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In the phosphorolytic degradation catalyzed by chicken liver PNPase (E.C. 2.4.2.1)
inosine appears to behave as a better substrate than xanthosine.

Hypoxanthine, xanthine, guanine and purine (1 X 10—' M) appear to be inhibitors

of the pigeon liver PNPase, whereas allopurinol, ATP, ITP, CTP and UTP
(1. X 10~ M) do not inhibit the enzyme. Both PNPase aclivities exhibit the same
optimum temperature (37-40° C). Chicken liver PNPase optimum pH is in the range
6.5-7, whereas that of pigeon liver is in the range 7-7.5.

Lineweaver-Burk plots for the inosine phosphorolysis catalyzed by chicken liver
PNPase yielded straight lines il substrate concentrations were lower than 1 X 10—* M
but concave downward curves at higher substrate concentrations. This activation
increases when the homogenates are stored at 4° C and pH = 7 during 24 h or more;

pigeon liver PNPase does not show this activation phenomenon.

La purinnucledsido fosforilasa (PNPasa)
o purinnucledsido: ortofosfatorribosiltrans-
ferasa (E.C. 2.4.2.1) es un enzima muy di-
fundido en los tejidos de los mamiferos,
de las aves y de los peces; aparece tam-
bién en las levaduras. Los eritrocitos hu-
manos poseen actividad PNPasa muy ele-
vada (12) que se ha relacionado con la
anemia deficitaria en hierro con resulta-
dos variables, ya que mientras SAGONE
et al. (8) no encuentran variaciones de
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actividad, RAMACHANDRAN ef «l. (7) obser-
varon un incremento considerable de
aquélla en dicho estado.

La actividad PNPasa de los tejidos de
caballo y de buey se halla localizada en
el nicleo de sus células (11) y la de hi-
gado de rata en el citoplasma (9). Las ob-
servaciones histoquisticas (5) concuerdan
con lo expuesto, pero han de completarse
para dilucidar si la distribucion intracelu-
lar del enzima varia segun las especies.

El papel fisiologico de la PNPasa no se
conoce con certidumbre, ya que aunque.
la reaccion que cataliza es reversible (1)
parece ser que su funcion principal en el



200

metabolismo nucleosidico es la degrada-
tiva. :

En este trabajo se estudia la capacidad
de degradacidn fosforolitica exhibida por
los homogeneizados de higado de pollo y
de pichdn sobre la inosina, la adenosina y
la xantosina, asi como la influencia que
ejercen las bases puricas y sus nucleétidos
en dicho proceso degradativo.

Material y métodos

La PNPasa procede de higados de pollo
y de pichdn obtenidos de animales recién
sacrificados. El tejido troceado se suspen-
dié en tampon de fosfato sddico 0,05 M,
de pH 7.4 o en el de tris-acetato (sal so-
dica) 0,05 M, de pH 7, en la proporcién
de 1/4 (p/v) y se trituré en un homogenei-
zador de cuchillas a 5° C.

Se utiliza como disolucién enzimética el
sobrenadante obtenido al centrifugar los
homogeneizados a 5.000 X g durante 30
minutos a 0° C.

La actividad PNPasa con inosina como
substrato se determiné espectrofotométri-
camente (4) acoplando xantinoxidasa de
leche, 1/75 6 1/150 U/ml si se trabaja con
higado de pichén o de pollo, respectiva-
mente. Los incrementos de absorbancia se
leyeron a 293 nm (e 4cido trico = 12,5 X
10° D.O. X M™") en un espectrofotémetro
Beckman DBGT, en cubetas de 3 ml y
de I cm de paso de luz a 37 + 0,1° C (4).

La actividad PNPasa en presencia de
purinas o de inhibidores que afectan a la
actividad de la xantinoxidasa de leche, se
determiné mediante incubacién a 37 £
0,1° C, durante intervalos de tiempo va-
riables (de 0 a 20 minutos). Las mezclas
en incubacion estuvieron constituidas por
el substrato nucleosidico (5 X 10~* M), el
inhibidor (en su caso), tampén de f_osfa-
tos 0,05 M, pH 74, y el homogencizado
cuya concentracion se escogio de modo
que sc obtuviese lincalidad en la produc-
cion de base purica duranfe el intervalo
de tiempo de incubacion. Se tomé 1 ml de
los incubados a los distintos intervalos de
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tiempo y se vertié sobre 4 ml de acido
perclorico al 5 %. El precipitado proteico
se separ@ por filtracién al cabo de 15 mi-
nutos y en los filtrados, previamente neu-
tralizados (pH 7.4), se determiné el conte-
nido total en hipoxantina con xantinoxi-
dasa de leche (3).

Resultados

Fosforolisis de los nucleosidos purini-
cos. La actividad fosforolitica de los ho-
mogeneizados de higado de pollo y de pi-
chon se determind frente a inosina, xan-
tosina y adenosina en medio tamponado
de fosfatos 0,05 M, pH 7.4, mediante el
método de incubacion.

La degradacion fosforolitica de la ino-
sina es la que se verifica a mayor veloci-
dad, mientras que la de la xantosina es
mucho mas reducida; en la transformacion
de la adenosina interviene ademds la ade-
nosindesaminasa, por ello la velocidad es
menor que la de la inosina (fig. 1).

Efecto de derivados purinicos y de la
4-amino-5-imidazol carboxamida sobre la
actividad de la PNPasa de higado de pi-
chdn. Las bases piricas y el alopurinol
(4-hidroxipirazolo,3,4-d-pirimidina) exhi-
ben distinto comportamiento frente a la
fosforolisis de la inosina catalizada por los
homogeneizados de higado de pichén (ta-
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Fig. 1. Transformacién de Inosina, adenosina
y xantosina por los homogeneizados de hi-
gado de pollo.
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Tabla. I.
vidad de la PNPasa de higado de pichon.
La actividad enzimitica se delerminé por el
método de incubacién. La concentracién del

homogeneizado fue de 0,83 mg higado/ml
incubado.

Inhibidor Cont;gptﬁl:lén Inhi:riclén 1
Hipoxantina 1- 2 19-39
Xantina 1- 4 9-42
Guanina 1- 5 24-56
Purina 2- 4 13-23
Alopurinol 1-10 nula

bla I); asi, mientras que las purinas inhi-
ben la actividad PNPasa el alopurinol
1 X 10~ M no la afecta aunque su con-
centracion es superior a la presente en el
plasma de pacientes tratados con dicho
farmaco (2).

. Los nucleétidos ITP, UTP, CTP (2,3 X
10* M) y ATP (1,8 X 10~* M) no mo-
difican la actividad fosforolitica de la
PNPasa; sin embargo, la 4-amino-5-imi-

dazol carboxamida (1 X 10~* M) la inhi- -

be en un 25 %.

Actividad de la PNPasa de higado de
pollo y de pichdn en funcion del pH. En
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la figura 2 se indica el efecto del pH en-
tre 5,3 y 8,5 sobre la fosforolisis de la
inosina catalizada por la PNPasa presente
en Jos homogeneizados de higado de pollo
y de pichon. Puede observarse que para
el enzima hepético de pollo el pH 6ptimo
varia de 7 a 6,5 segin el tampén sea de
fosfato o de tris-acetato, respectivamente;
sin embargo, para el enzima de higado
de pichon el pH 6ptimo es 7,4 en tampdn
de fosfatos, y 7 en tris-acetato.

La permanencia del enzima de ambas
procedencias durante 30 minutos a los di-
versos pH en estudio no provoca variacio-
nes de la actividad. Cuando se incuban
muestras de PNPasa de ambos origenes
durante 30 minutos a los diversos valores
de pH (obtenidos con ambos tampones)
y se determina posteriormente la actividad
a los correspondientes pH 6ptimos, sola-
mente recuperan el maximo de actividad

* Jas muestras en las que la incubacién pre-

via se efectud en la zona alcalina de pH
(figura 2).

Actividad de la PNPasa de higado de
pollo y de pichon en funcion de la tempe-
ratura. Se determind la temperatura 6p-
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Fig. 2. Estabilidad y pH d&ptimo de la PNPasa de higado de pollo y de pichaén.

¢) con tampén de foslato (sal sddica) 0,05 M;

b} con tampon de tris-acetaio 0,05 M;

A higado de pichon; @ higado de pollo.
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Fig. 3. Temperatura éptima del sistema ino-
sina-PNPasa-fosfato.
A higado de pichén; O higado de pollo.

tima de actuacién de la PNPasa de ambos
origenes, en la fosforolisis de la inosina,
en muestras que se hallaban a sus corres-
pondientes pH 6ptimos (tampén de fosfa-
tos), Y que se preincubaron 5 minutos a
Ia:s diversas temperaturas (fig. 3). El ma-
ximo de actividad estd comprendido en-
tre 40-45° C.
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Actividad de los homogeneizados de hi-
gado de pollo y de pichon frente a con-
centraciones elevadas de inosina. En la
fosforolisis de la inosina por los homoge-
neizados de higado de pollo (0,83 mg
higado/ml incubado) recién preparados
(tampon tris-acetato); la representacion de
LINEWEAVER-BURK (6) es lineal, Kn =
3,7 X 10~* H (fig. 4); sin embargo, al di-
luir el homogeneizado (0,5 mg higado/ml
incubado) se producen desviaciones de la
linealidad, que corresponden a incremen-
tos de la velocidad inicial a concentracio-
nes de inosina superiores a 6 X 10° M
(figura 4).

Cuando el homogeneizado inicial per-
manece 24 horas a 4° C y pH 7 en el mis-
mo tampén, las desviaciones de la lineali-
dad aparecen en el homogeneizado con-
centrado (0,83 mg higado/ml incubado),
a idénticas concentraciones de inosina (fi-
gura 4); mediante el empleo de homoge-
neizados mas concentrados (3,3 mg higa-
do/ml incubado) desaparece el fenémeno
de activacién, pero varia el valor de Kn
(inosina) = 8 X 10~ M (fig. 4).

El fenémeno descrito no ha sido obser-
vado en los homogeneizados de higado de
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Fig. 4. Actividad PNPasa hepatica de pollo frente a concentraciones elevadas de inosina.
[Homogeneizado]: @ = (,83 mg/ml recién preparado; O = 0,5 mg/ml recién preparado;
A =33 mg/ml 24 horas a 4° C; &= 0,83 mg/ml 24 horas a 4°C,



METABOLITOS PURINICOS Y ACTIVIDAD PNPasa

pichon, atin en los muy diluidos (0,04 mg
higado/ml incubado), después de ser con-
servados a 4° C y en tampon tris-acetato
durante diversos intervalos de tiempo.

Los fenémenos descritos sugieren la
existencia de dos formas de PNPasa de
higado de pollo predominando una de
ellas en el enzima nativo. La transforma-
cion en la segunda de las formas parece
ser inducida por el tiempo de conserva-
cién de los homogeneizados a +4° C y su
existencia se pone de manifiesto al em-
plear concentraciones de inosina elevadas.

El que la PNPasa de higado de pichdn
no experimente activacién por efecto de
las concentraciones de inosina menciona-
das, sugiere la existencia de diferencias
estlructurales con la PNPasa de higado de
pollo. . .

Discusion

La degradacion fosforolitica de la ade-
nosina en hipoxantina efectuada por los
homogeneizados hepéticos de pollo pone
de manifiesto la actuacién de dos sistemas
enzimaticos diferentes: el de la adenosin-
desaminasa y el de la purinnucledsido
fosforilasa, ambas presentes en el 6rgano
en estudio.

Los resultados descritos sugieren que la
via preferente en la degradacién de los
nucleésidos purinicos hasta &4cido irico,
en el higado de pollo, es la que requiere
la formacién intermedia de la inosina, que
es el substrato preferente de la purinnu-
cle6sido fosforilasa, y de la posterior ac-
tuacion de la xantindeshidrogenasa sobre
las bases puricas (hipoxantina o xantina)
aparecidas en la fosforolisis.

La especificidad de la PNPasa hepitica
de pollo y de pichén respecto a los subs-
tratos nucleosidicos es independiente de la
procedencia del enzima.

La hipoxantina, la xantina, la guanina
y la purina inhiben in vifro la actividad
fosforolitica de la PNPasa de higado de

pichdn; isn embargo, el alopurinol no la
afecta,
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La actividad fosforolitica de la PNPasa
de higado de pichén frente a la inosina no
se ve modificada por la presencia de ATP,
ITP, UTP y CTP (1 X 10 M), en con-
traposicion con lo observado con PNPasa
de Bacillus cereus (10). Estas discrepan-
cias pueden atribuirse a diferencias estruc-
turales entre ambos enzimas relacionadas
con su papel fisioldgico. '

El pH 6ptimo de actuacion de la PNPasa
de higado de pollo (7-6,5) y de pichén
(7,5-7) varia ligeramente segtn el tampén
en que se determina (fosfatos o tris-aceta-
to); el intervalo de temperatura Optima
(47-40° C) coincide en el enzima de am-
bas procedencias.

Los estudios cinéticos efectuados con
PNPasa de higado de pollo muestran que
si las concentraciones de inosina son rela-
tivamente elevadas (1 X 10~* M) el enzi-
ma experimenta una activacion deducible
de la desviaciéon de la linealidad en la re-
presentacion de LINEWEAVER-BURK (6). El
fenémeno sélo se observa al trabajar con
homogeneizados diluidos y facilita su per-
cepcion la permanencia de los mismos a
+4° C y tampén tris-acetato durante 24
horas. En los homogeneizados de higado
de pichén no se observa el fenémeno, lo
que puede ser indicio de diferencias es-
tructurales entre ambos enzimas.

Se sugiere que la PNPasa de higado de
pollo experimente iz vifro alteraciones en
su molécula que den lugar a la aparicion
de formas enzimdticas secundarias de me-
nor afinidad.

Resumen

En la degradacion fosforolitica catalizada por
la PNPasa (E.C. 2.4.2.1) de higado de pollo,
la inosina es mejor substrato que la xantosina.

La hipoxantina, la xantina, la guanina y la
purina (1 X 10~* M) inhiben a la PNPasa de
higado de pichén mientras que el alopurinol,
ATP, ITP, CTP y UTP (1 X 10~* M) no ejer-
cen efecto alguno,

La temperatura optima es 37-40° C para la
PNPasa de ambas procedencias. El pH éptimo
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del enzima de higado de pollo estd compren-
dido entre 6,5 y 7 y el de pich6n entre 7-7,5.

En las representaciones de Lineweaver-Burk
para la fosforolisis de la inosina catalizada por
la PNPasa de higado de pollo se obtienen li-
neas rectas si las concentraciones de substrato
son inferiores a 1 X 10-* M y curvas a concen-
traciones superiores. Esta activacién se incre-
menta cuando los homogeneizados se mantie-
nen a 4° C y pH 7 durante intervalos superio-
res a 24 horas; la PNPasa de higado de pichén
no experimenta el fenémeno.
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