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A method to purify bovine liver xanthine oxidase in described, with which samples
of 256-fold specific activity with respect to the initial homogenate are obtained.

Bovine liver xanthine oxidase and chicken liver xanthine dehydrogenase with
oxygen as electrón acceptor exhibit similar profile in pKx and log V versus pH plots.
With NAD+ as electrón acceptor a different profile in the pKw xanthine plot is obtained
for chicken liver xanthine dehydrogenase. However three inflection points at the same
pH valúes appear in all plots.

Both enzymes are irreversibly inhibited by pCMB and reversibly by N-ethyl-
maleimide and by iodoacetamide, with competitive and uncompetitive type inhibitions
respectively. These results suggest that NAD+ alters the enzymatic action since its
binding to the enzyme antecedes the binding of xanthine to the xanthine oxidase
molecule, without undergoing itself any modification.

0.15 M DTT of DTE treatment of bovine liver xanthine oxidase gives to the
enzyme a permanent activity with NAD+ without modifying its activity with oxygen.
The enzyme thus treated produces parallel straight lines in Lineweaver-Burk plots.

Los enzimas que catalizan la oxidación
de la hipoxantina a xantina, y la de ésta
a ácido úrico se denominan oxidasas si
utilizan el oxígeno como aceptor electró­
nico preferente [xantina: oxígeno-oxido-
rreductasa (E.C. 1.2.3.2)], y deshidroge-
nasas cuando el principal aceptor electró­
nico es el NAD+ [xantina: NAE^-oxido- 

rreductasa (E.C. 1.2.1.37)]; las primeras
se localizan principalmente en los tejidos
de los mamíferos y las segundas en los de
las aves (12).

Se ha postulado que la molécula de las
xantinoxidasas y de las xantindeshidroge-
nasas es de naturaleza dimérica (2, 17,
18), habiéndose propuesto que ambos en­
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zimas ajustan su actuación a un mecanis-
no de tipo ping-pong, aspecto que toda­
vía se halla en discusión (3) También
que la xantinoxidasa de hígado de rata se
comporta como deshidrogenase (forma D)
(8) y que ésta se transforma en la for­
ma O, que es capaz de emplear el oxíge­
no como aceptor electrónico, al tratar la
primera con reactivos característicos de
los grupos —SH. por incubación con pro-
teasas, o por el almacenamiento; el fenó­
meno se invierte mediante tratamiento
con ditioeritritol, siempre que la trans­
formación no se haya provocado por ac­
ción proteolítica o por tratamiento con
N-etilmaleimida (8, 16).

Waud et al. (17, 18) han puesto de ma­
nifiesto la existencia de 28 grupos SH en
la xantindeshidrogenasa nativa de hígado
de rata al igual que en la forma O obte­
nida mediante calefacción; cuando esta
última se produce por proteolisis única­
mente contiene 8 grupos SH. Los autores
proponen que los grupos SH son, en al­
gunos casos, vecinales y que la calefac­
ción a 37° C produce únicamente la
distorsión de la molécula. Se ha sugerido
que la xantinoxidasa de hígado humano
experimenta también dichas transforma­
ciones (7, 8), si bien no existe evidencia
experimental de dicho fenómeno.

En el presente trabajo, se compara el
comportamiento de la xantinoxidasa de
hígado de buey, que no exhibe actividad
con el NAD+, con el de xantindeshidro­
genasa de hígado de pollo, cuya relación
de actividades con oxígeno y con NAD+
es de 0,02 (4). Para ello, se han determi­
nado los grupos ionizables del enzima de
ambas procedencias por el método de
Dixon (9, 10) y su comportamiento frente
a diversos reactivos de los grupos SH. Se
establecen, también, las condiciones en
que es posible inducir actividad con
NAD+ en la xantinoxidasa de hígado de
buey por la acción de reactivos reducto­
res de puentes disulfuro, y la posibilidad
de incrementar en la xantindeshidroge­
nasa de hígado de pollo la relación de 

actividades oxígeno/NAD+ por la acción
de diversas proteasas.

Material y métodos

Los reactivos empleados han sido:
hipoxantina, xantina y iodoacetamida
(Merck); NAD+ y NADH (Boehringer);
ditiotreitol y ditioeritritol (Sigma); p-clo-
romercuribenzoato (Fluka); 5,5'-ditiobis-
(2-ácido nitrobenzoico) (Calbiochem);
N-etilmaleimida (Aldrich-Europe); tripsi­
na y a-quimotripsina (Worthington); sub-
tilisina (Carlsberg).

La xantindeshidrogenasa de hígado de
pollo se ha obtenido por el método des­
crito por Gubert y Bozal (11) con una
actividad específica del preparado de
18 U/mg de proteína, que equivale a
144 U/g de purificado.

Purificación de la xantinoxidasa de hí­
gado de buey. El tejido hepático obte­
nido en el matadero local, del que se han
separado adherencias grasas y tejido co­
nectivo, se lava con disolución de saca­
rosa 0,25 M y se tritura en un homo-
geneizador de Potter-Elvejhem con la
misma disolución en la proporción 1/8
(p/v). El homogeneizado se centrifuga a
15.000 X g, 60 min a 4o C. Al sobrena­
dante se le adiciona tampón de fosfato
sódico 0,5 M, pH 7,4 (1 mi de tampón/
9 mi de sobrenadante) y se somete a ca­
lefacción, 56° C 30 min. La suspensión se
enfría a 4o C y se centrifuga a 3.000 X g,
15 min. Al sobrenadante se le añaden
43 g de (NHJoSO.j sólido por cada
100 mi de disolución, la suspensión se
agita durante 50 minutos y se conserva
en reposo 8 horas a 4o C; por último, se
centrifuga a 5.000 X g, 30 min a 4o C.
El residuo obtenido se disuelve en tam­
pón de fosfato sódico 50 mM, pH 7,4, en
la proporción 1/5 (p/v) y se le añaden
14 g de (NH4)2SO.t por cada 100 mi de
disolución, se centrifuga en las condicio­
nes habituales y se descarta el residuo
inactivo. Se añaden al sobrenadante 35 g
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• Unidad de xantinoxidasa = 1 Amol de ácido úrico
transformado/min a 30 + 0,1° C, pH 7.4 en tampón de
Fosfato sódico 50 mM y con xantina 50 aM.

Tabla I. Purificación de la xantinoxidasa.

Etapa de
purificación

Acti­
vidad*
total
(U)

Pr teína
total
(mg)
Actl-

Activi­
dad es­
pecífica
(U/mgP)

Homogeneizado
Sobrenadante

3.120 37.590 0,083

15.000 xg 2.950 17.998 0,164
Sulfato amónico
Mezcla eluidos

2.162 649 3,33

DEAE-celulosa
Mezcla eluidos

486 37,8 12,87

Sephadex G-200 296 13,9 21,28

de (NHJoSO.t por cada 100 mi, recogién­
dose por centrifugación (5.000 X g, 30
minutos) un precipitado que contiene la
actividad xantinoxidásica. El precipitado
se disuelve en la mínima cantidad de tam­
pón de fosfato sódico 1 mM, pH 7,4 y se
dializa frente al mismo tampón durante
12 horas a 4o C. El dial izado se somete a
cromatografía en columna (2,5 X 50 cm)
de DEAE-celulosa (Whatman DE-23), se
efectúa una primera elución por lavado
con disolución de fosfato sódico a 1 mM,
pH 7,4, hasta ausencia de proteína en los
en los eluidos. A continuación se aplica
un gradiente de concentración de fosfato
sódico, formado por 400 g de disolución
1 mM en dicha sal y 400 g de disolución
0,1 M en fosfato sódico, ambas de pH 7,4.
Las fracciones activas se reúnen y se
concentran por diálisis frente a sacarosa
1:1 (p/v) hasta que la viscosidad de la
fracción activa sea 1.75 veces superior a 

la del agua (aproximadamente 6 horas).
A continuación, la fracción concentrada
se fracciona en una columna (3 X 70 cm)
de Sephadex G-200, la elución se efectúa
con disolución de fosfato sódico 50 mM
de pH 7,4, se reúnen las fracciones acti­
vas; se añaden 43 g de (NHJoSO.JlOO mi
y se separa el precipitado por centrifuga­
ción, en las condiciones habituales, cuya
actividad es 256 veces superior a la del
homogeneizado de partida (tabla I). Su
actividad específica es de 21,28 U/mg de
proteína, equivalente a 178 U/g de puri­
ficado. Su actividad enzimática con el
oxígeno como aceptor electrónico se de­
termina por lectura de los incrementos
de absorbancia a 295 nm debidos al áci­
do úrico producido. La actividad con
NAD+ como aceptor electrónico, traba­
jando en condiciones aerobias se midió
por lectura a 340 nm de los incrementos
de absorbancia debidos a la aparición de
NADH. La actividad total exhibida por
el enzima, al utilizar simultáneamente al
oxígeno y al NAD+ como aceptores elec­
trónicos, se determinó midiendo a 295 nm
el incremento de absorbancia al que se
sustrajo el incremento de absorbancia a
295 nm producido por la transformación
de NAD+ a NADH (fórmula I); la apa­
rición de NADH se midió por lectura de
los incrementos de absorbancia a 340 nm.

Las medidas de la absorbancia y de
las velocidades iniciales de reacción se
efectuaron en un espectrofotómetro Pye
Unicam 1700, provisto de un registrador
AR-25 (Philips), con cubetas de 1 cm
de paso de luz termostatizadas a 30 ±0, 

ADO295 MB —
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 295 nm — 295 nm6 e

NADH NAD+340 — 340NADH NAD+
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(Fórmula I)



54 E. CANELA Y J. BOZAL

1 ° C. En Jas determinaciones de activi­
dad total de las absorbancias simultáneas
a 295 nm y 340 nm se determinaron con
auxilio de los accesorios Unicam SP-1803
(selector de longitudes de onda) y Uni­
cam SP-1805 (controlador de programa).

En todos los casos, salvo indicación
contraria, la reacción se inició por adi­
ción de la disolución enzimática.

Al establecer las variaciones de pKM
y log VniSx con el pH, se utilizó tampón
de tris-fosfato 12,5 mM y fuerza iónica
constante, 50 mM, proporcionada por
adición de la cantidad necesaria de KCI.

Resultados

Ejecto del pH sobre la actividad de la
xantosidasa de hígado de buey. La acti­
vidad oxidásica de la xantoxidasa de
buey, con xantina e hipoxantina como
sustratos, es máxima a pH 8,4 (fig. 1).

Las representaciones de pKM frente al
pH en la oxidación de la xantina y de la
hipoxantina en condiciones aerobias (fi­
gura 2) muestran un punto de inflexión
común en el entorno de pH 6,0. Apare­
cen otros dos puntos de inflexión en la
curva correspondiente a pKM de la xan­
tina cuyos valores de pH son inferiores

07; —
°o" 6 ' 8' ' ...... ib pH

Fig. 1. pH óptimo de la xantinoxidasa de hí­
gado de buey.

Mezcla de incubación 0,2 U/ml de xantinoxi­
dasa; tampón tris-fosfato 50 mM. (©) [xanti­
na] /zM-1 = 50; (A) [hipoxantina] /zM-1 = 40.

Fig. 2. Variación del pKn y del log V con el pH; sistema xantinoxidasa O3.
(a) y (b) pK«; (c) y (d) log V. La cubeta de reacción contiene: 0,1 U/ml de xantinoxidasa.
(a) y (c): [hipoxantina] /zM-1 = 40, 30, 25 y 5. (b) y (d): [xanthina] /zM-1 = 100, 80, 60, 25,

10 y 5. Tampón tris-fosfatos 50 mM.
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a los correspondientes a la hipoxantina,
así como un punto de inflexión que no
encuentra correspondencia en la curva de
pKM (hipoxantina).

Al representar log V frente al pH (fi­
guras 2c y 2d) las curvas correspondien­
tes a la xantina e hipoxantina muestran
tres puntos de inflexión que coinciden
con los que aparecen en las representa­
ciones de pKM para ambos sustratos; sin
embargo, la curva de pKM correspondien­
te a la xantina (fig. 2b) muestra un punto
de inflexión por encima de pH 9 sin co-

Fig. 3. Variación del pKu y del log V con el
pH; sistema xantindeshidrogenasa-NAD+

(a) pKst (NAD+)J (b) log V; (c) pKjt (xantina). La
cubeta de reacción contiene: 0,16 U/ml de
xantindeshidrogenasa. [NAD+] juM-1 = 500,
400, 200, 100, 50, 25, 10 y 5. [Xantina] pM~l =
100, 80, 60, 50, 25, 10 y 5. Tampón tris-fosfa­

tos 50 mM.

rrespondencia en la curva de log V (fi­
gura 2d). Asimismo, en las representacio­
nes de log V frente al pH, para cada uno
de los sustratos, aparece un máximo
(a pH 8,4 para la xantina y a pH 9.0
para la hipoxantina), pero sólo el de la
xantina coincide con el valor de pH al
que el enzima exhibe la máxima activi­
dad determinada frente a una sola con­
centración de sustrato (fig. 1).

Ejecto del pH sobre la actividad de la
xantindeshidrogenasa de hígado de pollo.
El perfil de las representaciones de pKM
frente al pH, para la oxidación de la
xantina, en presencia de NAD+ (condi­
ciones aerobias), con respecto a la xanti­
na (fig. 3a) y con respecto al NAD+ (fi­
gura 3c) son diferentes. Sin embargo, los
puntos de inflexión aparecen a los mis­
mos valores de pH y coinciden con los

Fig. 4. Variación del pKst y del log V con el
pH; sistema xantindesh¡drogenasa-O:.

(a) log V; (b) pK.it. La cubeta de reacción con­
tiene: 0,32 LJ/ml de xantindeshidrogenasa. [Xan­
tina] /xM-1 = 100, 80, 60, 50, 25, 10 y 5. Tam­

pón tris-fosfatos 50 mM.
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Fig. 5. Inhibición irreversible de la xantin­
oxidasa por pCMB.

La cubeta de reacción contiene: [xantina]
/iM-1 = 100; de abajo a arriba: [pCMB]
/zM-1 = 5, 3 y 0. Tampón fosfatos 50 mM de

pH 8,0.

que muestra la curva que corresponde a
la representación de log V frente al pH
(fig. 3b); en esta representación aparece
un máximo a pH 8,4 que es el que co­
rresponde al que se alcanza la velocidad
máxima.

Los perfiles de las curvas de pKM y
log V frente al pH obtenidos con la xan-
tindeshidrogenasa de hígado de pollo y
con oxígeno como aceptor electrónico,
muestran puntos de inflexión idénticos
(figs. 4a y 4b); se observa, también, un
máximo de velocidad a pH 8,4 (fig. 4b).
tal como ocurría al emplear el NAD+ (fi­
gura 3 b).

Al comparar las curvas de pKM de la
xantina con el NAD+ como aceptor elec­
trónico (fig. 3c), o con el oxígeno (fig. 4a),
se observan puntos de inflexión análogos,
aunque la diferencia en los perfiles de
ambas curvas sugiere que la afinidad de
la xantina por el enzima varía cuando
cambia el aceptor electrónico.

Acción de los reactivos de grupos —SH
sobre la xantinoxidasa de hígado de buey.
El pCMB*  (10 ZxM) inhibe un 86%
a la xantinoxidasa de hígado de buey
(0,1 U/ml) con xantina (0,2 mM) como
sustrato a pH 8,0 (fosfato sódico 50 mM).

♦ PCMB: p-cloromercuribenzoato.

La magnitud de las inhibiciones es inde­
pendiente del tiempo de contacto entre
el enzima y el reactivo (hasta 220 min).
La inhibición que aparece como irrever­
sible (fig. 5) se anula, sin embargo, por
diálisis de las muestras frente al mismo
tampón (20 horas a 4o C). El 2-mercap-
toetanol (10 mM) no afecta a la activi­
dad del enzima y la adición previa de
este reactivo (1 mM) anula la inhibición
que produce el pCMB. La xantinoxidasa
de hígado de buey (0,2 U/ml) preincuba­
da (30 min) con pCMB (10 /xM) recupera
toda su actividad por adición del 2-mer-
captoetanol (1 mM).

La "N-etilmaleimida y la iodoacetamida
son inhibidores reversibles de la xantino­
xidasa de hígado de buey (figs. 6a y 6b).
La primera produce una inhibición de
tipo competitivo respecto a la xantina
(fig. 7a) mientras que la que produce la

Fig. 6. Inhibición reversible de la xantinoxi­
dasa por N-etilmaleimida y por iodoacetamida.
La cubeta de reacción contiene [xantina] /xM-1
= 100; de abajo a arriba: (a) [N-etilmaleimi­
da] /zM-1 — 20, 10 y 0; (b) [iodoacetamida]
/zM-1 = 1000, 100 y 0. Tampón fosfato sódico

50 mM de pH 8,0.
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I0’4/ [XANTÍNA] ,(M)’’

Fig. 7. Inhibición de la xantinoxidasa por la
N-etilmaleimida.

La cubeta de reacción contiene: 0,2 U/ml de
xantinoxidasa; lampón de fosfato sódico 50 mM
de pH 8,0; (a) de abajo a arriba [N-etilmalei­
mida] /xM-1 = 0, 10 y 25; (b) representación

secundaria de la figura 7 (a).

iodoacctamida es acompetitiva (fig. 7c).
Las representaciones secundarias de am­
bas inhibiciones son hiperbólicas (figu­
ras 7b y 8b). El intervalo de contacto
(hasta 120 min) entre el enzima y el inhi­
bidor no afecta a la magnitud de la inhi­
bición.

El DTNB * (hasta 0,3 mM) aun man­
tenido en contacto previo con el enzima
(1 hora) no afecta a su actividad.

Acción de los reactivos de los grupos
—SH sobre la xantindeshidrogenasa de
hígado de pollo. La actividad de la xan­
tindeshidrogenasa (0,16 y 0,32 U/ml) fren­
te al oxígeno o al NAD+ (1 mM) en con­
diciones aerobias, se inhibe totalmente
por el pCMB (0,1 mM); el fenómeno no
depende del intervalo de contacto (hasta
220 min) entre el enzima y el inhibidor.
La inhibición por el pCMB (hasta 10 /zM) 

* DTNB: 5,5'-ditiobis-(2-ácido nitroben-
zoico).

es irreversible, independientemente de
que el NAD+ (1 mM) o el oxígeno sea el
aceptor electrónico, y se nula por diálisis
de Jas muestras, de la composición men­
cionada, frente a tampón de fosfato sódi­
co 50 mM de pH 8,0 (20 horas a 4o C).
Por otra parte, la presencia del 2-mercap-
toetanol (1 mM) anula la inhibición ejer­
cida por el pCMB, aun en presencia del
NAD+.

Por su parte, tanto la N-etilmaleimida
como la iodoacetamida son inhibidores
reversibles de la actividad de la xantin­
deshidrogenasa de hígado de pollo cuan­
do el oxígeno es el aceptor electrónico y
el carácter de las inhibiciones es el mis­
mo que el que ejercen sobre la xantino­
xidasa de hígado de buey, esto es, com­
petitivo y acompetitivo con respecto a la
xantina para la N-etilmaleimida y la iodo­
acetamida, respectivamente. Sin embargo,
ni la N-etilmalcimida ni la iodoacetamida
inhiben a la xantinoxidasa cuando el
NAD+ es el aceptor electrónico, en con­
diciones aerobias.

W**/[XANTÍNA]

Fig. 8. Inhibición de la xantinoxidasa por
iodoacetamida.

La cubeta de reacción contiene: 0.2 U/ml de
xantinoxidasa; tampón de fosfato sódico 50 mM
pH 8,0; (a) de abajo a arriba: [iodoacetamida]
juM-1 = 0, 100 y 1000; (b) representación se­

cundaria de la figura 8 (a).
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El DTNB (0,1 mM) no afecta a la ac­
tividad del enzima cuando ésta utiliza el
oxígeno o el NAD+ como aceptares elec­
trónicos.

Inducción de actividad con NAD+ en
la xantinoxidasa de hígado de buey. La
xantinoxidasa de hígado de buey carece
de la capacidad para utilizar al NAD+
como aceptor electrónico. Ha sido posi­
ble inducir dicha capacidad al someter
a la xantinoxidasa (8 U/ml) a la acción
del ditiotreitol, o de su isómero el ditio-
eritritol (0,15 M) en un medio tamponado
con fosfato sódico 50 mM de pH 8,0,
durante diversos intervalos de tiempo
(hasta 150 min). El enzima así tratado
se muestra capaz de utilizar el NAD+
como aceptor electrónico (actividad ti­
po D), sin que desaparezca su capacidad
de emplear al oxígeno como aceptor elec­
trónico (actividad tipo O) (tabla II).

Tabla II. Efecto del tiempo de contacto en­
tre la xantinoxidasa y el ditiotreitol.

En la célula de reacción se vertieron 0,75 mi
de la mezcla en incubación (8 U/ml de xantin­
oxidasa incubada a 30° C con ditiotreitol 0,15 M
en fosfato sódico 50 mM de pH 8,0) y se com­
pletó el volumen hasta 3 mi mediante la adi­
ción de los sustratos en fosfato sódico 50 mM,
pH 8,0. La actividad tipo O y la actividad to­
tal representan los /mióles de ácido úrico for-
mados/min con xantina 0,1 mM y xantina 0,1
mM más NAD+ 1 mM, respectivamente. La
actividad tipo D representa los /emoles de
NADH formados/min con xantina 0,1 mM y

NAD+ 1 mM.
Tiempo de contacto

(min) Tipo O
Actividad

Total Tipo D
D/O

0 1,8 1,2 0,8 0,44
15 1,7 1,4 1.0 0,59
30 1,7 1.7 1,2 0,71
45 1,5 1.8 1,35 0,90
60 1,4 1,8 1.5 1,07
75 1,35 1.9 1,6 1,18
90 1,25 1,85 1,65 1,24

105 1,25 2,0 1,8 1,44
120 1.0 2,0 1.9 1.9
150 1.0 2,0 1,9 1,9

Fig. 9. Cinética de la actividad inducida por
el ditiotreitol sobre la xantinoxidasa.

(a) Representación de Lineweaver-Burk co­
rrespondiente al NAD+, del sistema xantina-
NAD+-xantinoxidasa. (b) Representación de
Vestling-Florini secundaria de la figura 9 (a).
La disolución de xantinoxidasa contiene 0,8 U
por mi y es 0,15 M en DTT, en tampón fos­
fato 50 mM, de pH 8,0. Se mantiene el con­
tacto entre el enzima y el ditiotreitol 30 min
a 30° C; 0,75 mi de la disolución se vierten
en la cubeta de reacción, que contiene los sus­

tratos, completando 3 mi.

El efecto inductor del ditiotreitol sobre
la actividad tipo D es máximo cuando la
concentración del reactivo está compren­
dida entre 0,15 y 0,175 M a 30° C de
temperatura. Al incubar xantinoxidasa
de hígado de buey (8 U/ml) con ditiotrei­
tol (0,15 m) a distintas temperaturas, el
máximo de actividad tipo D aparece a
55° C (tabla II).

Por otra parte, el 2-mercaptoetanol
(20 mM), a pH 8,0 en un medio de tam­
pón de fosfato sódico 50 mM, no induce
actividad de tipo D incubado con el en­
zima (8 U/ml) a 30° C durante diversos
intervalos de tiempo (hasta 60 min) (ta­
bla II).

La relación de actividades deshidroge-
nasa/oxidasa (D/O), después de la acción
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Fig. 10. Cinética de la actividad inducida por
el ditiotreitol sobre la xantinoxidasa.

(a) Representación de Lineweaver-Burk co­
rrespondiente a la xantina, del sistema xanti-
na-NAD+-xantinoxidasa; (b) representación de
Vestling-Florini secundaria de la figura 10 (a).
Condiciones de trabajo igual que las de la

figura 9.

del ditiotreitol, en las condiciones citadas,
se mantiene constante aunque el enzima
se dialice (48 horas) frente al mismo lam­
pón en que se han efectuado las incuba­
ciones. En efecto, de una relación deshi-
drogenasa/oxidasa (D/O) de 0,53 (enzima
sin dializar), se llega a otra de 0,50 (enzi­
ma dializado).

Por otra parte, se han obtenido los va­
lores de los parámetros cinéticos reales
Km y V (figs. 9 y 10) para el enzima al
que se le ha inducido actividad de tipo D.
Como puede observarse, tanto para la
representación de Lineweaver-Burk co­
rrespondiente a la xantina, como en la
que se refiere al NAD+, se obtienen rec­
tas paralelas (figs. 9a y 10a). Asimismo,
se pretendió disminuir el valor de la re­
lación deshidrogenasa/oxidasa en la xan-
tindeshidrogenasa de hígado de pollo, tal
como se había efectuado con la xantin-
deshidrogenasa de hígado de rata (1, 5,

6, 7, 8, 16, 17, 18). El tratamiento de la
xantindeshidrogenasa de hígado de pollo
con proteasas (tripsina, a-quimotripsina y
subtilisina) no provoca ningún incremen­
to en su capacidad para emplear el oxí­
geno como aceptor electrónico o descenso
de la actividad con NAD+.

Discusión

De la observación de las curvas de
pK.M y log V frente al pH que correspon­
den a la actuación de la xantinoxidasa de
hígado de buey, en condiciones areobias,
sobre la xantina e hipoxantina como sus­
tratos, con el oxígeno como aceptor elec­
trónico y de la xantindeshidrogenasa de
hígado de pollo sobre la xantina como
sustrato, ya sea con oxígeno o con NAD+,
en condiciones aerobias, como aceptores
electrónicos, se puede deducir la existen­
cia de tres grupos ionizables análogos en
las moléculas de ambos enzimas. El que
aparezcan en las representaciones de pKM
y de log V, frente al pH, sugiere que
deben hallarse implicados en la forma­
ción del complejo enzima-sustrato y en la
etapa limitante de la velocidad de reac­
ción.

El distinto perfil de las curvas de
pKM (Mntina) y log V obtenidos con la xan­
tindeshidrogenasa de hígado de pollo en
presencia de NAD+, con respecto a las
mismas representaciones en ausencia de
éste, sugieren que la presencia del acep­
tor provoca una variación en la afinidad
de la xantindeshidrogenasa de hígado de
pollo por el sustrato reducido, lo que in­
dicaría que el enzima y el coenzima ex­
perimentan algún tipo de interacción con
anterioridad a la fijación del sustrato pu-
rínico y su correspondiente oxidación.

Por otra parte, al considerar la inhibi­
ción de la xantinoxidasa de hígado de
buey y la xantindeshidrogenasa de híga­
do de pollo por los reactivos de los grupos
SH, pCMB. DTNB, N-etilmaleimida y
iodoacetamida, se observa que los dos
últimos sólo inhiben a la xantindeshidro- 
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genasa de hígado de pollo en ausencia
de NAD+

La inhibición irreversible por pCMB
puede anularse por diálisis prolongada
de la mezcla enzima-inhibidor, o por tra­
tamiento con 2-mercaptoetanol, todo ello
sugiere una estabilidad limitada del co­
rrespondiente complejo enzima-pCMB.

Por otra parte, el hecho de que el
DTNB no ejerza ningún tipo de acción
sobre la actividad de la xantinoxidasa de
hígado de buey ni sobre la de la xantin-
deshidrogenasa de hígado de pollo indica
que el reactivo no bloquea ningún grupo
—SH esencial para la actividad catalítica,
quizá debido al gran tamaño de la mo­
lécula del reactivo.

La inhibición de tipo competitivo con
respecto a la xantina que la N-etilmalei-
mida ejerce sobre la xantinoxidasa de hí­
gado de buey y sobre la xantindeshidro-
genasa de hígado de pollo, indica que el
inhibidor se fija en el mismo centro acti­
vo al que se une la xantina. Al ser la
inhibición de tipo hiperbólico es necesa­
rio suponer que el complejo enzima-N-
etilmaleimida es capaz de catalizar la
oxidación de la xantina a ácido úrico;
esta hipótesis se puede explicar si se acep­
ta que la molécula de sustrato y la de
inhibidor se unen cada una a uno cual­
quiera de los centros activos de las dos
hemimoléculas idénticas, que se ha pos­
tulado que poseen los enzimas considera­
dos (2, 17, 18). En estas condiciones la 

unión de la molécula del inhibidor no
impedirá la actividad catalítica del centro
activo que queda libre, si bien la veloci­
dad global de catálisis disminuirá de for­
ma hiperbólica.

El carácter acompetitivo de la inhibi­
ción, con respecto a la xantina, que ejer­
ce la iodoacetamida sobre la xantinoxi­
dasa de hígado de buey y sobre la xantin-
deshidrogenasa de hígado de pollo, cuan­
do el oxígeno es el aceptor electrónico,
se puede interpretar a través de su unión
con otro centro, posiblemente al que se
une habitualmente el NAD+, pero se pre­
cisa que en la combinación entre la xan­
tina y el enzima y la de éste con el inhi­
bidor exista una etapa cinéticamente irre­
versible; puede considerarse como tal la
liberación del ácido úrico. Por otra parte,
el carácter hiperbólico de la inhibición
puede explicarse de forma análoga a la
que se indica para la N-etilmaleimida.

La xantindeshidrogenasa de hígado de
pollo no es inhibida por la N-etilmaleimi-
da y. por la iodoacetamida en presencia
de NAD+ (en aerobiosis). Por otra parte,
las curvas de pKM (xantina) del enzima en
presencia o ausencia de NAD+ son dife­
rentes. Sugieren los hechos que el NAD+
debe interaccionar con el enzima con an­
terioridad a que lo haga la xantina y
como el mecanismo al que adaptan su
comportamiento las xantindeshidrogena-
sas es de tipo ping-pong, la secuencia de
reacción debe ser:

xantina ác. úrico
I t

E-xantina F-ác. úrico

NAD+ NADH

F NAD+ E-NADH

El comportamiento del sistema en pre­
sencia de NAD+ deberá cumplir las con­
diciones de mecanismo ping-pong, pero
a su vez el NAD+ deberá interaccionar
con el enzima con anterioridad a que lo
haga la xantina. Explicaría estos resulta­
dos la hipótesis de que el NAD+ se une 

a la forma E del enzima además de unir­
se a la forma F como aceptor electrónico.
Al actuar como modulador de la activi­
dad (unión a la forma E) se liberaría
iníransformado en alguna de las etapas
del mecanismo de reacción. Dicha hipó­
tesis concordaría con los resultados obte­



PURIFICACIÓN DE XANTINOXIDASA 61

nidos por otros autores (3, 13, 14, 15) que
observan curvaturas en las representacio­
nes de Lineweaver-Burk, correspondien­
tes a la xantina, al trabajar con xantin-
deshidrogenasa de hígado de pollo, por lo
que sugieren que dicho mecanismo no sea
de tipo ping-pong puro.

La inducción de actividad con NAD+
en la xantinoxidasa de hígado de buey,
mediante el tratamiento con reductores
tales como el ditiotreitol y el ditioeritritol,
sugiere que la adquisición de dicha capa­
cidad viene dada por una reducción en la
molécula enzimática provocada por dicho
reactivo. Ello daría lugar a la aparición
de un nuevo centro activo capaz de enla­
zar al NAD+, o bien modificaría uno ya
existente de tal forma que fuese útil para
transportar el flujo electrónico, esto es,
efectuar la reducción del NAD+ a
NADH. La hipótesis puede estar de
acuerdo con la aparición de ciertos gru­
pos SH provocada por reducción de gru­
pos —S—S— en la molécula de algunas
deshidrogenasas, lo que ha sido postula­
do por algunos autores para la xantindes-
hidrogenasa de hígado de rata (17, 18).

El hecho de que el enzima tratado con
ditiotreitol muestre rectas paralelas en
las representaciones de Lineweaver-Burk,
constituye un indicio de análogo com­
portamiento con los enzimas que en su
estado nativo son capaces de utilizar al
NAD+ como aceptor electrónico, lo que
sugiere que también en este caso el me­
canismo sea de tipo ping-pong (13, 15).
Si bien con ciertas anomalías, como se ha
indicado para la xantindeshidrogenasa de
hígado de pollo en el presente trabajo. Se
puede concluir, a partir de la compara­
ción de las distintas propiedades estudia­
das en la xantinoxidasa de hígado de
buey y en la xantindeshidrogenasa de hí­
gado de pollo, que ambos enzimas exhi­
ben análogo comportamiento cuando el
aceptor electrónico que utilizan es el oxí­
geno; sin embargo, la presencia del NAD+
altera el comportamiento de la xantin­
deshidrogenasa de hígado de pollo frente 

a la xantina (cambio del perfil de la cur­
va de pKM (xantma) frente al pH y anula la
inhibición ejercida por la N-etilmaleimida
y por la iodoacetamida).

Por otra parte, se puede formular la
hipótesis de que ambos enzimas son muy
análogos, diferenciándose fundamental­
mente en algunos grupos disulfuro, que
pueden encontrarse como tales en la xan­
tinoxidasa de hígado de buey o bien en
su forma reducida de —SH en la xantin­
deshidrogenasa de hígado de pollo, hecho
que concordaría con la aparición de acti­
vidad con el NAD+ al tratarla con ditio­
treitol o ditioeritritol.

Resumen
Se describe un método de purificación de

xantinoxidasa de hígado de buey que permite
obtener preparados cuya actividad específica
es 256 veces superior a la del homogeneizado
inicial.

La xantinoxidasa de hígado de buey y la
xantindeshidrogenasa de hígado de pollo, con
el oxigeno aceptor electrónico, exhiben cur­
vas de pKn y log V, frente al pH, de perfil
similar. El perfil de la curva de pKst (xantina)
de la xantindeshidrogenasa de hígado de pollo
es distinto cuando el NAD+ es el aceptor elec­
trónico (condiciones aerobias). Sin embargo,
en todas las curvas aparecen tres puntos de in­
flexión para los mismos valores de pH.

Los dos enzimas son inhibidos irreversible­
mente por el pCMB y de forma reversible por
la N-etilmaleimida y por la iodoacetamida,
siendo el carácter de dichas inhibiciones com­
petitivo y acompetitivo, respectivamente. Estos
hechos sugieren que el NAD+ modifica la ac­
tuación del enzima al unirse a él antes de que
lo haga la xantina, sin que el NAD+ sufra
transformación alguna en este lugar de unión.

La xantinoxidasa de hígado de buey trata­
da con ditiotreitol (o bien con ditioeritritol)
0,15 M adquiere actividad permanente con el
NAD+, sin que por ello desaparezca su acti­
vidad con el oxigeno. El enzima así tratado
exhibe cinética de rectas paralelas.
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