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Guinea-pig brain guanine aminohydrolase (E.C. 3.5.4.3) (M = 120,000 ± 5,000 dal-
tons) only exhibited one active electrophoretic band; its mobility is similar with that
observed for the guinea-pig liver molecular form III.

Both forms appear to have coincident activity with pH, as well as an analogous
thermal stability and Km valúes with different substrates showing a different behaviour
with the molecular form I of guinea-pig liver enzyme.

Brain guanine aminohydrolase and liver molecular form III have similar pK'a valúes
suggesting the participation of histidine and cysteine (—SH) in the enzymatic catalysis.
The competitive inhibition by p-chloromercuribenzoate may corrobórate the interven-
tion of the last-one.

La guanina es un precursor metabólico
de la xantina y constituye, por tanto, una
fuente indirecta de ácido úrico en aque­
llos tejidos en los que predomina el cata­
bolismo purínico. El estudio del compor­
tamiento de la guanina aminohidrolasa
(G.A.H.) (E.C. 3.5.4.3) presenta, por ello,
especial interés.

La guanina aminohidrolasa de hígado
de cobaya (14) aparece en cuatro formas
moleculares que difieren en sus caracterís­
ticas cinéticas y electroforéticas. lo que
indica la complejidad del enzima de esta
precedencia. Por el contrario, el enzima
de cerebro sólo presenta una banda elcc-
troforética, tal como se demuestra en el
presente trabajo.

El papel metabólico del enzima de ce­
rebro permanece todavía indeterminado
pero su actuación parece estar dirigida
más bien al empleo de la guanina en los
procesos de síntesis de ácidos nucleicos
(7, 9), que a su transformación en xantina.

El presente trabajo establece algunas de
las analogías o diferencias existentes en­
tre la guanina aminohidrolasa de hígado
de cobaya y la de otros tejidos del mismo
animal, lo que permite un mejor conoci­
miento de su modo de actuación. Se em­
plean las formas enzimáticas aisladas de
hígado de cobaya (14) y el enzima pre­
sente en el cerebro. Se describe la locali­
zación celular del enzima de cerebro de
cobaya, sus características electroforéticas 
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y la determinación de su masa molecular.
Se incluye, también, evidencia experimen­
tal acerca de la identidad de la forma mo­
lecular de mayor migración electroforética
presente en el hígado de cobaya (forma
molecular III), con el enzima de cerebro.
Por último, los estudios de la variación
de los valores de Kln y V,nax con el pH y
la inhibición ejercida por el p-cloromer-
curibenzoato. han permitido formular al­
gunas sugestiones acerca de los aminoáci­
dos presentes en el centro activo de la
guanina aminohidrolasa.

Material y métodos

La guanina aminohidrolasa procede de
hígados y de cerebros de cobaya macho
separados del animal recién sacrificado
por paro cardíaco. Las proteínas emplea­
das en el cálculo de la masa molecular de
la GAH del tejido cerebral de cobaya han
sido: inhibidor tríptico de la soja (SBTI,
Fluka), adenosin desaminasa, ovoalbúmi-
na. seroalbúmina bovina, fosfatasa alca­
lina, catalasa y ferritina (Boehringer) y
azul de dextrano (Sigma).

Los sustratos empleados para la deter­
minación de la actividad guanina amino­
hidrolasa de ambas procedencias han si­
do: guanina (Merck). 8-azaguanina (Sig­
ma) y 1-metilguanina (Fluka).

Los geles de poliacrilamida utilizados
en las electroforesis se prepararon con
acrilamida (Merck), N,N'-metilenbisacril-
amida (Eastman Kodak), dimetilamino-
propionilrilo (Fluka) y ferricianuro potá­
sico y persulfato amónico (UCB). En la
coloración de los geles de poliacrilamida
se han empleado: Negro amido (Merck),
para el revelado general de proteínas, y
p-yodonitrotetrazolio violeta (Int, Sigma)
como revelador específico de la GAH.

Otros materiales especiales fueron: p-ni-
trofenilfosfato y adenosina (Merck), éster
etílico de la benzoilarginina (Baee, Boeh­
ringer) \ p-cloromercuribenzoato (p-CMB,
Fluka).

Obtención de preparados de GAH.
Como fuente de GAH de cerebro se utili­
zan los homogencizados obtenidos por tri­
turación en un Potter-Elvchjcn del tejido
libre de cerebelo y de la médula espinal,
en sacarosa 0.25 M (1/10, p/v) a 4o C y
centrifugados a 50.000 X g» 2 h- Antes de
su utilización se dializan a 4o C frente a
lampón tris-HCl 0.05 M de pH 8.1, durante
24 h. La actividad específica de la prepa­
ración es de 3.70 unidades/mg proteína.

Como fuente de GAH de hígado de co­
baya se han empicado las formas mole­
culares I y III obtenidas por cromatogra­
fía en DEAE-Sephadex según el método
de purificación que se ha descrito previa­
mente (14) y cuya actividad específica es
de 2.7 U/mg proi. y 14,0 U/mg prot., res­
pectivamente.

La actividad de la guanina aminohidro­
lasa se mide por el método de Roush y
Norris (15). Las mezclas de reacción
contienen: guanina (60 /zM), tampón (fos­
fatos sódicos 0,05 M, pH 7,4 para el en­
zima de hígado y tris-HCl 0,05 M, pH 8.1
para el enzima de cerebro) y el volumen
de disolución del enzima hasta completar
3 mi. La determinación de actividad se
efectúa por lectura directa de los decrc­
mentos de absorbancia a 245 nm en un
espectrofotómetro Beckman K-25 provis­
to de inscriptor, a 37 + 0,1° C, en cubetas
de 1 cm de paso de luz. A esta longitud
de onda, la relación entre los coeficientes
de extinción molar de la guanina y la
xantina son de 2,5 a pH 7,4 y de 1,45 a
pH 8,1.

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

La determinación de proteína se efec­
túa por el método de Lowry et al. (12),
tomando como referencia un patrón de
seroalbúmina cristalizada.

El peso molecular de la guanina ami­
nohidrolasa se determina por cromatogra­
fía en Sephadex G-200 (Pharmacia) su­
perfino, según el método de Andrews
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(1). Las actividades de las proteínas de
referencia, SBTI, adenosin desaminasa,
fosfatasa alcalina y catalasa. se obtienen
por aplicación de los métodos propuestos
por Schwert y Takenaka (16). Kalckar
y Shafran (6), Mai.amy y Horecker (13)
y Beers y Sizer (2), respectivamente. La
ovoalbúmina, la scroalbúmina y la ferri-
tina se valoran por lectura directa de los
eluidos cromatográficos a 230 nm.

El revelado específico de la GAH se
efectúa por incubación de los geles de po-
liacrilamida a 37° C con guanina 4 //.M,
1 h, y seguidamente se mantienen en con­
tacto, a la misma temperatura, con el re­
velador específico formado por guanina
400 //.M, xantinoxidasa de leche (E.C.
1.2.3.2) (Boehringcr, 0,4 LJ/mg prot.). p-yo-
donitrotetrazolio violeta (1 mg/ml) y lam­
pón tris-HCl 0,05 M. pH 8,1. hasta que
aparezcan las bandas rojas características
de la GAH. Se lavan con agua destilada
hasta eliminar los reactivos reveladores y
los geles se conservan sumergidos en agua
bidcstilada y en tubos cerrados.

La dependencia de la actividad guanina
aminohidrolasa con el pH, para el enzima
de ambos orígenes se ha examinado en el
intervalo de pH 5,5-8,5, en tampón tris-
fosfato-KCl 0,142 M, a 37+0,1° C y con
guanina como sustrato. Los parámetros
cinéticos, K„, y V)nax se calculan por el
método gráfico de Lineweaver-Burk
(11); para hallar los grupos ionizables en
el centro activo del enzima, se represen­
taron de acuerdo con el método de Dixon
(3), el pK,„ y el log V,nax/K,n frente al pH.

El tipo de inhibición y las constantes
de inhibición ejercidas por el p-cloromer-
curibenzoato se calculan mediante la re­
presentación doble recíproca de v vs [S],
para los sistemas inhibidos y el sistema
en ausencia de inhibidor (11).

Resultados

Localización subcelular de la actividad
en el tejido cerebral de cobaya. La loca­
lización del enzima se efectúa por el mé-

Tabla I. Distribución de la actividad GAH en
las fracciones celulares.

Homogeneizado en sacarosa 0,25 M (1/10, p/v).
Las distintas fracciones se tratan con una diso­
lución hipertónica de tampón tris-HCl 0,2 M,
pH 8,1, 30 min; se centrifuga a 15.000 Xg.
30 min a 4° C y en los sobrenadantes se de­

termina la actividad enzimática.

Fracción Actividad total
U.

Actividad
específica
U/mg prot.

Nuclear 37,5 7,8
Mitocondrial 48.5 8,5
Microsomal 7.5 1,2
Soluble 994.0 3.7

(-)

Fig. 1. Electroforesis de GAH.
5 mA/gel, 90 min, 4o C. Tampón: tris-glicina
0,01 M, pH 8,5. Revelado específico (véase mé­
todos). Aplicación: 50-250 ¿tg proteína frac­
ción soluble de cerebro y de hígado de cobaya.
Poliacrilamida: 7 %. zl) Fracción soluble de
cerebro de cobaya. Z?) Fracción soluble de hí­

gado de cobaya.
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todo de centrifugación diferencial de Ho-
geboom et al. (5), modificado por Kumar
et al. (8). . >

La GAH de cerebro de cobaya se lo­
caliza casi exclusivamente en la fracción
soluble de la célula (tabla I), que contiene
un 92 % de la actividad total, al igual
que lo observado para la GAH hepática
de cobaya (14).

Características electroforéticas de la
GAH de cerebro de cobaya. Se somete
a electroforesis la fracción soluble obte­
nida a partir de homogeneizados de ce­
rebro de cobaya en sacarosa 0,25 M. En
el revelado específico de los ferogramas
(fig. 1 A) aparece una sola banda con ac­
tividad guanina aminohidrolasa, cuya mo­
vilidad electroforética es aparentemente
idéntica a la banda de mayor movilidad
electroforética (forma molecular III) (fi­
gura 1 B) observada para el enzima pu­
rificado de hígado de cobaya. El hecho
parece sugerir que la GAH de cerebro y
la forma molecular III del hígado de co­
baya corresponden a la misma forma mo­
lecular del enzima.

Fig. 2. Peso molecular de la GAH de cerebro
de cobaya.

Columnas: 3X70 cm. La resina (Sephadex
G-200) se equilibra con el tampón de elución
tris-HCl 0,05 M (0,1 M en KC1), pH 8,1. Rit­
mo de elución = 0,3 ml/min. Proteínas de ca­
librado citadas en orden creciente de masi
molecular: SBTI, adenosin desaminasa, ovoz -
búmina, seroalbúmina bovina, fosfatasa alca: -
na, catalasa y ferritina. Proteínas control ~
0,05-2 mg. El contenido proteico y la activida l
enzimática de los eluyentes que permite loe. •
lizar la posición de cada uno de los marcado­
res, se determina como se describe en Método <.
El volumen de exclusión de la columna se cal­
cula mediante azul de dextrano (M = 2X10*j.

Peso molecular de la GAH de cerebro
de cobaya. La determinación del peso
molecular de la GAH se ha practicado
por cromatografía en columna de Sepha­
dex G-200. Se ha empleado un preparado
purificado del enzima obtenido por cen­
trifugación de los homogeneizados del te­
jido cerebral en sacarosa 0,25 M, a 50.000
X g y calefacción del sobrenadante a
70 + 0,1° C, 15 min. Se separa el residuo
por centrifugación a 15.000 X g, 20 min
y el sobrenadante se precipita al 70 % de
de saturation con (NHJoSO.t y fracciona­
miento final con (NHJ-.SO., en los márge­
nes 45-70 % de saturación. La actividad
específica del preparado fue de 66,7 U/mg
prot. Por interpolación del volumen de
elución de la GAH,, en la recta de calibra­
do (fig. 2). se halla un peso molecular
promedio de 120.000 + 5.000, que coinci­
de exactamente con el encontrado para la

GAH hepática de cobaya (formas mole­
culares I y III) (14).

Ejecto del pH sobre la actividad de la
GAH de hígado y cerebro de cobaya. La
actividad de la guanina aminohidrolasa
presente en los homogeneizados del ce­
rebro de cobaya se ha determinado frente
a tres sustratos (66 /zM): guanina, 8-aza-
guanina y 1-metilguanina, en el margen
de pH comprendido entre 5 y 9,8 a 37 ±
0,1° C, con tampón Tris-fosfato-KCl
0,142 M. Las curvas de actividad vs. pH
(fig. 3 A) muestran un máximo pronun­
ciado a pH 8,1 para la guanina y una
zona amplia con un máximo a pH 6,1
para la 8-azaguanina y a pH 8,1 para la
1-mctilguanina.

Al determinar el efecto del pH sobre
las formas moleculares separadas de hí­
gado de cobaya se observa que el pH óp-
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Fig. 3. Actividad enzimática respecto del pH
de la GAH de hígado y cerebro de cobaya.
Sustratos: Guanina (A), 8-azaguanina (O) y
l-metilguanina (•), 66 pM. A) Fracción solu­
ble de cerebro de cobaya. B) Forma molecu­
lar I de hígado de cobaya. C) Forma molecu­

lar III de hígado de cobaya.

timo de la forma molecular I frente a
guanina como sustrato es de 7,0, mientras
que la forma molecular III (coincidente
electroforéticamente con la GAH cerebral
de cobaya) muestra un pH óptimo de 7,5
(figs. 3 B y 3 C). Ambas formas exhiben,
en cambio, un pH óptimo de actuación
idéntico de 6,5 para la 8-azaguanina y de
7,4 para la l-metilguanina; este último va­
lor difiere ligeramente del obtenido con
el enzima de cerebro.

Parámetros cinéticos de la GAH de am­
bas procedencias. En la tabla II se ex­

presan los valores de Km correspondien­
tes a la fracción soluble de cerebro y a
las formas moleculares I y III de hígado
de cobaya, así como los datos referentes
a las concentraciones de sustrato que pro­
ducen inhibición del sistema enzimático.

Se puede observar que, al igual que en
los experimentos de electroforesis, el com­
portamiento cinético del enzima de cere­
bro frente a los tres sustratos, tanto res­
pecto a sus valores de Kin como a la
inhibición por sus sustratos, es muy pa­
recido al exhibido por la forma molecu­
lar de mayor movilidad electroforética
(forma molecular III) y se aparta, sustan­
cialmente, del exhibido por la forma mo­
lecular I. Asimismo, el valor de K,n = 7
/zM (a pH 7,4), tanto para el enzima de
cerebro como para la forma molecular III
de hígado de cobaya, confirma la simili­
tud de comportamiento de ambas formas
enzimáticas.

Efecto de la temperatura sobre ambas
GAH. El efecto de la temperatura sobre
la estabilidad de la GAH de cerebro se
determina como se indica a continuación:
el homogeneizado en sacarosa 0,25 M se
dial iza frente a tampón tris-HCl 0,05 M
de pH 8,1, 24 h, y el dializado se centri­
fuga a 50.000 X g, 20 min. El sobrena­
dante se somete a calefacción en el mar­
gen de temperaturas comprendido entre
37° C y 80° C, 15 min.

Tabla II. Valores de Km de GAH de cerebro y de hígado de cobaya con varios substratos.
Temperatura: 37° C. Tampón: tris-fosfatos-KCl 0,142 M al pH óptimo de cada sustrato.
[Guanina]: 15 a 200 pM; [8-azaguanina]: 25 a 200 pM’, [l-metilguanina]:15 a 200 /zM.
[Enzima]: 5 X 10-a U/mg (cerebro); 2,7 X 10-a U/mg (forma I); 9X 10_a U/mg (forma III').

GAH de cerebro GAH de hígado

Forma molecular I Forma molecular iII
Sustrato

Km
Inhib. por
sustrato Kra

Inhib. per
sustrato Km

Inhib. por
sustrato

Guanina 6,9 55 15 40 6,3 70
8-azaguanina 130 100 600 100 310 100
1-metilguanina 200 No 540 No 210 No

Kra Y [S]sat., expresadas en ¿zM.
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La actividad del enzima se mantiene
inalterada hasta los 70° C, conservando,
además, sus características cinéticas y
electroforéticas. En cambio, al calentar a
70° C, 15 min, el preparado purificado de
hígado que contiene las cuatro formas
moleculares (14), en tampón fosfatos só­
dicos 0,05 M de pH 7,4, se observa la
desaparición de la actividad de la forma
de menor movilidad electroforética (for­
ma molecular I); el sobrenadante resul­
tante presenta, mayoritariamente, una sola
banda electroforética que corresponde a
la de la forma molecular III, exhibe un
solo valor de Km (6,0 /iM) frente a guani­
na y es inhibido por la propia guanina
(50 /zM o superior). Estos datos coinci­
den, sensiblemente, con los observados
para la forma molecular III aislada del
purificado hepático por cromatografía en
DEAE-Sephadex y con los que exhibe el
enzima de cerebro. Tanto el purificado
hepático como el enzima de cerebro ex­
perimentan una desnaturalización rápida
y completa cuando se calientan a 80° C,
15 min.

Variación de Km y Vmaj. con el pH,
para ambos sistemas enzimáticos. La re­
presentación gráfica según el método de
Dixon (3) del pK,„ y del log Vinas/Kra fren­
te al pH se muestran en las figuras 4 A
para la GAH de cerebro y 4 B para la
forma molecular hepática III. El análisis
de los resultados indica que, en ambos
sistemas, desempeñan papeles catalíticos
grupos situados en el centro activo con
valores de pK/ de 6,2, 6,95 y 7,85. La
ionización de la histidina con pK/ de 6,1
y la primera ionización de la cisteína
(—SH) (pK/ 8,33) en la formación y di­
sociación del complejo enzima-sustrato,
parecen estar fuertemente implicados, con
las limitaciones propias del método.

Inhibición por p-cloromercuri benzoato.
Tanto la GAH de cerebro de cobaya
como las formas moleculares separadas
1 y III de hígado de cobaya exhiben una 

marcada sensibilidad á la inhibición por
p-CMB. La inhibición es reversible, en
ambos casos, cuando no se establece con­
tacto previo entre el enzima y el inhibi­
dor, tal como se comprueba por diálisis
y en la representación de v vs. [E] para
concentraciones de p-CMB entre 50 y 200

Fig. 4. Variación de Vmar y Km con el pH.
Sustrato: guanina. Tampón: tris-fosfato-KCI
0,142 M; margen de pH: 5,5-8,5; Km y Vnnx
se calculan mediante la representación doble
recíproca de v vs. [S]. Para cada valor de pH
se tomaron el promedio de tres determinacio­
nes. /í) Fracción soluble de cerebro de cobaya.
B) Forma molecular III de hígado de cobaya.

Fig. 5. Inhibición competitiva de la GAH de
hígado y cerebro de cobaya, por p-CMB.

[Guanina] /zM (O): 20 a 50; [p-CMB] /M: 100
(A) y 300 (•); [Enzima] U/mg: 5 X 10_a (ce­
rebro): 2,7 X 10-a (Forma I) y 9 X 10"2 (For­
ma III). A) Fracción soluble de cerebro de co­
baya. B) Forma molecular I de hígado de coba­
ya. C) Forma molecular III de hígado de cobaya.
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/xM. Cuando se mantienen ambos en con­
tacto previo se observa ya a los 20 min
de contacto un incremento del porcentaje
de inhibición, así como que la desnatura­
lización es irreversible. En las figuras 5 A,
5 B y 5 C se muestra el tipo de inhibición
producido por el p-CMB, sin contacto
previo con el enzima. Se deduce que, para
ambos sistemas enzimáticos, el p-CMB es
un inhibidor competitivo: Kt (enzima de
cerebro) = 30 ;uM; formas moleculares I
y III de 61 /xM y 35 /xM, respectivamente.
Estos resultados contribuyen a sustentar
la hipótesis, anteriormente expuesta, de
que la cisteína pueda estar presente en el
centro activo del enzima y su intervención
en la actividad catalítica.

Discusión

La guanina aminohidrolasa soluble de
cerebro de cobaya sólo presenta una for­
ma molecular que por electroforesis po­
see igual movilidad anódica que la exhi­
bida por la forma molecular predominan­
te (forma molecular III) en el hígado de
cobaya.

Los resultados obtenidos con la guani­
na aminohidrolasa de cerebro frente al pH
(para tres sustratos distintos) y por trata­
miento térmico indican que su comporta­
miento es muy similar al de la forma mo­
lecular III de hígado y muestra una clara
diferencia con la forma molecular I. Los
parámetros cinéticos de las tres formas
moleculares de guanina aminohidrolasa
(formas moleculares I y III de hígado y
forma molecular de cerebro), frente a los
sustratos guanina, 8-azaguanina y 1-metil-
guanina, tanto por lo que se refiere a los
valores de Kra como respecto a las con­
centraciones de sustrato que producen in­
hibición, permiten apoyar la semejanza
apuntada.

Las diferencias en el pH óptimo, fren­
te a guanina, de las formas moleculares
del enzima de hígado, pueden ser signifi­
cativas en cuanto a que la actuación pre­
dominante de una de ellas, por efecto de 

un medio óptimo, permita ejercer algún
tipo de control de la actividad catalítica,
que podría estar asociado a su distinto
comportamiento cinético en lo concer­
niente a su diferente capacidad de trans­
formación del sustrato y a la distinta in­
hibición ejercida por la guanina sobre
ambas formas moleculares.

Los estudios de la variación de Kni y
de Vniax frente al pH, para ambas fuentes
enzimáticas (hígado y cerebro), propor­
cionan suficiente evidencia para sugerir
la participación de la histidina y posible­
mente de la cisteína (—SH) en la catálisis
enzimática. Edsall y Wyman (4) han in­
dicado que el pKa' de la cisteína está muy
influenciado por los grupos iónicos veci­
nales, disminuyendo sensiblemente su va­
lor si el entorno está cargado positiva­
mente. Como han sugerido Lewis y
Glantz (10), en el caso de la guanina
aminohidrolasa hepática de conejo, este
papel lo ejercería la histidina protonada
presente en el centro activo del enzima.
La inactivación de la guanina aminohi­
drolasa por p-CMB y el carácter compe­
titivo de la inhibición que produce dicho
reactivo de grupos —SH, parecen confir­
mar el papel de la cisteína en el centro
activo del enzima.

Resumen

La guanina aminohidrolasa de cerebro de
cobaya (E.C. 3.5.4.3.) (M = 120.000 ±5.000 dal-
tons) exhibe una sola banda activa por electro­
foresis, de movilidad análoga a la forma mo­
lecular III de hígado de la misma procedencia.

La actividad de ambas formas con el pH es
coincidente, así como su termoestabilidad y sus
valores de Km frente a diversos sustratos; en
ello difieren de la forma molecular I del enzi­
ma de hígado de cobaya.

La guanina aminohidrolasa de cerebro y la
forma molecular III de hígado de cobaya po­
seen valores de pKa' análogos que sugieren la
participación de la histidina y de la cisteína
(—SH) en la catálisis enzimática. La inhibición
competitiva que produce el p-cloromercuriben-
zoato puede contribuir a confirmar la interven­
ción de esta última.
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