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RESUMEN 
El presente trabajo sobre la XOD (xantina oxidasa dehidrogenasa) hepática se ha realizado in vitro con homogenatos 

de hígado de rata. la incubación anaerobia de homogenatos de hígado transforma a las bases adenina y guanina en 
hipoxantina y xantina, respectivamente, sin que haya formación de ácido úrico. Si la incubación es en condiciones aerobias, 
la XOD forma una cantidad de ácido úrico molarmenle equivalente a la suma de hlpoxantina y xantina, presentes 
originalmente en el homogenato. La incubación aerobia de un homogenato en presencia de xantina adicionada como 
sustrato, provoca sólo un ligero aumento de la producción de ácido úrico; sin embargo, si previamente se adiciona T.T.C., se 
produce ácido úrico en elevada cantidad. La adición de hipoxantina en un ensayo similar se traduce en la formación de 
xantina como único producto de la reacción; sin embargo, en presencia de T.T.C. dicha base se transforma cuantitativamente 
en ácido úrico. Finalmente los valores de Km en presencia y ausencia de T.T.C. son del orden de 2,8x 10-5 M. 

SUMMARY 
The present study on hepatic XOD (Xanthine oxidase dehydrogenase) was carried out in vitro with rat liver homogena 

tes. Anaerobic incubation of liver homogenates induced the transformation of the bases adenine and guanine present, into the 
corresponding hipoxanthine and xanthine, but uric acid is not formed. When the incubation is carried out in aerobic 
condictions, XOD then induces the production of a quantity of uric acid molar1y corresponding to the sum of hipoxanthine 
plus xanthine, which would otherwise accumulate in an anaerobic experiment. lf xanthine, as a substrate, is added to an 
aerobic incubation of an homogenate, only a slight increase in its normal uric acid production is observed; however, when the 
T.T.C. has also previously been added to the mixture, uric acid is then produced in substantial quantities, the dye acting asan 
effective electron carrier. Added hipoxanthine, also acts as a substrate of XOD, the base being converted into xanthine in 
aerobic conditions and quantitatively into uric acid when T.T.C. is also present. Final1y, Km value is practically of the same 
arder, K m - 2 . B x  10-s M, whether established in the presence or in the absence of T.T.C. 

INTRODUCCION 

Considerando la importancia que tiene esta enzi 
ma en el metabolismo de las nucleoproteínas, así co 
mo en el dismetabolismo purínico que puede dar ori 
gen a la Gota, 111 y teniendo en cuenta que todavía se 
discute el mecanismo íntimo de acción enzimática.!" 
nos propusimos investigar a la XOD utilizando in vitro 

homogenatos de hígado de rata que sabemos contie 
nen elevada actividad de XOD en su parénquima y 

por la fácil asequibilidad del animal. Como estos ho 
mogenatos tienen una gran capacidad de reducir y 
oxidar sustratos purínicos y especialmente convertir la 
xantina en ácido úrico, se realizaron experiencias con 
xantina e hipoxantina (sustratos naturales), en medio 
anaeróbico y aeróbico y en presencia de un colorante 
sintético, en nuestro ensayo el cloruro de trifeniltetra 
zolium (T.T.C.). 

Además se trató de aclarar algunas características 
de la XOD hepática y se estableció la constante de 
Michaelis (Km) para la XOD. 

MATERIAL Y METODOS 
a) Sustratos y enzimas 

El ácido úrico, la xantina y la hipoxantina fueron 
de calidad Sigma (Grado 1). las disoluciones patrones 
de xantina e hipoxantina se preparan disolviendo can 
tidades molares en pequeños volúmenes de HON a 
0,5 M, calentando suavemente a baño María y enrasan 
do a volumen deseado, ajustando el pH conveniente. El 
ácido úrico se disuelve en agua bidestilada hirviente que 
contenga la mitad en peso de carbonato de litio. El 
cloruro de trifeniltetrazolium (T.T.C.) es de calidad 
Merck y es colorante sintético de oxidorreducción. 

La enzima XOD y la uricasa se preparan en nuestro 
Laboratorio y contienen 3 U/mi. El agua usada es 

bidestilada, y el resto de los fármacos accesorios: fos 
fatos, boratos, etc., son de calidad Merck. 

b) Preparación de homogenatos 
Se utilizan hígados de ratas recién sacrificadas y se 

conservan al estado de congelación, si no se ensayan 
antes de 2 horas. la elevada actividad de la XOD 
hepática en presencia del colorante sintético varía de un 
animal a otro, siendo término medio de 1 micromol de 
ácido úrico por minuto por gramo de hígado fresco a 
30º C, o sea 1 U/g de órgano fresco, actividad que es 
superior al hígado humano e inferior al hígado de 
aves.!" 

Para el homogenato se usa un homogeneizador 
tipo Virtis, licuándose una cantidad exactamente pesa 
da de hígado con tampón de fosfatos 0,05 M, pH 7,4 
en relación 1 :5 (PN), tratando de hacer las operacio 
nes a una temperatura que no supere los 8º C, evitan 
do sobrecalentamiento. La conservación en frío es 
relativa, por lo que los homogenatos deben ser utiliza 
dos dentro del mismo día. 

c) Determinación de la actividad de la XOD 
Diluido el homogenato con tampón de fosfato entre 

1 :20 hasta 1 :500 se consiguen actividades adecuadas 
según se adicionen o no sustratos y colorante; se proce 
de a incubar en tubos de 50 mi atravesados en el tapón 
por 2 tubos para la introducción y salida de aire. El tubo 
en que penetra el aire llega al fondo del recipiente, con 
lo que el burbujeo asegura la homogeneidad y la agita 
ción de la mezcla. Los tubos se mantienen sumergidos 
en un baño María a 30º C durante la incubación. 

Para determinar la actividad se mezclan 5 mi de 
homogenato diluido con 5 mi de xantina, 2 x 1 o-• M, 
0,5 mi de T. T.C., 0,01 M y 5,5 mi de tampón de 
fosfatos, pH 7,4. 
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ción, se puede establecer la cantidad de hipoxantina 
presente en la solución, midiendo la diferencia de DO 
del líquido problema antes y después de haber dejado 
actuar la XOD en condiciones estándar para producir 
la desaparición total de la base púrica. Análogamente 
trabajando con la longitud de onda del punto B, 
270 nm en el que el ácido úrico y la hipoxantina 
poseen igual coeficiente de extinción, se consigue de 
terminar la proporción de xantina presente por dife 
rencia en el cambio de DO del líquido experimentado 
con XOD. 

En experimento aparte se deja actuar la uricasa a pH 
8,5 y se mide la diferencia de DO a 290 nm antes y 
después de la actuación de la enzima, lo que constituye 
una medida del ácido úrico presente. La cantidad de 
ácido úrico formado por la XOD debe corresponder 
equimolecularmente a la suma de las cantidades de 
xantina + hipoxantina, originalmente presentes, lo que 
constituye una comprobación del método analítico. 

RESULTADOS 

Cuando se incuba un homogenato de hígado de 
rata en medio aerobio se observa con el tiempo una 
determinada producción de ácido úrico a costa de la 
xantina presente y de las nuevas cantidades de bases 
formadas durante la incubación. La XOO presente ac 
túa con los colaboradores de transporte electrónico 
"naturales" del hepatocito provocando la deshidroge 
nación de la xantina. La producción de ácido úrico es 
limitada y desde luego menor que cuando se adiciona 
xantina al homogenato y sobre todo si se usa T.T.C. 
Pero si la incubación se realiza en medio anaerobio, la 
XOD no actúa produciendo ácido úrico, y en cambio 
se observa una acumulación de xantina e hipoxantina 
en el incubado, siendo acompañada con la desapari 
ción de adenina y guanina originalmente presentes. 
Las cantidades de xantina + hipoxantina después de la 
incubación corresponden también equimolecularmen 
te a la de ácido úrico que se produce cuando la 
incubación se hace burbujeando aire por la mezcla. 

Esto concuerda perfectamente con la ecuación: 
adenina + adenasa = hipoxantina 
guanina+ guanasa = xantina 

Bases que cuando la aerobiosis es suficiente se 
transforman por la XOD en ácido úrico. Todas estas 
degradaciones se siguen por el método tradicional de 
Kalckar (modificado) y nos permite determinar los por 
centajes de hipoxantina, xantina y ácido úrico presen 
tes en mezclas heterogéneas (tablas I y 11). 

Se observa que la incubación aerobia durante 2 
horas de un homogenato hepático, adicionado de hi 
poxantina, pero sin T.T.C., apenas provoca aumento 
en la producción normal de ácido úrico, mientras que 
se forman cantidades significativas de xantina a expen 
sas de hipoxantina que va desapareciendo. Es preciso 
adicionar colorante al medio para conseguir que toda 
la xantina recién formada y la hipoxantina no metabo 
lizada se transformen cuantitativamente en ácido úri 
co. Esta conversión total de hipoxantina en ácido 
úrico vía xantina se observa también cuando la incu 
bación del homogenato sin colorante se prolonga por 
más tiempo (4 horas). Parece, luego, que el homoge 
nato posee insuficiente cantidad de transportadores 
electrónicos naturales para conseguir que la transfor 
mación final de toda la hipoxantina agregada en áci 
do úrico, tenga lugar en un lapso limitado (tabla 111). 

1 1 7 7 1 1 1 1 1 
230-240-250-260-270-280-290-300-310-320-330 nm 

Figura 1. Curvas de absorción de las purinas a pH 7,5. 

Observando esta figura se comprende cómo tra 
bajando a 248 nm (punto A), en el que la xantina y el 
ácido úrico poseen idénticos coeficientes de extin- 

Se hace burbujear aire y se extraen muestras de 
3 mi a los O, 5, 10, 15 y 20 minutos de incubación. 
No se debe alterar el volumen final de la mezcla, 
ajustándolo según se use o no sustrato o T.T.C. 

Se desproteinizan los 3 mi de la muestra con 1 mi 
de HCIO4 al 5 %, deteniéndose la actividad enzimática. 
Se centrifuga y en sobrenadante se determina el ácido 
úrico por el método de Trinder.:" Mediante la curva de 
tiempos vs. DO se calcula gráficamente (tangente en el 
origen), la velocidad inicial de la reacción. 

d) Determinación de bases púricas (Kalckar 
modificado)?' 

Este método se basa en el empleo adecuado de la 
XOD y uricasa, midiendo los cambios de DO que 
tienen lugar cuando dichas enzimas actúan en proce 
sos redox de la hipoxantina, xantina y ácido úrico, en 
nuestro caso presentes en el sobrenadante. Previamen 
te hay que proceder a situar la posición de los máxi 
mos de absorción de cada una de las tres purinas, 
independientemente, así como establecer sus respecti 
vos coeficientes de absorción específica. Para ello se 
trabajó a pH 7,5, porque únicamente a este pH se 
consigue que los 2 puntos lsosbésticos A y B estén en 
sensible coincidencia con las longitudes de onda de 
máxima absorción de cada una de las 3 purinas y en 
especial de la hipoxantina y xantina (figura 1 ). 

Hipoxantina=lO,sx 101 

A. úrico= 12,4 x 101 

Xantina = 8,7 x 10 1 
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Resultados comparativos en la incubación aerobia de un homogenato hepático de rata durante 2 hs. sin 
xantina adicionada o con ella, en ausencia o presencia de T.T.C. 

Concentración del homogenato: 62,5 mg hígado/mi 

Ensayo 
Hipoxantina 

J.L Mlg hfgado 

Tiempo O 2 hs. • 

Sin xantina 
0,2 0,0 -0,2 

Sin T.T.C. 

Sin xantina 

Con T.T.C. 0,2 0,0 -0,2 
16,25 x 10-• MI 

Con xantina 
11 O Mig hígado) 0,3 0,0 -0,3 
Sin T.T.C. 

Con xantina 

110 M/g hígado) 
0,3 0,0 -0,3 Con T.T.C. 

16,25 x 10-• MI 

T A B L A  1 1  
Resultados comparativos en las incubaciones de un 

homogenato hepático en medio anaerobio y 
aerobio, sin adición alguna de sustrato o T.T.C. 

Concentración del homogenato: 62,5 mg hígado/mi 

Ensayo Hipoxantina Xa.ntina Acido úrico 
µ M/g hígado µ M/g hígado µ MI hígado 

Tiempo O O, 1 3,5 2, 1 

Incubación 

anaerobia 2,4 0,3 2,2 
12 hs.J 

Incubación 

aerobia 0,0 0,0 8,5 
12 hs.J 

Actividad de la XOD en hepatocito 

Para ello, se diluye el homogenalo entre 1 :200 a 
1 :500 y se incuba a 30º C junto con la xantina añadi 
da en presencia de colorante y corriente de aire. El 
ácido úrico se determina, como vimos por Trinder, 
con el auxilio de una curva de calibración. Se cons 
truye la curva de ácido úrico vs. tiempos de incuba 
ción y se deduce gráficamente la velocidad inicial de 
la reacción. 

El promedio obtenido de 30 ratas en presencia de 
colorante es de 1 , 5 ± 0 , 3  micromoles de ácido úrico 
por minulo y por gramo de hígado fresco (hígado 
humano: 0,04 micromoles)_u,, 

�ntina Acido úrico 
µ. Mlg hígado J.L M/g hígado 

Tiem¡x, O 2 hs. • Tiempo O , "'· • 

0,3 0,0 -0,3 2,2 8,3 6,1 

0,3 0,0 -0,3 2,2 8,8 6,6 

10,2 3,5 -6,7 2,7 15,9 13,2 

10,2 0,0 -10,2 2,6 19,5 16,7 

La única diferencia observada entre la acción seu 
doxidásica, sin colorante, y de XOD, con colorante 
adicionado, manifestada por los homogenatos, consis 
te en la distinta magnitud de las respectivas velocida 
des de reacción, la que es mayor en presencia del 
colorante. Nosotros determinamos el valor del Km 
para ambas reacciones y se obtuvieron valores aproxi 
madamente iguales, lo que supone ser sólo una enzi 
ma. En el primer caso la enzima actúa con escaso 
porcentaje de metabolitos de transporte y en el segun 
do lo hace más eficazmente por el agregado del colo 
rante (coenzima sintética). Para realizar estas determi 
naciones se midieron la velocidad inicial empleando 
5 concentraciones progresivas de xantina, del orden 
de 0,25 a 4 x 1 o-s M, y utilizando el método gráfico 
se establece la pendiente en el origen de las curvas de 
actividad, trazadas éstas con los incrementos de DO 
vs. tiempos de incubación de 2, 4, 6 y 8 minutos, a 
30º C con homogenatos diluidos apropiadamente de 
tal forma que en las determinaciones sin colorante, las 
mezclas incubadas contengan aproximadamente 
50 mg de hígado por mililitro y en los ensayos con 
colorantes la concentración fuera de 2 mg por milili 
tro. Los valores medios de 5 determinaciones fueron 
para un pool de homogenatos de hígados, los si 
guientes: 

Km= 3 x 10-s M (seudoxidásica) 
Km= 2,8 x 10-s M (deshidrogenásica) 
Valores semejantes que condicionan una sola enzi 

ma con diferente eficacia frente a coenzimas naturales 
y sintéticas. 

T A B L A  1 1 1  

Resultados comparativos en la incubación aerobia de un homogenato hepático con hipoxantina 
adicionada en ausencia o presencia de T.T.C. (6,25 10-◄) 

Tiempo de incubación: 2 hs. 
Concentración del homogenato: 62,5 mg/ml 

Hipoxantina adicionada: 10 µ M/g hígado 

Ensayo 

Sin T.T.C. 

Con T.T.C. 

Hipountina Xanlir!<l Acido úrico 
µ M/g hígado 11 Mlg hígado µMlg hígado 

Tiempo O 2 hs. • Tiempo O 2 hs. 
• Tiempo O 2 h;, 

• 

1 1 , 1  4,3 -6,8 0,3 6,4 6,1 2, 1 9,6 7,5 

1 1 , 1  0,0 - 1 1 , 1  0,3 0,0 -0,3 2,2 19,9 17,7 
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