +
Ka

+

V á
AB A

mx

+
Kx: Q1/2 + K:L-Q1/2 + :¡�1/2 + �Ql/2)Aal/2 A a

1 +
Ro

+ RHQl/2 + XJQl/2 +

a172 Aa B

En el caso de que no haya exceso de ninguno de los dos sustra­

tos, pero haya exceso de producto Q, la expresión de l/ves:

que se puede escribir en función de l/A :

+ �1/2 + ��2Ql/2 + KLQ1/2) Al +

B a'
l/v = / r�:� + Ka

max �
1

(1 +

V ,

max

que corresponde a las figuras 70 a, 70 b, 70 e, 71 a, 71 b Y

71 c ..

Escribiéndola en función del sustrato B, la expresibn queda

corno:

l/v = � lKHQl/2V, A
max

es la de las ficuras 72 a, 72 b�

tuya representación gráfica
13 a y 73 b ..
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As! pues el mecanismo de reaccibn descrito anteriormente y 10.

complejos que hemos supue.to han dado como r••ultado una ecua­

ción de velocidad que explica 10. resultado. experimentales ob

t.nidos, pero hay que tener en cuenta que aunque la reacción

IItudiada últimamente

xantina + -ác. úrico + NADH

•• la que .e da en mayor exten.i6n. .imu1táneamente con ¡sta

" dan .a oxidá.ica y la dia�orá.ica, ,unque en una extensión

IllUcho menor.
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4.6.1,3 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 procedió a estudiar

la reacción de oxidación de la hipoxantina a xantina, cuando

el enzima u.tiliza al ácido úrico como aceptor electrónico, el

cual se reduce a xantina.

4.6.14 DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE ACTUACION DE LA

XDH EN ELSSISTEMA HIPOXANTINA-AC.URICOrXDH-

2XANTINA

Para caracterizar el sistema en estudio, se han determinado el

pH óptimo de actuación del enzima. El margen de pH en el cual

se determinaron las velocidades iniciales, e.'-vo comprendido

entre 5,7 y 3, o.

PUede observarse en la fig. 75 que el máximo de actividad se ha

1la situado alrededor de 6,0 y disminuye rápidamente a partir

de pH 6.5 t ,siendo despreciable a pH 7, o.

4.6.15 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA

XDH EN EL SISTEMA HIPOXANTINA-AC.URICO-XDH-

2XANTINA

De aeuerdo con los resultados expuestos en el apartado ante­

rior, las determinaciones de las velocidades iniciales, se

efectuaron en todos los casos a pH 6,0.

La i gráficas de Lineweaver-
8 correspondientes representac ones

tl__ d· hi oxantina y ácido úrico,
�ck correspondientes a inversas e p

( 76 76 b) lo que demuestra
lllUeatran lineas paralelas fig.

. a Y •
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la ausencia de complejos ternarios y puede ser indicio de un me

canismo ping-pongo

A partir de los resultados de las fig. 76 a y 76 b, se .fectu�
ron las correspondientes representaciones secundarias de Vest

ling-Florini, las cuales permiten la obtención de los parámetros
reales del sistema (figo 77).

�.6 .16 INHIBICION POR EXCESO DE SUSTRATO DE LA XDH EN EL

SISTEMA HIPOXANTINA-AC.URICO-XDH-2XANTINA

Se ha procedido a determinar la inhibición que el exceso de a�
bos sustratos, la hipoxantina y e. ácido úrico, ejercen sobre

la XDH.

4.6.16.1 Inhibición Eor exceso de 'ácido úrico

El fenómeno de inhibición por exceso de suatrato aparece a par

tir de Aa concentración saturante de ácido úrico (5X10-5 M).

Se procedió a determinar cinéticamente la inhibición utilizan­

do concentraciones de ácido úrico hasta 1,4xIO-4 M ..

La representación de Lineweaver-Burck con respecto al sustrato

v�iable (hipoxantina),esllineal, y la inhibición es de carác­

ter acompetitivo (f'ig. 78 a). Sin embargo,a1 ef'ectuar la repr�_

.entación de las intersecciones frente a la concentraci6n de <;

ácido úrico, aparecen desviaciones de la linealidad, que se

adaptan a una parábola ó hipérbola cóncava (f'ig. 79 b) el

�Imo tipo de curvatura apareció en la correspondiente repre­

sentación de DixorJ. (fig. 79 a).
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4.6.l.6 .. 2 Inhibición por exceso de hipoxantina

La inhibición por exceso de sustrato aparece a partir de la

concentración. saturante de hipoxantina (5XlO-4 M) o

La determinación cinética del citado fenómeno se efectuó utili

zando cantidades de hipoxantina de hasta 5XlO-3 M�

La representación de Linel�eaver-Burck con respecto al sustrato

variable (ácido úrico) es lineal, y la inhibición es de tipo no

competitivo mezclado (fig. 80 a). Sin embargo, al. efectuar las

reprosentaciones secundarias de las intersecciones y de las pen

dientes, frente a lhipoxantina], se pudo apreciar un carácter no­
lineal hiperbólico (Cig. 81 b). El mismo tipo de curvatura apa

reció al efectuar la correspondiente representación de Dixon

(tiS. 81 a).

4.6.17 INHIBICION POR PRODUCTO (XANTINA) DE LA XDH CaN

EL SISTEMA HIPOXANTINA-AC.URICO-XDH-2XANTINA

P�a completar el conocimiento cinético del mecanismo del. sis­

tema en estudio, se procedió a efectuar la determinación del

c�ácter de la inhibición que sobre la XDH ejerce el producto
de la reacción con respecto a ambos sustratos, cOllsiderando el

otro sustrat.o fijo, a concentración tanto saturante como no

8aturante.

Inhibición con re�ec�o al ácido úrico

a)- Concentración constante y no saturante de hipoxantina
(lX10-4 M).

-5La, concentraciones de xantina utilizadas variaron entre 3xlO
y 9:X:lO-5 M.
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La representación de Lineweaver-Burck y de Dixon (tig. 82 a y

82 b), condujeron a una inhibición de tipo no competitivo li­
neal.

La representación de las intersecciones y de las pendientes es

lineal trente al-Xantin� (tig. 82 c).

b)- Concentración constante y saturante de hipoxantina
(SXlO-4 M).

Las concentraciones de xantina utilizadas como inhibidoras va­

riaron entre 3XlO=S y SxlO-S M.

En esta experiencia los resultados son análogos a los obtenidos

con la concentración de hipoxantina no saturante, tal como pu�
de apreciarse en las tig. 83 a, 83 b Y 83 c.

4.6.17.2 In�ib�c�ón con respecto� h�poxantina

a)- Concentración constante y no saturante de ácido úrico

(lxlO-S M).

Las concentraciones de xantina utilizadas como inhibidoras va­

riaron entre 5xlO-6 y 5xlO-5 M.

Las representaciones de Lineweaver-Burck y de Dixon (tig. 8' a

y 8' b), condujeron a una inhibición de tipo no competitivo li

neal.

La representación secundaria de las intersecciones y pendientes
ea lineal trente a la concentración de xantina (tig. 84 e).

b)- Concentración constante y saturante de ácido úrico

(5xlO-5 M).
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.>

Las concentraciones de xantina utilizadas como inhibidoras', va­

riaron entre 5XIO-6 y 5XIO-5 M.

En esta experiencia los resultados fueron análogos a los obte
".

nidos pana el ácido úrico no saturante, como puede apreciarse
en las figs. 85 a, 85 b Y 85 c.

4.6.18 DEDUCCION DE LA ECUACION DE LA XDH EN EL SISTEMA

HIPOXANTINA-AC.URICO-XDH-��INA

Utilizando los datos obtenidos en el studio del presente sist.!,
ma, se podria pensar en un mecanismo tal como el reflejado en

la fig. 86.

Del esquema de reacción de la fig. 86, es posible deducir la

ecuación de velocidad por el método de King y Altman (106) (107)
De acuerdo con este mé.odo se llega a la ecuación siguiente:

v =

denominador

siendo el valor del denominador:

en el cual las distintas constantes poseen los valores que se

indican en la tabla XXIII.

La expresión de l/v que se obtiene a partir de la ecuación de

velocidad, es la siguiente:
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(a)Representación de Lineweaver-Burck

(b)Representación secundaria de Dixon

(c)Representación secundaria de interseccciones y pendientes frente a �antinaJ
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Fig. 86 Mecanismo reaccional de la XDH

(Tampón fosfato sódico 50 mM pH 6,0 )

H= hipoxantina; X= xantina; U= ác.úrico;

E= XDHoxidada; F= XDHreducida



- 228 -

T A B L A XXIII

SIGNIFICACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ECUACION DE

VELOCIDAD DEL SISTEMA HIPOXANTINA-AC.URICO-XDH-2 XANTINA
-_._•._--,-------_._--

xa = klk7k17(k14+ k15>[i9(k5kll+ k3kll+ k3k5> + k3k5(k10+ k11> +

+ k,k14k16 k9kllk18(k2+ k3> + k1k3(i8k¡O+ k8kll+ k9k11)jr ;

� = ksk12(k2+ k3)(k8klOk14k16+ k¡k10ii4k17+ �klOkl,k17 +

+ �k9k14k17 + �k9k15k17) ; RO = k5k7k12k14k16(k2+k3)(k9+klO)o
-----�-,--" .._-
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numerador
l/v =

denominador

siendo el numerador:

l,.,..._1 � �U EX
- - + - + K¡¡.U + �X + 2_
.KJr H H U'

K0 K¡, y
+--+-+RIH+-+HU U U

+y
H

+ �trA ] + 1

y el denominador:

1

En el caso de que no haya exceso de los dos sustratos ni �el
producto, la expresión de l/v ser reduce a:

l/v =
K¡,
-

la cual se puede escribir de dos formas distintas, según se re

fiera a inversas de las concentraciones de ácido úrico, o de

hipoxantina. En ambos casos se observa que las representaciones
de l/v frente a las inversas de las concentraciones del corre�
pondiente sustrato, dan lugar a rectas paralelas, lo que está

de acuerdo con 1.. fig. 76 y 77.

Cuando se refiere la ecuación a las inversas de las concentra­

ciones de hipoxantina, pxexiste en el medio exceso de ácido

úrico, que se comporta como inhibidor, la ecuación correspon­

diente se transforma en:

l/v =R- + --
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donde puede observarse, que la inhibición que ejerce el ácido

úrico es no lineal y no competitiva. La no linealidad corres­

ponderá a una hipérbola cóncava o convexa, según el valor de

las constantes. En el presente sistema corresponde a una hipé�
bola cóncava, lo cual indica que se debe cumplir la relación

siguiente:

Por otra parte, el hecho de que la inhibición hallada experi­
menta1mente corresponda a una inhibición acompetitiva, debe i�
dicar que el valor de RE es poco significativo, lo que sugie­
re que k14k16 son de poca importancia y está de acuerdo con la

fig. 79.

Cuando se refiere la ecuación a las inversas de la concentra­

ción de ácido úrico en presencia de exceso de hipoxantina, la

ecuación queda como sigue:

Kn
1 + -- +

HK¡¡
+

donde se puede observar que la inhibición que ejerce la hipoxa�
tina con respecto al ácido úrico es de tipo no competitivo, de

carácter no lineal hiperbólico, como puede apreciarse en la fig.

81. El hecho de que experimentalmente aparezca una hipérbola

Convexa indica que la relación

Sé cumple.
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Por otra parte, cuando existe en el medio el producto' de la

reacción, la xantina, la ecuación que se obtiene considerando

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

guiente:

�x +
Xi'

+
Y

+
XL

+ �HxnU HU U IJ
Puede obserbarse, que el efecto del producto con respecto a

ambos sustratos es análogo, y se puede apreciar que es no co�

petitivo lineal en todos los casos, lo cual está de acuerdo

con los resultados experimentales (fig. 82, 83, 84 y 85).
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5 DISCUSION
=:::==:=:::==

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

sido necesario partir de preparados de suficiente grado de pu

reza, Y cuya actividad permitiese determinar los parámetros,
�jeto de la investigación.

La obtención de un preparado activo de XDH se ha efectuado por

el m6todo propuesto por GUBERT y col. (1.3), que proporciona un

p�ificado enzimático con actividad adecuada para las determi

naciones efectuadas en este trabajo. La obtención de prepara­

dos de XO con sUCiciente actividad específica, ha requerido un

estudio cuidadoso ya que la bibliografía no describe ningún
método de purificación adecuado para los fines del presente es

tudio.

El método de purificación de la XO que se propone, se funda en

el método previamente descrito para la XDH (loe. cit.).

Se tuvo en cuenta en primer lugar la diferencia fundamental en

tre los tejidos hepáticos, de pollo y de buey, ya que si bien

el primero no posee uricasa, ésta se halla presente en el de
•

procedencia bovina� La eliminación completa de la uricasa permi
te obtener valores de las velocidades iniciales que no resul­

ten afectados por la eliminación del ácido úrico por el enzima,

ya que aquél es el producto de la reacción que se determina es

pectrof'otom6tricamente.

La eliminación de la uricasa se consigue mediante la homogenei

Zación en sacarosa isotónica Y posterior centrifugación a

lS.OOOxg durante 1 h, con 10 que se consigue la separación de

la. mitocondrias y de los peroxisomas, ya que en estos últimos

reside la ·actividad uricásica.
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La introducción de un tratamiento térmico resultó eficaz,como
en la purificación de la XDH, pero si se efectúa con los homo

geneizados en sacarosa, la separación de la proteina desnatu­

ralizada del sobrenadante activo, después de la calefacción,
le muestra dificil. Puede solucionarse el problema mediante la

introducción anterior al tratamiento térmico de tampón de fos­

fato sódico 0,5 M de pH 7,4 , en cantidad suficiente para que

la concentración final en dicha sal sea 50 mM. Se consigue con

ello que el residuo sólido de la centrifugación sea lo sufi­

cientemente compacto para poder efectuar una separación corre�
ta de las dos fracciones producidas por la centrifugación.

El fraccionamiento salino con sulfato amónico, permite un pre­

parado 40 veces más activo que el tejido hepático de partida.

En la consecución de un preparado más activo, resulta eficaz

el empleo de una columna de DEAE-celulosa, de acuerdo con la

técnica previamente descrita para la XDH (13). La aplicación
posterior de una cromatografia en Sephadex G�200, da como res-

8ütado la obtención de un purificado de XO con una actividad

especifica 256 veces superior a la del tejido hepático de pa!: .

tida, y adecuado para las experiencias efectuadas en el prese�

te trabaj o.

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

Una vez establecido el método de purificacj.ón de la liO, se pr�

cedió a determinar de que forma afectan las variaciones de pH
a los valores de Rin y Vmáx'

tanto para este enzima como para

la XDH.

En primer lugar, se estudió la variación en los sistemas que

Cataliza la XO. Cuando el sustrato utilizado fue la hipoxanti-

na, se pusieron de manifiesto unos puntos de inflexión comunes

Para la variación de V. Y K co.respondientes a los valores
max m



- 234 -

de pH 5,9 ; 8,3 y 9,2. Cuando el sustrato sobre el que actúa

el enzima es la xantina, los valores resultaron ser de 6,2 ;

8 ; 8,4 y 9,2. Con las limitaciones del método se sugier� 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,) serían identificables con un

grupo -SH, si bien posiblemente se puedan identificar con un

grupo persulfuro que la bibliografía considera imprescindible

para la unión enzima-sustrato, y su posterior conversión en

el producto oxidado ()2) (33) (48) (49), y por último el gru­

po ionizable a pH más básico se podría identificar con un

[-amonio de la li8ina.

Cuando el estudio tuvo lugar sobre la XDH, se determinaron igual
mente 108 pWltos de inflexión correspondientes a K.._ y V , , pa-. max -

ra el sistema xantina-NAD+ -JlDH-ác.6rico-NADH. Se pusieron de ma

Ditiesto valores comunes para pIN (xantina), PK.M (NAD+) y

log V
máx' cox'respondientes a los valores de pH 6,' ; 7,' ,. 8"

que corresponden probablemente a un grupo imidazol de la histi

fina ¡ el que aparece a 6" , y el de 8" a un grupo persulfu­
ro del centro activo del enzima, al igual que ocurría con la

XO. Sin embargo, el que ee presenta a pH 7,5 resulta de más di

ticil asignación. Además de los puntos de inflexión comunes,

cuando se trata del p� (xantina) aparece otro punto de inf1e­

xi6n a pH 8,0 , el cual se asignó al grupo oxo de la xantina.

Asimismo se efectuaron análogas determinaciones para el siste­

� xantina-02-XDH-ác.úrico- H202, apareciendo en este caso unos

puntos de ánflexión que se asignaron al grupo imidazol de la

histidina, al grupo oxo de la xantina y • un grupo persul'uro
en el centro activo del enzima.

Ponen de manifiesto los resultados analizados, que en to�os los

sistemas estudiados existen dos valores de pK comunes, "ue, tal

COmo se ha indicado, se sugiere corresponden al grupo imidazol

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

talítico del enzima.
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S. ha tratado de confirmar la presencia de grupos -SH y su i�
tervención en la actividad de la XO y de la XDH, mediante el

estudio de las acciones que producen algunos de los reactivos

de grupos -SH más caracteristicos, sobre los mencionados enzi

mas.

El efecto que el PCMB, DTNB, NEM Y IAM ejercen sobre la XO .s

v�iable, al igual que ocurre sobre las actividades oxidásica

y deshidrogenásica de la XDH. En primer lugar,se pusó de man�
tiesto que el PCMB inhibe a ambos enzimas de modo irreversible

en las condiciones en que se ha experimentado ; la inhibición

no es progresiva con el tiempo de ·contact0.7 si bien se anula

por la presencia del 2ME y por diálisis.

Al valorar los grupos -SH con PCMB, se pone de .anifiesto que

el reactivo no reacciona con la XO 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

wlfuro en el centro activo del enzima (32) (,,) (�8) (49),

p�ece probable que dicho grupo se halle estabilizado de tal

forma, que ••a inasequible para él PCMB en ausencia del sus­

kato de la reacción.

El DTNB no altera la actividad ...atalitica de la XO y de la

XDH.

Por su parte, la NEM y la IAM inhiben la actividad oxidásica

de ambos enzimas, pero 110 af'ectan a la actividad deshidrogená

aiea de la XDH. La inhibición provocada por ámbos reactivos

e8 reversible y de carácter competitivo hiperbólico para la

NEM, y acompetitivo hiperbólico para la IAM, en ambos casos

con respecto a la xantina.

El que la NEM y la IAM resulten incapaces de interaccionar
+

�on el enzima de higado de pollo, cuando el NAD es el acep-

tor electrónico, sugiere que éste modifica la molécula de XDH



- 236 -

e impide tal interacción, o bien ejerce un efecto protector.

Al considerar el hecho de que la NEM inhibe la reacción oxidá­

siea 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

trónico no compiten por el mismo centro t sin embargo, e1lo

resulta posible en el caso de la IMi, que probablemente interac

ciona con la flavina alquilándola.

Para explicar estas anomalías, es preciso suponer que el NAD+
interacciona con el enzima anteriormente a que lo haga la xa!!_

tina, si bien es·te hecho estaría en contradicción con el meca'

nismo ping-pong,que se .upone para el enzima, ya que se ha po

dido aislar la €orma reducida del enzima después de reaccionar

con la �antina y liberar ácido úrico en ausencia del aceptor
electrónico. Este hecho encuentra una expliaación 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+ se encuentra en el medio y

...e este grupo, de dificil asignación, pudiera IJar el respon­

sable de la actividad deshidrogenásica, y su ausencia es la

causa que la XO carezca de tal actividad.

Esta hipótesis, llevó a pensar en la posibilidad de inducir la

actividad deshidrogenásica en el enzima de procedencia �vina.

Se ha descrito el fenómeno (52) (59) (54) (S5) (56) (57) en la

xantindesbidrogenasa de higado de rata y humano ; ambos enzimas

se comportan inicialmente como deshidrogenasas y el proceso de

extracci6n del enzima incrementa la capacidad oxidásica @n de'

trimento de la deshidrogenásica. Determinados tratamientos so­

bre la oxidasa asi formada, provocan la recuperación de la ac­

tividad deshidrogenásica ; cuando se trata con reduc60res ocu­

rre tal transformación, que 8e supone pudiera estar relacionada

con la apariei ón de grupos -SH.
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Si bien la XO es capaz de interaccionar con el NAD+, esta in­

teracción no conduce a la reoxidación del enzima reducido, al

oxidar la xantina a ácido ur1CO. Es asimismo conocido el he-
+

cho de que tanto el oxigeno como el NAD se únen al mismo 10-

cus del enzima, por 10 que algunos autores han supuesto que

la transformación es probablemente aditiva (51).

De acuerdo con estas hipótesis, se ensayaron diferentes tra­

tamientos. La incubación de XO con 2ME y con NaHS03 .0 induce

actividad deshidrogenásica en el enzima o Tampoco produce resul

tados positivos la preparación de la XO en presencia de 2ME.

El DTE y su isómero el DTT, inducen la aparición de actividad••

deshidrogenásica en la XO. Las condiciones óptimas que dan lu

gar a la a�ción del máximo de la actividad deshidrogenásica

provocan7a su vez, un descenso de la actividad oXidásica, pero

el incremento de la actividad dekhidrogenásica no es equiva­
lente al descenso de la actividad oxidásica. Se puso asimismo

de manifiesto que la eliminación por diálisis del reactivo in­

ductor de la actividad deshidrogenásica no provoca la pérdida
de la actividad inducida en el enzima.

Al determinar los parámetros cinéticos para la xantina y'••

,..
*
en la reacción des.idrogenásica en la XO, las representa

ciones cinéticas ponen de manifiesto la ausencia de complejos
cinéticos ternarios, lo que probablemente es debido a que el

mecanismo de la reacción es de tipo ping-pong.

Una vez estudiada la posibilidad de obtener actividad deshidro

genásica a partir de una oXidasaecaracteristica"se trató de

inducir actividad oxidásica en la XDH, que es predominant.me�
te una deshidrogenasa. Para etta transformación, se utilizaron

mitodos de digestión proteolitica, que se habian mostrado ade­

cuados para obtener una oxidasa no convertible en de.hidrog.n�
la en la xantindeshidrogenasa de hígado de rata (52) (53) (54)
(55) (56) .57).
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La acción de la tripsina, la K -quimotripsina y la sub�ilisina

no provocan ningún cambio en la relación de las actividades

oxidásica y deshidrogenásica de la XDH, así momo tampoco modi

fican los valoree absolutos de dichas actividades catalíticas.

La caracterización cinética de la XO y de la XDH ha permitido

completar el conocimiento de sus analogías y diferencias más

importantes.

El pH óptimo de la XO, cuando cataliza la oxidación de la hip�G
xantina a xantina, o de ésta a ácido úSico es de 8.�. En la

determinación de KM (xantinal, al representar las inversas de

las velocidades iniciales frente a las inversas de la concentr�
ción de xantina, la representación no es lineal. Por otra par­

te, la representación de Hill proporciona una recta cuya pen­

diente es lt2. Se creyó pportuno, por ello, representar l/v
frente a 1/lxantinall/2 con lo que, aparece una línea recta

ello implica que la ecuación de velocidad se adapta a:

v =

La xantina (10-3 M) no produce inhibición por exceso de .ustr�
to. El producto de la reacción, el ácido úrico, provoca inhibi

ción p se observa que en la representación de Lineweaver-Burck

aparece una curvatura que es idéntica a la obtenida en su au­

sencia. Por otra parte, al representar l/v frente a 1

1/l�antinaJl/2, 8e deduce que la inhibición es de tipo no com

petitivo. La representación de l/v frente afic.úrici]1/2 e.

lineal ; también la representación de las intersecciones y de

las pendien.tes son lineales frente a Ln.úric�1/2. La ecua­

ción que corresponde a tal comportamiento es

V, 81/2
max

v =
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Con objeto de comparar el cpmportamiento cinético de la XDH

y de la BO, se ha determinado la acci6n que el NADH ejerce s�
bre este último enzima. La presencia del NADH no altera la

linealidad de la representaci6n de l/v frente a 1/�antin�1/2
y la inhibici6n que se produce es de tipo acompetitivo. Por

otra parte, la representación de las intersecciones frente a

distintas potencias de la concentración de NADH, se desvian

de la linealidad. Sin embargo, la curva cambia de cóncava a

convexa, según si la representación se efectúa frente a la con

c.n**•• ión de NADH o a [ÑAD�1/2; ello indica que el término

que afecta a las intersecciones será, probablemente:

En el estudio del comportamiento cinético frente a la hipoxa�
tina, la representación de Lineweaver-Burck no es lineal, pero

si 10 es la de l/v frente a 1/�iPoxantinaJl/2. La hipoxantina

provoca inhibición por exceso de sustrato y la representación
de l/v frente a lbipoxantin� 1/2

es lineal. Estos resultados

conducen a formular la hipótesis de que la ecuación de veloci­

dad es:

V 81/2
máx

v

El ácido úrico es inhibidor no competitivo con respecto a la

hipoxantina, en analog!a a 10 observado con la xantina. La re­

presentación de l/v frente a la concentración de ácido úrico o

a L�C.�iCO)1/2 no es lineal , 10 mismo ocurre en la represen­

tación de las intersecciones. Sin embargo, la representación
de las pendientes frente a l�C.úriCO:rl/2 es linea18 En este ca

80, no aparece la nd.ma linealidad que con respecto a la xant!
na. en la que todas las representaciones se adaptan a la line�
lidad frente a l�c.úric�1/2. La ecuación de velocidad que ex­

Plica esto. resultados es:
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v =

(1 +

La XO cataliza la reacción diaforásica, de oxidación del NADH

a NAD+. La reacción se siguió a pH 0,0 ya que a su pH óptimo
que es inferior, tanto e. e.zima como el NADH se alteran. En

este caso, la representación de Lineweaver-Burck no es lineal

y no aparece inhibición por exceso de sustrato. Al igual que

con la hipoxantina y la xantina, la representación de l/v fre�
te a 1/l�ADH)1/2 es lineal, siendo la ecuación de velocidad

análoga a las anteriores. La inhibición por producto, NAD+, es

de tipo competitivo y la representación frente aL�AD+Jl/2 es

lineal, lo que se halla de acuerdo con la ecuación de veloci­

dad:

v =

v , 51/2
max

K:tl (1

La inhibición que ejerce el ácido úrico sobre la XO con respe�
to al NADH es de tipo acompetitivo ; siendo no lineal con res­

pecto a L'XC.úric01l/2, rac. úricq y ¡:ac.úric� 2. Posiblemente

la ecuación de velocidad que explica estos resultados correspo�
da a:

v =

El comportamiento cinético de la XO se resume en la tabla

XXIV.

La aparición en todos los casos de linealidad al representar
l/v frente a las inversas de la.concentración de sustrato ele­

vada a 1/2, induce a pensar que la reacción se adapte a un or

deh de 1/2. Este hecho junto con que la XO es un enzima que

Consta de dos hemimoléculas con un centro activo cada una, con



TABLA XXIV

RESUMEN DE LOS RESULTADOS CINETICOS DE LA XO

SUSTRATOLINEALIDAD

l/S

INHIBICION

SUSTRATO

LINEALIDAD S

INHIBICION

AC.URICO

INHIBICION

NADH

INHIBICION

NAD+

Xantina 1/2 NO NC LINEAL 1/2 AC. NO LINEAL

Hipoxantina 1/2 1/2 NC PTE. LINEAL 1/2
INT. NO LINEAL

NADH 1/2 NO AC NO LINEAL C LINEAL 1/2

----,----------�----

1.\:)
.¡:::.
1-'
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duce a postular la hipótesis de que solo una molécula de sustr�
to se une a un centro activo de la XO indistintamente. Si esta

uni6n provoca la anulación de la capacidad catalítica del otro

centro activo libre, resultará que por cada centro activo del

enzima corresponderá estequiométricamente 1/2 molécula del su�
trato.

Una confirmación de esta hipótesis se encuentra en el hecho de

que la inhibición por hipoxantina es lineal con respecto a

tñiPoxantin�1/2, lo cual indica que ambos centros se saturan

para dar un complejo inactivo, en el cual la estequiometría
E-S será 1:1. Por otra parte, el que cuando el sustrato es la

xantina o bien el NADH, no se alcance la concentración saturan

te, puede interpretarse por la escasa s.�bilidad de la xanti

na y la elevada densidad óptica del NADH, que no permite traba

jar con concentraciones muy elev.das.

En todos los casos la inhibición puede explicarse por la fija­
ción del inhibidor a BU centro característico, o bien al seg�
do centro presente en la molécula enzimática.

La interpretación de las representaciones grátics obtenidas

con la XO, ha conducido a la formulaci6n de lasd.iferentes ecu�
ciones de velocidad, que explican satisfactoriamente los valo­

res de las velocidades de reacción oxidásica y diatorásica, así

como las inhibiciones por hipoxantina, por ácido úrico y por

NAD+ y NADH.

Las condiciones en que se han efectuado las experiencias, con­

centración constante de oxígeno, y el hecho de que la xantina

sea también sustrato de la reacci6n, no permiten el llecar a

f6rmular un mecanismo general de reacción.

Los datos obtenidOs pued4n permitir no obstante"vislumbrar
ciertas analogías o diferencias entre la oxidasa en estudio y

la deshidrogenasa de higado de pollo, cuyo mecanismo cinético

general, se discute más adelante.
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En el estudio del mecanismo de reacción de la XDH, se han abor

dado tres de las reacciones de oxidación que cataliza el enzi­

ma, las cuales son : la reacción dia,orásica (de oxidación del

NADH) , la reacción oxidásica y la oxidación de la xantina ;
+

utilizan el oxigeno las dos primeras y la tercera el NAD :"como

aceptor electrónico respectivamente. En ellas el enzima ••túa

como deshidrogenasa.

En el estudio de la reacción diaforásica, al igual que ocurre

con la XO, al representar los vaJ�ores de l/v frente a 1/ l,ÑADHJ,
se obtienen lineas curvas ; aparentemente una parábola ó una

hipérbola convexa.

La dificultad de obtener resultados, a partir de una represen­

tación no lineal, ha obligado a plantear dos soluciones posi­
bles para resolver el problema.

Se puede intentar deducir un tipo de .epresentación, en la que

se obtenga linealidad, tal como se había efectuado con la XO.

Otra posibilidad es el intentar ajustar la curva a una ecuación

teórica, previamente escogida para poder deducir así analítica

mente los valores de las constantes cinéticas.

Por otra parte, las representaciones de Hill,para las experie�
cias realizadas con la reacción dia,orásica, son lineales ; la

pendiente de las rectas es aproximadamente 1/2. En correlación

con lo observado,con la XO, puede aceptarse que en la ecuación

de la velocidad, el coeficiente que afecta al sustrato .a 1/2.

Efectivamente, la representación de l/v frente a 1/lÑfADH)1/2
ea lineal ..

Los resultados comentados implican que la estequiometria de la

reacción,es tal, que media molécula de NADH se une a cada cen­

tro activo del enzima. La conclusión, aparentemente ilógica,

puede encontrar su explicación si se tiene en cuenta que las

moléculas de XO y de XDH, están constituidas pDr dos hemimolé
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cu1as, cuya estruc.tra y funcionalidad se supone que son idén­

ticas, y que cada una de ellas posee un centro activo al que se

le unirá w\a molécula de NADH por cada molécula de enzima, pe­

ro la fijación de la molécula del sustrato debe implicar obli­

gatoriamente que el otro centro resulte inasequible para otra

molécula de NADH. Ante esta hipótesis dabe preguntarse cúa1 es

el papel que desempeñan los dos centros que posee la molécula

del enzima si solamenta uno da e110.9 es capaz de mostrar acti­

vidad cataliti.ca. Se pu.ede a:firmar que al tener dos e_tros a_s

tivos por molécula, la posibilidad de eaptar una molécula del

sustrato, NADH es mayor, aunque la fijación de éste provoque

la pérdida de la capacidad catalítica 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 reacción (32) (33) (48)
(49). La forma enzimática reducida es independiente del sustr�
to utilizado para •• reacción. En el establecimiento del mec�
nismo de la reacción diaforásica, lastransformación de NADH a

NAD7 se ha eonsiderado que es reversible puesto que el NADH a

la vez que es sustrato de la reacción diaforásica, es también

producto de la reacción deshidrogenásica, en la que el NAD+ ac

túa como aceptor electrónico.

La inhibición de la XDH por exceso de NADH es acompetitiva,
mientras que la XO no era, inhibida ; estos resultados indican

que el NADH es capaz de fijarse a distintas formas enzimáticas

para dar lugar a la formación de complejos abortivos. Se su­

giere la existencia de uno, cuya estequiometria sea E-NADH,
lo cual indica que en presencia de exceso de sustrato no sea

uno solo de los centros el que capte una molécula de NADH ;

sin embargo, el complejo así formado deberá ser inactivo y así

8e comporta en el intevvalo de concentraciones de NADH con Als

que se experimenta. Es decir, ambos centros del enzima quedan

bloqueados catallticamente al saturarse con NADH. La inhibición
+ .- ....

del producto NAD aftl.�Qmpetitiva y permite deducir que s610
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se puede captar 1/2 molécula de producto por cada molécula de

enzima esto es, una molécula de producto por cada centro ac-

tivo.

De lo anteriormente expuesto 1 se deduce que el mecanismo de la

reacción dia,orásica, es furldamentalmente un mecanismo pi:ag­

pong, en el cual la secuencia de reacción desde la forma oxi­

dada del enzima a la forma reducida es reversible, y en la

reoxidación del enzima se introduce 1lll paso irreyersible al

producirse la liberación del peróxidO de hidrógeno� Las inhi­

biciones par exceso de sustrato NADH y dé producto NAD+, se e�

plican por la formación de comple,los abortivos de estos reac­

tivos. con las �ormas oxidada y reducida del enzima.

l.a actividad oxidásica de la XDH, se ha estudiado frente a la

xantina y al oxigeno.;

La representación de LDleweatrer-Burck, al igual que en la rea�

ción anterior, no e8 lineal (recuérdese que ocurriaigual en la

réacción oxidásica para la XO), aparece una hipérbola o una pa

rábola eorrvetxa , En la representación de Hill f el valor de la

pendiente es también de 1/20

Puesto que en el estudio de la reacción oxidásica se obtienen

unos valores analttilfoS más precisos y es má.s especifica del

enzima, que la reacción diaforásica. se intentó ajustar por el

método de 108 minimos cuadrados la curva obtenida por la repr�

sentación deLLineweaver-Burck a una ecu�ción teórica. previa­
mente selec'.onada. Como la molécula de XDH posee dos centro.

activos, de igualo distinta afinidad, se intentó ajustar los

valores experimentales a una ecuación del tipot

a.,"'(2 + bx + 1

Y = -4•.-----------

ex + d

en la que y = l/v y x = l/S. Según esta ecuación al represjntar
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l/v frente a l/,�antina) se obtiene una hipérbola. Al e:fectuar

la comparación de los valores obtenidos teóricamente y de 10&

valores de l/v experimentales, se observa una mayor discrepan­
cia en los puntos correspondientes a las concentraciones de xan

tina elevadas.

Las discrepancias obser�adas indujeron a ajustar los resultados

a una ecuación del tipo:

2
ay + by + c ; x

que corresponde a Wl& parábola convexa y en la cua1 y ; l/v y

x = l/S. La d.iscrepallcia entre los valores calculados teórica­

mente y los .�:.::perimeiita1 es se l'evGla como min:i.ma..

El hecho de que 108 l'esultado8 se adapten El la ecuación ante­

ri.or y que el coeficiente de Hi11 sea 1/2; :f.ndica1.; que, con t�
da probabil idad., el coef'iei ente que afecta a la concentración

de la xant:ina en la ecuaci.ón de velocidad es 1/2, tal como se

'habia aproximado para les resultados obtenidos en la reacción

oxidásica que cataliza la XO. En efecto, la representación de

los valores experimentales de l/v :fren.te a 1/t-ranti.na1l/2 es

11.nea1, lo que confirma. que la estequiometria de la reacción

es de media molécula de xantina por cada molécu1a de XDH, igual
que en los casos estudiados anteriormente.

También en este caso se propone un mecanismo ping-pong, aunque

no se han efectuado 108 correspondientes estudios de inhibición

por sustrato (oxigeno) y por producto (H202>, los e:fectuados

con xantina y ácido úrico pernd ten formular tal propoltci6n.

El estudio de la reacción oxidásica de la XDH con concentraci�
nas crecientes de xant:i.lla 110 hn permitido obtener la. concentra

ción 8at1.lrSn·t9, tal como ocur-r-La con el en.:::::im:1. de procedencia
bovdna , El ácido úrico, producto de la rea,�ciól1, os inhibidor

no cOl�.titivo de la actividad oxidá.ica de la �IDH. De los re.

sultados obtenidos se deduce que el producto pued� unirse a va
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rias formas del enzima ; si el ácido úrico se adiciona a una

forma enzimática que tiene libres los dos centros a los que

se puede unir, podrá unirse a ambos, pero también podrá unir

se a las distintas formas que tengan únicamente libre uno de

ellos. En ambos casos se forman complejos abortivos.

Puede afirmarse que el mecanismo de la reacción oxidásica de

la XDH, es fundamentalmente ping-pong. La secuencia de la reac

ción desde que se une el primer sustrato, la xantina, hasta

que se libera el correspondiente producto, el ácido úrico, es

reversible y en la reoxidación del enzima por el segundo sus­

trato, el o.í.eno hay un paso, probablemente irreversible, que

es la liberación del Peróxido de hidrógeno.

También ha sido objeto de estudio la reacción deshidrogenásica
que cataliza la XDH, en ella la xantina eB oxidada a ácido úri

co y el aceptor electrónico es el NAD+ que se reduce a NADH.

En este caso, el mecanismo ha podido establecerse de un modo

más completo, puesto que se ha estudiado la reacción con res­

pecto a ambos sustratos y también la inhibición que sobre la

actividad enzimática ejercen los dos productos de la reacción.

En el estudio del sistema se puede observar que la representa­
ción de Lineweaver-Bruck, cuando la xantina es el sustrato va­

riable es lineal. Cuando el sustrato variable es el NAo+, Al

representación de l/v frente a 1/l�AD:J·/2es lineal. Que las

inversas de velocidad se alinean frente a 1/�AD+Jl/2 es un he

eho que se repite ea general a lo largo de las experiencias
efectuadas con ambos enzimas en los distintos sistemas, sin em

bargo es ésta la'jnica ocasión en que la representación de Lin�
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 presen.e trabajo, consis-
+

te en el hecho de que el aceptor electrónico es el NAD , la e�
plicación de pDDque difiere esta reacción 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 conformación de la molécula enzimática

que permita la captación 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 transformación de xantina en ácido úrico. Esta molécula de

NAD+ debe actuar únicamente como modificador de la estructura

de la molécula enzimática.

El mecanismo de esta reacción no será estrictamente un mecani�
mo ping-pong, ya que aqnque el enzima pase por una forma redu­

cida, después de haber transformado a la xantina en ácido úri­

co, con anterioridad ha experimentado la influencia de la molé

cula de NAD+ modificadora.

La secuencia de reacción que transcurre desdd la forma oxidada

a la forma reducida es irreversible en el paso de la liberación

de la molécula que actúa de modificador. Por el contrario, la

secuencia de reacción que reoxida al enzima se ha supuesto re­

versible ya que si por una parte el NAD+ es capam de reoxidar

·al enzima hasta la forma oxidada, reduciéndose ·a NADH, también

el enzima en forma oxidada al reducirse es capaz de catalizar

la oxidación de NADH a NAD+ (actividad diaforásica)e

Se ha efectuado el estudio de la inhibición de la actividad

deshidrogenásica por los dos productos de laareacción, el ádi­

do úrico y el NADH. Las inhibiciones por ambos, pueden expli­
carse por las formas normales de fijación a la secuencia de

reacción y por la existencia de formas adicionales que dan lu

gar a la formación de compiejos abortivos.

Cuando se estudia la inhibición que ejercen los productos de

la reacción con r.specto a la xantina como sustrato variable,
la representación de Lineweaver-Bruck continúa siendo lineal,
al igual que en ausencia de los productos.

+
Si la inhibición es producida por el ácido úrico, y el NAO a�
túa como sustrato variable, los valores de l/v se alinean tren
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te a 1/(ÑAD+)1/2. Cuando el que ejerce la inhibición sobre el
+

enzima con respecto al NAD es el NADH, los valores de l/v ob

tenidos no se alinean en ningún caso �rente a las potencias i�
versas del sustrato consideradas. Este hecho puede ser explic�
do debido a que si bien la reacción dia�orásica a pH 8.0, al

que se estudia la presente reacción, es des�avorable, su velo­

cidad de reacción es su�iciente para que en presencia de NADH
+

en el medio de reacción pueda éste oxidarse a NAD con la con-

siguiente interferencia en la determinación correcta de las ve

locidades iniciales de reacción.

En la inhibición por exceso de xantina, en presencia de NAD+
como sustrato variable, la representación de los valores de

l/v �rente a 1/�AD1l/2 es lineal, la inhibición es provocada

por la formación de complejos abortivos.

Análogamente la inhibición por exceso de NAD+ con xantina como

sustrato variable, la representación de Lineweaver-Burck es li

neal.

Los distintos resultados de las inhibiciones se resumen en la

tabla XXV.

La ecuación de velocidad que se deduce a partir del mecanismo

de reacción propuesto (figu 36) permite explicar las inhibici�
nes observadas. Las inhibiciones que ejerce el ácido úrico son

debidas a los comp.ejos E-NAD+l/2-áceúriCOl/2; F-NAD+l/2-ac.úri
co y E-NADHl/2-ác.úriCO. Las producidas por el NAD+ son debidas

+
a los complejos E-NAD 1/2-NADHl/2 Y E-xantina-NADHl/2• Por otra

parte, la inhibición por exceso de xantina como sustrato es de
+

bida a los complejos E-NAD 1/2-xantiaa y F-xantina. La inhibi-

ción por exceso de NAD+ se debe a los complejos E-NAD+ y F-NAD+.

As! pues el mecanismo de la reacción deshidrogenásica no es un

mecanismo pin*-pong puro, ya que aunque exista una �orma redu­

cida del enzima hay interacción con los dos sustratos, anterior

a la liberación de un producto, aunque uno de los dos sustratos



T A B L.,'A XXV

SUSTRATO VARIABLE
.-

INHIBmOR XANTINA NAD+
+ +

NAD sat. NAD no .at. xantina sat. xantina nO sat.

o -

AC.URICO NC puro NC puro NC NC

pte.1inea1 1/2 pte. lineal 1/2 pte. lineal 1 pte� lineal 1

int.1ineal 1 int. lineal 1 int. lineal 1 int. lineal 1

NADH NC puro NC puro NC NC

pte.1inea1 1/1 pte. lineal 1/2 no lineal no lineal

int.1ineal 1/2 int. lineal 1/2

XANTINA NC

pte.lineal 1

int.lineal 1

NAD+ NC

pte.1inea1 1/2
int.linea1 1/2

ti)
\JI
O
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interaccionar únicamente como modulador de la accióno Fundamen

talmente todos los pasos de la secuencia reaccional pueden ser

considerados reversibles, excepto aquél que produce la libera­

ción de la molécula de NAD+, que actúa como moduladora

El conocimiento del comportamEnto cinético de la XDH, se ha

completado con el estudio de la reacción de oxidación de la

hipoxantina a x&l1.tina cuando el enzima utiliza al ácido úrico

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

El pH óttimo del sistema es de alrededor de 6, al cual se e�ec

tuaron las determinaciones de actividad. Las representaciones
de l/v frente a l/S proporcionan rectas paralelas, 10 cual es

un indicio de un mecanismo ping-pong y permite el cálculo de

los correspondientes parámetros cinéticos. El exceso de los

dos sustratos inhibe la actividad enzimática. Cuando el 8ustr�
to que se encuentra en exceso es el ácido úrico, la inhibición

es acompetitiva con respecto a la hipoxantina, considerada co­

mo sustrato variable, y la representación de las interseccio­

nes �rente a ácido úrico es una parábola o una hipprbola có�
cava. La inhibición que ejerce el exceso de hipDxantina sobre

la actividad enzimática con respecto al ácido úrico como sus­

trato variable, es no competitiva mezclada, y la representa­
ción de las intersecciones _ de las pendientes frente a la con

centración de hipoxantina inhibidora, da lugar a hipérbolas o

parábOlas convexaSQ

El producto de la reacción, la xantina, es inhibidor no compe­

titivo mezclado con respecto a los dos sustratos. Las repre8e�
taciones secundarias de las intersecciones y de la8 pendientes
son lineales, en todos los casos, frente a la concentración de

xantina inhibidora.

Los resultados comentado permiten postular un mecanismof tal

como se describe en la �ig. 86, en la que puede observarse que

el carácter hipérbólico de las rppresentaciones secundarias es
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atribuible a un circuito de reacción acca.orio entre las formas

enzimáticas F y F-ác.úrico.

Los complejos normales de reacción y los complejos F-ác.úrico­

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.ác.úrico-hipoxantina

y F-ác.úrico. Todos los demás pasos se consideran reversibles.



- 253 -

6 CONCLUSIONES
============

12 Se propone un método de puri�icación de la XO que pro-

porciona un p.eparado 256 veces más activo que el tejido de pa�

tida y se halla exento de actividad uricásica. La obtención .e

inicia a partir de un homogeneizado en Bacarosa 0,25 M, separa

ción de la fracción mitocondrial, tratamiento térmico a 562C,
fraccionamiento con sul�ato amónico, cromatografía en DEAE-celu

losa y cromatografía con la resina de exclusión G�200.

22 En la molécula de XO 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 imidazo1

de la histidina y a un grupo persu1�uro, ambos necesarios para

la actividad catalítica.

In la XO aparece un grupo de pK 9,2 ; se asigna a un grupo

f-amonio de 1aJasina, el cual no aparece en la XDH.

La XDH posee un grupo ionisab1e a pH 7,5 aproximadamente, cuya
+

existencia sólo se pone de mani�iesto cuando el NAD es el ace�
tor electrónico de la reacción ; se sugiere que sea preciso p�

ra la actividad deshidrogenásica.

)A El PCMB inhibe irreversiblemente al enzima de ambas pr�
cedencias. El reactivo sólo se une al enzima en presencia del

sustrato. La inhibición se anula por diálisis y por acción del

2-ME, y es de tipo no competitivo lineal, característica de las

inhibiciones irreversibles.

El DTNB no afecta a las actividades de ninguno de los dos en­

zimas.
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42 La NEM y la IAM son inhibidores reversibles de la acti

vidad oxidásica de la XO y de la XDH, pero no afectan a la ac­

tividad deshidrogenásica de la última •.

La inhibición producida por la NEM es competitiva e hiperbóli­
ca, mientras que la que produce la IAM es acompetitiva e hipe�
bólica.

Sugieren estos resultados que la presencia de NAD+ como aceptor
electrónico de la XDH, impide la inhibición por la NEM y la IAM.

52 La XO al ser tratada con DTE o DTT, adquiere actividad

de deshidrogenasa, que se conserva después de la eliminación de

los reactivos inductores por diálisis. Las representaciones d.

b1e reciprocas de la actividad deshidrogenásica inducida, fre�
+

te al NAD o la 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 iDducen actividad deshidrogenásica y é�
te último (lx10-5 M) inhibe la actividad oxidásica de la XO.

62 Las actividades oxidásica y deshidrogenásica de la XDH,
no se alteran al someter al enzima a la acción de la tripsinaj

�quimotriPsina y la subtilisina, en cOnZraposición con el in­

cremento producido en la actividad oxidásica de XDH 'e higado
de rata por acción de las proteasas tisulares.

72 La XO pos•• actividad de diaforasa. En la ecuación que

expresa la velocidad de reacción, el término que representa la

concentración de NADH d_be elevarse a aJ. para que las represen

taciones de l/v frente a 1/OfADHJ1/2 sean lineales. La activi-­
dad diaforásica no es inhibida por NADH, c'ya concentración s�

+
turante no se alcanza, pero si por el NAD , producto de la
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reacción, que se comporta como inhibidor competitivo lineal

con respecto a lNAD:Jl/2o
El ácido úrico inhibe acompetitivamente la actividad diaforá­

sica y la representación de las intersecciones no es lineal

t ,.;-,. -, 1/2 l' 2respec o a ",ac.ur1C? , o o

Los resultados expuestos permiten afirmar que la actividad di�
eorásica se ajusta a un mecanismo ping-pong, pero el producto
de la reacción se une a la forma oxidada del enzima.

8n La XO 4�hibe actividad oxidásica. Las representaciones
de l/v frente a las inversas de las concentraciones de los su�

tratos, xantina o hipoxantina, son lineales si sus concentra­

ciones se elevan a.J.ij; por ello en la ecuación de velocidad

los términos que afectan a la concentración, se hallan eleva­

dos a dicha potencia.

La hipoxantina (superior a 4xIO-5 M) produce inhibición por sus

trato. La representación es lineal cuando se expresa l/v fren­

te a cPiPo.antinaJl/2, 10 que indica que en la ecuación de ve­

locidad el término que afecta a la concentración se halla ele­

vado a la unidad.

El ácido úrico es inhibidor con respecto a ambos sustratos.

Cuando el sustrato variable es la xantina, la inhibición es

de tipo no competitivo ; las representaciones secundarias de

las intersecciones y de las pendientes son lineales con respe�
to a la concentración de inhibidor elevada a 1/2. Cuando el

sustrato variable es la hipoxantina, la inhibición es también

no competitiva,pero difiere en que la representación de las

intersecciones es lineal con respecto a la concentración del

inhibidor.

La actividad oxidásica de la XO es inhibida p.r NADH y la inhi

bición es acompetitiva con respecto a la xantina. En este caso,
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la representación secundaria de las intersecciones no se adap­

ta a la linealidad al elevar la concentración del inhibidor a

potencias sencillas.

92 En la actividad diaforásica de la XDH se obtiene line�
lidad al representar las inversas de velocidad frente a la con

4-centración de NADH elevada a 1/2. El NADH <duperior a lXlO- M)
inhibe por sustrato, a diferencia de lo observado con la XO ;

la inhibición no es lineal respecto a la concentración del sus

trato elevada a potencias sencillas.

La inhibición que provoca el NAD+ es no competitiva ; en la re

presentación de las intersecciones se obtiene linealidad fren­

te a LÑAD+)1/2 ; mientras que en la de las pendientes aquélla
no aparece al elevarla a potencias sencillas.

Por todo ello, el producto de la reacción debe fijarse a la

forma enzimática que corresponde en la secuencia de reacción;
asl«Dmo a otras formas con las que origina complejos aboBtivos,
a diferencia de lo que Gourre en la XO.

lOD La actividad oxidásica de la XDH frente a xantina se

expresa por una ecuación de velocidad en que la concentración

del sustrato se halla elevada a 1/2, al igual que en la XO •

El ácido úrico es inhibidor no competitivo de la reacción oxi­

dásica y la representaci6n secundaria de las intersecciones es

lineal frente a la concentración del inhibidor y la de las pe�

dientes. lo .s frente a la potencia 3/2 del citado producto ;

en ello se diferencia de lo que ocurre en la reacción oxidási­

ca de la XO, en la que ambas representaciones son lineales res

pecto a tac.úric�I�I.Si el sustrato considerado es la xantin�.
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11g En la reacción deshidrogenásica de la XDH, la concen-

tración del sustrato xantina viene a€ectada por el exponente
unidad en la ecuación de velocidad ; sin embargo, la de NAD+
está afectada por el exponente 1/2. La concenEración saturan

te de xantina es 2xlO-4 M y la de NAD+ 1,4xIO-3 M ; si las

concentraciones son superiores, ambos sustratos inhiben al en

zima ..

La inhibición producida por etcexceso de xantina es de tipo
no competitivo ; la represen.tación secundaria de las intersec

ciones y de las p6ndientes es lineal con respecto a la concen

tración de dicho sustrato.

La inhibición por exceso de NAD+ es, asimismo, no competitiva
las representaciones secundarias son lineales con respecto a

la concentración del inhibidor elevada a 1/2.

El ácido úrico, producto de la reacción, es inhibidor no compe

titivo con respecto a la xantina, Andependientemente del NAD+;
"la representación secundaria de las intersecciones es lineal

con respecto al inhibidor y la de las pendientes lineal con

respecto al inhibidor elevado a 1/2.

El ••ido úrico produce, también, inhibición no competitiva con

+
respecto al NAD , independientemente de la concentración de

xantina ; en este caso la representación secundaria de las i�
tersecciones y de las pendientes es lineal con respecto a la

concentración del inhibidorG

El otro producto de la reacción, el NADH, también inhibe al e�
zima� Cuando el sustrato variable.es laxxantina la inhibición

es de tipo no competitivo e independiente de laa concentración
+

del NAO ; la representación de las intersecciones y de las pe�

dientes es lineal con. respecto a tNADHJ/2.
Sin embargo, la inhibición que ejerce el NADH con respecto al

+
NAO , aunque es aparentemente no competitiva, resulta indeter
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minable, ya que al tener lugar simultáneamente la reacción dia

forásica las velocidades vienen afectadas por la velocidad de

dicha reacción.

122 La oxidación de la hipoxantina a xantina por medio de

la XDH con el ácido úrico como aceptor electrónico, da lugar
en la representación de Lineweaver-BDIlck a la aparición de rec

tas paralelas"

El á,cido úrico a concentraciones mayores de la saturante

(5XIO-5 M) produce inhibición por sustrato, que es acol!lpetiti­
va con respecto a la hipoxantina.

La representación secundaria de las intersecciones da l.ugar a

una hipérbola cóncava.

La hipoxantina a concentración superior a la saturante (5XIO-4M)
produce también inhibición por exceso de sustrato, la cual es

;de tipo no competitivo con respecto al ácido úricoo La represe�
tación secundaria de las intersecciones y de las pendientes es

no lineal ; aparecen hipérbolas convexas con respecto a la con

centración del inhibidor.

La xantina,producto de la reacción, es inhibidor de tipo no com

petitivo lineal con respecto a cada uno de los sustratos inde­

pendiente.-nte del sustrato que permanece constante.

Los resu1tado8 anteriores permiten proponer la existencia de un

circuito accesorio de reacción, el cual provoca la aparición
de la. hipérbolas en las inhibiciones por .xce o de lo. sU8tr�
tos.
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