INHIBICION DE LA XANTINO - OXIDASA (DESHIDROGENASA
XANTICA) DEL HIGADO DE POLLO POR LOS ACIDOS FOLICO
Y FOLINICO Y POR EL NITROGENO DE MOSTAZA *

Por ROBERTO LLAMAS,
del Instituto de Biologia.

La importancia del 4cido pteroil-glutimico, o sea cl idcido félico, en
diversos procesos metabolicos, ha sido puesta de manifiesto por varios gru-
pos de investigadores. Es muy factible que esta substancia intervenga, como
catalizador, en la sintesis de algunos aminoicidos como la histidina, metio-
nina y serina, y de las bases puricas y pirimidicas integrantes de las nucleo-
proteinas. En relacién con estos aspcectos metabélicos se han estudiado, por
una parte, substancias de accién y estructura semejantes al icido fdlico, y
por la otra, los efectos de éstc sobre la actividad de sistemas enzimaticos,
particularmente dc la xantino-oxidasa.

Ademis, el descubrimiento dc los antifélicos, como la aminopterina, o
sea el dcido amino-4-pteroil-glutimico, ha dado mayor importancia a cstos
estudios.

En 1948 Sauberlich y Baumann describieron la presencia de un factor
indispensable para el desarrollo del Leuconost citrovorum y que designaron
con el nombre de factor citrovorum, cxistente cn extractos de higado, en
peptona y en levaduras; el mismo efecto sobre cl desarrollo bacteriano fué
logrado, aunque en grado mucho menor, con el icido félico.

La inhibicién que la aminopterina ejerce sobre cl desarrollo del Leuco-
nost, desaparece en presencia del factor citrovorum, como ha sido demostra-
do por Broquist y col.

Shive y Col. y Brockman y Col. han obtenido, por reduccion y formi-
lacién del 4cido folico, un compuesto de actividad semejante a la del factor
citrovorum; cste compuesto, designado con los nombres de acido folinico o
de Leucovorin, tiene la misma estructura que ¢l factor citrovorum.

Bond y Col. cnumeran algunas caracteristicas semejantes cntre ambos

* En este trabajo colabord la Srita. Maria Angélica Garcia A., pasante de Bidlogo de
la Facultad de Ciencias de la U. N. A. y los datos cn él consignados servirdn para la
elaboracién de su tesis profesional. -
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compuestos, y la experimentacion ha demostrado que ¢l dcido folico se
transforma y actia como folinico (factor citrovorum) en el organismo. El
contenido de factor citrovorum del Reticulogen aumenta ¢n un 5% al tra-
tarlo con enzimas de rindn de cerdo; aumenta también cuando el higado de
buey se trata con pancrcatina. Sc¢ ha sefialado que el higado de pollo ticne
una enzima quec libera factor citrovorum. Este factor ¢s formado por cortes
de higado a partir del 4cido félico sintético, y es capaz de impedir la inhi-
bicién que sobre ¢l crecimiento bacteriano provoca la aminopterina en con-
“diciones en que el dcido folico es incfectivo.

Nichol y Welch han demostrado quec los cortes de higado de rata efec-
than csta transformacion a partir del dcido félico sintético y la conversién
es inhibida por la aminopterina.

Kalckar y Klenow han demostrado la accién inhibidora del acido folico
sobre la xantino-oxidasa de¢ la leche; la inhibicién de 0.06 micromoles de
enzima reduce su actividad a menos del 5% mediante la presencia de so-
lamente 0.05 micromoles de dcido félico; los mismos autores han descrito
una enzima que transforma ¢l dcido folico en otra substancia incapaz de
inhibir la xantino-oxidasa.

Estudios posteriores de Kalckar y Col. han demostrado que ¢l efecto
inhibidor del dcido félico sobre la xantino-oxidasa se debe a la transforma-
cion de ésta en aldehido-6-pteridil, substancia que s¢ puede obtener mediante
hidrélisis del folico con dcido sulfirico. El mismo autor y sus colaboradores
sefialaron, posteriormente, que la inhibicién es debida a la 2-amino-6-for-
mil-4-hidroxipteridina; el inhibidor es destruido por la luz ultravioleta o
mediante la 2-4-dinitrofenil-hidrazina, y s¢ cncuentra como impureza del
icido félico. La oxidacién enzimitica de la xantina es inhibida por otras
pteridinas segiin Hofstee. Dietrich y Col. sefialan el hecho interesante de
que la 6-formil-pteridina inyectada es capaz de inhibir la actividad xantino-
oxidéasica del higado de pollo en animales deficientes o normales en dcido
félico; por lo contrario, la inhibicién no se efectta in vitro, por lo cual los
autores deducen que el mecanismo bioldgico mediante el cual se ejerce la
inhibicion no es a través de la pteridina.

Shaw y Woolley, al estudiar ¢l efecto de las triazinas sobre la xantino-
oxidasa, han demostrado que la azaadenina inhibe la actividad de la xantino-
oxidasa sobre la xantina y sobre la hipoxantina. Los flavonoides y substan-
cias parecidas, inhiben a la enzima, segin Beiler y Martin, quicnes afirman,
ademis, que los compuestos més activos son los que poscen estructura de
chalcona. La xantino-oxidasa es inhibida competitivamente por los boratos,
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segn sefialan Roush y Norris, debido a la formacién de un complejo entre
¢l radical ribitil de la riboflavina y el borato; la adicién de ribosa o de
algtn otro aztcar puede impedir este efecto.

El becho de que la xantina oxidasa actiic sobre el aldehido acético y de
que esta substancia s¢ produce a partir del ctanol en el organismo cuando
sc administra Antabuse, ba llevado a Richert y Col. a estudiar la influencia
de esta substancia sobre la enzima; la xantino-oxidasa de higado de rata, in
vitro, es inhibida, mientras quc no lo es la de la leche; ¢l azul de metileno
impide la inhibicién, por lo que concluyen que el Antabuse afecta sola-
mente ¢l fenémeno de¢ auto-oxidacién y no inhibe la actividad deshidro-
genasica.

La influencia de algunas vitaminas sobre la xantino-oxidasa ha sido
estudiada: Feigelson sefiala que pequefias cantidades de 4acido 1-ascérbico
la inhiben in vitro. Dinning ha encontrado que los homogenados de higa-
do de conejo deficientes ¢n vitamina E poscen gran actividad xantino-oxi-
dasica, mientras que en ¢l higado de cone¢jos normales dicha actividad es
pricticamente nula,

La carencia de proteinas de la dicta modifica la actividad de esta
enzima; Mcikleham y Col. encuentran que sus valores descienden a cero en
¢l higado de rata, cuando las proteinas de la dieta, particularmente la ca-
seina, disminuyen al 25% de la concentracién normal. Resultados semejan-
tes han sido obtenidos por Remy y Westerfeld en la deshidrogenasa xantica
de higado, pincreas e intestino de pollo; la enzima disminuye con dietas
pobres en proteina independicntemente de la presencia o ausencia de icido
félico; por lo contrario, la normalidad en las proteinas y la deficiencia de
folico aumentan notablementc la accién enzimatica.

La mayor actividad bioldgica del 4cido folinico e¢n relacién con la del
folico, que ha sido senialada sobre todo frente a las substancias antifélicas,
nos ha llevado a estudiar, comparativamente, la actividad de la xantino-
oxidasa del higado de pollo normal, y sus modificaciones frente a los acidos
félico y folinico, bien sca sélos o en presencia de aminopterina. Dadas al-
gunas caracteristicas semejantes entre los efectos biolégicos de la aminopte-
rina y del nitrégeno de mostaza (Clorhidrato de N-metil-bis (beta clo-
roetil)-amina), se estudié también la accién de esta substancia sobre la en-
zima. Burchenal y Col. han sciialado, en efecto, que el factor citrovorum
(dcido folinico) impide la accién de la aminopterina sobre la leucomia de
[z rata y es de doce a veinticuatro veces mis activo que cl dcido félico.
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Material y métodos

Se utilizd higado de pollo obtenido inmediatamente después de sacri-
ficado el animal; la preparaciéon del homogenado y del centrifugado, asi
como la determinacion de la actividad xantino-oxidasica, se hicieron de acuer-
do con el método de Remy, Richert y Westerfeld, o sea el procedimiento
manométrico que utiliza azul de metileno como aceptor de hidrégeno auto-
oxidable. Los resultados s¢ expresan en valores KO2, obtenidos directamen-
te de los consumos de oxigeno, previas las correcciones nccesarias.

Resultados

Inhibicién de la xantino-oxidasa por 125 gamas de dcido f6lico, a los
20, 40 y 60 minutos:

Como promedio de veinte determinaciones se obtuvieron los resultados
que se consignan en la grafica 1.

GRAFICA 1

INHIBIC/ON DE LA XANTINO OXIDASA CON
125 GAMAS DEA{"I%% FOLICOALOS 20 ‘a0’

r
m -
150
1204
It 1o;
1001
90 -
~ 303
e 791 Ll

50 4 /
40 - N

30 1 -~
20 4 o

10 1 TESTI0 ——r
FOLICO —-—--

40' 60’




R. LLAMAS: INHIBICION DE LA XANTINO-OXIDASA 7/

Es decir, la actividad xantino-oxiddsica alcanzé valores de 78-84 y 134,
a los veinte, cuarenta y sesenta minutos respectivamente, mientras que la
adicion de dcido folico los hizo descender a 16-32 y 73.

En las mismas condiciones 250 gamas de 4cido foélico produjeron las
modificaciones siguientes:

Testigos: 66 - 108 - 134,
Félico: 7 - 34 - 63
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En otro experimento se estudid la acciéon de 125 gamas de acido félico
sobre la xantino-oxidasa, a los cuarenta minutos exclusivamente:
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Pucde apreciarse en la grafica 3, integrada por los resultados de trece
determinaciones, que el valor midximo de KO2 en los testigos fué de 107
y el minimo de 60; el miximo con 4cido félico fué de 40 y el minimo de
9. A pesar de estas diferencias, las cifras son utilizables y el promedio estd
representado por KO2 81 para los testigos y 20 para el félico.

Estos resultados concuerdan con los ya sefialados por otros autores en
experimentos practicados tanto in vitro como in vivo.

Inhibicidon de la xantino-oxidasa con 125 gamas de dcido folinico a los
20, 40 y 60 minutos:

Como promedio de diez determinaciones se obtuvo el siguiente re-
sultado:
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Se aprecia en la grifica 4, quc los valores son 67-108 a los 20, 40 y 60
minutos respectivamente para los testigos, y 42-85 y 95 para el dcido foli-
nico. La inhibicién producida por esta substancia es sensiblemente inferior
a la producida por el icido pteroil-glutimico; el hecho queda evidenciado
en otra serie de experimentos en la cual pudo establecerse, a los 40 minutos,
que la actividad de los testigos tuvo valor promedio de 88 y de 84 la del
acido folinico.
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Efecto de la aminopterina sobre la inhibicién producida por el 4dcido
folico: .
La aminopterina, a concentraciones equimolares a las de dcido félico,
no impide la inhibicién de éste sobre la xantino-oxidasa.

Accién del nitrégeno de mostaza sobre la xantino-oxidasa:

El nitrégeno de mostaza, a concentraciones de 300 y 500 gamas, pro
vocd inhibicion dec la enzima, como puede apreciarse ¢n la grifica 5.

GRAFICA 5
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Discusion

El icido fdlico c¢xperimenta una interesante transformaciéon en el or-
ganismo que lo conduce a dcido folinico, identificado, este tltimo, como el
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factor citrovorum; ¢l 4cido folinico se manifiesta més activo que el fdlico y
parece demostrado que por diversos mecanismos enzimaticos “se logra dicha
transformacién. En vista de lo anterior, se consider$ interesante investigar
si el 4cido folinico es miés activo que el fdlico en la inhibicién de la xantino-
oxidasa; los resultados fueron negativos, por lo que légicamente se pucde
pensar que dicha inhibicién no se efecttia via icido folinico.

La actividad antifélica de la aminopterina no s¢ manifiesta, in vitro,
en lo que se refiere a la posible proteccién sobre la xantino-oxidasa; este
hecho tal vez apoye lo senalado por Kalckar y Col. de¢ que la inhibicién ¢s
producida por sustancias que proceden de la hidrélisis del félico o que se
encucntran como impurezas.

El nitrégeno de mostaza inhibe la actividad xantino-oxidasica.
Resumen y conclusiones

1° La xantino oxidasa del higado de pollo normal ¢s inhibida, in vitro,
por el acido félico.

2¢ El 4cido folinico produce, a su vez, inhibicién, pero ¢n grado mu-
cho menor que el fdlico.

3 La aminopterina no proteje a la xantino-oxidasa de la accién in-
hibitoria del acido félico.

4* El nitrégeno de mostaza inhibe, in vitro, la actividad xantino-oxi-

dasica.
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NOTA SOBRE LA DESHIDROGENASA XANTICA EN EL TEJIDO
TIROIDEO DE CONE]JO

Se ha investigado la presencia de deshidrogenasa xdntica (xantino-
oxidasa) en el tejido tiroideo mediante el procedimiento manométrica de
Remy, Richert y Westerfeld.

’

De acuerdo con estos autores, la mencionada enzima debe considerar-
se como deshidrogenasa en vista de su comportamiento en presencia o
en ausencia de azul de¢ metileno.

Se utilizé tiroides de conejo sacrificado inmediatamente antes de prac-
ticar las determinaciones, ¢ higado de pollo, obtenido en condiciones se-
mejantes, como testigo.

Los resultados, expresados en KO2, fueron los siguientes:

Higado KO2
) 27.71
2. 28.00
3. 27552
4. 27.58
SN 247432

Tiroides
1. 00.00
2. 00.00
3. 00.00
4. 00.00
D! 00.00





