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La colchicina y la fenilbutazona son
dos agentes terapéuticos profusamente
empleados con gran éxito en el trata­
miento de la gota humana, estado pato­
lógico que depende de un dismetabolis-
1110 purínico caracterizado por una sobre­
producción de ácido úrico. A pesar del
mucho tiempo transcurrido desde que se
hace uso clínico de sus beneficiosas cua­
lidades, se desconocen sus mecanismos
de actuación. Considerando la posibili­
dad de que ejercieran alguna influencia
inhibidora sobre las últimas fases del
metabolismo formador de úrico, nos pro­
pusimos investigar su acción sobre el
sistema xantindeshidrogenásico del hí­
gado.'

Para nuestro estudio se escogió tra­
bajar in 'vitro con homogenados de
hígado de pollo, por el elevado contenido
en xantindeshidrogenasa de su parén-
quima hepático y por la fácil asequibili-
dad del animal. Además la conocida ca­
rencia de uricasa del hígado de ave
nos ha permitido establecer las activida­
des enzimáticas por determinación di­
recta del ácido úrico producido en fun­

ción del tiempo de incubación, para lo
que se ha utilizado el método colori-
métrico de Brown (2).

El homogenado hepático de pollo po­
see una gran capacidad de deshidroge­
nar la xantina a ácido úrico, si se trabaja
en medio aerobio y en presencia de azul
de metileno (MB) o de cloruro de trife-
niltetrazolium (TTC). En ausencia de
colorante, su actividad deshidrogenásica
es pequeña (y probablemente ejercida
gracias al concurso de transportadores
electrónicos naturales, presentes en el
homogenado: según Morell (12), el ci-
tocromo C y los sistemas láctico, glu-
támico y succínico-deshidrogenásicos, en
colaboración con el NAD), pero sufi­
ciente para que algunos investigadores
originalmente hubieran atribuido cierta
actividad oxidásica al enzima. Sin em­
bargo, nosotros hemos observado (de
acuerdo con Morell, loe. cit) que una
incipiente purificación de la deshidroge-
nasa proporciona un preparado que es
totalmente incapaz de catalizar la oxi­
dación directa de la xantina por el oxí­
geno molecular.
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Si se incuban homogenados en medio
estrictamente anaerobio entonces no se
observa formación de úrico (la xantin-
dcshidrogenasa prácticamente no actúa),
sino que se acumulan ciertas cantidades
de hipoxantina y de xantina en el medio
(formadas a partir de metabolitos endó­
genos), que son equivalentes molarmen­
te a las de ácido úrico que se producen
cuando se experimenta en condiciones
aerobias.

En el presente trabajo se describen al­
gunas características de la xantindeshi-
drogenasa presente en los homogenados
hepáticos y se establece el valor de su.
constante Km de Michaelis-Menten; se
estudian las potentes inhibiciones ejer­
cidas sobre la actividad enzimática, por
los fármacos antigotosos colchicina y fe-
nilbutazonai y se determinan los valores
de las correspondientes constantes de in­
hibición Ki. En un trabajo posterior se
describirá la purificación y concentra­
ción del enzima, así como la determina­
ción de la K,n y de las Ki con el prepa­
rado purificado, cuyos valores, podemos
adelantar, son coincidentes con los aquí
establecidos con el homogenado (10).

Se sugiere que la acción terapéutica
de ambos agentes sobre la gota debe
estar relacionada, por lo menos en parte,
con sus respectivas acciones inhibidoras
de la producción de úrico catalizada
por la deshidrogenasa de la xantina.

Material y métodos

Sustratos inhibidores y preparados enzi-
máticos

Se han utilizado xantina y ácido úrico
Merck, e hipoxantina Fluka : las bases
se purificaron previamente por recrista­
lización en agua hirviente. Las disolu­
ciones patrón de hipoxantina y de xan­
tina se prepararon disolviendo cantida­
des pesadas en pequeños volúmenes de
NaOH 0,5 N, calentando suavemente a

baño maría, ajustando al pH conveniente
y enrasado al volumen final en matraz
aforado. La disolución de ácido úrico se
hace en agua hirviente que contenga la
mitad del peso de ácido en carbonato de
litio, y enrasando al volumen definitivo.

El azul de metileno y el cloruro de tri-
feniltetrazolium fueron ambos de proce­
dencia Merck.

La colchicina Houdé, Fluka o Merck,
indistintamente, y la fenilbutazona nos
fue facilitada por un Laboratorio comer­
cial de Barcelona, pero recristalizada por
nosotros, tres veces en alcohol de 70 %.
.El Antabús (disulfuro de tetraetiltiou-
ram) nos fue suministrado por LEFA y
sometido dos veces a recristalización en
acetona. El clorhidrato de hidroxilami-
na, el de semicarbazida y el cianuro po­
tásico, fueron adquiridos de marcas de
reconocida garantía y de la mejor cali­
dad analítica.

La xantinoxidasa de leche nos fue su­
ministrada por Nutritional Biochcmicals
Corporation en forma de suspensión en
sulfato amónico, y contenía 7,4 U./ml.
La uricasa que utilizamos procedente de
la misma casa N.B.C. se presenta en
forma de un polvo liofilizado de riqueza
4,5 U./gr.

Preparación de homogenados.

Se utilizaron hígados de pollos recién
sacrificados, o bien glándulas adquiridas
en el mercado y conservadas al estado
de congelación; la elevada actividad
deshidrogenásica de estas glándulas en
presencia de azul de metileno, varía de
uno a otro de estos animales, siendo su
valor medio del orden de 1.5 /xMols
úrico/min./gr. de hígado, a 25o C., o
sea, 1.5 Unidades/gr. de hígado fresco.
[Esta actividad es unas 10 veces superior
que la del hígado rata, y unas 40 veces
mayor que la glándula humana, según
propias determinaciones, en-curso de pu­
blicación (9).]

Los homogenados de hígado se pre-
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paran mediante un desintegrador-batidor
eléctrico tipo Turmix o Waring Blendor,
en el que se introduce una cantidad pe­
sada de la glándula, fresca o congelada,
y el volumen requerido de tampón fos­
fatos 0,05 M de pH 7,4 : la relación más
frecuentemente utilizada es la de 1:5
peso/volumen. La operación se lleva a
cabo enfriando previamente el aparato y
las disoluciones tampón, y cuidando que
la temperatura de la mezcla se mantenga
por debajo de los 8 ó 10o C., durante
toda la operación; generalmente basta
con hacer funcionar el aparato por tres
períodos de 1 minuto cada uno, separa­
dos por sendas pausas, también de 1 mi­
nuto. Cuando se trata de confeccionar
homogenados destinados a la experimen­
tación anaerobia, es imprescindible el
operar con un tampón por el que pre­
viamente se ha hecho pasar nitrógeno
mientras se enfría, a lo largo de un pe­
ríodo prolongado de tiempo: y durante
el funcionamiento del aparato desinte­
grador se hace pasar una corriente de
nitrógeno, introducida por un tubo ab­
ductor que atraviesa la tapadera del apa­
rato.

Los homogenados se conservan mal
aun mantenidos en la nevera, y conviene
utilizarlos dentro del mismo día en que
se han preparado.

Determinación de actividades xantindes-
hidrogenásicas y de sus inhibiciones
La determinación de actividades xan-

tindeshidrogenásicas de los hígados de
pollo se inicia preparando un homoge-
nado del parénquima en tampón fosfato
0,05 M de 7,4, de concentración 1 :5,
el cual se diluye convenientemente con
tampón (diluciones de 1:20 hasta’1:500),
para conseguir actividades adecuadas (se­
gún se adicionen sustratos y colorantes
o no) a la determinación del ácido úrico
producido en las reacciones.

Las incubaciones se llevan a cabo en
matracitos de unos roo mi. de capacidad,
provistos de un tapón esmerilado atra­
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vesado por dos tubos para la introduc­
ción y salida de oxígeno, aire o nitró­
geno, según los casos. El tubito por el
que penetra el gas llega hasta el fondo
del recipiente, con lo que el burbujeo
asegura la agitación y la homogeneidad
de la mezcla. Los matracitos se mantie­
nen sumergidos en un termostato regu­
lado a 25o C. durante la incubación.

Para determinar actividades general­
mente se mezclan 5 mi. del homogenado
diluido, con 5 mi. de xantina 2 X io-4’M,
0,5 mi. de azul de mctileno o,or M
(o TCC) y 5,5 mi. de tampón fosfatos
0,05 M de pH. 7,4, se hace burbujear
oxígeno o aire, y se extraen muestras
de 3 mi. a los o, 5, 10, 15 y 20 minutos de
incubación. (Cuando se emplean inhibi­
dores éstos se añaden disueltós en un pe­
queño volumen de agua ó de tampón,
lo que obliga a hacer un reajuste de'la
cantidad de tampón empleado, para no
alterar el volumen final de la mezcla; y
lo mismo hay que tener en cuenta cuan­
do se prescinde del empleo de colorante,
o de la adición del sustrato.) Natural­
mente, en las incubaciones anaerobias es
nitrógeno (en vez de oxígeno) el gas que
se hace circular. Las muestras extraídas
se vierten sobre sendos 1 mi. de ácido
perclórico al 5 % (o de tricloracético),
con objeto de detener instantáneamente
las acciones enzimáticas. Después de se­
parados por filtración los precipitados
producidos en las defecaciones, en los
líquidos incoloros recogidos, se deter­
mina el ácido úrico por el método colo-
rimétrico de H. Brown (2). Mediante
la curva de tiempos frente a densidades
ónticas se calcula gráficamente (tangen­
te en el origen) la velocidad inicial de
reacción.

Determinación de hipoxantina, xantina
y ácido úrico, por adaptación del mé­
todo espcctrofotomctrico diferencial de
Kalckar (5).
En las incubaciones anaerobias, prin­

cipalmente, o en las aerobias con hipo- 
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xantina adicionada (sin MB), con objeto
de poder conocer las cantidades de hipo­
xantina, de xantina y de ácido úrico que
se acumulan o se transforman, hemos
usado una adaptación del método de es-
pectrofotometría diferencial de Kalckar
que permite establecer, separadamente,
las cantidades de cada una de las tres
purinas presentes en una mezcla.

El método se basa en un empleo ade­
cuado de la xantinoxidasa de la leche y
de la uricasa, y en medir los cambios
de densidad óptica, a determinadas lon­
gitudes de onda, que tienen lugar cuando
dichos enzimas actúan oxidando a la líi-
poxantina, a la xantina o al ácido úrico,
presentes en el líquido problema.

Previamente hay que proceder a si­
tuar la posición de los máximos de ab­
sorción de cada una de las tres purinas,
independientemente, así como a estable­
cer sus respectivos coeficientes de ab­
sorción específica; para estas determina­
ciones se trabajó exactamente a 7,5,
Dorque únicamente así se consigue que
los dos puntos isosbésticos, A y B, estén
en sensible coincidencia con las longi­
tudes de onda de máxima absorción de
la hipoxantina y de la xantina, respec­
tivamente (véase fig. r).

Purina Máximo
1

e =-------------- D.O.
Cmolar Lcin

Hipoxantina 248 m/x 10,5 x T°3
Xantina 270 m/x 8,7 X 103
Acido úrico 290 m/x 12,4 X T°3

Observando la figura 1 se comprende
cómo operando a la longitud de onda
correspondiente al punto A (248 m/x), en
el que la xantina y el ácido úrico poseen
idénticos coeficientes de extinción, se
puede establecer la cantidad de hipoxan­
tina presente en una disolución, midien­
do la diferencia de densidad óptica del
líquido problema, antes y después de ha-

JJ(mjji) —*.

Fig. i. Curvas de absorción de las purinas
a pH 7,5.

■■ «cid* úrica
Hpomntins
asnina

ber dejado actuar a la xantinoxidasa en
cantidad y tiempo suficientes para pro­
vocar la desaparición total de la base.
Análogamente, trabajando a la longitud
de onda del punto B (270 m/x), en el
cual la hipoxantina y el úrico poseen
coincidentes coeficientes de extinción, se
consigue determinar la cantidad de xan­
tina presente por diferencia, por el cam­
bio de densidad óptica del líquido, ex­
perimentado por la actuación de la oxi-
dasa.

En experimento aparte, se deja actuar
a la uricasa a pH. 8,5, y se mide la di­
ferencia de densidad óptica a 290 m/x,
antes y después de la actuación enzimá-
tica, lo que constituye una medida del
ácido úrico presente.

La cantidad de úrico formada por la
acción de la xantinoxidasa debe corres­
ponder equimolecularmente a la suma de 
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las cantidades de hipoxantina y de xan-
tina, originalmente presentes, lo que
constituye una comprobación de la bon­
dad del método analítico.

i. Determinación de xantina y de
hipoxantina (mediante xantinoxidasa).

Se toma un volumen de líquido pro­
blema, previamente defecado por adición
de ácido perclórico hasta una concentra­
ción del i %, se lleva a 7,5 por adi­
ción cuidadosa de NaOH 0,5 N, y se
hace una dilución conveniente con tam­
pón fosfatos 0,05 M de £H 7,5.

En una cubeta del espectrofotómetro
se introducen 2.5 mi. de tampón y 0.5 mi.
de una disolución enzimática de xantin­
oxidasa N.B.C. diluida de 50 a roo ve­
ces, y se ajusta el aparato al valor 0 de
densidad óptica. En otra cubeta análoga
se colocan, por este orden, 2 mi. del pro­
blema diluido, 0,5 mi. de tampón y 0,5
milímetros de la disolución enzimática,
se agita rápidamente la mezcla, e inme­
diatamente se efectúan lecturas de den­
sidad óptica (frente a la otra cubeta como
referencia) fijando los tiempos de las lec­
turas mediante un cronómetro : las pri­
meras lecturas se practican distanciadas
entre sí por pocos segundos, pero luego
se van espaciando más, y se prosiguen
hasta que ya no haya ulterior variación
de densidad óptica, lo que suele ocurrir
entre los 30 y los 60 minutos. Esta ope­
ración se repite, independientemente, a
cada una de las siguientes longitudes de
onda: 248, 270 y 290 iri/x (correspon­
dientes a hipoxantina, xantina y ácido
úrico). ¡

Se trazan las curvas respectivas (den­
sidades ópticas frente a tiempos) y se
determinan gráficamente las densidades
ópticas de los líquidos a tiempos 0, por
extraño!ación. Das variaciones totales de
densidades ópticas observadas (diferen­
cias entre tiempos 0 y finales) permiten,
con auxilio de los coeficientes de extin­
ción molares antes indicados, establecer 
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las concentraciones originales de las dos
bases, y el ácido úrico total producido
en la degradación de las mismas.

2. Determinación de ácido úrico
(mediante uricasa).

El líquido problema defecado con per­
clórico se ajusta a pH. 8,5 mediante
NaOH 0,5 N, y se diluye adecuadamente
con tampón borato 0,1 M de p~H. 8,5.

Se trabaja en el espectrofotómetro con
dos cubetas (de manera análoga a la des­
crita en la determinación anterior) y se
emplea una dilución del enzima uricasa
N.B.C. que contenga de 1 a 2 mg-./ml.
La variación de densidad óptica (dife­
rencia entre el valor extrapolado a tiem­
po 0 y el hallado al tiempo final), con
auxilio del valor del coeficiente de extin­
ción molar, conduce a establecer la canti­
dad de úrico presente en el líquido inves­
tigado.

Investigación cromatográfica de las
bases purínicas presentes en los homo-
genados.

Para esta investigación se utilizó la
cromatografía de papel ascendente em­
pleando papel cromatográfico Whatman
n.° 1. Como disolventes para el desarrollo
de los cromatogramas nos produjeron
buenos resultados las siguientes mez­
clas : n-butanol-agua (172 mi. butanol
y 28 mi. agua) y metanol-fórmico-agua
(160 mi. metanol, 30 mi. ácido fórmico
de 90 %, y 10 mi. de agua). Se inves­
tigaron las cuatro bases adenina, guani­
na, hipoxantina y xantina, para lo que
se prepararon sendas disoluciones patrón
de las mismas, con cuyos respectivos
se compararon las manchas obtenidas
con los líquidos problema. El revelado
de los cromatogramas se practicó sumer­
giéndolos en un reactivo constituido por
una mezcla de volúmenes iguales de una
disolución acetónica de azul de bromo-
fenol al 0,4 % y otra acuosa de nitrato 
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argéntico al 2 % ; después de mantenido
el papel al aire unos 10 minutos, se lava
varias veces con agua destilada y final­
mente se seca al aire.

Los líquidos problema a cromatogra-
fiar (esto es, los homogenados antes y
después de su incubación), una vez defe­
cados con ácido perclórico, deben pre­
viamente someterse a un proceso de eli­
minación de las sales inorgánicas que
contienen (porque interfieren con el buen
desarrollo del cromatograma) por el si­
guiente procedimiento: se neutralizan
con KOH 0,1 N, y se dejan reposar unas
horas, con lo que cristaliza perclorato
potásico; los líquidos filtrados se dese­
can a vacío a la temperatura ambiente,
en un desecador que contenga P2OS. Los
residuos secos se extraen con piridina
(que deja insolubles a las sales) y la di­
solución se evapora a sequedad en vacío.
Con el residuo se repite la extracción
piridínica, y así se obtiene una disolu­
ción prácticamente exenta de sales, uti-
lizable directamente para situar las man­
chas de partida en el papel cromatográ-
fico.

Resultados y discusión

Observaciones sobre las incubaciones
anaerobia y aerobia de un homogenado
hepático.

Cuando se incuba un homogenado de
hígado de pollo, en medio aerobio, se
observa con el tiempo, una definida pro­
ducción de ácido úrico, a costa de la
xantina presente en el homogenado, y
de las nuevas cantidades de base forma­
das durante la incubación. La xantin-
deshidrogenasa presente, probablemente,
actúa en colaboración con los transpor­
tadores electrónicos naturales de las
células hepáticas (12), provocando la des-
hidrogenación de 1a xantina. La produc­
ción de úrico es limitada y, desde luego,
menor que cuando se adiciona xantina 

al homogenado y, sobre todo, si se tra­
baja en presencia de azul de metileno
(véase más adelante).

Pero si la incubación se efectúa en
medio anaerobio, es decir, haciendo pa­
sar nitrógeno por un homogenado que se
ha preparado trabajando en atmósfera
inerte, entonces la xantindeshidrogenasa
no actúa produciendo úrico y, en cam­
bio, se observa una cierta acumulación
de hipoxantina y de xantina en el incu­
bado, que va acompañada de la desapa­
rición de la adenina y de la guanina ori­
ginalmente presentes, según se ha podido
comprobar cualitativamente mediante
cromatografía de papel, utilizando la
técnica antes descrita. Las cantidades de
hipoxantina, más la de xantina presentes
después de la incubación, corresponden
equimolecularmente a la de úrico que se
produce cuando la incubación se practica
haciendo burbujear oxígeno o aire por
la mezcla. Estas observaciones están de
acuerdo con la concepción admitida de
que en el catabolismo purínico, la ade-
nasa y la guanasa transforman a la ade­
nina y a la guanina en hipoxantina y
xantina, por desanimación oxidativa, y
estas últimas bases, cuando la aerobiosis
es suficiente, son definitivamente trans­
formadas por la xantindeshidrogenasa en
ácido úrico.

Estas degradaciones se han podido se­
guir cuantitativamente empleando una
adaptación del método espectrofotomé-
trico diferencial de Kalckar antes refe­
rido (5), que permite determinar las can­
tidades’ de hipoxantina, xantina y ácido
úrico presentes en mezclas heterogéneas
(Tablas I y H).

Por otra parte, se ha observado que la
incubación aerobia durante 2 horas de
un homogenado hepático adicionado de
hipoxantina, pero sin azul de metileno,
apenas provoca incremento alguno de su
producción normal de ácido úrico, mien­
tras que se forman _ cantidades substan­
ciales de xantina, a costa de la hipoxan­
tina que desaparece; es preciso adicionar
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TABLA I
Resultados camparolivos obtenidos en la incubación aerobia de un homogenado hepático
de pollo durante 2 horas, sin y con xantina adicionada, en ausencia o presencia de azul

de metileno (MB).
Concentración del homogenado : 62,5 nig hígado/ml

Ensayo i Hipoxantina
1 /(Mols/gr hígado

; 1
Xantina

uMoIs/gr hígado '
Acido úrico

«Mols/gr hígado

Tiempo 0 2 Horas A Tiempo 0 2 Horas A Tiempo 0 2 Horas A

Sin Xantina
Sin MB . 0.2 0.0 —0.2 0.3 0.0 —0.3 2.2 8.3 6.1

Sin Xantina
Con MB
6.25 x 10-‘M- 0.2 0.0 —0.2 0.3 0.0 —0.3 2.2 8.8 6.6

Con Xantina
10 /iMols/gr.
hígado
Sin MB 0.3 0.0 —0.3 10.2 3.5 —6.7 2.7 15.9 13.2

Con Xantina
10 /iMols/gr.
hígado
Con MB
6.25 x 10-4 M 0.3 0.0 —0.3 10.2 0.0 —10.2 2.6 19.5 16.7*

* Obsérvese que ésta cifra no puede ser mayor que la hallada, porque en esta muestra
incubada, todo el sustrato adicionado resulta consumido ; en otros ensayos aparte, a los que
se incorporaron cantidades superiores de xantina (50 pMols/gr. hígado) la cantidad de úrico
producida fue mucho mayor, sobre todo en comparación con la cifra de ácido que se forma
en ausencia de MB (la cual permanece más o menos coincidente con la consignada en la
Tabla.

azul de metileno o cloruro de trifenilte-
trazolium al medio, para conseguir, en­
tonces, que toda la xantina recién for­
mada y la hipoxantina no metabolizada,
se transformen cuantitativamente en áci­
do úrico. Esta conversión total de la
hipoxantina en úrico vía xantina se ob­
serva también cuando la incubación del
homogenado, sin azul de metileno, se
prolonga por más tiempo, 4 ó 5 horas.
Parece, por lo tanto, que el homogenado
posee insuficientes cantidades de trans­
portadores electrónicos para conseguir
que la transformación final de toda la
hipoxantina adicionada en úrico, tenga
lugar en un limitado período de tiem­
po (Tabla III).

Actividades xanlindcshidrogenásicas de
los hígados de pollo.

Para determinar estas actividades se
procede, como antes se ha descrito, pre­
parando un homogenado diluido, de
1 :20o a 1:50o, e incubándolo a 25 o C.
junto con xantina añadida, en presencia
de azul de metileno y en corriente de
aire o de oxígeno. Eas cantidades de
úrico producidas en tiempos preestable­
cidos se determinan por medición de las
densidades ópticas de las coloraciones
obtenidas con el reactivo fosfotungstico
de Brown (2), y con el auxilio de una
curva de calibrado de ácido úrico, según
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TABLA II

Resultados comparativos obtenidos en las incubaciones de un homogenado hepático en me­
dios anaerobio y aerobio, respectivamente (sin adición alguna de substrato o de colorante).

Concentración del homogenado : 62,5 nig hígado/ml

Ensayo
Hipoxantina

/tMols/gr hígado
Xantlna

yjMols/gr hígado
Acido úrico

yjMols/gr h'gado

Tiempo 0 0.1 3.5 2.1
Incubación anaerobia

2 horas 2.4 0.3 2.2
Incubación aerobia

2 horas 0.0 0.0 8.5

se ha descrito previamente. Se construye
la curva de úrico producido frente a
tiempos de incubación, y se deduce grá­
ficamente la velocidad inicial de la reac­
ción.

Como promedio de los valores obteni­
dos operando con 10 animales distintos,
trabajando en presencia de MB, se obtu­
vo que se producen 1,5 + 0,3 /xMols
úrico/ininuto/gr. de hígado fresco, o sea
que la actividad media de los hígados de
pollo es del orden de 1,5 Unidades/gr.
de hígado. (Según propias determinacio­

nes la actividad xantindeshidrogenásica
del hígado de rata es 0,15 U./gr. aproxi­
madamente, la del cerdo es del orden
de 0,03 U./gr. y la humana, 0,04 U./gr.
[véase 10].)

El significado biológico de la elevada
actividad xantindeshidrogenásica poseí­
da por el hígado de pollo (en compara­
ción con los mamíferos) hay que buscarlo
en el metabolismo uricotélico típico de las
aves, que en estos animales representa la
senda principal de la degradación de sus
proteínas.

TABLA III.

Resultados comparativos obtenidos en la incubación aerobia de un homogenado hepático
con hipoxantina adicionada • en ausencia o presencia de azul de metileno (6,25 x l0~l M).

Tiempo de incubación, 2 horas.
Concentración del homogenado 62,5 mg/ml. Cantidad de hipoxantina adicionada :

10 uMols/gr hígado.

Ensayo Hipoxantina
/(Mols/gr hígado

Xantina
yiMols/gr hígado

Acido úrico
^Mols/gr hígado

Tiempo 0 2 horas A Tiempo 0 2 horas A Tiempo 0 2 horas A

Sin MB 11.1 4.3 —6.8 0.3 6.4 6.1 2.1 9.6 7.5

Con MB 11.1 0.0 —11.1
1

0.3 0.0 —0.3 2.2 19.9 17.7
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Influencias de la hidroxilamina, de la
semicarbazida y del Antabús, sobre
la acción xanlindeshidrogenásica he­
pática del pollo.

El enzima presente en el hígado de
pollo que cataliza la oxidación de la xan-
tina a ácido úrico es, en nuestra opinión
(y de acuerdo con Richert y Wester-
feld [13]), una deshidrogenasa típica.
La pequeña actividad «seudoxidásica»,
exhibida por los homogenados en ausen­
cia de MB, la cual se pierde en cuanto el
enzima se purifica incipientemente, ha
sido la causa de que anteriormente se
le atribuyera carácter de oxidasa. Nos­
otros pensamos que la actividad «seu­
doxidásica» exhibida por los homogena­
dos hepáticos crudos, en realidad es una
acción de deshidrogenasa realizada con
el concurso de los transportadores elec­
trónicos naturales presentes en las célu­
las hepáticas originales.

Para caracterizar a la deshidrogenasa
que nos ocupa y comparar sus propieda­
des con el enzima del hígado de mamí­
fero y con la xantinoxidasa de la leche,
hemos ensayado las influencias de tres de
los productos estudiados por Westerfeld
y col. (14), a saber, los reactivos del
grupo carbonilo, la hidroxilamina y la
semicarbazida, y el Antabús (disulfuro
de tetraetiltiouram). Operando en condi­
ciones parecidas a las descritas por dicho
autor, hemos hallado que concentracio­
nes de hidroxilamina del orden de
ro-2 M provocan inhibiciones del 50 %,
aproximadamente, de ambas acciones
seudoxidásica (sin MB) y deshidrogená-
sica, de los homogenados hepáticos di­
luidos: concentraciones 10-2 M de se­
micarbazida no ejercen acción alguna en
presencia de MB, y provocan tan sólo una
muy débil inhibición de la actividad seu­
doxidásica ; y el Antabús no inhibe nin­
guna de ambas actvidades.

La xantindeshidrogenasa de hígado de
pollo no hav duda de que difiere esen­
cialmente de la xantinoxidasa de la le­
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che, pero no se puede decir otro tanto,
con certitud, respecto a las deshidroge-
nasas de la xantina presentes en los
hígados de mamífero (las cuales, como es
sabido, se caracterizan por poseer una
cierta capacidad oxidásica) : precisamen­
te, la identidad de los valores de las sen­
das constantes de Michaelis-Menten ha­
lladas por nosotros para el enzima del
pollo, y para el de hígado humano, así
como los valores de las constantes de
inhibición de la colchicina y de la fenil-
butazona sobre ambos enzimas, consti­
tuyen argumentos experiméntales en fa­
vor, por lo menos, de la analogía de
centros de actividad de ambas xantin-
deshidrogenasas (trabajo en vías de pu­
blicación [9J).

Constante de Michaelis-Menten (Km) de
la xantindeshidrogenasa hepática de
pollo.

La única diferencia observada entre
las acciones «seudoxidásica» (sin colo­
rante adicionado) y la deshidrogenásica
(en presencia de MB) de la xantina, ex­
hibidas por los homogenados hepáticos,
consiste en la distinta magnitud de las
respectivas velocidades de reacción, la
cual es mucho mayor (como ya se ha
dicho) en presencia del colorante. Nos­
otros hemos determinado los valores de
las Kn, correspondientes a ambas accio­
nes, y habiendo obtenido valores sensi­
blemente concordantes, suponemos que
en ambos casos, se trata de una misma
actividad deshidrogenásica: en el pri­
mero, el enzima actuaría con el concurso
de las limitadas cantidades de transpor­
tadores electrónicos naturales (12), mien­
tras que en el segundo, lo hace mucho
más eficazmente gracias al MB añadido;
también los valores de las constantes de
inhibición K¡ correspondientes a la col­
chicina y a la fenilbutazona resultan ser
idénticas, tanto si las mediciones se lle­
van a cabo con o sin la presencia de MB
(véase más adelante). Estos hechos están 
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asimismo en favor de la consideración de
que ambas acciones son deshidrogenási-
cas y catalizadas por un mismo y único
enzima.

Para realizar las determinaciones se
midieron las velocidades de reacción ini­
ciales, empleando 5 ó 6 concentraciones
distintas del sustrato xantina, compren­
didas entre 0,25 y 4,0 x ro-5 M, y uti­
lizando el método gráfico de estableci­
miento de las pendientes en el origen de
las curvas de actividad, trazadas éstas
con los incrementos de densidad óptica
frente a los tiempos de incubación de 2,
4, 6 y 8 minutos. Se trabajó a 25o C. con
homogenados diluidos convenientemen­
te, de suerte que en las determinaciones
sin colorante las mezclas en incubación
contuvieran unos 50 mg. hígado'/ml.,
y en los ensayos con MB la concentra­
ción fuera de 2 mg. hígado/mi.

Los valores medios de 5 determinacio­
nes distintas, efectuados con homogena­
dos hepáticos de diferentes pollos, pro­
porcionaron cifras de Kni = 3,oX ro-5 M
para la acción seudoxidásica, y el de Ktll
= 2,7X to-5M para la acción deshidro-
genásica (con MB). Estos dos valores
parecen ser lo suficientemente aproxima­
dos para permitir sugerir que en ambos
casos se trata de las actividades de una
misma xantirideshidrogenasa que funcio­
na, en cada una de ambas circunstancias,
en colaboración con transportadores elec­
trónicos de distinta eficacia.

Accioncs inhibidoras de la colchicina y
de la fcnilbutazona.

Las constantes de inhibición Ki de es­
tos dos fármacos, al actuar sobre la ca­
pacidad xantindeshidrogenásica del ho-
mogenado, con y sin MB adicionado, son
tan parecidas entre sí que también con­
tribuyen a soportar la idea de que en
todos los casos se trata de la actividad
de un mismo y único enzima.

Las inhibiciones estudiadas tienen ca­
rácter competitivo como se pone de ma­

nifiesto en el estudio cinético que se
expresa gráficamente a continuación (fi­
gura 2).

Todas las determinaciones se efectua­
ron a 25 o C., y las concentraciones ade­
cuadas de homogenado y de inhibidor

Fig. 2. Determinaciones de la Kt de la inhi­
bición competitiva de la colchicina sobre la
acción seudoxidásica de lá xantina, ejercida

por los homogenados hepáticos de pollo.-

Vmax. = 1,15». A D.O./min.
K,n = 2,5 X io~s M.
Pendiente de las rectas de inhibición :

v„,ai. Ki
Recta (1) : Ki = 2,5 X io~3 M
Recta (2) : K[ = 2,7 X io~3 3M
Valor niedio ; ’ Kj = 2,6 X 10-3 M
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Fig. 3. Determinación de la K¡ de la colchi-
cina sobre la acción xantindeshLdrogenásica

de los homogenados (con MB).

Vinax. = 1,09, A D.O./inin.
Km = 2,4 X io-a M.
Recta (1) : Ki = 2,7 x 10-3 M
Recta (2) : Kj = 3,0 x io~3 M
Valor medio : Ki = 2,85 X io-3 M.

Nota: Obsérvese cómo este valor de Kj ob­
tenido en presencia de MB es sensiblemente
igual al resultado sin la adición de colorante
(experimento y Gráfica anteriores).

utilizadas, se escogieron como resultado
de ensayos previos de orientación.

La potente acción inhibidora que ejer­
ce la colchicina sobre la xantindeshidro-
genasa hepática del pollo (y también del
hombre y de varios animales [9]), junto
con los hechos previamente conocidos de 

su poder inhibidor de desoxirribonuclea-
sas, y de la desfosforilación y desanima­
ción de desoxirribonucleótidos observa­
dos por Ebner y Strecker (3), así como
la activación in vivo de la fosfatasa alca­
lina inespecífica del hígado de rata
(descrita por los mismos autores), la inhi­
bición de la nucleotidasa del suero huma­
no, según Keeser (6), y de desoxinu-
cleotidasas por Lang, Siebert y Oswald
(7) y Por Greenstein et al. (4), la inhi­
bición de la úricorribosidofosforilasa de
Laster y Blair (8), y la inhibición de la
fagocitosis de cristales de ácido úrico y
de la producción de ácido láctico por par­
te de los leucocitos in vitro, McCarty
(ii), constituyen interesantes resultados
experimentales en los que, tal vez, pueda
basarse, junto con otros hechos futuros,

Fig. 4. Determinación de la K¡ en la inhi­
bición competitiva de la fenilbutazona sobre
la acción scudoxidásica de la xantina ejercida

por los homogenados hepáticos de polio.

Vnnx. = 1,28, A D.O./min.
Km = 2,6 x IO~S M.
Recta (1) : K¡ = 2,0 x io~3 M
Recta (2) : = 2,4 x i<>~3
Valor medio : = 2,2 X lo-3 M.
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un intento de interpretación de la exce­
lente acción terapéutica del alcaloide en
las afecciones gotosas, que son conse­
cuencia de una sobreproducción patoló­
gica de ácido úrico.

En relación con la acción inhibidora
del otro fármaco antirreumático, la fe­
nilbutazona, únicamente hemos encon­
trado descrita en la bibliografía la inhi-

FiG. 5. Determinación de la de la fenil-
butazona sobre la acción xantindeshidrogená-
sica de los homogenados hepáticos de pollo

(con MB).
vmnx. = 1,31, A D.O./min.
Ki = 2,7 X io~a M.
Recta (1) : Ki = 2,3 x io~! M
Recta (2) : K¡ = 1,9 X io-! M
Valor medio : Kj = 2,1 X 10“ M.

Este valor de Ki obtenido trabajando en pre­
sencia de MB (acción deshidrogenásica) para
la fenilbutazona, resulta ser de la misma mag­
nitud que el obtenido para la acción seudoxi-
dásica. Este hecho y el análogo observado con
la colchicina, están en favor de que la acción
seudoxidáxica y la xantindeshidrogenásica del
homogenado de pollo, son acciones similares
(deshidrogenásicas), aunque ejercidas con el
concurso de transportadores electrónicos de
distinta eficacia.

bición que el medicamento ejerce, «in
vitro» e «in vivo», según Bostrom,
Bernsten y Whitehouse (i), sobre la
biosíntesis de sulfatos de mucopolisacá-
ridos por parte del cartílago costal de
rata y de otros tejidos conectivos.

Resumen

El présente trabajo sobre la xantindeshidro-
genasa hepática se ha realizado «in vitro> tra­
bajando con homogenados de hígado de pollo.
La incubación anaerobia de homogenados de
hígado transforma a las bases adenina y gua­
nina, en las correspondientes hipoxantina y
xantina, sin que haya formación de ácido úri­
co. Cuando la incubación se lleva en condicio­
nes aerobias, la xantindeshidrogenasa forma
una cantidad de ácido úrico, molarmente equi­
valente a la suma de la hipoxantina y la xan­
tina originalmente presentes en el homogena­
do. La incubación aerobia de un homogenado,
en presencia de xantina adicionada como sus­
trato, provoca sólo un ligero aumento de la
producción normal de ácido úrico : sin em­
bargo, si previamente se adiciona azul de me-
tileno, se produce ácido úrico en elevada can­
tidad. La adición de hipoxantina en un ensayo
similar al anterior se traduce en la formación
de xantina como único producto de la reac­
ción ; sin embargo, en presencia de azul de
metileno dicha base se transforma cuantita­
tivamente en ácido úrico.

La xantindeshidrogenasa de hígado de pollo
difiere de la humana y de la procedente de
mamíferos en que carece de verdadera activi­
dad oxidásica. La ligera actividad «seudo-oxi-
dásica» que exhiben los homogenados crudos
desaparece- mediante una incipiente concen­
tración y purificación del enzima. Los valores
de Km son prácticamente iguales (2,7 — 3,0-
•io~a M), tanto si se establecen en presencia o
en ausencia del azul de metileno, lo. que pa­
rece sugerir que el mismo enzima es el res­
ponsable de ambas actividades (seudo-oxidá-
sica y xantindeshidrogenásica).

La hidroxilamina io_s M inhibe fuertemente
al enzima, mientras que tanto la semicarbazida
como el Antabús no interfieren con su acti­
vidad.

La colchicina y la fenilbutazona, dos drogas
ampliamente usadas para el tratamiento de
la' gota, son potentes inhibidores competitivos 
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de la xantindeshidrogenasa de pollo (y hu­
mana). Las correspondientes constantes de
inhibición son: Kt (colchicina) = 2,85-10“’M;
Ki (fenilbutazona) = 2,i-io“2 M.

Se admite generalmente que la gota se ca­
racteriza por un dismetabolismo purínico que
provoca una superproducción de ácido úrico.
El mecanismo por el que transcurre la acción
terapéutica de la colchicina y de la fenilbuta­
zona es desconocido. Pero el hecho experi­
mental de la inhibición «in vitro» de la xantin­
deshidrogenasa sugiere que dichas drogas pue­
dan contribuir a regular la producción enzi-
mática de ácido úrico «in vivo»

Summary

Hepatic Xantin Dehydrogenase and its
Inhibitions by Antigout Drugs

The present study on hepatic xantin
dehydrogenase was carried out «in vitro»
with chicken liver homogenates. The
selection of this animal species for our
work was inade on account, primarily,
of the high enzymatic concentration of
the bird’s liver (about 1.5 ± 0.3 Units/
/gr. of tissue, a valué established in the
presence of methylene blue); inoreover,
as uricase is not present in the hepatic
parenchyma of birds, xantin dehydroge­
nase activity can easily be established by
a direct, coloriinetric estimation of the
amount of uric acid formed (Brown’s
inethod) during incubation of the homo­
genates.

The results of several incubation ex-
periments, performed both under aerobic
and anaerobic conditions, analytically es­
tablished by paper choromatography and
also by an adaptation of Kalckar’s dife-
rential UV spectrophotometric method,
can be sunimarized as follows: 1) anae­
robic incubation of liver homogenates
induces the transformation of the bases
adenine and guanine present, into the
corresponding hipoxantine and xantine,
but uric acid is not formed; 2) when the
incubation is carried out in aerobic con­
ditions xantin dehydrogenase then indu­

ces the production of a quantity of uric
acid molarly corresponding to the sum
of hipoxantine plus xantine, which
would otherwise accumulate in an anae­
robic experiment; 3) if xantine, as a
substrate is added to an aerobic incu­
bation of an homogenate, only a slight
inbrease in its normal uric acid pro­
duction is observed: however, when
metnyiene blue ñas aiso previousiy been
aciueci to the mixture, une acia is tnen
produced in súbstantial quantities, the
uye acting as an effective electrón car-
ner whicn perinits the enzyme to deve-
lop its full dehydrogenasic activity; 4)
added hipoxantine also acts as a subs­
trate of xantin dehydrogenase, the base
being converted into xantine in aerobic
conditions, and quantitatively into uric
acid when mdthylene blue is also pre­
sent.

Chicken liver xantin dehydrogenase
differs from that of mammals, and from
hüman liver xantin dehydrogenase, in
that it lacks any true oxydasic activity :
the slight «pseudoxydasic» activity
shown by crude chicken liver homoge­
nates (which contain natural electrón
carriers) is easily lost when the enzyme
is submitted even to a slight purification
(ammoniura sulphate fractional precipi-
tation). 10-2 M Hydroxylamine strongly
inhibits the chicken enzyme, whereas se-
micarbazide and Antabus show practi-
cally no action on this xantin dehydro­
genase. The valué of the Michaelis-Men-
ten constant is practically of the same
order Km = 2.7— 3.0 x io~s M, whe-
ther established in the presence or in the
absence of methylene blue, either with
the crude homogenate or with the par-
tially purified dehydrogenase; these ex­
perimental results appear to suggest that
the same enzyme is responsible for both
the «pseudoxydasic» and the true xan-
fin dehydrogenasic activities shown by
liver homogenates.

Colchicine and phenylbutazone, two
widely used drugs for the treatment of
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human gout, prove potent inhibitors of
chicken (and human) liver xantin dehy-
drogenase. The corresponding inhibition
constants have been duly established :
K¡ (Colchicine) = 2.85 x io-3M; Ki
(Phenylbutazone) = 2,1 x 10-3 M.

Although it is generally admited that
gout is a condition due to a certain purin
dismetabolism leading to an overproduc-
tion of uric acid, nothing is known about
the mechanism of the therapeutical ac-
tion of either drug : the fact that they
inhibit liver xantin dehydrogenase «in
vitro», seems to suggest that when ad-
ministered to gouty patients, might con­
tribute to regúlate (control) the enzyma-
tic production of uric acid.
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