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Guanine aminohydrolase (E.C. 3.5.4.3) has been purified 11-fold from the supernatant
fraction of guinea-pig liver homogenates in 0.25 M sucrose (centrifuged at 50,000 X g)
through thermic denaturation at 60° C and ammonium sulphate fractionation (30-60 %
saturation). The enzyme in the homogenates and purified preparations exhibited two
Km valúes. In both preparations four enzymatic electrophoretic bands have been de-
tected. Purified guanine aminohydrolase is chromatographically resolved on DEAE-
sephadex in three components -whose active forms appeared separately on their phero-
grams. The enzymatic form eluted at lower ionic strength has the least anodic mobility,
is inhibited by guanine (4X10_s M) and presents only one Km valué (1.5X10-3 M). The
enzymatic form eluted at greater ionic strength exhibits the highest anodic mobility, is
also inhibited by guanine (7 X 10-í M) and its Km valué seems to be 6.3 X 10-0 M.
Molecular wheight of enzymatics forms determined by Sephadex G-200 chromatography,
is 120,000±5,000. The preceding results, correlated with the chromatographyc homo-
geneity of guanine aminohydrolase, purified in Sephadex G-100, suggests that the four
molecular forms of the native enzyme may be considered as isozymes.

La guanina aminohidrolasa (GAH)
(E.C. 3.5.4.3) cataliza la conversión de
guanina en xantina, reacción que en el
metabolismo purínico desempeña el pa­
pel de fuente indirecta de ácido úrico en
los tejidos que poseen xantindeshidroge-
nasa (2, 11). Por otra parte, la posibilidad
del empleo de la guanina en la síntesis de
los ácidos nucleicos en procesos de emer­
gencia depende, probablemente, de la ac­
tividad relativa de la GAH frente a la 

actividad de los enzimas que la transfor­
man en los correspondientes nucleósidos
y nucleótidos (7, 10, 15).

La GAH hepática de conejo fue puri­
ficada, inicialmente, por Schmidt (18) y
Kalckar y Shafran (6), y se han des­
crito las propiedades de preparados muy
purificados de los enzimas de hígado de
rata (12) y de conejo (2, 13). La GAH
de hígado de cobaya no ha sido purifi­
cada. aunque la actividad del enzima en
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el tejido es elevada, motivo por el que, en
este estudio, se ha escogido el enzima de
esta procedencia.

En la GAH de hígado de rata se ha
señalado la presencia de isoenzimas y su
carácter alostérico (4, 12). Los valores del
peso molecular son discrepantes; así, se
han propuesto para el enzima de hígado
de conejo los de 170.000 y 520.000 (2),
mientras que Lewis y Glantz (13) indi­
can el de 55.000 y no detectan ningún
tipo de agregación o de disociación.

En este trabajo se describe la localiza­
ción intracelular del enzima de hígado de
cobaya, un método de purificación, y la
determinación de su masa molecular. Se
presenta, además, evidencia experimental
de la existencia de cuatro formas distin­
tas del enzima y se señalan las diferencias
de comportamiento electroforético y ci­
nético.

Material y métodos

Materiales. La guanina aminohidrola-
sa procede de hígados de cobaya macho
separados del animal, recién sacrificado,
por decapitación cervical. Las proteínas
empleadas en el cálculo del peso molecu­
lar de la GAH han sido: inhibidor trípti­
co de la soja (SBTI) (Fluka), azul de
dextrano (Sigma) y adenosin desaminasa,
ovoalbúmina, seroalbúmina bovina, fos-
fatasa alcalina, catalasa y ferritina (Boeh-
ringer).

Los sustratos empleados para la deter­
minación de la actividad guanina amino-
hidrolasa y de las proteínas enzimáticas
utilizadas en la confección de la curva de
calibrado para el cálculo de su peso mo­
lecular han sido: guanina, p-nitrofenilfos-
fato y adenosina (Merck); H2O2 (Foret)
y ester etílico de la benzoilarginina (Baee,
Boehringer).

En las separaciones cromatográficas se
han utilizado las resinas: DEAE-sepha-
dcx A-50, scphadcx G-100 y scphadex
G-200 superfino (Pharmacia). Los goles
de poliacrilamida empleados en las sepa­

raciones electroforéticas se han preparado
con acrilamida (Merck), N,N’-metilenbis-
acrilamida (Eastman Kodak), dimetilami-
no propionitrilo (Fluka) y ferricianuro
potásico y persulfato amónico (UCB).

Los colorantes utilizados en la tinción
de los geles de poliacrilamida fueron:
negro amido (Merck), para el revelado
general de proteínas, y p-yodonitrotetra-
zolium violet (INT) (Sigma) para el re­
velado específico de la GAH.

Métodos. La actividad de la guanina
aminohidrolasa se midió por el método
de Roush y Norris (17). Las mezclas de
reacción contenían guanina (6,7X10-5 M),
tampón de fosfatos sódicos 0,05 M de
pH 7,4 y el volumen de disolución de
enzima necesario para completar 3 mi.
La determinación de actividad se efectúa
por lectura directa de los decrementos
de D.O. a 245 nm en un espectrofotó-
metro Beckman DBGT provisto de ins-
criptor, a 37 ±0,1° C, en cubetas de 1 cm
de paso de luz. A esta longitud de onda
y pH, la relación entre los coeficientes de
extinción molar de la guanina y la xan-
tina es igual a 2,5.

Una unidad de GAH se define como la
cantidad de enzima que transforma en
un minuto 1 /xmol de guanina en xantina
a 37±0,l°C (condiciones normalizadas).

Las actividades del SBTI, la adenosin
desaminasa, la fosfatasa alcalina y la ca­
talasa se determinan por los métodos pro­
puestos por Schwert y Takenaka (19),
Kalckar y Shafran (5), Malamy y Ho-
recker (16) y Beers y Sizer (1), respec­
tivamente.

La determinación de proteína se efec­
túa por el método de Lowry et al. (14),
tomando como referencia un patrón de
seroalbúmina cristalizada, o por medida
directa de la absorción a 280 nm (20). La
ovoalbúmina, la seroalbúmina bovina y
la ferritina, se valoran por lectura directa
a 230 nm.

El revelado específico de la GAH pre­
sente en las bandas electroforéticas se
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efectúa por incubación de los geles a Tabla I. Purificación de GAH de hígado de
37° C con guanina 4X10“° M durante
1 h y seguidamente se mantienen en con­
tacto, a la misma temperatura con el
revelador específico formado por: Xantin-
oxidasa de leche (E.C. 1.2.3.2) (Boeh-
ringer, 1 mg/22,5 mi), p-yodo nitrotetra-
zolium violeta (1 mg/ml) y tampón de
fosfatos sódicos 0,05 M, pH 7,4, hasta
que aparezcan las bandas rojas caracte­
rísticas de GAH. Se lavan con agua des­
tilada hasta eliminar los reactivos revela­
dores y los geles se conservan sumergidos
en agua bidestilada y en tubos cerrados.

Purificación de GAH de hígado de co­
baya. El homogeneizado inicial se pre­
para a partir de 30 g de hígado de cobaya
que, convenientemente troceados, se sus­
penden en 300 mi de disolución isotónica
de sacarosa 0,25 M a 4o C (temperatura
habitual de trabajo) y se trituran en un
homogeneizador de cuchillas. El homoge­
neizado se centrifuga a 50.000 X g, 2 h
y la mayor parte de la actividad guanina
aminohidrolasa permanece en el sobre­
nadante (S50). Este último se calienta rá­
pidamente a 60° C, 5 min y al final del
intervalo se enfría a 2o C por inmersión
en una mezcla frigorífica. El precipitado
que aparece se elimina por centrifugación
a 5.000 X g, 30 min. Al sobrenadante se
le añade (NH4)2SO4 hasta alcanzar un
70 % de saturación y se mantiene en agi­
tación durante 30 min más; se deja en
reposo otros 30 min, al cabo de los cua­
les el precipitado se separa por centrifu­
gación a 5.000 X g. Durante la adición
de la sal el pH se mantiene entre 6,8 y
7,0, por adición de NaOH 0,05 M. El
precipitado se disuelve en tampón de fos­
fato sódico 0,05 M de pH 7,4 en la pro­
porción de 1/5 (p/v) y se somete a diáli­
sis, frente al mismo tampón, durante 24
horas. El dial izado se fracciona de nuevo
con sulfato amónico entre el 30-60% de
saturación; el precipitado obtenido se re­
coge del modo habitual. El preparado fi­
nal mantiene toda su actividad conserva­

cobaya.

Etapa

Proteína
total
mg

Actividad
total

U

Actividad
especifica
U/mg prot.

Homogeneizado 9.185 2.066,7 0,225
Sso 4.876 1.866,7 0,383
Sobrenadante trata­

miento térmico 1.382 1.586,7 1,148
Precipitado 70 % sa­

turación (NHJjSO., 905 1.216,7 1,344
Sobrenadante 30 %

saturac. (NHJ3SO4 781 1.200,0 1,537
Precipitado 60 % sa­

turación (NHJaSCh 464 1.096,7 2,400

do a 4o C durante un mínimo de 6 meses.
El método de purificación propuesto

permite conservar en el purificado el mis­
mo número de formas moleculares que
se observan, electroforéticamente, en los
homogeneizados iniciales. En la tabla I
aparecen las etapas de la purificación de
la guanina aminohidrolasa.

Resultados

Localización subcelular de la actividad
GAH. La localización celular del enzi­
ma se lleva a cabo por aplicación del
método de centrifugación diferencial de
Hogeboom et al. (3), modificado por Ku-
mar et al. (8).

Las distintas fracciones celulares, se­
paradas a partir de un homogeneizado en
sacarosa 0,25 M, se suspenden en disolu­
ción hipertónica de tampón fosfatos 0,2 M,
pH 7,4. Transcurridos 30 min de agita­
ción, se centrifugan a 15.000 X g, 30 min
a 4o C; en los sobrenadantes se determi­
na la actividad enzimática.

Los resultados alcanzados muestran que
la guanina aminohidrolasa se localiza
casi exclusivamente en la fracción soluble
de la célula; la actividad medida es de
6,7 /xmoles/min/ml, mientras que en la
fracción mitocondrial ligera es de 0,03
/xmoles/min/ml, y no se observa actividad 
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alguna en las fracciones nuclear, mito-
condrial pesada y microsomal.

Estabilidad de la actividad GAH de
los homogeneizados (S¡0) frente a la tem­
peratura y el pH. El efecto de la tem­
peratura sobre la estabilidad de la GAH
se evalúa manteniendo el sobrenadante S5U
(dilución 1/100) preparado en tampón fos­
fatos 0,05 M, pH 7,4, en el margen de
temperatura comprendido entre 37° y
60° C durante 10 min; seguidamente, las
muestras se enfrían rápidamente hasta
que alcancen los 2o C, se centrifugan a
15.000 X g, 20 min y 4o C y se determi­
na su actividad del modo habitual, com­
parándola con la de una muestra que se
mantiene a temperatura ambiente.

La actividad enzimática promedio de
las muestras tratadas en el margen de
temperatura ensayado ha sido de 0,67 ±0,1
/zmoles/min, mientras que la actividad de
la muestra control fue de 0,67 /¿moles/mi-
nuto, lo que indica una estabilidad muy
apreciable del enzima frente a la tem­
peratura.

La acción del pH sobre la estabilidad
de la GAH se investiga a pH 5,0, em­
pleando como muestra enzimática el so­
brenadante S-o diluido 1/100 en tampón
fosfatos 0,05 M, pH 7,4. Las muestras se
mantienen 1/2, 1 y 2 h; una vez centri­
fugadas a 15.000 X g, 15 min, se llevan
a pH 7,4 (pH óptimo de actuación) y se
determina su actividad enzimática en
comparación con la del enzima que se
mantiene a pH 7,4.

Los resultados obtenidos muestran que
el enzima es muy estable a pH 5,0, ya
que la actividad de la muestra control
(0,67 /zmoles/min) no se modifica des­
pués del tratamiento a pH 5,0 (valor pro­
medio igual a 0,67 ±0,3 /zmoles/min).

Características cinéticas y electrojoréti-
cas de la GAH. El cálculo del valor de
K,„ se ha efectuado mediante la repre­
sentación doble recíproca de v vs [S]. Los
resultados obtenidos con homogeneizados
(S-1(J) (fig. 1A) indican la aparición de dos
valores distintos de K„, (K,ni =3,2X 10-G M
y K1I12 = 1,5 X 10-5 M); asimismo, la gua-

iq-4
[S]M

_i_______ ;_______ i_______ 1_______ i-----
1 2 3 4 5

10~4
_ [S]M

0 1 2 3 4 5

Fig. 1. Velocidades iniciales de reacción del sistema guanina-GAH.
[Enzima] = 1 g tejido/100 mi en homogeneizados y 0,7 /zmoles/min/ml para la F-I y 1,5 /zmoles/
min, mi para la F-IIÍ. [Guanina] = 1,6 X 10"3 M—-2,4 X 10“' M. Tampón: fosfatos sódicos
0,05 M, pH 7,4. Temp. ~ 37 ± 0,010 C. A) Km del sistema Guanina-GAH para el homogenei-
zado (S ,). fí) K,., del sistema Guanina-GAH para las fracciones cromatográficas F-I (O—O)

y F-III (•““•).
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nina inhibe por exceso de sustrato (supe- a
rior a 8 X JO-5 M). Los valores de K„,
calculados con homogeneizados tratados
a 60° C, 10 min y posteriormente 1 h a
pH 5,0 fueron de K.nil estimada — 3,1 X
X10',; M y K,„2 estimada = 1,2X l()"ft M,
valores plenamente concordantes con los
hallados para el enzima nativo, lo que
confirma la estabilidad del enzima fren­
te a los tratamientos térmicos y ácidos.

Ai determinar la KtI1 de la guanina
aminohidrolasa purificada se obtienen tam­
bién dos valores, que son de 4,5X10~r> M
y 1.3X10-5 M, mientras que la inhibi­
ción por sustrato aparece cuando las con­
centraciones de guanina son de 7X 10-5 M
o superiores. Los mencionados valores
muestran que el método de purificación
propuesto no altera el comportamiento
cinético de la GAH presente en los ho­
mogeneizados iniciales.

Finalmente, el revelado específico de
los ferogramas de la fracción soluble (fi­
gura 2A) muestra la existencia de 4 ban­
das bien definidas de movilidad electro-
forética distinta, lo cual parece sugerir
que en la fracción soluble de hígado de
cobaya existen formas múltiples con acti­
vidad guanina aminohidrolasa; los trata­
mientos ácidos y térmicos del enzima no
provocan alteraciones sensibles de los
ferogramas.

Formas moleculares de GAH de híga­
do de cobaya. — Separación cromatográ-
fica. Se ha conseguido la separación de
las formas moleculares de GAH por em­
pleo de la resina DEAE-sephadex.

La actividad GAH se eluye en tres pi­
cos (fig. 3A) casi coincidentes con los
tres de proteína, designados como frac­
ciones F-I, F-II y F-III, de acuerdo con
el aumento de la concentración del tam-
pón de elución. Una vez reunidas las frac­
ciones que presentan los valores máximos
de actividad enzimática, se concentran
por filtración a presión. La fracción F-I
exhibe un grado de purificación de 12 ve­
ces respecto al homogeneizado inicial,

F-I F-II f-iii

Fig. 2. Electroforesis de GAH hepática de
cobaya.

5 mA/gel, 90 min, 4o C. Tampón tris-glicina
0,01 M, pH 8,5. Revelado específico (véase
Métodos). A) Ferograma de la fracción soluble
de hígado de cobaya; aplicación 50-300 /zg pro­
teína. B) Ferogramas de las fracciones croma-

tográficas; aplicación 50 ;zg proteína.

mientras que el grado de purificación de
las fracciones F-II y F-III es, respectiva­
mente, de 61 y 62 veces.

El revelado específico de los geles de
poliacrilamida de las tres fracciones an­
teriores muestra que se han separado las
distintas formas de GAH (fig. 2B). En la
fracción F-I se observa una sola banda,
en la fracción F-II aparecen las dos ban­
das de movilidad anódica intermedia pre­
sentes en los homogeneizados iniciales,
mientras que en la fracción F-III se de­
tecta una sola banda que coincide con la
de movilidad anódica superior, presente
en los ferogramas de los homogeneiza­
dos de GAH.

Por otra parte, la cromatografía en se-
phadex G-100 del preparado purificado
muestra (fig. 3B) un único pico de activi­
dad enzimática desplazado ligeramente
del máximo de proteína. La actividad es­
pecífica alcanzada . para la fracción de
máxima actividad' representa una purifi-
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Fig. 3. Cromatografía de guanina aminohidrolasa purificada.
Columna: 3X70 cm. Ritmo de elución = 1 ml/min. Contenido proteico (------) y actividad
guanina aminohidrolasa (----- ); ambos se determinan según lo indicado en Materiales y mé­
todos. Las fracciones con actividad máxima se reúnen y concentran por filtración en un
aparato Sartorius equipado con membrana SM 11733. A) Con DEAE-sephadex. La resina
se equilibra con tampón fosfato sódico 0,05 M, pH 7,4. Se eluye por lavados sucesivos con
500 mi del tampón y molaridad creciente: 0,05, 0,15 y 0,2 M. B) Con sephadex G-100. La
resina se equilibra con el tampón de elución tris-HCl 0,05 M (0,1 M en KC1) de pH 7,4.

cación de 51 veces respecto al homo-
geneizado inicial. Sin embargo, lo más
significativo es que esta fracción someti­
da a electroforesis sobre geles de poliacri-
lamida presenta 4 bandas perfectamente
definidas (revelado específico de GAH)
que coinciden con las exhibidas tanto
por los homogeneizados como por los
preparados purificados. La aparición de
un solo pico de actividad con las cuatro
formas moleculares de GAH parece des­
cartar la existencia de agregados en la
GAH del tejido hepático de cobaya.

Peso molecular. La determinación del
peso molecular de la GAH hepática de
cobaya se ha efectuado por cromatogra­
fía en columna de sephadex G-200. Por
interpolación del volumen de elución de
la GAH, en la recta de calibrado (fig. 4),
se halla tanto para el purificado como
para las formas moleculares presentes en
las fracciones F-I, F-II y F-III, un peso
molecular promedio de 120.000 ± 5.000.

Características cinéticas. Las fraccio­

nes cromatográficas F-I y F-III muestran
electroforéticamente la presencia de una
sola banda proteica con actividad GAH:
el estudio de su comportamiento cinético
permite relacionar dichas formas enzimá-
ticas con las presentes tanto en los homo­
geneizados iniciales como en los purifica­
dos. El preparado enzimático procede de
las fracciones cromatográficas F-I y F-III
concentradas por filtración a presión.

La representación de los valores de 1/v
vs. 1/[S] aparece en la figura IB, de la
que se deduce que la forma de menor
movilidad electroforética (F-I) presenta
inhibición por su sustrato a partir de con­
centraciones de guanina de 4 X 10-5 M,
mientras que para la forma de mayor
movilidad electroforética (F-III) la inhi­
bición por el propio sustrato no aparece
hasta que la concentración de guanina es
de 7 X 10“s M. Los valores de Km para
ambas (1,5 X 10-s M para F-I y 6,3 X
X 10-6 para F-III) se corresponden con
los de Km2 y Km] observados en los ho­
mogeneizados iniciales y en los purifica­
dos; también cabe destacar que la forma
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Fig. 4. Determinación del peso molecular de
la GAH de hígado de cobaya en sephadex

G-200.
Las columnas (3 X 70 cm) se equilibran con el
tampón de elución Tris-HCl 0,05 M (0,1 M en
KC1), pH 7,4. Velocidad de elución = 0,3 ml/mi-
nuto. Proteínas de calibrado: SBTI, adenosin-
desaminasa, ovoalbúmina, seroalbúmina, fosfa-
tasa alcalina, catalasa y ferritina. El volumen
de exclusión se calcula mediante azul de dex-
trano (M = 2X106). [Proteínas control] = 0,05-
2 mg. El contenido proteico y la actividad enzi-
mática en los eluyentes, que permite localizar
la posición de cada uno de los marcadores, se
determinan como se describe en Material y

métodos.

molecular de mayor movilidad electrofo-
rética es la que presenta menor K,n res­
pecto a la guanina.

hecho que la representación doble recí­
proca de v vs. [S] delimite dos rectas de
distinta pendiente, es consecuente con la
existencia de cuatro formas múltiples en
la guanina aminohidrolasa de esta proce­
dencia, en concordancia con lo observado
en el enzima de otros orígenes (4, 12).

La purificación de la guanina amino­
hidrolasa de hígado de cobaya que se
describe permite la obtención de un pre­
parado que mantiene la composición elec-
troforética de los homogeneizados ini­
ciales. La cromatografía del purificado
sobre DEAE-sephadex permite la separa­
ción de dos formas, lo que sugiere la
existencia de diferencias estructurales en­
tre las distintas formas moleculares, en
concordancia con el distinto comporta­
miento cinético de las formas aisladas
cuyos valores de Kni coinciden, respecti­
vamente, con los hallados para el enzima
nativo.

El que no sea posible lograr la separa­
ción de las distintas formas por cromato­
grafía en sephadex G-100 y el que una
vez separadas muestren idénticos pesos
moleculares (cromatografía en sephadex
G-200) demuestra que estas formas mo­
leculares no son agregados del enzima.

Finalmente, cabe considerar que la pre­
sencia en el hígado de cobaya de distin­
tas formas moleculares del enzima, con
distinta proporción relativa y diferentes
características cinéticas, junto con la apa­
rición de inhibición por sustrato a dife­
rentes concentraciones, puede estar rela­
cionada, de alguna manera, con una
autorregulación de la actividad guanina
aminohidrolasa en estado nativo.

Discusión

En la guanina aminohidrolasa soluble
de hígado de cobaya (homogeneizados)
aparecen cuatro bandas proteicas con dis­
tinta movilidad electroforética, las cuales
son estables frente a la acción de trata­
mientos ácidos y térmicos. Asimismo, el

Resumen

Se ha purificado 11 veces la guanina amino­
hidrolasa (E.C. 3.5.4.3) procedente del sobrena­
dante de homogeneizados de hígado de cobaya
en sacarosa 0,25 M (centrifugados a 50.000Xg),
por desnaturalización térmica a 60° C y frac­
cionamiento con sulfato amónico (30-60 % de
saturación).



80 L. MARTÍNEZ-FARNÓS, S. GUBERT Y J. BOZAL

Tanto el enzima que se halla en los homo-
geneizados como en los preparados purificados
posee dos valores de Km; ambas preparaciones
exhiben cuatro bandas electroforéticas con ac­
tividad enzimática. La guanina aminohidrolasa
purificada se resuelve por cromatografía en
DEAE-sephadex en tres componentes cuyos fe-
rogramas muestran las formas activas separa­
das. La forma enzimática eluida a menor fuer­
za iónica es la de movilidad anódica inferior,
es inhibida por guanina (4 X 10-s M) y sólo
posee un valor de Kra (1,5 X 10_s M). La for­
ma enzimática eluida a mayor fuerza iónica
exhibe una sola banda (la de movilidad anódi­
ca superior); también se inhibe por guanina
(mayor de 7 X 10~s M) y su valor de Km es
de 6,3 X 10-‘ M.

El peso molecular para las distintas formas
enzimáticas, determinado por cromatografía en
sephadex G-200, es de 120.000±5.000.

Los resultados anteriores y la homogeneidad
cromatográfica de los purificados de guanina
aminohidrolasa en sephadex G-100 sugieren
que las cuatro formas moleculares presentes
en el enzima nativo puedan considerarse como
isoenzimas.
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