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La bioformaci6 d'acid uric, que en els animals superiors to hoc prin-
cipalment en el fetge per l'accio enzimatica de la xantindeshidrogenasa
hepatica, constitucix un capitol del metabolisme nitrogenat la impor-
tancia intrinseca del qual ha centrat Patenci6 de molts investigadors.
Sembla fora de dubte 1'existencia d'una correlaci6 entre la hiperuricemia
i el sindrome got6s, la qual cosa concedeix un interes clinic additional al
coneixement dels details de la sintesi biologica de 1'esmentada hidroxi-
purina.

Horn es pregunta si la hiperuricemia i 1'acumulaci6 localitzada de
dipbsits d'urats a les articulations -gairebe sempre observats en la gota
cronica- s6n la consequencia d'una anormal sobreproducci6 hepatica
d'acid uric, o han d'atribuir-se fonamentalment a un funcionament defec-
tu6s dcls mecanismes renals d'eliminaci6 del metabolit. L'opini6 mes
generalitzada atribueix la hiperuricemia principalment a la primera possi-
bilitat, i, per tant, el mecanisme d'actuaci6 d'alguns agents terapeutics
antigota, amb molta probabilitat s'exerceix sobre la dita biosintesi. Aixi,
l'hepatocatalasa utilitzada corn a agent terapeutic, segons Barcel6 i Puig
Muset 2, podria interferir la fixacio del aformil>> necessari per a la forma-
ci6 del nucli purinic. Altrament, nosaltres creicm haver pogut demostrar
que la colquicina, la qual des de fa tant de temps ha estat administrada
amb positius resultats clinics, a mes d'altres possibics vies d'actuaci6, pot
intcrferir la uricoge'nesi precisament en els ultims estadis de la sintesi de
1'acid uric.

Fa ja alguns ant's que aquests problemes han atret l'atenci6 del nos-
tre Departament de Bioquimica. Per aix6 here tractat d'aprofundir en
el coneixement dels mecanismes enzimatics de l'esmentada biosintesi
urica investigant alguns aspectes de la seva normal autoregulaci6 hepatica,
aixi cone les influencies induIdes per la concurrencia d'alguns productes
emprats amb exit en el tractament de les malalties gotoses.

Ens proposers de descriure aqui, de forma resumida, els principals
resultats experimentals aconseguits pel nostre grup, aixi corn les nostres
interpretations dels fets que hem pogut observar.
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is ben sabut que en cls animals de catabolisme nitrogenat ureotelic,

els precursors immediats de la bioproduccio d'acid uric son la hipoxan-

tina i la xantina, purines que per 1'acci6 catalitica de la xantindeshidro-

genasa del fetge experinienten la corresponent deshidrogenacio:

H I POXANTINA oeshidroyen , XANTINA Deshidrogenacij ACID URIC

1 Desaminacio
oxidativa

GUANINA

(nucleosid

A

Desammacio
oxidative

Hidrblisi

A DENOSINA GUANOSINA
nucleosid) (nucleosid

tLU. I. -- l.a hipoxantina i ]a xantina es formen per desaminacions oxidatives, mEs

hidrdlisi de 1'adenosina i la guanosina, respectivament. Aquests nuclebsids, a llur torn,

iesulten de la degradaci6 dels Acids nucleics propis de les ccllules, aixl com dell ingerits

amb els aliments nucleoproteics dels animals.

La xantindeshidrogenasa hepatica -catalitzador de la deshidrogenacio

d'ambdues bases puriques que mena a l'acid uric- es un enzim que exis-

teix en el fet(re animal en quantitats substancials, be que no actua en

forma quantitativarnent indiscriminada: nosaltres hem pogut comprovar

(ei-n vitro)) que experimenta una ben acusada iinhibicio de la seva activitat

quan la concentracio de substrat present -xantina o hipoxantina- sobre-

passa un cert limit. Treballant amb homogenats hepatics de pollastres i

de porc, o be amb preparats de 1'enzim parcialment purificats per preci-

pitacio fraccionada amb sulfat anionic -i tambe amb lcucocits de cavall-,

i emprant xantina com a substrat, horn comprova que l'activitat de la

deshidrogenasa present -mesurada establint els uM d'uric produits per

ntinut i per millilitre de preparat enzimatic o d'homogcnat- minva osten-

A
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siblement sempre que la quantitat de substrat present sobrepassa la concen-
traci6 d'i x io-4 M. 14,'. Una observaci6 semblant d'inhibici6 pel mateix
substrat, havia estat feta previament amb la xantinoxidasa de la llet'.

La majoria de les nostres experiencies han estat realitzades incubant
durant temps creixents barreges d'homogenat hepatic o de preparat enzi-
matic purificat amb xantina addicionada, i cu presencia de blau de
metile -acci6 deshidrogenasica- coin a transportador electronic. Hem
determinat colorimetricament les quantitate d'acid uric formades mitjan-
cant el reactiu de Brown 1.
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FIG. 2

Si aquest fenonien d'inhibici6 per exces de substrat permet de fer una
extrapolacid per a tractar d'interpretar alto que den succeir en el fetge
d'un animal enter, el nivell hepatic de xantina del qual es normalment
superior a I X Io-4 M. (segons determinacions propies, el contingut mitja
de xantina en el fetge de pollastre es de 3 x Io-1 M.; en el de pore cs
d'i,5 x Io- M.; en el de rata es de 2 x Io 3 M.; en el de conill d'fndies, de
3,3 x Ioi M.; i en 1'huma, de 2 x Io-' M.), la produccio d'acid uric seria
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regulada -limitada- per la mateixa concentracio 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

acumulacio 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 minuscula solubilitat de 1'acid i en la tendencia dels urats a cristallitzar

(gota)-, exerciria una limitacio automatica de la bioproduccio del meta-

bolit.

Els fets observats, empero, no permeten sempre una interpretacio tan

scnzilla. Malgrat que ban estat publicats experiments d'injeccio repetida

de xantina intraperitoneal a rates, i que hom afirma haver aconseguit

d'augmentar el nivell de xantindeshidrogenasa del fetge -induccio

enzimatica?-, no ha estat comprovada cap variacio d'activitat deshidro-

genasica en experimentar amb pollets injectats amb xantina, hipoxantina,

guanina, adenosina o guanosina 15

TRANSFERENCIES ELECTRONIQUES DELS

SISTEMES ENZIMATICS ACOBLATS

XANTINA

XAN TI N DES H I DROGEN A SA

1
NAD

1
LACTICDESHIDROGENASA

P

CITOCROMS GLUTAMICDESHIDROGENASA

OXIGEN MOLECULAR PIRUVAT o(- OXOGLUTARAT

Fi c. 3

El fenomen d'inhibicio, per efecte del substrat, de la uricogenesi cata-

litzada per la xantindeshidrogenesa, ha estat comprovat que tamb6 to Iloc

per l'accio d'un exces d'hipoxantina. La copresencia d'ambdues purines

-hipoxantina i xantina- en una incubacio d'homogenat hepatic provoca
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mutues influencies inhibidores de la uricogenesi. Tambe inhibeix la trans-

formacio de la xantina la presencia d'adenina.

Aquestes interaccions seran descrites amb tot detail en un treball d'in-

vestigacio que actualment tenim en vies de publicacio ".

D'altra banda, hom ha pogut comprovar que 1'eficacia uricogenica del

sistema xantindeshidrogenasic del fetge resulta notablement exaltada en

acoblar-se arnb el sistema de la lacticdeshidrogenasa o de la glutamicdes-

hidrogenasa. Treballant en ambient anacrobi amb homogenats hepatics

de pollastre, hem observat que la produccio d'acid uric augrnenta quan es

afegida a la incubacio lacticdeshidrogenasa i piruvat, o be glutamicdes-

hidrogenasa i x-oxoglutarat. La transferencia electronica des de la xantina-

xantindeshidrogenasa a 1'oxigen molecular -que en el teixit hepatic nor-

malment to floc mitjanSant els citocroms, i que ((in vitro)) s'esdeve ef cac-

ment a traves del blau de metile- es rcalitza amb superior rendiment

vers l'acid piruvic per mitja del NAD i de la lacticdeshidrogenasa i

en la fornracio d'uric 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 anrb la xantindeshidro-

genasa, provoquen una uricogenesi exacerbada. Una tal produccio incre-

mentada d'acid uric podria desenvolupar 1'estat morbos de la gota, i si
aixo fos cert, c podriern pensar, potser, que hauriem de cercar 1'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 illu-
minar la hipotesi.

En tercer lloc, recordem que des de fa mes de cent anys es sabut que
els extractes de Colchicum autumnale -a causa de 1'alcaloide aillat de la
planta, la colquicina-, son remeis excellents per a combatre la gota i els
estats morbosos similarrnent atribuibles a un elevat nivell uricemic i a un

exces d'acid uric en els liquids intersticials. Aquests estats morbosos pro-

voquen la cristallitzacio d'urats en les articulacions i en altres llocs de

circulacio poc activa. Ls coneguda 1'acci6 antimitotica de la colquicina,

i la seva influencia retardadora sobre alguns enzims. Nosaltres observarem

la potent accio inhibidora que la seva presencia exerceix ain vitro,, sobre

la xantindeshidrogenasa hepatica -homogenats i preparats enzimatics

purificats-, responsable de la produccio d'acid uric.
Es tracta d'una inhibicio competitiva, la constant Ki de la qual ha

estat establerta per nosaltres -aixi corn la K. de 1'enzim- amb homoge-

87



8 J. BOZAL I FES, J. 11ARTIA--F.STF.VF, F. CALVET I PRATS

ACOBLAMENT DE LA XANTINDESHIDROGENASA AMB LA
LACTICDESHIDROGENASA I LA GLUTAMICDESHIDROGENASA

Composicio dels incubats
Activitat xantin -
deshidrogenasica
J4 mots uric/ml/min

XDH,Xantina, Piruvat , NADH 5 , 4 10 -3

11 M + LDH 14 ,4 10-3

XDH, Xantina, Piruvat , NADH , NH4 4,8 . 10-3

+GDH 16,2.10-3

Ftc. 4

XDH (Xantindeshidrogenasa) purificada, de fetge de port: 3,2 x 1o-2 U.
LDH (Lacticdeshidrogenasa) cristallitzada, de cor de port: 4,5 U.
GDH (Glutamicdeshidrogenasa) cristal1itzada, de fetge de bou: o,8 U.
Xantina: 7,5 x to--' M.
Piruvat sddic: 1,9x 10-2 M.
a-Oxoglutarat sbdic : 3 x 10-' M.
NADH: 4,5x'u-6 M.
CLNH,: 0,15 M.
Tampo 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 to-' M. (Km = 3,5 x
to- M.)

10, 11

Hem comprovat que la forta accio inhibidora de la colquicina -i de la
fenilbuzatona- sobre la xantindeshidrogenasa de pollastre, tambe s'efec-
tua sobre les deshidrogenases hepatiques de mamifers: rata, conill d'tn-

dies i porc. Establertes les corresponents constants amb un preparat

enzimatic purificat de fetge de porc, hem obtingut: K. = 2,7 x 10-6 M. i

K1 (colquicina) = 1,14 x 1o-3 M.
Treballant amb dos fetges humans -procedents de v ictimes d'accidents

de trafic-, hom ha pogut establir les influencies inhibidores de la colqui-

cina i de la fenilbutazona sobre la xantindeshidrogenasa hepatica humana.
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EFECTES INHIBIDORS DE LA COLQUICINA I LA
FENILBUTAZONA SOBRE LA XANTINDESHIDROGENASA
HUMANA

Inhibidor Concentracio M.10-3 Inhibicio

Colquicina 6,25 55
3,12 45
1,25 36
0.62 28

Feniibutazona 15,6 62
" 7,8 45

3,1 15
1,5 0

Fic. 5

Homogenat hepatic emprat: 1,'5 en tampo fosfat 0,05 Jf, de pH 7,4•
Activitat xantindeshidrogenasica: 6,6x io-a U./ml.

Els corresponents valors de les constants de Michaelis-Menten i d'in-
hibicio per colquicina, de la xantindeshidrogenasa humana son: K. =

3,1 x to-s M., i K, (colquicina) = 2,5 x io-' NJ . 12, 13

La inhibicio colquicinica de la xantindeshidrogenasa, hem comprovat
que s'acusa extraordinariament ((in vitro)) quan 1'enzim treballa acoblat
amb els sistemes de la lacticdeshidrogenasa. Amb aquest fet a la vista,
hom pot pensar que l'alcaloide tambe exhibeix algun poder inhibidor
especiGc sobre l'esmentat sistetna enzimatic aillat. I hom ha pogut demos-
trar que, en efecte, la colquicina es fortament inhibidora de la lactic-
deshidrogenasa; en canvi, no exerceix cap influencia sobre el funcionament
normal de la glutamicdeshidrogenasa.

Per tant, 1'extraordinAria inhibicio induYda per la colquicina sobre la
uricogenesi quan s'experimenta ((in vitro)) amb els sistemes xantindeshi-
drogenasics acoblats, podria esser adequadament explicada, considerant que
I'efecte produit es la suma de les actions exercides, simultaniament, sobre
cadascun dels dos enzims presents.

Tenint en compte els resultats experimentals conjunts que acabem de
resumir, i confiant en la confirmacio d'algunes experiencies que tenim
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INHIBICIO DE LA LACTICDESHIDROGENASA PER

LA COLQUICINA

Incubations
Activitats

x 10 -2 U /ml
Inhibitions0.

Control (sens
1, 70

colquicina )

+ Colquicina

5,4 x 10 -3 M
0,61 64

+ Colquicina

8,0 x 10-3 M
0,08 96

FIG. 6

Piruvat sodic 5,7x to-a DI; LDH 2,6 x Io-z U. nil. ; NADH 7x 10-4 M ;
colquicina a les concentrations indicades. Totes les solutions foren prepa-
rades ainb tampd fosfat 0.05 M. de pH 7,1. Les activitats foren obtingudes
per determina66 dcl piruvat romancnt, tnitjant_,ant el mctodc colorinie-
tric de Pricdeman i Haugen s.

actualuient en curs de realitzacio, creiem que podem atrevir-nos a formular

les segiients consideracions hipotctiques sobre la uricogenesi que to hoc

en el fetge d'un animal normal, i sobre la disfuncio metabolica que pot

originar una sobreproduccio urica (cas de la probable causa principal de

la hiperuriccmia i do la gota):

I. La bioformacio d'acid uric per la xantindeshidrogenasa hepatica

en un animal normal, es regulada -limitada- per la concentracio del

propi substrat enziznatic (xantina o hipoxantina). Si aquesta concentracio

esta molt per sobre d'i x io-, M. -sigui normalment o per una causa exo-

gena (rcgim alimentari) o endogena (degradacio nucleoproteica exacerba-

da)-, 1'enzim experimenta una forta inhibicio que ev ita momentaniament

una uricogenesi excessiva.

2. Una acumulacib prolongada de xantina o hipoxantina en el fetge

pot induir un augment del ritme de biosfntesi de la xantindeshidrogenasa,

i la pujada de nivell enzimatic aixi experimentada pot esser la causa d'una
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formacio anormalment exagerada d'acid uric (hiperuricemia i sindrome

gotos).
3. El fet que la lacticdeshidrogenasa i la glutamicdeshidrogenasa

provoquin una exaltacio de 1'eficacia de la xantindeshidrogenasa en

acoblar-s'hi -la goal exaltacio es causa d'nn increment de la produccio

d't ric- podria establir l'existencia d'una relacio entre un morbos cata-

bolisme exacerbat dels sucres, i l'aparicio d'un estat ('hiperuricemia 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 disntinucio del ritme de formacio hepatica de l'acid uric;

aquestes inhibicions de la uricogenesi observades ((in vitro)), podrien

explicar, si mes no parcialment, els beneficiosos efectes terapeutics de

l'alcaloide en les afeccions gotoses.

5. Voldriem sotmetre al miller criteri dell fisiopatolegs i reumatolegs
les interpretacions hipotetiques que help gosat proposar per veure si poden

contribuir a l'aclariment del fosc proccs de la uricogenesi i de l'etiologia

de la gota.
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DISC USSI6

Dr. ALEMANY

Pregunta si la hipertermia 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 430C, la xantindeshidrogenasa no sofreix cap mena d'inac-

tivacio, cosa que, certament, no passa amb altres enzims.
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