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della xantina deidrogenasi in xantina ossidasi
nel danno ischemico del cuore di ratto isolato e perfuso
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THE ROLE OF REVERSIBLE AND IRREVERSIBLE CONVERSION OF XANTHINE DEHYDROGENASE TO XANTHINE OXIDA-
SE IN ISCHEMIC/REPERFUSION DAMAGE OF ISOLATED AND PERFUSED RAT HEART

Summary. Xanthine dehydrogenase, after its conversion to xanthine oxidase, is considered to be one of the main responsible of the damage
to the ischemic/reperfused myocardium because of the production of superoxide anion and hydrogen peroxide. In this paper the extent of
reversibility of the conversion xanthine dehydrogenase — xanthine oxidase has been studied and the effect of the latter form(s) was correlated
to the production of malondialdehyde and to the decrease of sulfhydryl groups.

After normoxic perfusion performed for times ranging from 15 minutes to 3 hours the amount of the oxidase form was around 20%,
further divided in about 7% of irreversible xanthine oxidase and 13%; of reversible xanthine oxidase. After 1 or 2 hours of ischemia the
irreversible xanthine oxidase increases to about 15% of the total while during normoxic reperfusion only the reversible form increases, rea-
ching values corresponding to the 207 of the total. Consequently after 2 hours of ischemia, followed by 1 hour of reperfusion, the total
oxidase activity is about 35% of the total enzyme activity. Concomitantly, with the conversion xanthine dehydrogenase — xanthine oxidase
there is a decrease of the total sulphydryl groups which is of about 10% after ischemia and of 30% when ischemia is followed by 1 hour
of reperfusion. Malondialdehyde, measured with a procedure that improves the selectivity of the determination in tissue homogenates, sligh-
tly increases when 2 hours of ischemia are followed by 1 hour of reperfusion. From the reported data appears that the oxidative stress in
isolated and perfused rat heart can be partly mediated by superoxide and hydrogen peroxide produced by the reversible and irreversible form
of xanthine oxidase. Hydrogen peroxide, through a reaction mediated by glutathione peroxidase causes a depletion of glutathione and, se-
conddyily, a decrease of protein sulphydryl groups. The depletion of glutathione could result in a decrease of protection against lipoperoxida-
tion determined by the continuous production of superoxide and hydrogen peroxide,

(CARDIOLOGIA 1987; 32 (1): 89-94)
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Introduzione mata, in opportune condizioni, in ossidasi (XO) vera
e propria che utilizza 1’ossigeno al posto del NAD* tra-
sformandolo in superossido (03 ) e acqua ossigenata
(H,0,). La conversione XD—XO appare verificarsi in
numerosi organi durante i periodi di ischemia, paral-
lelamente ad un notevole aumento dei livelli di ipoxan-
tina e xantina causati dal catabolismo dei nucleotidi ade-
nilici; quindi I'introduzione di ossigeno con la riperfu-
sione causa una forte produzione di forme ridotte di
ossigeno(0O; e H,0,) capaci di causare danni di vario
sere quella di catalizzare I’ossidazione di ipoxantinain PO alle strutture biologiche. La conversione XD—XO
xantina e di quest’ultima in acido urico riducendo pa- puo essere irr-evers1bile o reversibile’; nel primo caso
rallelamente il NAD* a NADH(H"). ““In vitro® tut- la trasformazione ¢, con ogni probabilita, causata da

tavia la xantina deidrogenasi (XD) pud essere trasfor- un attacco proteolitico, mentre nel secondo I’effetto &
mediato dalla ossidazione dei gruppi sulfidrilici (SH).

Nel presente lavoro, in cui é stato utilizzato un model-
lo costituito da cuore di ratto isolato e perfuso, si & in-

Numerosi studi indicano i prodotti di riduzione del-
I’ossigeno e la conseguente lipoperossidazione come re-
sponsabili del danno ischemico del miocardio partico-
larmente durante la riperfusione normossica'. Tra le
possibili sorgenti di superossido ed acqua ossigenata
viene incluso I’enzima xantina ossidasi. ““In vivo’’
questo enzima € presente prevalentemente o esclusiva-
mente come deidrogenasi e la sua funzione appare es-

Lravom presentato alla Riunione del Gruppo di Studio della Societa Italiana
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1986. teso valutare quantitativamente la conversione XD—-XO
Indirizzo per la corrispondenza: dopo periodi di ischemia di differente durata, seguiti
Dott Alberto Bindoli 0 meno da riperfusione normossica. Il possibile danno
Istituto di Chimica Biologica cellulare prodotto dalla trasformazione XD— XO & sta-
Via F Marzolo, 3 - 35131°Paddvit to valutato in termini di diminuzione dei gruppi sulfi-
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drilici totali e di aumento di formazione di malondial-
deide (MDA), indice di fenomeni lipoperossidativi.

Materiali e metodi

I cuori di ratto sono stati perfusi a 37°C con la tec-
nica di Langendorff* utilizzando un medium costitui-
to da NaCl 0.115 M, NaHCO, 0.025 M, KC1 0.004
M, KH2P04 2.0 mM, MgSO, 1.1 mM, CaCl, 1.5 mM
e glucosio 11 mM a pH 7.4 e aerato con una miscela
formata da 95% O, e 5% CO,. Il flusso in condizioni
normossiche e di riperfusione era di 12 ml/min, nell’i-
schemia a basso flusso veniva ridotto a 0.4 ml/min ed
infine nell’ischemia globale veniva completamente bloc-
cato. Alla fine della perfusione il cuore veniva stacca-
to e omogenizzato con Polytron in 10 ml di tampone
formato da Tris 0.1 M, EDTA 1 mM, fenilmetilsulfo-
nilfluoruro (PMSF) 1 mM a pH 8.1. Una frazione del-
I’omogenato (1 ml) € stata utilizzata per la determina-
zione dei gruppi sulfidrilici totali e della malondialdei-
de mentre i rimanenti 9 ml sono stati centrifugati a
27.000 x g per 20 minuti dopodiché il sopranatante
viene eluito su Sephadex G-50. La frazione cosi otte-
nuta viene utilizzata per le determinazioni enzimatiche
della ““xantina ossidasi”’, seguendo la formazione di
acido urico a 295 nm (g, = 9.600) ¢ a 37°C in un me-
dium costituito da tampone fosfato 0.1 M, pH 7.8, xan-
tina 80 uM e, quando presenti, NAD* 0.3 mM e DTE
10 mM. In presenza di NAD* si misura I’attivita to-
tale dell’enzima (XD + XO totale) mentre in assenza di
NAD" si misura l’attivita xantina ossidasica totale
(XO reversibile + XO irreversibile); I’attivita XO ir-
reversibile si determina in assenza di NAD* dopo aver
preincubato la preparazione enzimatica in 10 mM DTE
per 15 minuti a 37°C.

I gruppi SH totali sono stati misurati su campioni
di omogenato (0.08-0.15 mg di proteine) con 1’acido
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) in un medium costi-
tuito da Tris/HC1 0.2 M (pH 8.1) EDTA 5mM e 0.8%
sodiododecilsolfato (SDS). Dopo I’aggiunta di DTNB
1 mM si segue ’aumento di densita ottica a 412 nm
(e = 13.600) fino a lettura costante (circa 5 min); i
valori di densita ottica (DO) ottenuti sono stati corret-
ti sottraendo le rispettive determinazioni ottenute pri-
ma dell’aggiunta del DTNB. La misura della MDA
mediante reazione con I’acido tiobarbiturico (TBA) ¢
un saggio largamente usato per la sua semplicita, tut-
tavia quando si cerca di misurare piccole variazioni,
particolarmente in omogenati, Vi pOSSONO essere nume-
rose interferenze da parte di altre sostanze (glucosio,
acido sialico, etc) che rendono il saggio poco affidabi-
le. E stato adottato quindi un metodo modificato in
cui le frazioni di omogenato vengono trattate con aci-
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do fosfotungstico che precipita i lipidi assieme alle pro-
teine; viene cosi eliminata gran parte delle sostanze
interferenti. La determinazione & basata sul metodo di
Yagi® comunemente impiegato per la determinazione
della MDA plasmatica. Aliquote di 0.3-0.6 mg di omo-
genato (2-4 mg di proteine) sono state trattate con 3
ml di H,S0, 0.1 Ne successivamente con 0.5 ml di
acido fosfotungstico al 10%. Si centrigufa a 2500 x
g per 10 minuti e il pellet, dopo essere stato smMosso,
viene trattato come in precedenza. Dopo analoga cen-
trifugazione, il pellet viene risospeso in 3 ml di acqua
distillata a cui viene aggiunto 1 ml di TBA 0.67% (in
50% acido acetico glaciale) e idrossitoluene butilato
(BHT) alla concentrazione finale di 0.01%. La misce-
la viene quindi posta a reagire per 1 ora a 95°C e suc-
cessivamente & raffreddata e centrifugata a 2500 X g
per 10 min. L’assorbimento dell’addottc formatosi tra
la MDA e il TBA viene quindi letto a 532 nm e la quan-
tita di MDA si determina dopo sottrazione dell’assor- ‘
bimento aspecifico misurato a 580 nm utilizzando un
€, = 156.000. In figura 1 vengono riportati gli spet-
tri di assorbimento di uno standard di MDA (a) e di
3 campioni ottenuti da un omogenato di cuore tratta-
to secondo le tecniche tradizionali di determinazione
della MDA: in presenza di acido tricloroacetico (c), in
presenza di acido acetico (d) entrambi senza precipita-
zione delle lipoproteine e infine con il metodo descrit-
to (b).

La proteine dell’omogenato sono state determinate
con il metodo di Gornallé, mentre quelle della prepa-
razione enzimatica con il metodo di Lowry’.

Risultati

In tabella I vengono riportati i risultati concernenti
le determinazini di XD e XO totale, quest’ultima ulte-
riormente distinta in XO reversibile e XO irreversibi-
le. Innanzitutto si pud osservare che la perfusione nor-
mossica condotta per periodi variabili dai 15 minuti alle
3 ore e 15 minuti non modifica il rapporto XD/XO to-
tale poiché la XD si mantiene attorno a valori dell’80%
e la xantina ossidasi totale (20%) & ripartibile in un 13%
di forma reversibile ed in un 7% di forma irreversibi-
le. Dopo un periodo di ischemia globale di 1 o 2 ore
si osserva una consistente diminuzione della attivita del-
la xantina deidrogenasi che si accentua qualora I’ische-
mia sia seguita da un periodo di riperfusione normos-
sica.

I’aumento di attivita xantina ossidasica, corrispon-
dente alla diminuzione di attivita xantina deidrogena-
sica & a carico prevalentemente della forma irreversibile
durante I’ischemia (15%) e della forma reversibile du-
rante la riperfusione (20%). Consegue che, dopo 2 ore




Xantina ossidasi e ischemia miocardica

(d)
<L
2 0050
e
|,_
(@]
=
=
wy
]
(] (c)
0,025-
(b)
a)
T T | T
500 540 580
LUNGHEZZA D'ONDA (nm)

Figura 1. - Spettri di assorbimento dei prodotti di reazione di omo-
genati di cuore con I’acido tiobarbiturico in differenti condizioni spe-
rimentali. Standard di MDA (a). Incubazione per 1 ora a 95°C di
un omogenato preliminarmente precipitato con H,SO,/acido fosfo-
tungstico e successivamente trattato con acido acetico (procedura ri-
portata in esteso nei Materiali e metodi) (b). Incubazione condotta
per 15 min a 95°C di un omogenato direttamente trattato con TBA
in acido tricloroacetico al 12% (c). Incubazione condotta per 1 ora
2 95°C di un omogenato direttamente trattato con TBA in acido ace-
tico (d).

di ischemia seguite da 1 ora di riperfusione, I’attivita
ossidasica totale raggiunge il 35%. Risultati simili si
ottengono qualora invece di un’ischemia globale ven-
ga condotta un’ischemia a basso flusso (0.4 ml/min).

In tabella I vengono riportati i risultati relativi alla
formazione di MDA e alla diminuzione dei gruppi sul-
fidrilici totali ottenuti nelle stesse condizioni sperimen-
tali in cui ¢ stata misurata Dattivita XD—XO. La
MDA, misurata con un metodo modificato (descritto
nella sezione Materiali e metodi) che consente I’elimi-
nazione di gran parte delle sostanze interferenti, pre-
senta nei controlli (perfusi normossiche variabili da 15
minuti a 3 ore e 15 minuti) un valore medio aggirante-
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si sulle 0.25 nmoli/mg di proteina. Si osserva un de-
bole aumento nella formazione di MDA dopo 2 ore di
ischemia globale o a basso flusso e soprattutto quan-
do le 2 ore di ischemia globale sono seguite da un’ora
di riperfusione normossica. A fronte del debole aumen-
to di MDA che si osserva nelle condizioni piu drasti-
che di perfusione, fa riscontro una marcata diminuzio-
ne dei gruppi sulfidrilici totali particolarmente dopo il
periodo di riperfusione normossica. Parallelamente alla
diminuzione dei gruppi SH si & osservata una forte di-
minuzione (circa il 90%) del glutatione cellulare totale
(risultati non riportati). L’enzima xantina ossidasi for-
matosi per conversione dalla deidrogenasi viene ad es-
sere una delle sorgenti delle forme ridotte di ossigeno
che si attivano durante il periodo ischemico; si & volu-
to quindi vedere se I’anione superossido, uno dei pro-
dotti formati dalla XO ¢é sufficientemente rimosso dalla
superossido dismutasi (SOD) endogena presente dopo
ischemia e riperfusione. Come si puo vedere in figura
2a, I'aggiunta di xantina ad un medium contenente xan-
tina ossidasi del latte (in cui non & presente xantina dei-
drogenasi) determina una veloce riduzione del citocro-
mo ¢ che tuttavia ¢ completamente inibita o dall’ag-
giunta di SOD commerciale oppure da aliquote di so-
pranatante ottenuto da omogenati di cuori resi ische-
mici per 2 ore e riperfusi per 1 ora. Analogamente (Fig
2b), se lo stesso sopranatante viene trattato con xanti-
na non si nota nessuna riduzione del citocromo ¢ no-
nostante la presenza di circa 2,5 mU di xantina ossidasi,
indice questo che la SOD presente (dopo ischemia e ri-
perfusione) ¢ in grado di dismutare completamente 1’a-
nione superossido prodotto; quando si aggiunge KCN,
un inibitore della SOD citoplasmatica, si nota una ri-
duzione del citocromo c la cui velocita aumenta ulte-
riormente dopo aggiunta di xantina ossidasi del latte.

Discussione

Dai dati riportati emerge che gia nel cuore normale
¢ presente una quota di xantina ossidasi prevalentemen-
te in forma reversibile. Durante il periodo di ischemia
si ha una trasformazione della XD in XO irreversibile,
fenomeno che presuppone I’attivazione di una qualche
attivita proteasica durante la fase ischemica, probabil-
mente mediata da un aumento della concentrazione ci-
tosolica di ioni calcio; durante la riperfusione invece
appare prevalere la conversione XD— XO reversibile.
Dal momento che la forma reversibile della xantina os-
sidasi € caratterizzata dalla ossidazione di alcuni grup-
pi tiolici nei corrispondenti disolfuri (infatti il DTE &
in grado di ripristinare I’enzima nella sua forma nati-
va), € presumibile che le specie ridotte di ossigeno, che
si formano durante la riperfusione, siano in grado di
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Tabella I. - Determinazione dell’attivita di xantina deidrogenasi (XD), xantina ossidasi totale (XO tot), xantina ossidasi reversibile (XO
rev) e xantina ossidasi irreversibile (XO irrev) in cuore di ratto isolato ¢ perfuso. Le attivita enzimatiche sono state misurate come descritto
nella sezione Materiali e metodi. I valori sono espressi come %o dell’attivita totale (XD + XO totale) che variano attorno a valori di 5-10
nanomoli di acido urico prodotto per min per mg proteina. Vengono riportati i valori medi = la deviazione standard e le cifre in parentesi
indicano il numero di esperimenti.

% XD % XO totale o XO reversibile % XO irreversibile

Perfusione normossica

15 min 80 = 2(4) 20 = 2(4) 13 + 4(4) 7 + 6(4)
1 ora 15 min 81 = 3(3) 19 + 3(3) 11 = 4(3) 8 + 5(3)
2 ore 15 min 80 + 2(3) 20 + 3(3) 15 + 5(3) 5 = 43)
3 ore 15 'min 82 + 3(3) 18 = 3(3) 11 + 4(3) 7 + 4(3)
Ischemia globale

1 ora 69 + 4(3) 31 + 4(3) 16 £ 2(3) 15 + 4(3)
2 ore 70 + 2(4) 30 + 2(4) 17 + 4(3) 13 £+ 5(3)
Ischemia globale

1 ora + 1 ora riperfusione 65 + 4(4) 35 = 4(4) 21 = 5(4) 14 + 4(4)
2 ore + 1 ora riperfusione 66 = 4(3) 34 + 2(3) 21 = 4(3) 13 = 5(3)
Ischemia a basso flusso

1 ora 69 + 3(5) 31 = 3(5) 14 + 3(3) 16 + 6(4)
1 ora + 1 ora riperfusione 71 + 2(3) 29 + 2(3) 16 = 2(3) 13 = 2(3)

Tabelia II. - Formazione di malondialdeide ¢ diminuzione dei gruppi sulfidrilici totali in cuore di ratto isolato e perfuso in differenti condi-
zioni. La malondialdeide e i gruppi SH sono stati determinati come descritto nella sezione Materiali e metodi. I valori sono espressi in nano-
moli/mg di proteina di omogenato e ciascuno di essi rappresenta la media dei valori ottenuti in almeno 3 esperimenti =+ la deviazione standard.

Malondialdeide Gruppi SH totali
(nmoli/mg proteine) (nmoli/mg proteine)

Perfusione normossica
15 min 0.25 = 0.02(3) 122 + 5(3)
1 ora 15 min 0.24 + 0.03(3) 126 + 4(3)
2 ore 15 min 0.21 = 0.01(3) 120 =+ 6(3)
3 ore 15 min 0.28 = 0.02(3) 125 = 3(3)
Ischemia globale
1 ora 0.24 = 0.02(3) 110 + 4(3)
2 ore 0.30 + 0.04(3) 109 + 4(3)
Ischemia globale
1 ora + 1 ora riperfusione 0.22 + 0.01(3) 88 + 9(3)
2 ore + 1 ora riperfusione 0.34 + 0.03(3) 85 + 3(3)
Ischemia a basso flusso
1 ora 0.24 = 0.02(3) 114 £ 7(3)
2 ore 0.30 + 0.03(3) 118 = 7(3)
Ischemia a basso flusso
1 ora + 1 ora riperfusione 0.24 + 0.02(3) 101 + 5(3)
2 ore + 1 ora riperfusione 0.29 + 0.03(3) 82 = 6(3)
ossidare i gruppi SH dell’enzima o direttamente o in- SH totali (di circa il 30%) riguardante sia gl SH pro-

direttamente tramite il glutatione ossidato (GSSG) che teici che il glutatione. Da risultati non riportati si € in-
si accumula in seguito alla continua produzione di fatti osservato che il glutatione totale cardiaco si riduce

H,0,; quest’ultima infatti, tramite ’enzima glutatio- a circa il 10% della quota presente inizialmente dopo
ne perossidasi, ossida il glutatione ridotto (GSH) a 2 ore di ischemia seguite da 1 ora di riperfusione.
GSSG. La ossidazione a disolfuro dei gruppi sulfidri- Uno dei principali agenti responsabili del danno os-

lici della XO reversibile sembra un caso particolare di sidativo che si manifesta durante la riperfusione appa-
un fenomeno generalizzato che si verifica durante la re essere ’acqua ossigenata prodotta, almeno in parte,
riperfusione; ¢ infatti proprio quest’ultima condizio- sia dalla xantina ossidasi naturalmente presente nel tes-
ne che determina una marcata diminuzione dei gruppi suto miocardico, che dalla XO irreversibile formatasi
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Figura 2. - Produzione di superossido da parte della xantina ossi-
dasi e protezione da superossido dismutasi. La formazione di supe-
rossido prodotto dalla xantina ossidasi ottenuta dal latte e da quella
formatasi nel cuore ischemico e riperfuso & stata seguita spettrofo-
tometricamente come riduzione del citocromo ¢ (13 M) a 550 nm,
(epy = 28.000) in un medium costituito da tampone fosfato 0.1 M,
pH 7.8 contenente EDTA 1 mM. Il sopranatante aggiunto (0.5 ml
corrispondenti a 0.4 mg di proteine) era ottenuto da cuore reso ische-
mico per 2 ore e quindi riperfuso per 1 ora e trattato come descritto
nei Materiali e metodi. La concentrazione di XO di latte & di 20 mg/ml
mentre le concentrazioni di xantina e KCN sono rispettivamente 80
uM e 4 mM.

durante I’ischemia. La produzione di specie ridotte di
ossigeno da parte della XO che avviene durante la ri-
perfusione normossica, € favorita dall’accumulo di ipo-
xantina che si verifica durante il periodo di ischemia
a causa della degradazione delle basi puriniche?. L’a-
nione superossido, un’altra delle forme ridotte di ossi-
geno prodotte dalla XO, viene completamente rimosso
dalla SOD endogena; bisogna infatti tener presente che
la XO a pH 7 (e presumibilmente anche a pH inferio-
ri) produce prevalentemente H,0,°. La produzione di
quest’ultima determina, tramite la glutatione perossi-
dasi, una ossidazione del glutatione che a sua volta si
riflette sullo stato ossidoriduttivo degli SH proteici. La
diminuzione del rapporto GSH/GSSG si verifica qua-
lora non vi sia un immediato ripristino di NADPH che
agisce come substrato della glutatione reduttasi. Il
NADPH viene mantenuto nella sua forma ridotta dal-
la glucosio-6-fosfato deidrogenasi che & noto essere po-
co attiva nel muscolo cardiaco'. L’acqua ossigenata
che si accumula quando il glutatione ridotto non & piu
disponibile per rimuoverla, interagendo con ioni fer-
rosi o con la mioglobina pud dar luogo alla formazio-
ne di specie attivate dell’ossigeno o di radicali liberi
capaci sia di inattivare enzimi che di innescare il pro-
cesso di perossidazione lipidica, di cui la formazione
di MDA ne ¢ Pespressione diretta.

La formazione di MDA non mostra nessuna varia-
zione dopo 1 ora di ischemia globale seguita da riper-
fusione. La debole formazione di MDA, conseguente
a condizioni piuttosto drastiche di ischemia/riperfusio-
ne, indica che la perossidazione lipidica potrebbe esse-
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re un fenomeno che comincia a verificarsi dopo che si
¢ avuta una forte perdita di GSH endogeno, per cui
la cellula non ¢ piu in grado di eliminare ’acqua ossi-
genata continuamente prodotta.

Numerose ricerche indicano un effetto protettivo da
parte di antiossidanti, SOD, catalasi e GSH in cuori
di ratto resi ischemici e riperfusi'-'" 12, Nel presente la-
voro si dimostra che una quota di xantina deidrogena-
si si trasforma in xantina ossidasi di tipo reversibile per
cui si pud ritenere che I’intervento con sostanze tioli-
che durante la riperfusione normossica, mediante la ri-
duzione del GSSG e dei disolfuri proteici, tra cui la
riconversione della XO a XD, possa contenere la pro-
duzione di forme ridotte di ossigeno limitando quindi
il potenziale danno del miocardio.

Riassunto

L’enzima che converte ipoxantina in xantina e xantina in acido
urico (*‘xantina ossidasi’’) & presente in vivo prevalentemente come
deidrogenasi; si ritiene tuttavia che, durante I’ischemia, questo en-
zima si trasformi in xantina ossidasi vera e propria, che, utilizzando
P’ossigeno al posto del NAD* e trasformandolo in superossido e ac-
qua ossigenata, costituisce uno dei principali responsabili del danno
ischemico del miocardio. Nel presente lavoro ¢ stata studiata la re-
versibilita o meno della trasformazione xantina deidrogenasi — xan-
tina ossidasi e si & cercato di collegare gli effetti dei prodotti di
riduzione dell’ossigeno con la formazione di malondialdeide e la di-
minuzione dei gruppi sulfidrilici totali.

La misura diretta dell’attivita delle varie forme di xantina ossida-
si dimostra che, dopo periodi di perfusione normossica di diversa
durata (da 15 min a 3 ore e 15 min), la xantina deidrogenasi & pre-
sente per ’80% del totale, mentre il rimanente 20% di xantina ossi-
dasi & ulteriormente ripartita in un 13% di forma reversibile e in un
7% di forma irreversibile. Dopo 1 ora o 2 ore di ischemia si ha un
aumento della xantina ossidasi irreversibile che si porta a valori del
15% del totale, mentre durante la riperfusione normossica aumenta
solo la forma reversibile che raggiunge valori corrispondenti al 20%
del totale; quindi dopo 2 ore di ischemia seguite da 1 ora di riperfu-
sione la xantina ossidasi totale & presente per circa il 35%. La con-
versione xantina deidrogenasi — xantina ossidasi & accompagnata
da una diminuzione dei gruppi sulfidrilici totali che & di circa il 10%
dopo ischemia ma che appare molto pit marcata (30%) se all’ische-
mia segue un periodo di riperfusione. La diminuzione di gruppi SH
totali é accompagnata da una forte diminuzione del glutatione tota-
le. La formazione di malondialdeide, espressione di una avvenuta
perossidazione degli acidi grassi poliinsaturi, é piuttosto contenuta
rispetto ai valori di controllo (0.25 nanomoli/mg di proteina) ed au-
menta leggermente (0.35 nanomoli/mg proteina) solo dopo un’ische-
mia protratta per 2 ore e seguita da 1 ora di riperfusione.

I risultati riportati indicano che la xantina ossidasi, almeno nel
cuore di ratto, & da annoverare tra le sorgenti di forme ridotte di
ossigeno nel cuore reso ischemico e successivamente riperfuso. In
particolare I’acqua ossigenata determina una ossidazione del gluta-
tione che causa a sua volta una diminuzione dei gruppi sulfidrilici
proteici. L’acqua ossigenata che si accumula a causa della mancan-
za di glutatione ridotto, interagendo con ioni ferrosi o con la mio-
globina, puo dar luogo alla formazione di specie attivate o di radicali
liberi che esercitano la loro azione tossica inattivando enzimi o in-
nescando il processo di perossidazione lipidica.
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Parole chiave: Xantina ossidasi; Ischemia cardiaca; Malondialdei-
de; Gruppi sulfidrilici.
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