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La bioformacié d’acid uric, que en els animals superiors té 1lloc prin-
cipalment en el fetge per 'accié enzimatica de la xantindeshidrogenasa
hepatica, constitueix un capitol del metabolisme nitrogenat la impor-
tancia intrinseca del qual ha centrat l'atencié de molts investigadors.
Sembla fora de dubte 'existéncia d’una correlacié entre la hiperuricémia
i el sindrome gotds, la qual cosa concedeix un interés clinic addicional al
coneixement dels detalls de la sintesi biologica de l'esmentada hidroxi-
purina.

Hom es pregunta si la hiperurictmia i l'acumulacié localitzada de
diposits d'urats a les articulacions —gairebé sempre observats en la gota
cronica— sén la conseqiiéncia d'una anormal sobreproduccié hepatica
d’acid uric, o han d’atribuir-se fonamentalment a un funcionament defec-
tuds dels mecanismes renals d’'eliminacié del metabolit. L'opinié més
generalitzada atribueix la hiperuricémia principalment a la primera possi-
bilitat, i, per tant, el mecanisme d’actuacié d’alguns agents terapéutics
antigota, amb molta probabilitat s’exerceix sobre la dita biosintesi. Aixi,
I'hepatocatalasa utilitzada com a agent terapcutic, segons Barcelé i Puig
Muset 2, podria interferir la fixaci¢ del «formily necessari per a la forma-
cié del nucli purinic. Altrament, nosaltres creiem haver pogut demostrar
que la colquicina, la qual des de fa tant de temps ha estat administrada
amb positius resultats clinics, a més d’altres possibles vies d’actuaci6, pot
interferir la uricogénesi precisament en els wltims estadis de la sintesi de
I'acid uric.

Fa ja alguns anys que aquests problemes han atret I'atencié del nos-
tre Departament de Bioquimica. Per aixd hem tractat d’aprofundir en
el coneixement dels mecanismes enzimatics de l'esmentada biosintesi
tirica investigant alguns aspectes de la seva normal autoregulacié hepatica,
aixi com les influencies induides per la concurréncia d’alguns productes
emprats amb éxit en el tractament de les malalties gotoses.

Ens proposem de descriure aqui, de forma resumida, els principals
resultats experimentals aconseguits pel nostre grup, aixi com les nostres
interpretacions dels fets que hem pogut observar.
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%* * *
Es ben sabut que en els animals de catabolisme nitrogenat ureotelic,
els precursors immediats de la bioproduccié d’acid tric sén la hipoxan-

tina i la xantina, purines que per l'acci6 catalitica de la xantindeshidro-
genasa del fetge experimenten la corresponent deshidrogenacié:

HIPOXANTINA Oeshidrogenac y o NTINA Deshidrogenacic ACiD URIC

Desaminacio

Hidrolisi oxidativa
INOSINA GUANINA
(nucleosid )
Desaminacio Hidrblisi
oxidativa
A DENOSINA GUANOSINA
(nucleosid ) (nucledsid )
FiG. 1. — La hipoxantina i la xantina es formen per desaminacions oxidatives, més

hidrolisi de ’adenosina i la guanosina, respectivament. Aquests nucleosids, a llur torn,
resulten de la degradacié dels acids nucleics propis de les ceHules, aixi com dels ingerits
amb els aliments nucleoproteics dels animals.

La xantindeshidrogenasa hepatica —catalitzador de la deshidrogenaci6
d’ambdues bases puriques que mena a 'acid tric— ¢s un enzim que exis-
teix en el fetge animal en quantitats substancials, bé que no actua en
forma quantitativament indiscriminada: nosaltres hem pogut comprovar
«in vitro» que experimenta una ben acusada inhibici6 de la seva activitat
quan la concentraci6 de substrat present —xantina o hipoxantina— sobre-
passa un cert limit. Treballant amb homogenats hepatics de pollastres i
de porc, o bé amb preparats de I'enzim parcialment purificats per preci-
pitacié fraccionada amb sulfat amonic —i també amb leucocits de cavall—,
i emprant xantina com a substrat, hom comprova que I'activitat de la
deshidrogenasa present —mesurada establint els yM d'tric produits per
minut i per mililitre de preparat enzimatic o d’homogenat— minva osten-
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siblement sempre que la quantitat de substrat present sobrepassa la concen-
tracié d'1 x 10* M. 2, Una observaci¢ semblant d’inhibicié pel mateix
substrat, havia estat feta préviament amb la xantinoxidasa de la llet®.

La majoria de les nostres experiéncies han estat realitzades incubant
durant temps creixents barreges d’homogenat hepatic o de preparat enzi-
matic purificat amb xantina addicionada, i en preséncia de blau de
metilé —accié deshidrogenasica— com a transportador electronic. Hem
determinat colorimetricament les quantitats d'acid uric formades mitjan-
cant el reactiu de Brown ™.

008 + INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIO DE
' XANTINA SOBRE L ACTIVITAT
XANTINDE SHIDROGENASICA D' UN
0,07 1 | & HOMOGENAT HEPATIC DE POLLASTRE
006 +
005 -
004 1
003 1
0,02+
00 ¥
=t t } {
12107 25.10-*  5.107 1.10°3 "2.1073

Concentracio de xantina (M) —»

Fic. 2

Si aquest fenomen d’inhibicié per excés de substrat permet de fer una
extrapolacié per a tractar d’interpretar alld que deu succeir en el fetge
d’'un animal enter, el nivell hepatic de xantina del qual és normalment
superior a 1 x 10— M. (segons determinacions propies, el contingut mitja
de xantina en el fetge de pollastre és de §x10~* M.; en el de porc és
d'1,5 x 107 M.; en el de rata és de 2 x 10=° M.; en el de conill d’indies, de
$,3%107° M.; i en 'huma, de 2 x 10~ M.), la produccié d’acid uric seria
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regulada —limitada— per la mateixa concentracié de substrat que actua-
ria autoinhibint parcialment l’activitat enzimatica de la xantindeshidro-
genasa. El sentit fisiologic d’aquesta hipotesi consistiria en el fet que una
acumulaci6 accidental de quantitats anormals de la base purica en el fetge,
lluny de convertir-se rapidament en uric —amb tots els perills implicits en
la mintscula solubilitat de 1’acid i en la tendéncia dels urats a cristalitzar
(gota)—, exerciria una limitacié automatica de la bioproduccié del meta-
bolit.

Els fets observats, emperd, no permeten sempre una interpretacié tan
senzilla. Malgrat que han estat publicats experiments d’injeccié repetida
de xantina intraperitoneal a rates, i que hom afirma haver aconseguit
d’augmentar el nivell de xantindeshidrogenasa del fetge* " —inducci6
enzimatica?—, no ha estat comprovada cap variacié d’activitat deshidro-
genasica en experimentar amb pollets injectats amb xantina, hipoxantina,
guanina, adenosina o guanosina '°.

TRANSFERENCIES ELECTRONIQUES DELS
SISTEMES ENZIMATICS ACOBLATS

XANTINA

XANTINDESHIDROGENASA

N?D
LACTICDESHIDROGENASA
CITOCROMS GLUTAMICDESHIDROGENASA
OXIGEN MOLECULAR PIRUVAT A= OXOGLUTARAT
Fic. 3

El fenomen d’inhibicid, per efecte del substrat, de la uricogeénesi cata-
litzada per la xantindeshidrogenesa, ha estat comprovat que també té lloc
per l'acci¢ d'un excés d’hipoxantina. La copreséncia d’ambdues purines
—hipoxantina i xantina— en una incubacié d’homogenat hepatic provoca
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mutues influéncies inhibidores de la uricogénesi. També inhibeix la trans-
formacié de la xantina la presencia d’adenina.

Aquestes interaccions seran descrites amb tot detall en un treball d’in-
vestigacié que actualment tenim en vies de publicacié °.

D’altra banda, hom ha pogut comprovar que l'eficacia uricogenica del
sistema xantindeshidrogenasic del fetge resulta notablement exaltada en
acoblar-se amb el sistema de la lacticdeshidrogenasa o de la glutamicdes-
hidrogenasa. Treballant en ambient anaerobi amb homogenats hepatics
de pollastre, hem observat que la produccié d’acid 1ric augmenta quan és
afegida a la incubaci6 lacticdeshidrogenasa i piruvat, o bé glutamicdes
hidrogenasa i g-oxoglutarat. La transferéncia electronica des de la xantina-
xantindeshidrogenasa a 'oxigen molecular —que en el teixit hepatic nor-
malment té lloc mitjangant els citocroms, i que «in vitro» s’esdevé eficag-
ment a través del blau de metile— es realitza amb superior rendiment
vers l'acid piravic per mitja del NAD i de la lacticdeshidrogenasa®*, i
en la formacié d'tric resulta incrementada.

Aquests resultats —els experiments fets han estat descrits detallada-
ment en els treballs suara esmentats— posen en relleu la importancia
i el paper fonamental que poden complir els sistemes enzimatics oxido-
reductors de la cadena respiratoria, tals com la lacticdeshidrogenasa i la
glutamicdeshidrogenasa, els quals, en acoblar-se amb la xantindeshidro-
genasa, provoquen una uricogénesi exacerbada. Una tal produccié incre-
mentada d’acid uric podria desenvolupar I'estat morbds de la gota, i si
aixo fos cert, ¢podriem pensar, potser, que hauriem de cercar l'origen
de la malaltia en un catabolisme anormalment elevat dels hidrats de car-
boni? Aquest possible lligam entre el metabolisme degradant dels sucres
i la uricogenesi no ha estat mai clarament suggerit, i creiem que valdria la
pena de plantejar assaigs experimentals i clinics que contribuissin a iHu-
minar la hipotesi.

En tercer lloc, recordem que des de fa més de cent anys és sabut que
els extractes de Colchicum autumnale —a causa de l'alcaloide aillat de la
planta, la colquicina—, sén remeis excelents per a combatre la gota i els
estats morbosos similarment atribuibles a un elevat nivell uricémic i a un
excés d’acid tric en els liquids intersticials. Aquests estats morbosos pro-
voquen la cristalitzacié d’urats en les articulacions i en altres llocs de
circulacié poc activa. Es coneguda l'accié antimitotica de la colquicina,
i la seva influéncia retardadora sobre alguns enzims. Nosaltres observarem
la potent accié inhibidora que la seva presencia exerceix «in vitro» sobre
la xantindeshidrogenasa hepatica —homogenats i preparats enzimatics
purificats—, responsable de la produccié d’acid uric.

Es tracta d’'una inhibicié competitiva, la constant K; de la qual ha
estat establerta per nosaltres —aixi com la Ku de ’enzim— amb homoge-
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ACOBLAMENT DE LA XANTINDESHIDROGENASA AMB LA
LACTICDESHIDROGENASA | LA GLUTAMICDESHIDROGENASA

L)
Activitat xantin —
Composicid dels incubats deshidrogencsica
M mols Uric/ml/min
X DH, Xantina, Piruvat, NADH 54 .107°
" v " v +LDH| 144 .1073
XDH, Xantina, Piruvat NADH, NH; 48 .1073
P " " " v +GDH 16'2 . 10-3
Fic. 4

XDH (Xantindeshidrogenasa) purificada, de fetge de porc: 3,2x10-2 U.
LDH (Lacticdeshidrogenasa) cristalitzada, de cor de porc: 4,5 U.
GDH (Glutamicdeshidrogenasa) cristaitzada, de fetge de bou: 0,8 U.
Xantina: 7,5X10-5 M,

Piruvat sodic: 1,9x10-2 M.

a-Oxoglutarat sodic: gx10-* M.

NADH: 4,5%10-%* M.

CLNH,: o,15 M.

Tamp¢ fosfat 0,05 M, de pH 7,4

Volum total dels incubats: 5,3 ml.

nats de fetge de pollastre: Ki (colquicina) =2,85 x 107 M. (Km = 38,5 x
10_5 M.) 10, Ll.

Hem comprovat que la forta accié inhibidora de la colquicina —i de la
fenilbuzatona— sobre la xantindeshidrogenasa de pollastre, també s’efec-
tua sobre les deshidrogenases hepatiques de mamifers: rata, conill d'In-
dies i porc. Establertes les corresponents constants amb un preparat
enzimatic purificat de fetge de porc, hem obtingut: Kn = 2,7x10~° M. i
K (colquicina) = 1,14 x 10— M.

Treballant amb dos fetges humans —procedents de victimes d’accidents
de trafic—, hom ha pogut establir les influéncies inhibidores de la colqui-
cina i de la fenilbutazona sobre la xantindeshidrogenasa hepatica humana.
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EFECTES INHIBIDORS DE LA COLQUICINA | LA
FENILBUTAZONA SOBRE LA XANTINDESHIDROGENASA
HUMANA

Inhibidor Concentracio M.1073 |nhi$iCi0'
Colquicina 6,25 55
# 3,12 45
& 1,25 36
o 0.62 28
Fenilbutazona 15,6 62
" 7'8 45
" 3 ‘1 1 5
] 1' 5 0
FiG. 5

Homogenat hepatic emprat: 1/5 en tamp6 fosfat 0,05 M, de pH 7,4.
Activitat xantindeshidrogenasica: 6,6x10-3 U./ml.

Els corresponents valors de les constants de Michaelis-Menten i d'in-
hibicié per colquicina, de la xantindeshidrogenasa humana sén: Km =
3,1 x 10~ M., i Kj (colquicina) = 2,5 x 10— M. ™ %,

La inhibicié colquicinica de la xantindeshidrogenasa, hem comprovat
que s'acusa extraordinariament «in vitron quan l'enzim treballa acoblat
amb els sistemes de la lacticdeshidrogenasa. Amb aquest fet a la vista,
hom pot pensar que l'alcaloide també exhibeix algun poder inhibidor
especific sobre I'esmentat sistema enzimatic aillat. I hom ha pogut demos-
trar que, en efecte, la colquicina és fortament inhibidora de la lactic-
deshidrogenasa; en canvi, no exerceix cap influéncia sobre el funcionament
normal de la glutamicdeshidrogenasa.

Per tant, I'extraordinaria inhibici6 induida per la colquicina sobre la
uricogénesi quan s'experimenta «in vitron amb els sistemes xantindeshi-
drogenasics acoblats, podria ésser adequadament explicada, considerant que
I'efecte produit és la suma de les accions exercides, simultaniament, sobre
cadascun dels dos enzims presents.

Tenint en compte els resultats experimentals conjunts que acabem de
resumir, i confiant en la confirmacié d'algunes experiéncies que tenim

89



10 J. BOZAL I FES, J. MARTIN-ESTEVE, F. CALVET I PRATS

INHIBICIO DE LA LACTICDESHIDROGENASA PER
LA COLQUICINA

: Activitats e
Incubacions %10 =2 U./ml Inhlt%}::lons
Contrql .( sens 1,70
colquicina )
+ Colquicina
5,4x107° M bl bk
+ Colquicina Pt
8,0x107°M ' %
FiG. 6

Piruvat sodic y,7x10-*+ M; LDH 2,6x10-2 U./ml.; NADH #%x10-4M;
colquicina a les concentracions indicades. Totes les solucions foren prepa-
rades amb tampé fosfat o.o5 M. de pH 7,4. Les activitats foren obtingudes
per determinacié del piruvat romanent, mitjancant el metode colorime-
tric de Friedeman i Haugen 8.

actualment en curs de realitzacié, creiem que podem atrevir-nos a formular
les segiients consideracions hipotétiques sobre la uricogenesi que té lloc
en el fetge d’'un animal normal, i sobre la disfuncié metabolica que pot
originar una sobreproduccié urica (cas de la probable causa principal de
la hiperuricemia i de la gota):

1. La bioformacié d’acid uric per la xantindeshidrogenasa hepatica
en un animal normal, és regulada —limitada— per la concentraci6é del
propi substrat enzimatic (xantina o hipoxantina). Si aquesta concentraci6
esta molt per sobre d’1 x 10~* M. —sigui normalment o per una causa exo-
gena (régim alimentari) o endogena (degradacié nucleoproteica exacerba-
da)—, 'enzim experimenta una forta inhibicié que evita momentaniament
una uricogenesi excessiva.

2. Una acumulacié prolongada de xantina o hipoxantina en el fetge
pot induir un augment del ritme de biosintesi de la xantindeshidrogenasa,
i la pujada de nivell enzimatic aixi experimentada pot ésser la causa d’'una

90



CONSIDERACIONS SOBRE LA URICOGENESI i 11

formacié anormalment exagerada d’acid turic (hiperuricémia i sindrome
gotos).

3. El fet que la lacticdeshidrogenasa i la glutamicdeshidrogenasa
provoquin una exaltacié de leficacia de la xantindeshidrogenasa en
acoblar-s’hi —la qual exaltacié és causa d’un increment de la produccié
d'iric— podria establir I’existencia d'una relaci¢ entre un morbés cata-
bolisme exacerbat dels sucres, i I'aparicié d'un estat d’hiperuricémia i de
gota.

4. La colquicina, en actuar com a potent inhibidor de la xantindes-
hidrogenasa, aixi com de la lacticdeshidrogenasa, ha de provocar una
substancial disminucié del ritme de formacié hepatica de l'acid ftric;
aquestes inhibicions de la uricogenesi observades «in vitro», podrien
explicar, si més no parcialment, els beneficiosos efectes terapeutics de
I'alcaloide en les afeccions gotoses.

5. Voldriem sotmetre al millor criteri dels fisiopatolegs i reumatolegs
les interpretacions hipotétiques que hem gosat proposar per veure si poden
contribuir a I'aclariment del fosc procés de la uricogénesi i de l'etiologia
de la gota.
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DISCUSSIO
Dr. ALEMANY
Pregunta si la hipertérmia febril actua inhibint aquestes accions enzi-
matiques.
Dr. MARTIN-ESTEVE
Diu al doctor Alemany que els treballs han estat fets a 37°C. Amb tot,

li consta que, a 43°C, la xantindeshidrogenasa no sofreix cap mena d’inac-
tivacid, cosa que, certament, no passa amb altres enzims.
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