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Resumo 

O objetivo do presente trabalho foi o de comparar os parâmetros cinéticos da xantina 
desidrogenase (XD) do soro de ratos normais e de ratos protadores de sarcoma induzido por 
20-metilcolantreno. Foi verificado que a XD decresce no soro dos animais portadores. A 
afinidade da XD para com a xantina foi semelhante no soro normal e no soro de animais com 
sarcoma. A inativação a 7O C é, aparentemente, de primeira ordem em relação à concentração 
de enzima. A atividade XD foi linear durante 60 minutos de incubação e a enzima do soro de 
animais com sarcoma foi mais sensível à ação de diferentes inibidores. Concluiu-se não haver 
diferença significante na estrutura de ambas as XD e que o decréscimo da atividade XD no soro 
de portadores de câncer indica uma baixa na concentração de enzima no soro sangüíneo. 
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Introduçâo 

Xantina desidrogenase (XD) (E.C. 1.2.1.37) é uma 
enzima do catabolismo das purinas e responsável 
pela conversão da hipoxantina em xantina e da xanti-
na em ácido úrico. A XD pode ser convertida in vitro 
em xantina oxidase (XO), por vários tratamentos 
como proteólise, aquecimento e tratamento com rea-
gentes modificadores de sulfidril [1, 2]. Foi demons-
trado que essa conversão também ocorre in vivo. 
Interferons [3] e etanol [4] elevam a XO de coração de 
ratos devido à conversão de XD em XO. O sistema 
xantina-xantina oxidase é gerador de radical superó-
xido 02,  que pode reagir de inúmeras formas, condu-
zindo a intermediários tóxicos para as células. 

A XO do fígado está ausente no hepatoma de 
Novikoff transplantado [5] e aparece diminuída no 
hepatoma induzido por corantes azo [6]. Decréscimos 
semelhantes foram verificados na XO do fígado sob 
efeitos de p-dimetilaminoazo benzeno e em vários 
hepatomas examinados [7]. Por outro lado, a diminui-
ção na atividade da enzima do fígado produzida por 
baixa alimentação de proteína ou por ingestão de azo 
corantes não é acompanhada por decréscimo na  

excreção de ácido úrico e alantoína [8]. Comparando-
se a atividade da XO de fígado normal com a XO de 
hepatomas comprovou-se que a afinidade da enzima 
para a xantina foi semelhante no fígado normal e nos 
hepatomas examinados [9]. Verificou-se ainda o efei-
to inibidor do acetato de cobre sobre a atividade da XD 
na carcinogênese hepática por D-L-etionina [10, 11]. 

O fígado não tem sido, no entanto, o único órgão 
cujas atividades XD e XO têm sido determinadas em 
neoplasias experimentais. Na pele, por exemplo, veri-
ficou-se um aumento da XO, após 48-96 horas de 
aplicação de 1 2-o-tetradecanoilforbol-13-acetato 
(TPA) e esse aumento foi devido a uma estimulação, 
TPA-dependente, da síntese de XD e da conversão 
de XD em XO [12]. Verificou-se também a indução da 
formação de tumores no intestino de ratos após apli-
cações semanais de 1-2-dimetilidrazina (DMH), 
durante 20 semanas, mostrou uma diminuição da ati-
vidade XD, exatamente na porção onde ocorre maior 
incidência tumoral [3, 14] 

Os efeitos de neoplasias diversas sobre as enzi-
mas XD e XO de soro sangüíneo de ratos têm sido, no 
entanto, pouco estudados. Um decréscimo na ativi-
dade de XD do soro sangüíneo foi por nós observado 
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em diferentes tipos de câncer, sem ocorrência de 
variação do nível de proteína plasmática, sugerindo 
que esta diminuição da atividade enzimática no soro 
deve ser devida a fatores não correlacionados à defi-
ciência protéica ocasionada pela inanição animal [151. 

Esses estudos mostraram que as atividades XD e 
XO são variáveis em diferentes tipos de neoplasias, 
mas não se conhece a ocorrência de qualquer relação 
entre essa variação e qualquer mudança na estrutura 
da enzima. Neste trabalho, nós descrevemos um es-
tudo cinética em câncer experimental (sarcoma) das 
enzimas com atividades XD e XO, mostrando que as 
variações enzimáticas que ocorrem no sangue são 
conseqüentes de alterações na concentração da en-
zima no soro. 

Material e Métodos 

Animais: Ratos R, machos, da colônia do Instituto 
Nacional de Câncer, pesando 180-200 g e mantidos 
em gaiolas, em ambiente com temperatura constante 
(25°C), foram usados nestas experiências. Os ratos 
foram mantidos em dieta própria para animais de labo-
ratório, por um ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de 
escuro. Comida e água foram administradas ad libi-
tum. Os animais foram sempre sangrados entre as 14 
e 15 horas. O sangue foi retirado dos animais anes-
tesiados com éter, por punção cardíaca. O soro san-
güíneo foi separado e usado imediatamente na dosa-
gem da atividade enzimática [16, 17]. 

Reagentes: Os produtos químicos utilizados neste 
trabalho foram: xantina, nitro blue tetrazol (NBT), io-
donitro tetrazol (INT), fenazina metossulfato (PMS), 
NADH, reagente de Folin-fenol e soro albumina bovi-
na, todos originários de Sigma Chemical Co., St. 
Louis, Mo. Gelatina e EDTA foram obtidos de E. Mer-
ck AG Darmstadt. Todos os reagentes usados foram 
de grau analítico. 

Indução tumoral: Um sarcoma originalmente indu-
zido por 20-metilcolantreno foi mantido seqüencial-
mente em ratos R, machos, pela implantação dorsal 
de fragmentos de 300 mg de tecido tumoral, conforme 
descrito anteriormente [15]. O tumor apresentou-se 
durante nossas experiências, entre a 52.a  e a 57a 
geração de transplante. A média de tempo de sobre-
vida dos ratos portadores de tumores foi de 41,08 ± 
4,27 dias (média ± D.P., n = 12). Os animais portado-
res de sarcoma foram sangrados para a determinação 
da atividade XD 30 dias após o transplante da massa 
tumoral. 

Determinação da atividade XD: A atividade XD foi 
avaliada espectrofotometricamente usando NBT  

como receptor de elétrons e xantina como substrato, 
segundo Fried [18]. Um volume de 0,1 ml de soro 
sangüíneo foi diluído com uma solução-tampão de 
pirofosfato 0,015 M de pH 8,6. A mistura final para 
incubação continha a seguinte composição: NBT 1 
mg; xantina 0,3 mmol; EDTA 0,1 mmol; 0,2 ml de gela-
tina 0,1%; PMS 0,01% e tampão pirofosfato 0,015 M 
até completar 3,5 ml. Os reagentes foram misturados 
em temperatura ambiente e colocados em banho-
maria a 37°C. O PMS foi adicionado cinco minutos 
após o começo da incubação e a reação foi iniciada 
pela adição da solução de enzima (0,1 ml de soro 
sangüíneo). A mistura foi mantida a 37°C, por cinco 
minutos, e a reação interrompida pela adição de 0,5 
ml de HCl 0,35 M. A cor foi lida em 540 nm, em espec-
trofotômetro Perkin-Elmer Coleman 55. 

Expressão dos resultados: A atividade XD foi cal-
culada utilizando uma curva padrão estabelecida pela 
redução do NBT não enzimaticamente com NADH, de 
acordo com Nachias et ai. [19]. A atividade foi expres-
sa em mmol de NADH x h 1x mg proteína 1. Os resul-
tados foram analisados estatisticamente pelo tes-
te-t. 

Purificação da XD: A enzima do soro sangüíneo foi 
purificada usando-se a precipitação fracionada pelo 
sulfato de amônio, conforme método previamente 
usado [20, 211 e com mesmo tratamento para purifi-
cação da enzima encontrada na fração solúvel do fí-
gado, aquela que contém praticamente 100% da ativi-
dade XD [22]. Todas as etapas de purificação foram 
conduzidas entre O e 4°C. A enzima foi, primeiramen-
te, precipitada em 30-329/6  de saturação de sulfato de 
amônio e, posteriormente, em 54% de saturação, por 
adição, gota a gota, de uma solução saturada de 
(NH4)2SO4. Após diálise, por 22 horas, a solução de 
enzima foi tratada com n-butanol (1:1) centrifugada a 
1.000 x g por 15 minutos e o sobrenadante usado 
como enzima purificada. 

Eletro forese em gel de poliacrilamida: Foi realiza-
da em colunas de 75 x 5 mm, numa câmara vertical 
SAE-2734 (Shandon apparatus-London) de acordo 
com o processo descrito por Affonso et ai. [23], com 
modificações do método elaborado por Narayan et ai. 
[24]. A eletroforese foi conduzida em gel 7,5% a 25°C, 
com corrente de 2,5 mA por tubo. Para revelação e 
localização da atividade XD, o gel foi imerso em uma 
solução contendo 5 ml de tampão pirofosfato 0,015 M 
e pH 8,6, 0,1 ml de solução de hipoxantina 0,05 M e 
0,4 ml de uma solução de iodonitro tetrazol (INT) 
0,5%. Após duas horas de incubação a 37°C, no es-
curo, o gel foi transferido para uma solução de ácido 
acético, aparecendo a atividade enzimática no gel, na 
forma de uma banda vermelho-violeta. 
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Determinação da proteína: A dosagem da proteína 
no soro foi realizada com o emprego do método des-
crito por Lowry et ai. [25] que usa o reagente de Folin-
fenol. Foi usada a albumina de soro bovino como refe-
rência. 

Resultados 

Os parâmetros cinéticos da XD foram determina-
dos no soro sangUíneo de ratos normais e compa-
rados com os da enzima do soro de animais portado-
res de sarcoma. Em soro de ratos com sarcoma foi 
encontrado um decréscimo marcante na atividade XD. 
Os resultados obtidos mostraram uma atividade XD 
de (60,0 ± 9,8) x 10 mmol NADH x h x mg proteína-
' para 11 ratos normais e de (34,6 ± 6,2) x 10 mmol 
NADH x h x mg proteína-1  para 12 animais portadores 
de câncer. Essa diferença é estatisticamente signifi-
cante (p < 0,001). 

Efeito da concentração de xantina: O efeito da 
concentração de substrato sobre a atividade XD em 
soro de ratos normais e de ratos com sarcoma é visto 
na Figura 1 e mostra que em ambas as enzimas a 
atividade XD foi saturada numa concentração aproxi-
mada de 1,0 mmol de xantina, quando parece iniciar-
se leve efeito inibidor pelo substrato. A afinidade da 
XD para com a xantina foi semelhante tanto para a 
enzima de soro de ratos normais como para a de soro 
de portadores. O Km foi determiando segundo Une-
weaver-Burk [26], encontrando-se valores de Km = 1 
a 2,5 mM. 

Figura 1. Comparação do efeito da concentração de 
xantina sobre a atividade de xantina desidrogenase (XD) 
no soro normal ( ) e soro de portadores de 
sarcoma ( -). As determinações foram 
conduzidas como descrito em Materiais e Métodos, vari-
ando somente a concentração de substrato. Experiências 
foram realizadas em triplicata. 

Efeito do pH: Tanto a enzima do soro de ratos 
normais como a XD de soro de ratos cancerosos apre- 

sentaram um pH ótimo em torno de 8,6 (Figura 2). O 
efeito do pH foi testado em condições idênticas em 
ambas XD, usando tampão pirofosfato entre pH 6,0 e 
10,0. 
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Figura 2. Comparação do efeito pH sobre a atividade de 
XD do soro de animais portadores de sarcoma (linha 
tracejada) e de soro de animais normais (linha cheia). As 
dosagens foram conduzidas como descrito em Materiais e 
Métodos, variando o pH da mistura reagente. Tampão pi-
rofosfato foi usado do pH 6,0 ao 10,0, sendo indicado na 
figura o pH final da mistura reagente. 

Comparação da atividade XD com o tempo de incu-
bação e com a quantidade de enzima adicionada: A 
atividade nos dois sistemas apresentou-se de forma 
linear, durante 60 minutos de incubação a 37°C (Fi-
gura 3), sendo que a enzima do soro de ratos porta-
dores foi menos ativa numa mesma concentração de 
proteína e em diferentes tempos de incubação, até 60 
minutos. A linearidade está também relacionada com 
a quantidade de proteína adicionada, nas concentra-
ções de 5 a 20 mg (Figura 4) e com a quantidade de 
enzima adicionada. Com  relação à quantidade de 
enzima adicionada ao sistema, a XD de soro de ratos 
portadores mostrou-se menos ativa que a do soro de 
ratos normais nos mesmos níveis de adição de pro-
teína. 

Espectro de absorção: A Figura 5 mostra o espec-
tro de absorção no visível e no ultravioleta das enzi-
mas purificadas a partir de soro fisiológico de ratos 
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Figura 3. Proporcionalidade da atividade XD com o tempo 
de incubação do soro de animais normais 
-) e do soro de animais com sarcoma 
—). As dosagens, variando o tempo de incubação, 
foram conduzidas como descrito no texto.  
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Figura 4. Proporcionalidade da atividade XD com a 
quantidade de proteína adicionada do soro normal (— 

ou com sarcoma ( ). Foi 
usado o processo descrito em Materiais e Métodos, 
variando somente a quantidade de soro adicionada. 

normais e de ratos portadores de sarcoma. Em ambas 
as enzimas é visto um aumento contínuo da absorção 
na faixa de 400 a 450 nm, destacando-se um pico, cujo 
máximo está localizado em 450 nm, característico da 
presença de riboflavina na forma de FAD. Os dois 
espectros são bastante semelhantes entre si, indi-
cando não haver grandes diferenças entre as estru-
turas de ambas as enzimas e se assemelham com o 
espectro de absorção da enzima do fígado [27-29], do 
leite [30, 31] e do soro de boi [32, 331. 

Estabilidade da enzima e sensibilidade a inibido-
res: A solução de enzima purificada quando resfriada 
ou congelada ficou relativamente estável. Observou-
se um certo aumento da atividade específica das 
enzimas de soro normal e de soro de portadores, após 
os primeiros dias de armazenamento no frio. A Figura 
6 mostra a estabilidade da enzima em temperaturas 
de 60 a 70°C. Verificou-se que ocorre uma inativação, 
aparentemente, de primeira ordem em relação à con-
centração enzimática. As meias-vidas corresponden-
tes das enzimas foram determinadas pelo emprego de 
gráfico de log da atividade remanescente vs. o tempo 
de incubação, numa certa temperatura (70°C). Os  

valores para as meias-vidas, em 70°C, foram de dois e 
três minutos para o soro dos animais portadores e 
para o soro de ratos normais, respectivamente. Os 
valores absolutos para as meias-vidas das duas 
enzimas não têm praticamente diferenças, o que 
indica não haver substancial diferença na estrutura da 
XD de soro normal e da XD de soro de portadores de 
câncer. 

A enzima de soro de ratos portadores de sarcoma 
mostrou-se mais sensível aos inibidores comuns da 
XD do que a enzima de soro de ratos normais (Tabela 
1). Alopurinol, p-hidroxi mercuribenzoato, o-iodoso 
benzoato e 6-pteridilaldeído mostraram-se como 
potentes inibidores tanto para a enzima de soro de 
animais normais como para a enzima de ratos 
portadores. 

Eletroforese: As duas enzimas apresentaram ativi-
dade de XD com a mesma mobilidade quando se faz a 
eletroforese em gel de policrilamida. Tanto a enzima 
bruta de soro de ratos normais como a de soro de ratos 
portadores, quando comparadas com as enzimas 
purificadas, apresentaram uma única banda corada 
pelo INT, mostrando mobilidades iguais. A revelação 
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1-igura b. uurva de aDsorçao da xantina desidrogenase 
purificada de soro de animais normais (linha cheia) e de 
soro de animais portadores de câncer (linha interrompida). 
Ambas foram examinadas diluídas em tampão pirofosfato 
0,015 M de pH 8,6. 

da proteína nas duas enzimas purificadas mostrou 
uma banda maior, mais espalhada, com uma mobili-
dade semelhante à daquela revelada para a atividade 
XD. 
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Figura 6. Estabilidade térmica da xantina desidrogenase 
do soro de ratos normais (linha cheia) e de ratos com 
sarcoma (linha tracejada). O soro foi incubado em diferen-
tes temperaturas. Alíquotas de 0,1 ml de soro foram retira-
das e dosadas quanto à sua atividade residual, em inter-
valos de tempos diferentes. As meias-vidas foram determi-
nadas pelo gráfico do semi-log da atividade residual vs. o 
tempo. 

da enzima do soro de ratos R portadores de sarcoma 
Discussão A dosagem da atividade da enzima no 30.0  dia de 

transplante do sarcoma induzido por 20-metilcolan- 
Foi feita a comparação dos parâmetros cinéticos treno mostrou um decréscimo da atividade de XD nos 

da XD do soro sangüíneo de ratos R normais com os ratos portadores. Outras alterações descritas na ativi- 

Tabela 1. Inibição da atividade XD do soro de animais normais e do soro de animais portadores de sarcoma. 

Inibidor Concentração % Inibição' 
final Normal Sarcoma 

Alopurinol 2,6 x 10 M 50,23 ± 4,48 63,84 ± 9,19 
p-Hidroximercuribenzoato 5,0 x 10 M 100,00 100,00 
Aminopterina 2,0 x 10 M 78,00 ± 1,44 80,00 ± 2,83 
8-Azaguanina 2,0 x 10 M 49,73 ± 7,07 59,38 ± 4,31 
o-lodosobenzoato 2,0 x 10 M 92,50 ± 0,28 93,34 ± 0,42 
6-Pteridilaldeído 0,045 mg/ml 95,03 ± 2,83 100,00 
2-Amino-4-hidroxi pteridina 2,0 x 10 M 21,46 ± 4,24 31,49 ± 5,49 
6-Mercaptopurina 0,04 mg/ml 4,21 ± 0,17 17,49 ± 3,14 

0s valores representam média ± D.P. de determinações em duplicata de amostras de soro obtidas de um mínimo de quatro 
ratos. 
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dade da enzima do fígado e do soro sangüíneo em 
diferentes condições experimentais [34, 411 têm sido 
explicadas como sendo devidas à dissociação do 
complexo enzima-lipídio, tornando a enzima livre mais 
vulnerável à ação de drogas diversas. As ações in vivo 

e in vitro com diferentes produtos indicam que a dis-
sociação deste complexo aumenta a atividade da 
enzima, permitindo uma inibição mais efetiva. No 
presente trabalho à inibição poderia ser explicada, em 
parte, devido à dissociação do complexo, pois, apa-
rentemente, os parâmetros cinéticos não apresenta-
ram diferenças. Assim, foi obtido praticamente o 
mesmo Km para as enzimas do soro de animais nor-
mais e de animais portadores, na mesma ordem de 
grandeza do Km para a enzima do fígado normal e de 
hepatomas [9]. 

Ambas as enzimas apresentaram-se no soro com 
o mesmo pH ótimo (8,6), exibindo atividade em pH 6,0 
e pH 10,0. Desde que os parâmetros cinéticos de 
ambas as enzimas são aparentemente semelhantes, 
parece não haver evidências da presença de isoenzi-
mas nos ratos portadores, como já havíamos descrito 
anteriormente no soro sangüíneo de ratos normais 
[23]. Os resultados da eletroforese em gel de poliacri-
lamida com ambos os soros mostraram, claramente, 
a confirmação da ausência de isoenzimas também no 
soro sangüíneo de ratos portadores de sarcoma. Por 
outro lado, como nos dois sistemas analisados, a ati-
vidade da enzima foi estritamente proporcional à 
quantidade de enzima adicionada, as alterações ob-
servadas na atividade enzimática devem refletir varia-
ções nas concentrações de enzima no soro, como 
parece ocorrer na carcinogênese do intestino induzi-
da por 1-2-dimetilidrazina [13, 14]. 

Amostras congeladas da enzima purificada, prove-
nientes dos dois sistemas analisados mostraram-se 
bastante estáveis. Houve um aumento da atividade 
específica durante os primeiros dias de armazena-
mento no frio, provavelmente devido ao efeito de 
mudanças conformacionais da molécula da enzima 
[12]. Por outro lado, aparentemente, são iguais os 
valores das meias-vidas das enzimas do soro a 70°C, 
mostrando que os dois sistemas apresentam as mes-
mas mudanças com relação a altas e baixas tempera-
tu ras. 

Diversos inibidores da atividade XD foram usados 
para testar a sensibilidade da enzima do soro de por-
tadores de sarcoma comparando-a com a atividade 
XD de soro de animais normais. Todos os inibidores 
testados mostraram que a enzima de soro de animais 
com câncer é mais sensível aos diversos inibidores, o 
que poderia sugerir uma dissociação do complexo 
lipídio-enzima, colocando a enzima mais vulnerável, 
permitindo uma inibição mais efetiva da atividade XD. 

O aumento da atividade XO devido à conversão de 
XD em XO e que está associado com diversas condi- 

ções patológicas, incluindo a isquemia intestinal [42], 
o acréscimo na atividade da enzima do coração em 
animais tratados cronicamente com etanol [4, 431 e a 
toxicidade hepática [4], sugere que, nestes casos, a 
XO é o fator responsável pela toxicidade [12]. Nossos 
estudos parecem indicar não haver propriamente dife-
rença estrutural entre a enzima do soro de ratos porta-
dores de sarcoma e a enzima de soro de ratos normais 
[44]. Nossas pesquisas futuras serão dirigidas no 
sentido de se evidenciar o quanto a transformação de 
XD em XO está associada com a promoção das alte-
rações cinéticas induzidas pelo 20-meti Icolantreno. 

Summary 

The behaviour of xanthine dehydrogenase (XD) 
was examined in normal serum and in the serum of rats 
with sarcoma. XD decreased in the serum of tumour 
bearing host. The affinity of XD to xanthine was similar 
in normal serum and in serum of tumour bearing rats. 
Inactivation at 70°C is apparently first order with 
respect to enzyme concentration. XD activity was 
linear during 60 min incubation and the tumour serum 
enzyme was more sensitive to different inhibitors. We 
conclude that there are not substantial differences in 
the structures in both XD and it is assumed that the 
decreased XD activity in the sarcoma neoplasms 
indicated Iowered enzyme concentration. 
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