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SCHARDINGER, em 1902, mostrou que o leite fresco descorava o azul
de metileno, em presenca de um aldeido. TROMMSDORFF verificou que
esta reacdo se processa pela existéncia no leite, de um catalisador de
natureza enzimatica que passou, desde entao, a ser conhecido com O
nome de “enzima de Schardinger”. BacH, mais tarde, mostrou que esta
enzima também podia ser revelada em tecidos animails. HOPKINS e
MORGAN verificaram que a substancia que induzia a reducao do azul de
metilenoc no leite, era uma purina (hipoxantina ou xantina). Esta
purina funciona ai como um aceptor de oxigénio e o azul de metileno,
como aceptor de hidrogénio. Tais autores demonstraram, subsequen-
temente, que a enzima de SCHARDINGER era idéntica a xantina oxidase
(X.0.), por éles descoberta no leite, ambas oxidando a xantina a acido
arico, em presenca de oxigénio (aerobiose) ou, sem oxigénio (anaero-
biose) em presenca de um aceptor de hidrogeénio.

A identidade definitiva entre a enzima de SCHARDINGER € a X.O.
dos tecidos foi estabelecida pelos estudos detalhados de DixoN e THURLOW
(3). A oxidacao da xantina e hipoxantina, tanto pelo oxigénio mole-
cular como pela deshidrogenacao em anaerobiose, € propriedade da
mesma enzima. A oxidase é muito especifica para o doador de hidrogeé-
nio (xantina, hipoxantina e aldeido) mas nao o € para os aceptores de
hidrogénio (Dixon). Além do azul de metileno, varias substancias po-
dem funcionar como aceptores de hidrogénio e entre elas o trifeniltetra-
zol, que tem sido utilizado em nossos estudos.

A xantina oxidase tem sido determinada principalmente pela tec-
nica de descoramento do azul de metileno, em anaerobiose, nos tubos de
Thunberg. A distribuicao desta enzima como deshidrogenase fol estu-
dada por MorcaN, em 1926, em tecidos de diversos animais (cao, gato,
carneiro, cobra, ccelho, pombo, porco, galinha). Quasi todos os dados
referidos por MorGAN, foram qualitativos (10) . Figado, intestino e baco
sa0 o0s Orgaos que contém maior concentracao de enzima. Em alguns
animais, porém, o figado é isento de atividade X.O. (cao, porco, pombo
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e cavalo) . Outros autores apresentaram dados referentes a atividade
deshidrogenase da enzima dos orgaos de diversas espécies de animais
(ABDERHALDEN, OPPENEIMER, MORGAN, STEWART e HOPKINS), porém,
nenhum déles procurou a enzima no sangue. Mais recentemente, BLAUCH
e col., estudando o acido urico do sangue de rato, observaram que éste
quando incubado com xantina ou hipoxantina, apresentava sensivel au-
mento no acido urico, dosado colorimeétricamente. Estes autores tam-
bém mostraram que a xantina oxidase do sangue de rato é idéntica a
enzima do leite, pois as duas tem igual comportamento em face dos
mesmos ativadores ou inibidores (2).

WESTERFELD, RICHERT e HILFINGER, num trabalho sdbre a xantina
oxidase durante a carcinogénese pelo p-dimetilaminoazobenzeno, dosa-
ram espectrofotometricamente o acido urico resultante da oxidacao da
xantina, depois de incubar o sangue com esta purina, e encontraram
valores de 50-60 microgramas de xantina oxidada por um mililitro de
sangue (24).

A distribuicao de varios constituintes celulares tem sido estudada
intensamente no figado e outros orgaos, pelo método da centrifugacao
fracionada, introduzido por BENSLEY e aperfeicoado por CrLAUDE. No
que diz respeito a localizacao de enzimas no figado, SCHNEIDER ¢ HOGE-
BOoOM mostraram que as mitocondrias encerram a maior parte das en-
zimas oxidativas do ciclo dos acidos tricarboxilicos (17). A uricase se
localiza principalmente na fracao mitocondrial (15), ao passo que a
adenosina deaminase e nucleosideo fosforilase acham-se situadas na por-
cao das proteinas soluveis (18). Investigando a distribuicao da xantina
oxidase em homogenatos de figado de rato, pela centrifugacao fracio-
nada, verificamos que esta enzima se encontra na fracao das proteinas
soluveis (23) .

O sangue de rato foi também objeto de nossas investigacoes, no que
diz respeito a distribuicao da deshidrogenase nas fracoes das proteinas
do soro. Em experiéncias preliminares por meio da precipitacio com
sulfato de amonio, foi possivel verificar que tdda xantina deshidrogensse
estava confinada as globulinas, sendo a albumina desprovida de ativi-
dade X.D. Em estudo mais detalhado, usando a eletroforese em papel,
conseguimos demonstrar que a enzima migrava com as globulinas do
soro (9). Uma vez que a separacao eletroforética, bem como a reve-
lacao no papel, ainda nao foram aplicadas para o estudo desta enzima
(7), achamos de interésse descrever detalhadamente a técnica empre-
gada para tal fim, o que sera feito mais adiante.

METODOS E RESULTADOS

A distribuicao da xantina oxidase e da xantina deshidrogenase, em
figado de rato, foi estudada pelo método da centrifugacio fracionada dos
componentes celulares (4).

Ratos albinos Wistar, machos, foram usados néste estudo. Os ani-
mais foram decapitados, os figados imediatamente retirados e logo em
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segulda colocados numa solucdo 0,25 M de sucrose, bem gelada. A
polpa de figado foi, entdo, pesada e depois homogenizada em um
liquidificador, juntamente com 9 volumes da mesma solucao de sucrose,
bem gelada. Do homogenato (H) foi separada uma aliquota para a
determinacao das atividades X.0. e X.D. e dosagem de nitrogénio
total e o restante foi centrifugado por 10 minutos a 600 x g. ApOs éste
tempo de centrifugacdo os nuicleos (N) sedimentaram-se e foram sepa-
rados, por decantacao, do liquido sobrenadante (S;) . Os nucleos, depois
de lavados duas vézes com solucdo de sucrose, foram colocados em
o ml de uma solucao tampao de pirofosfato de sédio, pH 8, 6, para a
determinacao das atividades X. 0. e X.D. e dosagem do nitrogénio
total. As solucoes de lavagem dos nucleos (N) foram juntadas ao so-
brenadante (S,) e centrifugadas por 10 minutos a 8 500 x g separan-
do-se assim, por sedimentacio, as particulas mitocondriais (Mt) e so-
brenadante (S.). Depois de aplicado a fracao Mt o mesmo tratamento
descrito acima para os nucleos (N), as mitocdndrias foram separadas.
O sobrenadante (S.) e as solucoes de lavagem das Mt foram entio cen-
trifugados a 20 000 x g, por 60 minutos. Depois déste tempo de centri-
fugacao separaram-se, por sedimentacao, as particulas submicroscopicas
(microsomas) (Mc) e uma ultima fracao sobrenadante (S,) (proteinas
soluveis). Para as dosagens, os microsomas foram colocados em o ml
de tampac pirofosfato. Todas as fracoes separadas foram examinadas
microscopicamente, depois de coradas pelo Feulgen e “Janus green”.
As dosagens da atividade X.0. e X.D. e do nitrogénio total foram
feitas no homogenato (H) e nas fracoes: nucleos (N), mitocondrias
(Mt), microsomas (Mc) e sobrenadante (S.) .

Para a dosagem da atividade da xantina oxidase, foi usado o meé-
todo manomeétrico que mede o consumo de OXIgeénio em um respiro-
metro de Warburg. A técnica empregada foi semelhante 4 descrita, por
VILLELA e MITIDIERI (21) (22), na qual 1ol usado como tampao uma so-
lucao de pirofosfato de sédio pH 8,6 e como substrato 0,2 ml de uma so-
lucao 0,05 M de xantina dissolvida em NaOH 0,00 M. Os resultados para
a atlvidade da X.O. foram expressos em milimetros cibicos de oxigénio
consumidos grama de péso séco 60 minutos.

Na determinacao da atividade deshidrogenase foi usado o método
de VILLELA (20), empregando tubos de Thunberg tendo como substrato
0,1 ml da mesma solucdo de xantina usada na determinacao da oxidase
€. como aceptor de hidrogénio, 0,3 ml de uma solucao a 0,1‘¢ de cloreto
de triteniltretrazol (TTC) . Depois da incubacao a 37°C, por 30 minutos,
a formazana produzida foi extraida com éter de petroleo ¢ a cor lida
em um colorimetro Unicam, em 480 mu .

O nitrogénio total do homogenato e de cada fracao foi determinado
de acordo com o método descrito por LANNI e col. (6). Uma aliquota
da fracao a dosar, (contendo entre 5 e 80 Y), apos digestao com H.SO,
e H.O., foi tratada no mesmo tubo com reagente de Nessler e a cor
formada lida imediatamente num colorimetro em 490 miu .
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Na Tabela I estao os resultados das determinacoes das atividades
oxldase e deshidrogenase e da dosagem do nitrogénio nas diversas fra-
coes separadas por centrifugacio.

TABELA 1

D:stribuicao intracelular da xantina oxidase em figado de rato

XANTINA XANTINA
x 3 Mitrogania
FRACOES OXIDASE DESHIDROGENAS d ’ g*H
tatal
Atividade * ’ sfividade™* .

Homozenato (1D | 1 077 100} voOTh ne 3 205
Nieleos (N) ( () ( () N0
Mitocaondry .s (MY L ( (: 0 SO0
Microsomus (Mey, (1 ¥ () () 33
Sobronadante (2 o Hd .17 1325 1045 160

* mm® 0./g de peso seco/60 minutos.
** ug de formazana produzida /g de pé€so séco/30 minutos.
*** ng de nitrogénio / 100mg de figado.

Na Figura I estao relacionados os diverses valores do nitrogénio
das fracoes e as atividades X.0O. e X.D. Pode-se notar claramente.
tanto na tabela como na figura I, que somente a fracio que contém as
proteinas soluveis, sobrenadante (S;), apresenta atividade quer de des-
hidrogenase quer de oxidase. Os valores obtidos para o conteudo em
nitrogenio das fracoes estdo de acordo com os resultados apresentados
por outros autores (17), indicando que as fracoes siao perfeitamente
homogeénecas.

A distribuicao da X.D. no soro de rato foi, preliminarmente, veri-
ficada nas fracoes globulina e albumina separadas por precipitacao com
sulfato de amonio. A precipitacao foi feita adicionando-sz a uma de-
terminada quantidade de soro, igual volume de uma solucao saturada
de sulfato de amonio (cujo pH foi previamente ajustado a 7.4, com
NH,OH) de modo que a concentracao final de (NH,).SO, ficou sendo
o0« . Nessas condigoes precipitam as globulinas, ficando em solucio
a albumina. A fragao globulina foi entao separada por centrifugacio,
dissolvida em agua distilada e dializada, num saco de celofane, durante
24 horas, contra agua distilada, a baixa temperatura. A fracdo albu-
mina, depois de separada, foi dializada do mesmo modo que a fracio
globulina. A determinacao da atividade de X.D. foi feita nas duas
fracoes usando-se a tecnica ja descrita anteriormente. Somente a fra-
¢cao globulina apresentou atividade X.D. Apds ésces resultados preli-
minares foi realizado um estudo mais detalhado em que se fez o fra-
cionamento do soro por meio de eletroforese em papel.
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Fig. 1: Distribuicao intracelular do nitrogenio, xantina oxidase e xantina deshidrogenase, em
figado de rato. Os numeros representam percentagem. (H — homogenato; N = nucleo:
Mt = Mitocondrias; Mc — Microsomas e S, — Sobrenadante) .

As separacoes eletroforéticas foram realizadas num aparelho des-
crito anteriormente (12), com algumas modificacoes (13). Em tddas as
experiencias usou-se tampao de fosfato pH 7,4, uma vez que foi veri-
ficado que a X.D. tinha sua atividade parclalmente inibida quando
se empregava tampao de barbital pH 8,6, mais comumente usado em
eletrotorese em papel. Numa tira de papel Whatman n© 3 (10 em x
o7 cm) foram pipetados 0,01 ml de séro de rato para revelacao das
fracoes proteicas e 0,2 ml (em 10 pontos adjacentes com 0,02 ml cada
um) para a determinacao da atividade enziméatica ou das fracoes lipo-
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p}"otéicas. A revelacao das proteinas foi feita usando o método da elui-
cao (9) empregando-se carbonato de sodio (2‘¢) em alcool metilico a
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Para a determinacao das fracoes lipoprotéicas do séro empregou-se
0 métedo descrito por SWAHN (19) que revela as fracoes corando-as com
“Sudan black” e depois de eluicao com uma solucao de acido acético em
alcool, a cor é lida em um colorimetro em 590 mu.
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A determinacgéo da atividade X.D. nas fracoes separadas por eletro-
forese foi feita cortando-se as tiras de papel em segmentos paralelos de
1,0 ecm. Estes pedacos de papel foram entdo colocados em tubos de
Thunberg contendo 5 ml de solucio tampao de fosfato pH 7.4. No
ramo lateral dos tubos de Thunberg foi colocado o substrato (0,1 ml
de solucao de xantina) e o aceptor de hidrogénio (trifeniltetrazol 0,1¢; ).
Depois de feito o vacuo, os tubos foram colocados num banho-maria, a
37°C. Apds 10 minutos de incubacio, o substrato e o aceptor de hidro-
genio foram misturados com o contetido do tubo. A incubacao total
fol de 18 horas e, depois déste tempo, a formazana produzida foi ex-
traida e a cor lida, como descrito acima. Tubos contendo papel sem
protelna foram incubados para servir de “blank”.

Os resultados mostram que a atividade X.D. parece localizar-se nas
Iracoes u,, € y globulinas. Estas fracoes sio as mesmsa em que se apre-
sentam as lipoproteinas, reveladas pelo “Sudan black”, como ilustra a
figura 2.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A xantina oxidase esta ausente na fracdo mitocondrial (Mt), bem
como nos nucleos (N) e microsomas (Mc). Somente na fracao que
contém as proteinas soluveis é que foi encontrada atividade de oxidase
e deshidrogenase, confirmando os resultados obtidos por outros auto-
res (8) (16). A mistura das quatro fracoes: N + Mt + Mc + S, deu
uma recuperacao para a atividade enzimatica de 102‘: . A atividade
da xantina oxidase da fracao S, foi sOmente de 64.15‘. da atividade
do homogenato inicial, enquanto que a atividade deshidrogenase da
enzima fol de 104,3¢ daquela do homogenato. Esta menor percentagem
obtida para a atividade oxidase na fracdo das proteinas soluveis (S.),
em comparacao com a atividade deshidrogenase, pode ser explicada de-
vido a maior estabilidade desta ultima, como foi mostrado por RICHERT
e col. (14) em seus estudos sobre inibicio da enzima.

A xantina deshidrogenase do leite se acha unida a um componente
lipidico do qual pode ser separada pela adicao de diversos solventes
organicos (11). A possibilidade de que esta enzima no soro de rato
também se encontre ligada as lipoproteinas, foi por nos verificada pela
eletrotorese em papel e revelacio das lipoproteinas pelo “Sudan black’.
conforme a técnica de Swahn. A figura 2 mostra as curvas obtidas pela
eletrotorese e a migracdo da enzima com as fracoes de globulinas e de
lipoproteinas. Este resultado parece indicar que o rompimento das li-
gacoes lipoproteicas liberta a enzima ativa, que se encontra parcial-
mente bloqueada. Isto explica, talvez, a ativacdo da xantina oxidase
pelo tetracloreto de carbono, “in vitro” e “in vivo”, e por outros sol-
ventes organicos, conforme foi demonstrado em outros trabalhos déste
laboratorio (21) (22) (1).
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SUMMARY

The localization of the xanthine oxidase (X.0O.) and xanthine
dehydrogenase (X.D.) activities in rat liver have been studied using
the separation of cytoplasmic particles into fractions by differential
centrifugation. The results clearly demonstrate that practically all
the enzymic activity is present in the supernatant fluid corresponding
to the cell sap containing the soluble proteins of the cell. No activity
could be detected for the nuclear, mitocondrial and microsomal fractions.
The enzymatic activity of the mixture of the four fractions was 102 par
cent of that of the original homogenate.

The distribution of the xanthine dehydrogenase in the protein
fractions of the rat serum was accomplished in preliminary experiments
by means of 50 ammonium sulphate precipitation and subsequent
dialysis against water. All enzymatic activity was confined to the
globulin fractions of the serum. Paper electrophoresis was performed
and the protein and lipoprotein fractions determined. A method for
the localization of the X.D. activity in the protein fractions separated
by paper electrophoresis was developed. The results obtained suggest
that xanthine dehydrogenase is localized in the globulin fractions

possessing mobilities of «;, § and v globulins and are probably bound
to the lipoproteins.
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