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RESUMEN 

Este trabajo pn~senta .;d gunos aspee: tos rm~taból icos que 

i.nfl.uyen en la r¡¡¡gulación de la biosintesi.5 de la urea en hígado 

de mami fer o. 

Se anal izó el c~fecto dr~l gluc:agon y el cort.isol sobre la 

respiración, fosforilación y la síntesis de citrulina en 

mit.occindrias aislad¡m de hígado de rf.<ti<; En ·ausencia de hormonas, 

la o·dd'acf?iñ-·· de·suc:.cinato Y. l~< actividad fosforilante de- las 

mi t.ocondri as (ai sl c:1rJas en mani. tol > aL1mentaron 22% y 10Y. 

rrt!Oper:tivamant.e, r::c.m1parados c:on c.;,1 inc:remonto obst•rvr.do em laa 

mitocondrias aisladas con sacarosa. Los resultados del anélisis 

de la síntesis df"; citrulin<1 no mostró dif111r.enr:ias significativas 

en 1 as mi toccindr i as aisladas r-:-i-1 m1mi t.ol o sacarosa, El control 

rP.spir;;<torio r:on st.u::r:inat.r.1 di.- l<:<S mitoc.ondrias de hígado de rata 

trat<1cia!'. con gluc:agcm y aislacl<:<I'> c.on m;mitol aumGntó 27% con 

respectr.J de las mi tocr.mr.lr i ar.. obtenidas en Si'lciilrosa, La 

fosforilaci6n y la síntesis dm citrulina no tuvieron diferencias 

significativas em lé<S mitoc:orrdrias de hígado tratadas con 

glucagon y obtenidas en sacarosa o en manitol, pero las 

gluca.gcn mi. toc:ondri C:<S c:on 

sintmti.:an mar:. c5.trulin<i que la!; mitocondria!:. dr-i los animales no 

+.rati:1r.!os. En 11:<~:1 rrrit.C'1r:13ndrh<s do higadC'1 t.rt:<t1:1das con cortisol y 

;;d.sladas en 1Mmit.ol, el control respiratorio c:on t'>Ucc:inato comc1 

st.1stratt"1, aumer1t. 6 37~: con rr:,sper:to de 1 as mi toc:ondri as aislad as 

en sacarosa; el efecto del c:ortisol sobre la relación ADP10 y la 

sint.P.sis de citrulina no mor.tró diferemcias significativas en los 
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result.ados en 

· ... manifofi""·pero ·al tr-.r<tamfhri~C::\:cii~~c:ortisol aumentó en un 60i: la 

sí~tesis da c:itrulina. 

!..a presenc:ia de la ac:tivi.dr:td de la arginecs,;;c c:omo contaminante 

en la preparac:ión di? mitoc:ondrias de hígado de rr:,·ta se demostró 

en un ensayo para si.r1tesh; de c:itrulina al. sustituir en la me<:c.la 

de incub<1ción la 01-rr:i'!:inr.1 (uno de los m.1st.rc:ttr.:rs> y reempla;:ar por 

argi rri.na l.O mM c:c-m lo que se obtuvo un aumento en la 

c:i t.ruli nogénP.si s di':' 200 vir1c:es. Por medio de lavado c:on KCl 150 

mMi o con fic:olJ. al 20Y., se logró eliminar 50% de la actividad de 

1<1 argirrnsa como c:r::.rrt.'1tminant.e de las mitoc.r.:rndrias. Cuando se 

ensayó e.n formF.• c:c..njunta el lavado c.on fic:oll al 20Y. y la adición 

del inhibidor di:- la a1•ginasa, norleucina, ~ti' obtuvo un 87% en la 

elim1.nación de la ar::t1.vidad de la arginasa. Es·tas fueron las 

condicionl?s en:pr=1rimrmtc:des que se,;. utili<:aron para observar el 

posible efecto da la arginina sobre ml transporte de la ornitina 

hacia la mitocnndria. 

En ls segunda pa«te dm esta tenis se estudió el efecto del 

calcio y la L-arginina sobre el transporte de ornitina por 

mitocondrias de hígado da rata. La adición de c:alcio 0.36 uM en 

ausencia de arginin<•, aumemtó l<< captac:i6r1 de ornitina 218% 

sobre t?.l cont.rol. A c:cincentraciones mnyor.esde 1 uM del metal, la 

.. r-aptac:i.ón .. deJ, __ ami nr,if<c_i ~o disminuyó. C1iandr.:r sr... meintuvo constante 

la concentración de calcio en el medio de incubación (0.36 uM>, 

el t..r~nsporte da ornitinr:< SI? elr:\16 188;1, en presencia' de I_-

arginirra 5 uM y lue01::i disminuyó c.1 mayorm;; i::.onc:entraciorres de 

arginirra. 
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El ter.cer aspec:.t.o, metabólico q1.le se estudi 6 en relación con 

1'-' regulr.ir.:ión r.lel e.ir.lo de la l.\rea fl.\e el efec:to ql.\e tiene la D-

arginina en el. hígado di? la rata. l.a. D-arginina (200 a 400 uM> 

estimuló la ureog1~m~si s en hepatoci tos de rata ''I la 

ci trul i nc:1g&ne1si s ( 10 él 

,, 
6> uM> Eln mi tocondr i as de hig<ido. Sin 

embargo, con alt.as c:onc:.entrac:iones de D-arginina (800 uM> en 

h!?pator.i.ti:o~., .. la sínt12sis de >..\rea di.i;mi.r1u:'I~•; de igual forma, en 

mitocondrias de hlgnrlo, la D-arginina mn altas concentraciones 

(1.00 u.M>, disminuyó 1<> sintt:1sü:, ele c::itrulina. 

Pr.Jdemos conclui1• que el Fifec:.t.c, de las hormonas glucagon y el 

c:ortisnl sobre lil respiracl.ón de mitocondrias de hígado obtenidas 

en manitc-Jl como medio de- ai!!.lamiento aumentó en relación con las 

mitocondrias c:1bt.1m:idr)S l?n !i'.acarm;a; nr1 se t?btuvieron diferem:iae; 

sign:lfic:.at.iv1:1s en la fosfriril<:1c:ión "I en la sint.esis de c:.itrulina 

de mitor.:c-mdri;rn de hígado de rata tro:,téld<• con gluc:.<1gon ,, 

.. cbrt.isoL··-se-demost.ró .. .1.~ pre.~en¡:i<1 de la actividad de_, la arginilsa 

como contaminante en las mitoccndrias de hígado, debido al 

aumento en la sínt.10·~:,is di? citrulirrc.1 ;ú utili;:ar arginina err lugar 

da ornitina como sustrato y el tratamiento más efica;: para 

eliminar dicha actividad, fue el lavado de las mitocondrias con 

ficoll al 2oi y la adición da norleucina como inhibidor de la 

argin1:1sa, durante "11 i:,nt';r.iyci de síntesis de citr1.1lina. Se demostró 

q1.1e el calcio y la l.-131·ginin« mst.iml.llé\n el t.ré\nsporte de la 

ornit.ina hacia la mit.ocondria y por ultimo la participación 

directa del aminoácido D-arginina sobre la ureog6nesi~ y la 

citrulinogénesiB en hlgado dR mamífero. 



A través di:; la hist.c1ria de la vid•(, ha ocurrido la 

formación de ciertas sustancias, las cuales por su distribución 

en la naturaleza posi::en c:r(racter.í.stic:as generales y par·t.ic:l1lares 

que les confieren gran significcrdo ct.1al.it.nti.vo. La urea es una de 

esas sustant:i<<s; se enr.:uentrf.\ ampU.ami:;nte distribuida en la 

natural e.:.~, tanto en el reino vegc;:t.al como en el reino animal, 

as.í e.orno en microorganismos e1.1c:<ffic1ntes primitivos como la 

levadura. 

La fermi:ntac:Urn amoniacal ele la orina era perfectamente 

conocida r.-n la antigüedad, así como la fr,rmación del c.arbonato de 

amonio o el 11 esp í r i t.u de la orí. na 11
, ll'l cual fue ampliamente 

usado como medi1:amentc1 en l<:( terapéu·tica medieval. En el siglo 

XVI, Nicholas Lemery (1) y posteriormente Schele, reconocieron la 

e>tistenr.:ia de una sustancia formadora de amoniaco er1 la orina; 

sin embargo, fue en 1773 c1.1<mdc1 1 a ur .. ea. fue descubierta por 

... Rouel le .... J'.?1..L... ,.,. 1 c;N••por ar c:ui dF.1dosament.e en pr r.:senc i a de etanol 

una muestra de orina. El mi).terial eHtraído flle de5c.rito cómo 

11 una sustanr.:i.<1 jabr.mnsr.(, atrapadora de ,,.gua, que era c:apa:a de 

c:r:i stal. i ~ar y qt.1e ademá:. contenía más dt~ 1 a mitad de sl\ peso c:omo 

álcali volátil, rico en nit.r6geno y que madiante fermentación 

formaba ác.ido carbónico y amoni ac:o 11 Pc•r otro lado, fueron 

Fourcroy y Vaquel:ir1 (3) quirmes 1.rti.li;:,;ron por primer.:i vei: el 

t.érmino urea en 11 esE't materiGl f':special da la orir1a, que origina 

ácido carbónico y amoniaco en orina en descomposición 11 

Prévost y Dumas ('1), en 1833, demost.raron pc1r prime::ra ve;: la 

presencia de ttroa en sangre a partir de un emtracto etanólico 
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caliente de sangre d~ prarros y gatos nefrec:tomizados; el análisis 

elr?mental del mi:lteric:<l c.r:i.stalino les permitió c.oncluir que la 

urea de la sangre era i.dtint:i.ca a la urci~ ciP.. 'orina:. Pc1stel"iormente 

y las· siguientes 

conc:lltsiones: a} l<< cant:i.dad de lll"(;la E:-1)\c:retada por vía renal era: 

una medida c.uarrU.t.:1ti.v,;, de su formar..ión. b) cu.ando se lleva a 

c:abo una nefrectomi"' total, se ac:umula urea en 1 a sa11gre. e:> 

debido a que sm enc:uentra amonio en lc:1 sangre en casos de 

hepcit.it.is c.rónic.a, pos:i.bleme:ntE' c:1l hí.gadc1 debi? estar l.nvoluc:rado 

en la fc1rmac:i trn de uro¿, (ci t.ado en 5}. 

El primer ané.\lisi.s de la urea con su c:orrespondiente y 

r..orrecta fórmul c:1 empl.ri c:a fue 1 ogrado por Prout en .t824 (c.i ta:dc 

P.n 6>. En 1828 se demostró la formación de urea: a partir del 

cal entami en to de ci t.1nc.t.o de amoni r.1 por al químico al emár1 Federico 

Wohler en la c.iudad rJe Gcrtinga (7); !?Sta observac.ión tuvo un 

fuerte i mpact.o no sol o !?n la teor la del vi tiJcl i smo y e.-1 c:onc:epto 

del i1>omarismo, sinc1 r-:n el por quó dri lo. fr.1rmaci6n de la urea en 

el organismo hum;:mo; durante est.r:r psr í odo fueron publ i c:ados 

m1merc:rscrs r!?portes c;·n 1 os cual es "'ª trataba de obs¡¡¡orvar 1 a 

fc1rmac.i ón dc:1 c:i anat.o ( o r::arbamat.r, > de amonio frente a Uni11 

amplia vari.edad da sistv.:mas, dentro de los c.uales se podia 

inc:lu!r calantamiento da amino6cidos y proteínas con agente& 

o>:i.dantes c:omo peró>:i.do de hiclrógeno, permanganato y c:arbón 

ac:t.i•1ado <8>. 

La hipótesis de qua al carbmm•to· de amonio o algunos 

ºc.bmpllest.tl's" ·-r-el ac:icrnt.cr.lc,1;; estarían i nvol uc:r adcis en 1 a bi osi ntesi s 

ele la urr?a, persistió por mas dm 100 años (8), Hay que hac:er 

r1otar qllra en el art ic:ul o de ~:rabs y H1:-nsel ei t. (9) , en el r:uc:~l se 
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desc.ribe-! la sintesi.s de la 1..\rea, se puso en duda si el cianato de 

amonio en un sist.em,-:¡ de t•abanadara de hí.gado, podría ser un 

precursor de la urea, pero nó se C"JbÚwo nada, por lo tanto, 

concluyeron que etl cL:matc1 de amonio no p1.1ede ser intermediario 

ni precursor en la bic1sintesis de la urea en el organismo. 

Para 1939 el Dr. ~:rebs estaba plenamemte convencido de que se 

reql.\erían las céll.\las hepáti.c:.as í.ntegras para 11 evar a cabo la 

s.\nt.esis de la urFta a part.ir de amoniaco "I biónido de carbono, 

debi.do a e-mperiment.c-1•=· que fallaron parm sintetizar urea en 

preparacionF,s libres de cél1.1las. En 1944, M. Hayano (10) en ral 

laboratorio del Dr. P.P. Cohen logra si.nt.et.izar urea en " un 

sist.ema librt~ de cf,J.1.11.':<S " y di::,m1.1e>.t.ra : 1l sírf'l:.esis de citrl.\lina 

a partir de amoniaco y bió)tido de carbono en l.\na f·rac:c:.i ón c:.rl.\da 

de hi.gado ( post.e1•ic1rmente rer:c1nor.ida como de mitocondrias y 2l 

la conversión de c:i.trulina en urea en la fracción del 

sobrenadant.e. Posteriormente Griso.U.a y Cohen <11>, al utilizar 

la fracción r.rl\da de hígado, desr.ubren.la .. 1;rnistem.:ia de dos pasos 

··er1:c:imat.fr.:·c-;s-··err-1a -biosintr..sis. de citrul ina n partir de amoniaco y 

C02, además del rl':'queriment.o de 1..lfl compuesto N-ac:.il, derivado del 

ár.idc1 glutil1mic:.c-J, al cual llami:lron comp1.1esto X. Mt.r.. ·~.arde, Janes, 

8pector y Lipmann (l2l, en l.955, identi.fi.c<iron al carba.mil 

fosfat.o como el dc-mc1dor dt? grupos cnrbamilo en la síntesis 

em:i.máti.ca de citruli.na, que correspondía al compuesto X de 

Grisol!a y Cohen (11), 

En 1958 se tE'lní<:<n plenamente identificadas las em:imas 

mttoc:.ondriales involucradas en la bioslntrasis de citrulina la 

carbami l. fosfato si ntetasa I < CPS I l, denominada así para 

f distinguirla de la CPS II invc-Jlucrada en la biosint.esis de 
¡ · 



pirimidinas y la ornitinn tra-.nsc:arbiimilasa OTC >, que 

represent.an el primero y segundr, pasos rospectivamant.e en la 

bi osi ntes:i. r. de la 1.1rP-a a partir de ccmciniac:o y biól:ido de carbc1no 

<Hg. 1 >. FIOVRA \, 

ORHITllU. ""'--------1--

r<O"O"' 
·· o.i.Ru1.111. romro 

HDP +PI 

UTP 

uott, it• · · 

lll(i=N•ttllll 
tM1111tlf 

AMIHHO 

ruuARATO 

. ·.· .. , .............. _~---· 
. °t"<O===•UllllNA 

ACUlt.•CoA +u.un.u.ATO 

1
' CITOPl.UMA 

MATJIU LllTOCOllOnlAI. 

fi~.l.: E\ C.,c.\o dí!. \a..Orr,1i1na..! \_o..s e.'<'3>1mo.s q.o..'l\1c.q>o..'l\\Q.~ 
~t<.\.'i'\ e.e>"' ~u'N'\r¿_v-o: o) C.c..'l'btL'f'<-..1 \ ~c:.t. ~o..lo .s1""T'l.lc..!;'c:..:C .<a) 0yn1 -
tw'\(A. trC1..nsc..o,.'fDtA'l'f'.1\~t\..l3) Á'l"(}\1'111"\o S:'->t..C..\M,to S\'1'\Te"\-o..~cx.. 
l4.) ¡\ 'f'~\niy-,o<;,~ lt...\'MA.S C\. (,,S") ¡\ v-~\ D~S' c..., ((.) t-J-c..teT\ \ ~VA lü.­
~e-."Tc:. 'S.\.,...._-\~\c..~ (\_. 

Para entender mejc:1r un proceso bi.oquimico, además de m:aminar 

su contento metab61 ir..o act.ual, también t1s conveniente anal i:c:ar su 

histori.al evolutivi:1, Tal es el C<i<SC'1 de la biosintesis de la urea, 

o c:ic:lo dm la ornitina, el cual a través de millone:•s de años ha 

sufri.do c.ambios evoh•tivos drás-.tic:t"JS en el cont.e):tc1 metabólico de 

los pror..esos bi oqt.t.i. mi c:os:; al g1.1nas de sus c:aracteri sticas 

metabólicas a~\n c:uando permanl!•C:'Í.!i!ron sin variación durante~ mUC'.ho 

t.i ampo, pudieron dc;,se<mpeñ<<l" htnc: iones di h1rant.1?s de las actual es; 

el ciclo de la ornitin~ ( fig. 1 > representa una vía metabólice 

!:'1)ttremar.iamente efic:iento paro< la convrarsión de amoniaco y bich:ido 

de c:arbc1no en L\rea. Sin duda, estas reacci.onr-is fueron producto de 
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una dura y estricta presión de selección, __ debido a la tonicidad 

..... dal amonio .. P..ªr:a l_os organismos vi;.rtebradi:-is; sin embargo, e)tisten 

c:ie-,rtc:is ;,spec:+.os dr::l c:iclr, de la ornitina relacionados con su 

regulación que no han s'>i.do pmrfectamente escl.arfl'c:idc:is. 

Ejemplo h f.'il. e}: ami n<.1r la l c:ic:al i z ,:~ci ón i nt1· <:<e el ul ar de 1 as 

reacciones del. c:i.r..lo de l.a ornit.ina, enc:.ontramos que las enzimas 

que catalizan· dr.is d<, las reac:c:iones: la carbamil fosfato 

sintet.ar,.a I CPS J. > y 1 a orni ti ne tr ar1scarbami 1 asa ( OTC > , 

ambas sa enc:.llent.rrm en l.n mnt.ríz mitocondrial, mientras que las 

otras tres la argininosl\ccinato sintetasa, la 

nrgini.nosucc:inasa y l.:. 1"-rginasa, sa encuentr1:1n en el citoplasma. 

Como resul.t.ado de esta distribución~ 1<:1 me<mbrana mitocondrial es 

una barrera para la opmración del <~ido y para ello se necesitan 

dos eventos adicionales c;,n la mt?mbrana catalizados por proteínas 

aspee:! fic.a!H el de la orni ti na hacia 

mitoc.ondria, cc-.ropi;mséldo crin la SE11.idf.1 de prc1tones U.3> y la 

difusión facilitada de c.it.rlllina a través de la membrana 

intramitc:1cr.1nd1•ial (l.4}. Pt."1r t."1t.ro larki, la sintesi$. y utilii!ac.ión 

de carbamil fosf;ato < CP ) en la mitr,c.ondria está relacionada c:on 

la separación de? la!':, pm:cis de CP para la bio=.intesi.s de la urea 

y las pirimidinas y ademés est6 relacionada c:on la regulación de 

Sll sintesi!':.; sin embargo, está claro que los obji?ti.vos arriba 

menc:.ir.mad1::is se por.Irían l lmvo.r a e.abo, si todas las reac:c:iones del 

c:ic.lo de la ornitino Fumran intramitocondriales, situación qlle 

tendría como ventf.lja E'!l no reqúrnrir lr.~s prrJteinas ac:.arreadoras 

ciü'J ornit.ina "I c:it.rulina, así. como la separS1c:i6n de las pozas de 

CP, E'tl cl11:1l m:>tá invr.ilucrado en la biosl.ntesis de la ure~~ y las 

8 



p:l.rimidinas. 

Ejemple• I I: Se dr:,be obmervar l ~~ regulación dt;l la síntesis de 

CP pnr N-ac:etil glut.:<111a+.o ( Nl'1G >, C:<Sí como su d1~gradaci6n. La 

acetilad.ón del glut.mnato t;•s m1~diant.e la mm:ima mit.ocondrial N-

ac:etil glut.amato si r1tntasa, 1 "' cual es ac:t.i vada por argi ni na <15) 

y el prodl\c:t.o, el NAG, es el activador esencial de la CPS 1 (11), 

Como rer,,ult.ado di!! óst.ci, 1.:. síntesis dt1 CP está en func:ión de las 

c:onc:entrac:ionl?s m:lt.m:cmdr:l.ales de <ffginina y glutamato (16), 

aunque t.ambi iin est.i1 di rec:tamcmt.e modulada por la ornitina 

(17,18). 

Alguno~. aspc1c:tos del c:i t:lt) de }.a urea que serán 

considarados, fuJ?ron det.ermin<<dc:1s en buena pr.1rtr.i poi" su origen 

evolutivo. Con enc:epc:ión de la arginasa, el resto de las 

reacciones em:i.mátic:as ¡n:.rtir.:ipa, además dt1 la síntesis de la 

urea, en la· si.ntesi s de arginina, at>í que se tratara de 

rec:onstruir una sec:1.1enc:i,;:1 progresiva de cambios evolut.ivos del 

c:ic:lo de la urea en microorganismos. 

BIOSINTESIS DE LA ARGININA EN S§Sbgcisbis S9li.!. 

La seler.:c:itm natur<:cl puso como pn1c;,ba la eficiencia 

mediante la c:ual la bacteria pudiera ut.ili;:ar nutrimer1tos para 

crecer y luego par•, dar lugar << la aparición de mecanismos de 

c:ontrol de las vía!". biosi.ntét.ic:<is. Comc:1 resultado de ésto, 

generalmentm 1<1 pi-im<;?ra en;:imr.< de una vía binsintética está 

sujeta a inhi.bi ci (in por medio d¡¡•l pr t1dLIC: t O final 

rat.roal immntac:i ón r1egF.<·ti va de dicha vía; en el caso de la 

prt::isenta la inh;.bit:i ón alostóric:a de la N-ac:eti 1 glutamato 

9 
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sintetasa por lf.'I arginina (19>, sin embiilrgo, el control de la 

bios!ntesis de la arginina enfrenta un problema debiclo a qua sll 

regulación est6 ligada a la regulaci6n de la biosintesis de 

pirimidinas, debido a que ambns vías comparten un alimentador 

com1.~m, el c:arbamil fosfato ( fi g. 2 > • Por un 1 ado, el CP se une 

al aspart.a.to, en una rear::ción catalizada por la aspartato 

t.ranscarbamilasa; rll.c:h<< re.r~r::ci6n es inhibida alostéricam1mte por 

CTP (20). A su vt?z, l.r. síntesis de CP, catal.izada por la carbamil 

fosfato sinti:tasn I es inhibida por UMP ·y- esti.mulc:,da por ornitina 

"{21>;·s·é"'ñ<;r·tntegradcc.t.oda e~ta :i.nformac:ión en la figura 2 con el 

objeto da entende:•r mejor los det.r<l les r:lc;, la regulación da la 

bioslntesls de la arginina. 

As!, 

FIGURA 2 .·METABOLISMO OE ARGININA EN E1cherichio coli. 

+ ACtlVACION ENZIMA 

11 INHIBICION ENZIMA 

-REACCION ANBOLICA 

acehl qlulamalo-1 Pl-+--ocel1l qlulamalo +-1-- qh1lamalo l or9lnina 

at4hl qki1om1co 11miold1htdo 

l or¡in" 
actl1I orn1t1na ---+orn1tina7c1lrullno-.or9lntno1ucC111ato

0 

ORNITINA + \ 
qlulamlno -...NH3--fi-. corbam1! I P) 

UMP l · 
a1porlo~ur1ido1ucclnalo 

CTP ¡ 
dih1d'Tº'º'º 

nucl1o'lldo1 d1 p111m1dina 

cuando l<.< c:él.ul"' F.•sté ¡;i.nteti ~ando ;:.11::li.varr1Cl'nte arginina, se 

formara suf i c:i ente or-rci ti n<:< par c:1 <:<t:ti vai· 1 a si. ntu-si s de CP y l\n 

emc:eso de CTP :i.mpedi.rá ffü p;;,.so hada l.as pirimidinas, miP.ntras 

que una faltr.«dE"1 CP lo fi:lcilitart .. En otro c:aso, un emceso de UMP 

causaré: tma dí"'minllc:íón en la sínüisis de CP y la ornitina se 
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ac:umular;á al no podarsE'! ac:oplr.i.r con el prr.ipio CP, da esta forma, 

el exceso de ornitina activará la sintetasa de c:arbamil fosfato I 

y lo hace disponible para la slntesi~ de citrulina y arginina. 

Por otro lado, un c:mc:.eso cir.- argirdna dá lugar a qL\e la slntesis 

de ornitina pueda ser inhibida y así el control de la activación 

de la orni.ti.na t.ranscarba.mi lasa dependa en gran medida de los 

sust.r atc:is. 

BIOSINTESIS DE LA ARGININA EN ª~si!!l:!.3 §YQ~ilis. 

En estas bacterias el cc-mt.n:il en la biosintesis de la 

arginina y el co11trol en l?l metabolismo del carbamil fosfato está 

sujeto a elmmt;fntos adir:ionales, debido a la pres~nc:ia de una via 

catabólica pa.ra la &.rginina ( fig. 3 ) ' 1 a c:ual i ne 1 uye su 

hidrólisis en ornitina ·y urea por la aparición de la enzima 

arginasa y la posterior utilización metabólica de la ornitina 

para sint1?t.izar semi<:ddeh.ído glutamic:o y luego glutamato (22). 

..... ·~··----~ 

FIGURA 3: METABOLISMO ·oE ARGININA EN !l.!El!!!!!. •ubl/111 ... 

i5 lNHtBICION ENZIMA 

- REACCION ANABOLICA 
__ ..., REAJ:OO.N ANAPLEROTICA 

ocelll 9lu1omJJ (Pl.___:.ocelll.~l11loma10..-W-01u1amalo 

l orqr111110 ,,,,,,,,.,, 

/ 
cmtll qMa,mico 9lulo'ñilco 'i-"º orqf11111a 
u1111old1h1do umloldeh(do l ........ f 

l 
/' .. -... .. ... 

, --, ...... :.................. ~ 

oc1rllor11illM1-.arMt11a~" clltulll\a---+ar9i11io1mincto 
AAOIHASA 

~º'!l. 
9lulomi110--.NH3 -.ca1ba1111I • fP'f -r 

9h1lomi110-..1H13+C1llbamil- (PI 

•11ar~vr1ldoiucc1no~ 
l 

dlMdroarolato 

... 1.L .. dt 
plrlmldl110 

Debido a que la ornitina as un int.ermedi ario 
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biosintéti.co como r..at.aból ic:o, su c:orn:entrac:i ón no puede ser l\sada 

para c:ontrol ar 1 a bi osí ntesi s ele CP c:omo sucede en S::.. ¡;,Ql_j._; 

consec:1.1entemente· -ª-'- .§~!?:tili.? ti.enr?.1 una forma m;,\s c:ompleja de 

regulación en la bic:1sí.ntt?sis de CP,, ·ya que ;.nc:lL1ye la apari.c:ión 

de dos c:arbamil fosfato sintetasas distintas (23). 

La enzima qurn flmc:i.ona &spec:íficami=nti= en la bioE>intesis 

de nucleótidos de pirimidinas ( CPS II > es controlada por UMP, 

asi, la utilización ele CP por esta eni:ima no requiere regulación 

prJsterior. La otra c:arbamil fosfato sinti:tasa C CPS I ei;, 

r..odific:ada por tm gene difi::·rente, · ncr .. está sujeta a control 

·· alC"JStérica._y __ el ~iti'.' primario de regulación de la biosíntesis de 

la arg;.ni.na es por retrc:1alimentació11 nttgativa de la N-ac:etil 

glutam;;,to sinb.-t;:,sa pcrr L-arginina. Eni!:;te ad1:rrc;ás otro pun·to de 

c:rmtrol para evi.t.ar una ac.umulac::lón de ;;:1rgird.na y es la presend.a 

dP. la enzima c:r.,t.abólir:a arginr.<sa, l;:, c:u<:<l fc1rma ornitina y urea, 

lo que genera una nueva posibilidad de biosí.ntesis de arginina 

debido <.< que la ornitina renr.:c:iona c:rm e-11 CP para dar origen a la 

citrulina y de esta forma alimentar la síntesis de arginina. De 

hecho, ernistr1 una 1:.1st.rr1c:h<:< relac:ión ent.ra la arginasa y la 

orn;.tina transce>rbi!md.lasa; esta.s dos enzimas tienen pesos 

mol er:ul 01res muy similares C24 > y adr;,más son t.r l. meros <25> • La 

interac:c::ión de 1r1str.1s dos c;1m:imas dti lugar· a la formación de? ur. 

hexá.mer-o 1 como es. e.I ca.so coV\c;re.to 9~1e pru~l\tó.."tl ta Q.Y~lnótSa_ y -1~-:·, 

·orl'lltlria tt'"a:l'\SC01rbn11d 1,1\:.a de;, gtL~l.!.hf!S.!:'!S.S.\:.\§ f.2~S.!!!.i~ (26) y las de 

D-ª.s.!..:U.!,!¡=,; l,icheni formi s (27>. 

Una di ferenc:i a f1mdamer1tal entrP. proc:ari ontee. y 

\'l. 



euc:ariontes es la presenr.ia en e:1ucariontes de organelos celulares 

como las mi tor.:or1dr i as y el núcleo; como resultado~ estas c:álulas 

tienen le oportunidad de c:cimpartimentalfz·;:,r aún más sus-. vías 

ia:l mratabc-Jli smo de la argi ni na en !h. 

fiy. -4 

la vi~ rJl.'"-' rlim ltlfJ""r "' le< ·k1rm•~<:ión de ornitini:I suceden en la 

mitocondri~, mir.-rd:r;:::;. qu.n la conversión de ornitina en arginina, 

así cnmo el catabolismo de la arginina, suceden er1 el c:.i topl asma 

(28). 

obs~rvamos que; 

ílGURA 4, "CIABOLISMO OC MGININA CN Sacchorom¡cu corni101 . 

m llHUDICION [Nll"M .... ACTJVACION CN21MA 

- fl(ACCION ANABOLICA 
...... HEACCION ANAPLEnOTICA r----- ~-- .. -------- ----------, 

1 ~ 1 
1 AcGh1 

11 octt•I -IJ-oc1hl ~QlulOf'llCllo Qlutamoto pr9hno 
9lulom1llPI i Qlutamolo • 1 ,-

¡ 1 "'""º ¡ "'""º _.// 
i cm1

1
I l: Mniold1hfdo' u110 or91NM 

'¡' w~:~::¡~~·~o QMamalo 9!uld¡m1co ,J"''orq~lftO 
,," 1VCC1nala 

1 ocUil ,/"" a1Qinina ... t 
l 0tnll1no orrr11no----...L.or11111:.. 011thN...,,11ru r.a 

~-----------------------~ 

Qlulam1na -+(NHll-;- wbom11 - 1 P7"1-urt1~0t\.(cina10 

. UIP ( UIP l 
• . • • ASPAATATO .... j"'°" 

l'IUClto~dol dt 
p1t1t11ldiftO 

l. a 1 evadura. posee.. dos c.arbami l fosfato 

··sintet.asas-.. -que furyc:ionan en dos compartimentos intracelulares 

di fer entes, tantc1 er1 la biosí.ntesis de pirimidinas como en la 

biosintesis de arginina y 2) la actividad biológica de la 

1.3 



arginasa y la ornitinr.• t.ranscarbamil.asa de levadura se dasarrolla 

en forma si mul ti!1nea mmdi •~nte;. la formar.i 6n de un c:ompl ejo uno a 

uno entre v:stas dc1c-, i;mzimas (29>; t.omo se conoce que en !h. 

§!:!9'±:.i!i§ mtiste tambi&n est.e tipo de interacr..ión entre estas dos 

es da i ntc·r ás c:1bservar · est.e mecani smt:1 de control 

encontrado en dos especies no relacionadas entre sí, El 

principnl hecho que :..e observa es qur-- ambas ent:imas tanto en ª:.. 
lo que hace pensar 

en una E'tstrech<• rE'tlar..i~m evolutivo:< bas;;1d.:1 en la observación de 

ademé.s de regU1t;<r la <•c.tividad de l<i OTC deª"- 2.b\9.t.i!..la (30). 

METABOLISMO DE LA ARGININA EM fj.!fi!Jl'.:Q§BQ!'.:.5! .Gl'.:sá§s· 

Tanto la bic1s.ínt.esis ccimo le:1 degradación dE' la F.1rginina 

También en 

fj,g. 5 se aprov111ch<:1 la ventaja dEt la 

c:ompart.iment.alit:aC'.ión que 11;1 c:1fr1?c:e la mitocondria en donde, al. 

menos, dos enzimr.1s de la bir:ssintesis de i·r.1 arginina F.>e encuentran 

·en este· organelo (3!.,~~). 

ílGURA S. MnABOLISMO DE ARGININA EN !!!!!lliP!!! ~ 
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f 1 : 
! 91~;!~ico ! ¡ 11\º ......... ar91rna 
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' ' ' ' ' ' 1 ae111t t 1 
:om11na orn1l1~C•lrullno~ci11uhno-e1r9lnlno 

l..9~"'!."~~n~;:LN..HJl-:!'~º!b .. o~1: ! ~t ........... .J 111tcMto 

,,,,,. .. ,_, •• ,1-1- ...... ,, -1•("''""'""" 

"" """'" -+"· 
Mltolldo1dt 1..4 r1111111d•nt 



Dado quw el cat.abC'1l.ismo de la arginina se lleva a cabo en el 

citoplasma y el flujo de ornitina a través de la memb~ana 

mi.tocondri.al es restri.ng:l.do mn J.a vi<:< c:at.abólica di? la ornitina, 

ést.a no puc~de ser carb;.:<milada y convertida en arginina en un 

grado significativo ni. tiicmpC'1co puede s!?r degradada (33). Aquí no 

e>:iste evidencia de que interac.cionen la arginasa con la ore, 

molecular re.spectc:1 di? la de levadura (34> y parece poco probable 

la interac:r.:ión de una protP.J.na he>:américa con el trímero de la 

OTC (30>; adem.!s, influye la localización intramitoc:ondrial 

·espec:ific·a--par-a l<< CP9 .!- a diferencü< de la CPS II, l;.:< cual está 

r111lacionada con l.•~ biosintesis de rmc:laó·tidos de pirimidinas y 

esté localizada en el citoplasma. 

Al comp;;1rar la regulación de la actividad de la 

observa en amb.'Els especies q1.11r1 la sí.r1tr:tsis de c:arbamil fosfato y 

l.a c:arbamilación del aspartato i;-,on c.atalizados por una sola 

proteína bifL\ric:ional (36). En !:JS'blr.Q§E!9r.-ª' sólo la síntesis de CP 

es controlada por UTP (37), pr.1r lo tanto, el control de la 

aspartat.o transcarbami. lasa de t1§Ll.1'.:.Qall9.1'.:.ª no parece ser del todo 

vent.ajoso. 

TRANSICION DE LA SINTESIS DE AR6ININA A LA SINTESIS DE UREA. 

El principal hecho evolutivo que ocurrió en lo\:!. 

mic:roorganismos fue la pérdida dr~ J.a c<•pi'ilc:idad d111 sintetizar 

arginina y la .;,dqui!~ición da la c:c1pac:idad de sintetizar· Llrea. 

Esto es de- vitnl intc?rós, en vist.Gt de la posibilidad de que la 

síntesis de argi ni na r1uedr, ser antecedente evolutivo en la 
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si nti;1si s de urr:•a, puesto que los dos proc.esos tienen reacciones 

en r:::om~n; desafort1..1na1fomente la distribución del ciclo de la ureCI 

en el rei.no ani.mal ha sido estudiad<~ con más detalle que la 
.... .,, __ . ___ _ 

biosintasis dP. C:<rginina; de' ctialquier manera, se ha encontrado 

una forma func:icmr<l del c:ic:lo de la ornitina en el gusano 

~ie~li~ID llfil~~D§~, 1 n r:ual sugiere que 1 a bi osi ntesi s de la urea 

sobrevino en la era d~ los meta<oarios, ópoc:a geológica a la cual 

se atribuye la e>:ist.enc:ia de este t.ip<1 de guGano <38), 

Al c:ompar ar el me•tabol i smo ele la argi. ni na en ~.!!.. ~t.fü?.~2 

con el del hígado de m.rtmifero ( fi.g. 6 ) , se analizan los c:ambion 

que se requierc;1n pare. la transformac.ián de:- l•• biosíntesis de 

argird.na C:< la vía de síntesis de urea. Han sido pocos los cc:1mbios 

requf;'ri dos; en el hi.gar.lo no mtiste el ciclo del N-acetil 

glutamato tal como <1parr.1ce en J::j.., f:tf!§§~ fig. 5 ) J la 

adquisic:ión de una proteína ac:c:1rr1:1adora de ornit.ina en la 

membrana int.ramit.ocondrial del hepatc1c:i ·to (13) l u c:ual no ha sido 

hallada en !:Jg!JJ::Q§Q.QJ:.€!; en el mami fliiro, le:\ N-ac:eti l glutami:.to 

sintet.asa es activada por la arginina, en lugar de inhibir su 

actividad r:::omo en Neurospora. Por 1Utimo, se obs1!trv.~n cambios en 

la regulación da la CPS I, 1 a c:ual se activa por N-ac:etil 

glutamatc1 NAG ) r,~n hepatoc:it.os, mientras que er1 el hongo, 

ocurre una pérdida de dependencia de glutcHTdna para su actividad. 
rtGURA 6. METABOLISMO DE ARGIHIHA rn HIGAOO DE MAMlrE RO; 
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E>:i:\minerrro!':'i la secuencia de pasos que se originr.~ron desde 

el metaboHsmo de la arginina en hongos, hasta la síntesis de 

urea en mamíferos~ 

1. El estricto control de la bios!ntesis de la arginina 

debi.do a la regulF.1ción t"tspecífica de la actividad de la CPS I por 

N-ac:et.i.l glutamato, que coordina el flujrJ de síntesis de CP con 

el flujo de síntesis dF.: ac:etil glut.r.irra:cto y posteriormente c:on la 

síntesis de ornitina. 

2. redl\ccl. ón gradual del número de enzimas 

involucradas en la bicslntesis de la arginina, así como el cambio 

en el hab'ltat nutric:ional de los eucecrionte!:'. <11 cambiar la 

ut.ili-aac:Uin de simples r.:c:impuestos oi;-gt..nic:os a la citofagia. La 

i.ngesta de• argi.nina en la dieta hizo mEmc:1s crítica la posesión de 

la v!a biosint6tica de arginina, así c:omo de otros amino•cidos; 

probablemente la redL1t~c:ión de los niveles cmzimátic:os se debió 

más a cambios mutac:ionales regL1lados, es decir que a las 

alteraciones estructurales de los genes .... _ Ej1m11plos de cambios 

mutar.:ionales_ . .!:ffigulados, que a trav6s d~~l t.ii?mpo, la e~:presión de 

los genl?s estruc:t.ttri>'les espec:J.ficos ha sido despla:i'.ada,. son 

cc:rnoc:idos tant.c-J en p1•or.:ariontes (39), como t·m eucariontes (40), 

· 3. El i::.i gui. ente p<;>.so fl1e, t~:tl vez, el aume11to de 

permeabilidad de lc:1 mnmbran<:< int.ramitc:ir.:rmdrial para la ornitina~ 

lo que- sucedi. ó, prc:ib~bl emeonte, por rol aumento de 1 a proteína 

ac:arreadc:1ra (41>, c1 por la pérdida de un mEtr:anismo inhibidor 

anpecífic:o. Pc-Jr ot.ro lc:<do, la ruta r.ataból.ica de la c:1r11itina a 

glutamato y prolina, ei:; relat.ivamrmte rF.ivrarsible (42). La 

habilidad de la c:1rnit.ina para entrar a la mitoc:ondria podría 

proporcionar una ruta alterna par.~ la biosínt.esis de argiriina 

.L:¡. 



cuando se supr i miera este ami not1c: :i. r.lo, 

4. Tuvo que ser provoc:ac:Jc-, 1.m cambio en el camino 

metab6lic:o di;· la urrJc:1, En eucariontes primitiva:., la urea era 

relat.ivaml?nt.e poco l\sada, inclusi.ve algunas especies ut.ilb!aban 

urea como t\rd.c:a fuente de nit.r6geno (22>; sin embarga, en algún 

estadio F.Nolut.ivf:i, la producción de urea contribuyó a la 

regul.ac.ión de li3 ósmosis de los fl.u.í.dos en organismos para poder 

sobrevivir en medios SC:il i nos y probablemente despues r:omo un 

mecaniF.lmo de eHcrec:i.ón ti¡¡¡ nitrógeno en medios no ac:uososJ así, ln 

función primaria de le~s reacciones i'rwolúcradas cambiaron de la 

... 

0

bi osi nt'es{sa 1 a· degradad ón de 1 a argi ni rit.'\ por la si. nte&i s de 1 a ;. 

urea. 

La c:.:.pac:id«d para sinteti.;:ar urea c:1parec:i6 en forma 

tempr,;¡na r.m los t~rganismos durante su evolución, pero no se 

desarrolló c:omplet.amente como un mt?c:anismo bioqui.mico hasta que •~ 

surgieron problemc:<s c:omo abastec:imiento limitar.lo de F.igua, así 

como la demanda para e>:cret.ar ciert<~s sustanc:iaE"., c•1rac:teri.stic.as 

que fueron i mp1.1estas por di varsos c:ami nos metabcH i c:os. 

Huggins y c:ol. (43)' sugiriaron la siguiente 

tarm:lnol ogi a r.:apaces de 

urea partir de amoniac:o y bi ó>ti.do de 

carbono. !Jr::ggg!ni.GQ§: aqucHlos •~nimales qua sintetizan urea, pero 

no necesari¡¡rrru?nt.e la c;onc.retan c:omc1 el principal producto 

'" 
nitroganado por la orina. !JJ:.9Q:!::J!li.GQ§: .aqur:;,llos animales qua 

form,;in urea, la c:Ltal i;mc:ret.an c:cirrrrJ el principal producto 

ni trogenadc,. !:!!:.~9.9.§.!!!é.tiS:.Q!P aquel 1 o:. ani. mal es qui? forman urea y 

aquel 1 os animal es que si ntet.i;: an amc:ini F.ic:o como pr i n1;i pal producto 
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de su cat.abol. i smo nitrogenado y lo t't>tt:ret,an al agua, 

Yt:i!:9!:~!.iJ;9§ ~ nq1.1"1l l c1s animal es q1.1e e): cr etan ác:i do t\r i co como 

principal producto nitroganado. 
. . ... , ··~··--· 

El amoni acc1 es una sust.~mcia aün en 

conc:entrac::iones rt'1lr<t.ivamente-1 bajas; sin embargo, nrJ es problema 

mantener bajas las concentraci.rmt?s en Lm organismc1 no es problema 

cuando hay sufir.ir:mte agu;:1 en e-11 medio. En el caso de los 

ani. mal es t.err est res, ll-•,t.os tienen un aporte l:i.mitaclo de agua por 

lo que es ner.esaric1 dr~sarrol lar los sistemas enzimi.t.icos para la 

conversión de amcmiac.o en compuestc1s relativamE'1ntc1 menos tó)licos, 

c:cmro la urea y el ár.idn t~rico (44>. Los mamí.fel'"os marinos y otros 

animales que !'"egresaron al mar retuvieron sus patronee. 

"' caraC".teristicos p<:1ra l.o e>lCl'"eci Me de sustancias tó)licas· (45), Aun 

c:uando se ti.enen evidt01nci.as de qL\e las enzimas necesarias para la 

sl.rctesis da la url'Ja Y~< e)tistl.an i;.n algunos orgc:<nismos primitivos, 

no se tiene una e)tplic.-.ac:i.~.n adec:u.ada sc1bre la evoluc:ión molG1c:ular 

de dichas em:im."s de;isdF.t los organismos eurconotélic.os, pilsando por 
l 

los ureotélic.os y lees 1.1ric:otélicor. t?n vmrtebradc's sL\peri.ores. 1 

el 

Brown y Cohen C46) h~n propuesto la hipótesis dm la pérdida de 

las en;:imar:, de la bio~;in·t.e•sis de le< urea, como unr.• emplicación de L 
la falta de 1.1rec1t.el i smo en al gunm; dr,; esos vertebrados 

superiori?s, ere la c:u<:>l se int.erü.a hacer una desc:ripción del tema, 

en lugar" de dar 1.m<< e:mplir.:ación del proc:eso evolutivo, y en 

donde, ademas, los rv.·arreglos gemét.icos y puntos de m1.1tac:ión que 

af1?r:taron a los genF.or, reguladoras, surgit~ron como un<:< sel'"ie de 
.... ,., _____ _ 

eventos qu_e se msni.fei!t.taron c:c.-irrco una evolución, más que Llna si;,rie 

de ct:1mbir.n; c:omo simpl.1~s mut1:1ciones o pt1rdidas (47>. 



ENZIMAS 11ITOCOfl!DRIALES EN LA BIOSINTESIS DE LA UREA. 

~eB~BMlb EQ3E8IQ §1~IsI8§8 l~ 

1. PropiedadF.?s físic:as1 La em:ima c:arbamil fosfato 

sintetasa 1. ( CPS I > ( E.C.6.3.4.16 > está presente en la matriz 

mitor:ondr'ial del hígado de animr.1les urE!otélir:os y además requiere 

en forrrr.:1 absoluta de N-ac:etil glutamatcr NAG > c:omo ac:tivador 

(48>. La ar:tivadór1 de la enzimc:1 par NAG ~:m apro>timada 0.1 mM ) 

en hígado de rata (49>, está asociada c:on cambios en la 

conformación y C1struc:t.ura di? la subunidacl de la r:1m:ima: (50). La 

CPS I m:upa un 20% del tot.al. de la proteína mitoc:.ondrial (51), 

comparado c:on la r..'<nticlad de ATPasa presemte en la ml?mbrana 

interna mi. toccrndr 1. al, 1 a c.ual oc: upa un 30% del total de la 

protP.l.na. L!t c:onc:P.ntrac::ión di? CPS I es muy elevada aun r.:uando no 

está rela.c:ionada con la func:itrn b:i.oenergética mit.oc:ondrial. Se ha 

enr..ontrado además er1 c;;mtidE1des bajas, pero metabólicamente 

ar..tivas, en la mucosa int.estinal de animales ureot1HicoL; (52). Ha 

sido purificado un anticuerpo monovalente contra la CPS de 

algunas es;ped.es de uni.mt:1lt:is' ur(1otélic:os, lo que Sllgit7re que las 

en;: i mas de t.odE1s estc:.s especies ti enP.n determinant.es comunes, asi 

como estrt1cturas si mi l<ffes. 

Las enzim;.rn purific.ad17J.E> de hí.gado ele rana, bovino y 

rata, e->:ist.en c:c1mo L\n sistema monómero-dimero c.on PM de 160 1 000 

para la forma mc:.nomérica (50,54 a 56} ( Tabla 1 ) • 

2. Estequinmot.ria y raquerimiantos em:imát.icos: La CPS I 

cat.ali.za la formc:~ción de un mol ele carbarrd.1 fosfato, dos moles de 

ADP y un mol de fosfato inorgánico a partir de un mol de 

amoniaco, Ltn mol de bic.<crbonat.cr y dos mcrles de ATP. .. 



TABLA 1: PROP 1 EDADES DE LA. CARBP:H 1 L FOSFATO S 1 NTETASl1 1 

Y LA ORNITllV\ TMNSCARBAHILASA, 

· 'l, de proteínas de la matriz, 

P,H, dol pol fmero, 

Número de subunldodcs, 

P.H. subunldad, 

P,H, del precursor de I~ subunfdad, 

concontrac.lón subunldad en mltoc. ( mo1/I.. ) • 

pH óptimo, 

Actividad ospcdflca, ( unld,/mg, prot,), 

Km ( nmo1/L ): 
amonio, 

b 1 carbonato, 

Hg•ATP, 

N-acei 11 gl utamato, · 

Hg2+ 

ornltlna,' 

tarbamt l íos fato, 

CPS OTC 

20 O ,5.0 ,6 

300,000 112 ,ooo 

2 ( Idénticas ) , 3 ( Idéntico•), 

160 ,OOD. 36 ,000. 

165,0DO. 39,500. 

1-1.5 o ,15 

6 ,8·7 ,6 7 ,9 

35 9DO 

El NAG se rir1quiere c:omo c:ofactor (48); ésto es muy importante, 

porque es muc:h<.t la proteína que se;.- enr::mmtra ine1cti.va sin al 

r.ofac:tor, ms dec::l.r, se trata de un cr.::.factor obligatorio y por lo 

tanto, 1 a en'l! i ma r1s tot<:•l mcmte dependiente de - él. Ademé.ir. se 

requiaren iones magr1esio Mn2+ o Co2+ (48). La Km para el amonio 

di.sminuye signifi.cé:tivamcmtt=: en presend.a de ione¡; pot~'sio <48). 

Hay que har.:F.tr notr.<r q1.1e la CPS I es 11!< i..\nic,';, emüma del ciclo de 

l.n urea q1.1e tiene::- un t:ofactor regulador, y la ünica enzima que 

utiliza 2 moles de ATP. 

3. Cinética y mecanismo: se han reportado estudios 

ci.n&tic:os con cps·t·de hígado. de r•.na (57>, hígado de bovinC"1 

(49,58> e hl.gado di.? r.,.ta (59). f_os estudios mAs c:ompletor.• son los 

reportados con CPS I de bovino, en los cuales se indica inclusive 

el orden de unión del st1strato y el cofac:tor al unirsE"t con la 

¡' 

1 
¡ ... , 
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en-aima, el cual es~ 1l N-acetil glutamato, 2) Mg-ATP, 3) HC03, 4) 

Mg-ATP, 5) NH4. El orden de liberación del producto es: 1> 

r:arbami 1 fr.1sfato, 2> Mg-t'1DP, 3) Mg-P1DP, 4) fosfato inorgánico. Se 

ha presentadc1 evide:-m:i.a de la form.:<c::i.6n de un compLlesto en-zima-

c:arbr.nd.-fo!:',fatc,, el. c:uBl requiere dos moles de Mg-ATP <60>. 

4. Pr<pt?.1 dt!•l N-acetil gl.ut.amato: Ini.cialmente en las 

preparaciones crudas de hígado sr,¡ observó la ner:esidad de un 

cofactor df?rivado del glutamato (11) para la activación de la CPS 

I. Despues de diferentl?.s em;ayos con dt'trivados y análogos del 

glutamato, se enc:onti-6 que: l?l MAG es el más activo., El sistema 

enzimático que catallza la síntesis de NAG a partir de L-

glutamato y a.c.etil cmz•nzimf!. A, ha F.,ido descd.t.o por Tatibana y 

c.ol. (61); de esta manera, el MAG f.<Ct~1r~ corno un efector 

alostéric:o que infl.uyi.=1 en la asor.ir.ci6n-disociar.i6n del complejo 

mr::mómero-dimero de la CPSI (62>, el c:ual ha sido considerado como 

el primer r!?.gltlador 1:11.ostérico qllt!• sc,, lu: haya dese.rito • 
. .. .... --·-~ ... 

El desc.:1.1brimient.r.1 de la rmistencia de una segunda em:ima que 

:l.nt.ervien¡¡¡ en la conversión de bitmido de t:arbonr, y amoniacc1 en 

r.:it.rl\lina, f\.le medic1rrt.e 113.S sigtiient!!Js observaciones: 1) el 

residuo de? hí.gnclo dt? rat.:;1 que fue 1.ncub<:<do en aus;encia de 

ornit.ina, dit1 lugar r.1 un inttlirmediarit:. inir.:ialmente llamado 

compuestc1 X ( 11) y post.ed.c,rment.e carba.mi J. fosfato ( 12>. 2) 

c:l1andr:r se calient;:, el rf'tsiduo ele higadc-1 de rat.a, se in;.1ct.iva la 

eni!ima que c:atali;:l'l la formf.\ci 6r1 del inti;,rmediario para · formar 

cit.r1.1lina (11), 

La ornitina transcarbamilasa OTC Se!' encuentra 

. 1 

.,;...1 



e):clusivamente en mitoc:ondrias de hígado de animales ureotélicos 

( Tabla l > al. :l.guol que la CPS l; una baja, pero mi;.tabólicamentñ' 

significativa ar:tividad se h1:1 enc:ontr
0

adc-J en la muc:osa intestinal 

de animales ureot.éli.c:os (52,63). 

1. Propiedades físicas: L.a OTC ha sido purificada de 

h.l. gado de bovino prjr Marshall y Cohen (64 a 66) , qui enei; 

establecieron que la <7:1u:ima E'S un tri.mere..~ de PM 1081 000 c:on tres 

subunid~<des idént.iC:i."<S d"' 36,000 daltr:ines. También ha sido 

purificado de hi.gr1do rh·: r<.<ta <67) y de hí.gado de humano (68 1 69>, 

se han establer:ido c:r:i.rac:ter.i.st.ic:as similareio; con la OTC de 

bovino. El mec:ii\ni.smc:r de 1 a ret<!<c:c:ión tllstablec:.ido con la OTC de 

bovino implic:« prim111rr.1ment.e la unión de la em:ima con el c:arbamil 

fosfato, fc1rmi!lndose un complejo binaric:1 cuando la c:.onc:entrac:i ón 

del sustrato mstt. r:err:ana al v;:<l or de s1.1 Km (65). También se ha 

demostrado rec:i1?nti::m1r:nte la presencia dl\' un grupo sulfhidrilo, 

asi como un rQsiduo de arglnina, en el sitio de unión del 

c:arbamil ft"•sfat.cr c:on la f!'nzima (70) • 
. ... ""'·------. 

El sistema de l ;, CPS I puede ser afectado por la 

c:onc:entrac:.ión intramitm:cmdrial de ATP, ••IÍ'1oniacc-J, bicarbonato, 

'1 

'·. 

' ! 
... J 

·¡ 
. i , .... 

Mg2+ y M-ac:eti l glut.am<:<to. Para el c:e.so de la ac:et.i l c:oenzima A y .J 
el L-glutamato, que son sm:.tratos p«ra la si.ntesis del NAG, esta 

reac:c.i ón se hac.e dept?ndiumte d¡;. la r.midación de piruvat .. o y de 

il<c:l.dos par<.< gent?rar <•c:eti 1-CoA, mientras que la 

deshidrogenasa glut.~.rriir.:,-a y las transaminasas debe-n mantener los 

niveles de glutamah·,. La reé1c:c:i6n dl.'l' síntesis d¡;¡ NAG sucede 

dentro de ln mitoc:cmdria, mientras qt1e sl\ degradac:icin sucede en 



el citoplasma y de una man!l•ra rt~picfo (71); dc1bido a ello, la 

po;:a, balanr.:e r:ntrr.- la slntesi.s y ln degradac::iém r.IP.l NAa, ets de 

vi.tal importonc:ia, porqLIU1 este cofac:tor de la em::ima CPS l debe 

estar presentF.1 para ac:ti y;;o.rl a. Por otro l .::.do, se ha demostrado 

que J.a presencia de L-<'>rginina intrami.toc:ondrial e:•s indispensabJ.e 

para 1 a s! ntesi s d12l M?'1G, Y•"'J. que funciona como un efector 

positivo de la N-ac:etil glut.amato sintet.asa (15). 

"'A"l13t.1nas -de. las hor"!on~s que afer.:tan los niveles de las 

en?.imas responsnbll?s en la bi.•isint.esi s de la urea, son1 los 

c:ortic:orasteroides (72, 73>, r.-1 gluc:agr.m <73, 74), la hormona del 

crec:i.mi.ent.o (75), la hnrmone tiroidea <76,77), así c:omo también ¡·, 
el segundo mensajerr.1 intrr.1cralular AMPc: (73,74,78). Los sistemas 

que han si.do uHlizadcis son: hígado de fet.o de rata <78), hígado 

da feto humano C79>, mitocondrias y c6lulas aisladas de hígado 

(73,74,SO>, ani.male=-• intactos (ratas y ranas) <72,75), as! como 

preparni:iones de hígado de rana (76,81). 

En el. caso dE·l renacuajc,, el primer efecto detectado 

desplH!IS de la adición de tircmina, es la ir1duc:c:i6n de la en.:ima 

CPS 1 C76>, además de un aumento coordinado en las otras enzimas 

dedicadas a la biosintesis de la urea <82). La metamorfosis en 

los anfibios corrc;-sponde a la tran!:.ici ón entre el renacuajo 

acuático ( amonotélir.:o 1 y la rana terrestre ( ureotélico ) y ya 

que el. &monotelismo es incompatible ccm J.a vida tc:rrestr& debido 

a los efectos tónicos potentes dE:tl amoniaco, es r1ecesario 

desarrollar cilr1rta c:apucidad metabólica como el ureotelismo para 

deto):ifir.:ar de amoniac:c-1 al anfibio en su metamorfosis temprana, 

2/1 
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antes de que el ri::nac.uajo deje su medic1 ambiente ac:uát.ic:o. 

Por otro larlo, i;misten estudios orientados a dilucidar 

los efectos que rderc:en algunas hormonas e.orno el glucagon, el 

c:ortisol y la adrenalina sobre el metabolismo hepático en 

mamíferos. Entre algunos dr~ ellc1s C?nc:ontramos la estimulac:ión por 

el gluc.agcm de la gluc:onerJgéni:l'sis (83 a 85} y de la Llreogénesis. 

Por ejemplo, se hF-< demoi;;trado l?n hígE<do perfundido que el 

glt1c:agon aurm:mta 117< producción de ure<EI f.< partir dr;, aminoar.idos 

(86}, aparentl?mRnte debido al aumi:in·tn en la degradación de los 

que por lc1 tantc1, inr.rem¡¡;nt•• la cantidad de 

sust.r<:\tos p<:<ra la s.{ntesir., de l<.1 Llreo.. Tambi t:n se ha encontrado 

1' 
que en hepat«c:I. trJs ai sl adm; de rata, el gluc¡¡1gon inr..rememta la 

sintei:-is de 1.1re<t a pi'i1·ti.r de un e)tc.esc-1 de amonio ( 10 mM> (87)' 

lo cual indica que ,,1 paso limitante en la síntesis de la urea"' 
1 l 

partir de amoniaco cC'1mr1 sustrato, es.ti!.t sujeto a un control , 1 

hormonal por parta del gluc.agon; además se ha ene.entrado que el .- .... , ______ 
t.rat.ami ento agudo c:on ·911.1c.acjon ·est.imula 1 a sí.ntesi s ·de citrulino. 

mn mi toc:ondr i us de h í gadri de rata, r:i partir de .::11r1oni ar.o, 

bi.t:arbom~to y ornitina (88>. Di c:hc-J t:-f P-cto estimulante del 

glucagon sc1bre l;;, gltir.:r.mf.logénnsis y la ureogt!mesis es debido a un 

aumento e.n u1l conti;.onido tlf~ t'.'<MPc: er1 las células hepáticas (89>, y 

se ar..ompaña dicho 1.-fc-c:to de un aumenlo en la proporción ATP/ADP 

i.ntramit.occmdrial rel<'•1:icmado con la mayor sintesi.s de citrulino. 

(88). 

Sc:hi.mlte (72~90,91 > ~ encontró en li:t rata que el contenido 

totrd de las em:i:imas respc1ns;:,bles en la biosintP.sis de la urea 

~5 
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aumentan c:oordinad<)mente - al aumentar la ingesta protéic:a en la 

c:r.mc:luy6 en su trabajo que 11 todas las condiciones 

est.udi ad as dan 11..1gar a la degr aclac: i 6n de pr ote! nas y como 

c:onser.:urmc:ia a 1.m aumento en la ei:c:rec:i6n de la urea·, rro 

importando s:I. se trata de una dieta ric:a en proteínas, ayuno o 

administrar.:i6n de r:ortir.:r.msteroides, todo lo c:ual está asc-Jciado 

c:on aL1ment.m; en las cinr.:o en:dmas df)l c.iclo de la urea " Se ha 

reportado ademai; esti:1 forma de ad<:1pt.<<C.i ón en primates, inc:luyendo 

al hombre (92), 

Por otro J. ;;i.do, sr~ sc:'lbe que el efec:t.o de la i ngesta · 

protHc:a sobre t.oda!:i lai:; enzimas del cir.:lo d1~ la urea se 

manifiesta en dos formas; a l.llrgo plazc1 ( días ) , mecanismo por 

medio del cual sr,, rr:1quiare síntesis de proteínas, y a corto plazo 

mi.nutos a horai;:. ) , en donde la enzima CPS 1, la cual es 

dependiente del MAG.. su activador alostérico, es influida por 

los niveles intrarrd.t.oc:ondrial.es de. r~st.e compuesto, Además, 

Tat:lbana "/ r.:ol • <61,93) har1 demostrado que mediant(¡¡ la 
. . · ... º"··--·--·-

,, 
¡ 

"' 

administración dro una dieta ric:a E•n prote!.nas, se elevan los L 
rri."Jeles de NA8 r;,n el h:l.g,71do, así c:mrro dli:<l aminoácido 1.-arginina, 

el c:ual es un ef P-c:tC'•r positivo de J."' N-ac:et i l gl utamato si ntetasa •.. , 

( 15>; por otrC'' l adr.1, tambi i!!n a1..1menta 1?1 L-gl ut.amato, el cual es 

sustrato de li!• N-<:i.ceti. l ghrl:e.met.o si.ntetasa. 

Los niveles intramitoc:nndriales de CPS l y OTC dependen 

del grado de sintesir; y degrl'.dac:i6n de estas enzimas. Niéolleti y 

col. (94), al utilizar la t6c:nic:a de doble marcaje con isótopos, 

calcularon la vida media de la CPS en 1·atas, que fue del orden 
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de 7,7 días, i.Uandrs !H:i adrrcÍnfstrab'a l.lná t:lil?ta normalj 3,3 di.as 

c:on una dieti:~ •alta ·de prt'.ltei.nas; 4/6 días con una dieta libre de 
·.···.<.·--·, :, 

proteínas y 8.7 1H;~ cm animo:<les tiroidectomizados·. Los estudios 

indicllron una vida mmdia de 3.5 días para la CPS I, la cual se 

acc-srta a 2.3 di.as mc;.diante un tratamillmtc1 c.on t.iro>lina <81>. En 

el sistema dF.!l anfibio, la OTC tuvo \.\na vida media de 4.0 días 

<citado· en 51). No se conocc:n los factc1res que regulan la 

degradación de estas en¡:imas intramitocondriales • 
... ''"'·--·-~ 

ASPECTOS GENETICOS DEL CICLO DE LA UREA. 

Con al dasarrollo de téi:nicas da traducción de RNAm en 

si.st.emas librt?s de células, ha r;ido pc-,sible mstudiar algunos de 

los factores relac:i.c1nadi::1s cc-m la regul.ric:ión de la síntesis de 

RNAm, (')e¡;,{ como los l?V"°;ntos q~1e ope•ran E-n l<.• traducción, el 

transporte y ¡;¡.l pr·oc:.1~samiontc-' dC? lt)S polipéptidos sintatii:ados 

para p1:1sar a las fcwm;:1s maduras pre:senti:1s e:n la mi tc-Jc:ondria, como 

es el caso de la CPS I y la OTC, que son sintetii:adas en el 

c:i toplE:>.sm.:1 y deben :»er tr arcsport.adas y prrsc:esadas a sus formas 

maduras qllm i;e e•nc:ur.-ntr an en l" mi tor.:orcdr i a. 

E)tperimentos rE·alii!ados c:cm RNAm para CPS 1 en hígado de 

rata (95,96>, indican que su producto de traducc:ión es m•s grande 

en 5000 daltonE"s, qllE· la forma madttra pre!.\ente um la mitocondria. 

El prnc:esamiento de ed.e prr:r.:1.1rsor de l<• CPS I es poi• proteólisis 

m' la mmmbrana mit.m::.ondri.al (96); por c1t.rc1 lado, también ha siclo 

estudiada la tradur:.cUsn del RMAm de la OTC <97,98) y ·se ha 

observ<1do la presemci a di!' un precursor de 4000 dal tones qlle 

func:iona c:omo un 11 pépt.ido se~al 11 q1.1l':I debe atravesar la membrana 
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intre1mitoc:ondri.al para convertirse e,.;··ia"forma madura de la 

en~ima;··· .. íf,ficiTiir1tEi la··,•cr:iór1 de .una proteasa presente· en la matri:.: 

mitocondrial de higadc:1 de rata (99>. 

Inr:.ident.almente, es de i.nterés señalar la F.i>:istenc.ia de 

una terC'.er a carbami. l fc1sf atc1 si ntet.asa, 11 amada CPS Il I, la cual 

requiere de glutc:<1rtim• y ac.etil glutamato ( 10<)); esta enzima es 

ac:ti.va en higDdo dt'? algun<'l.s especies de peces, los cuales 

retil?nP.n <<ltai;. conr:rmtr1:1c:iones de urP-1:1, que irrterviene en la 

regltlac:ión de su ósmosis. 

sN~!tl&e s~IBatllIQ~QMUBl&bse sM be ª!Qe!Mise!e us be YB&e~ 
A> ARGININOSUCCINATO SINTETASA. 

~ - l 

L.a argininosuc:cinatc-, sirrtetas;, c:ataliza la reacción •e 

revers:l.ble de condG",nsac::l.ón entre l<< citrul.ina y el <•spartato, 

utilizando un mol de ATP (101). Estn prr;osg.n-t.e rm el hígado de 

animales ureotél ic:os, así como en p!?qua·íías c:antidadi;,¡¡. en riñón y 

en otros tejidos. 

Esta re<<CCi6n es fuertemente dependiente del pH: el pH 

óptimo para li!I síntesis dFt argininosuccinat.o es de 8.7 en 

presencie. dm una pirofosfata¡:¡1:1; mientras q1.1e la reacción mn su 

forma reversible tiemr.o- un pH óptimo de 6.0 ·no2>, Debido a que la 

e)listencia di;: pirofosff.tt.as<m es ,;:,bundemte cm muc:hos tejidos, sa-

ac:epti:! qua la re<.,c:c:i6n dn sínt.esis del argininosuc:cinato requiere 

la hidróliais de don enlaces de pirofosfato, es decir, -15.4 
·.·· .. · ... ·~··--·--. 

!(cal /mol. Por otr·r) · tc.,do, · lO"s reqlmrim:i.ent.os estructurales y 

estéricos para la Lmi ón del sustratc1 con la enzima ·se han 

analizado, c;r.,mpi.lrando los grados de afinidad con diferentes 

análogos del aspart.;áo. L.r,s c<nálc1gos han sido selec:c:ionados c:on 



respec:to de su configurac:ión, tanto alfa c:omo beta (103-104), L1.1s 

:i.se1merr.m de l<~ serie D son inactivot> como sustratos de la enzima, 

.ndemás da que t.ierrnn b.nja 1":tfinidad y ar.h\an como inhibidores. 

Cuando tH? tmst.it.uye por un meti.J.o "11 hidrógeno de la posición 

alfa del aspart.at.o, no se lleva a cabo la cat~lisis por la 

en?.ima, pero ésto no interfiere la unión de la en;;::ima, sin 

embargo, este;.. c.ompuest.r.1 ac:t.t\<:1 c.omo inhibidor. Cuando se sustituye 

la posición beta del aspc:trtato por un metUo o por un o>:hidrilo, 

.. :11º se int.r:rfisrF.? r:on l<.< 1-ac:tividc.1d de la enzima, sólo si estos 

grupos e:.titln en la c:onfigurad.ón t..C.IE.Q, pc1rque c:uando se les 

ut.ili':i\a mn la c:onfigurac:ión f!t.iir.Q, estos CC',mpuestos funcionan 

c:omc1 inhibidores ( 104), r.1si, el treo-beta-mati 1-L-aspartato y al 

treo-bP.ta-h:i.drmti-DL-u.spartato, actúan como :,l\stratc1s al igual 

que el L-asp.-artato. 

El mecanismo de.· rt'lac:ción para 1;:1 c:onden!::>ación de la 

citrulina c:on el aspart.ato, implica que el grupo ureido da la 

c:itruU.na es activadrJ por ATP. CLlando la 1--<ureido-180)-c:itr1.1lina 

f?S usada como s1.1st.rr.rr.o, el 0~1!gemo 18 as transferido al grupo 

fosfato del AMO ( 1C>5). La fc1rrna mc:ti. v;nfo. de la citruli na es &l 

complejo citrulina-adanilato. Por otro lado, se manifiesta 

inhibición por producto, por r.dt=ar1plo, el AMP es inhi.bidor 

r.:ompet.i t.i vo c.on respecto al ATP; el argirrinosucc:inato es 

i.nhibicior c:ompet:i.t.ivr:t r.on respecto « li~ dtrulina, 1:11 ATP y el 

sustrato mt1estra11, r-:n una gr.tlfi ca de doble.•s recíproc.as, una 

c:ooperati vi di:1d n•;gab. v;:1, que !>ol amente se encuentra r.uando el 

i1tspartato est.á a muy bajas c:cmcentrctc::i. ones y en presrmc:i a del 

ATP. Sajo otras r.ondic:ionE"ts l?)tperimentales, las gráficas son 
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lineales. Se han postuJ.i!<dr;, dos sitios ·catalíticos dP. la enzima, 

· "'ia· C:i..iaf''E?sYt.i" compuestc:i por ,1:1.1a.t.ro subunid1>tdes da 45,000 daltones 

cada una, obtt?.nidas en presencia de ••gentes redL1ctores. Se deduce 

que la enzima es Llrl tetrámero compuesto por dos dí.meros, unidos 

por medic1 de enlac.l?s d:i.s1.1lfuro 1?ntrecruzados ( citado en 106). 

Esta enzimr~ del r.:iclo de la urP.a originalmente fue 

encont.rada junto con lú argi.ninosuc.cin.ato sintetasa < 107) en la 

fracción soluble de hígado dr.- mamiferc1s, aunque tambi&n se le ha 

encontrado Em l?l ri.l1ór1 de varias especies dP. mamíferos. Cataliza 

la reac:c:itm reversible entro f.Ü 1!lrgininos1.1ccirfl'ato pi:lrn dar como 

productos arginina ·y fumarato <108, 109). 

La afinidad del argininosuccinato por la enzima est• 

influida por la n••t.urallna del C<mortiguador, '3Si como por la 

fuerza i ónir..1!1 del madio, lo qua originó una cinética de 

c:ooperativ:l.dad n¡¡•gaU.vt:1 entre rtl su1<>l:rsto y la em:i.ma. La 

argininosur:c:inasa r,s un t.etrt.~mF.?ro de 202,000 daltoni~s, c:c1mpuesta 

por cua·tro subunitl<!idi;..s de igL•<•l PM. F..l e>ttremo aminc:1 del 

iilm'lnc1ár.:ido terminr.•l ""st.t. blr,queado por un grupo ar.ilo. En el 

si.t.:l.o cataU.tico ele le< em:i.ma 1?>:ÍS"1ten c:uút.ro grupos -SH, que 

intervienen dur;:mtl? l;;, reacci6r1; mediant& un tratamiento suave 

c:.on el detergent.1? dc:.dl?cil sulfato de sadic1 (SDS>, a cero grados 

centlgradosi aparecr~n r:1c:ho grupos -SH, deb'ii:lo a la fo1"mC<r.i6n del 
... ·"·-~··--

dím1:ro c:.orrespondie1'1té y si ss• cc.ntinúa la rlh;ociación en las 

mismas condi c:i oni;m, otro¡; oc:ho grupos -SH 

correspondan a la formación d~ subuniclacl@s monom6ricas (citado en 

106). 
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L<1 ,;1rginino!;ucc:i,1wsa ·.de >riñÓr;··•de bovino tiene la 

capacidad d• convertir citrulina en arginina~ as de igual PM y 

estructura r.1ligomérici:1 que la d!i: hí.g,é1clo~ adE•ml<G"> di? poseer los 

diferencias 

capar:icfad r.:atr71l itir:a EtS inhibida por r?l anticuerpo 

correspondiente. Por toda esta serie de similitudes se 

rns·t;:.blece qtie arrrb<.<S tmzimf.<S mst.án codificadas por t?l mismo gema 

r::structural. 

La prr:1senci. a de 1 a argi ni noE»1.1cc:i nasa um cerebro i ndi e.a 

la capacidad de r:c1nwwtir c:it.rulirra rnn <Argirrirra, lo cual es de ur1 

gran signi.fir..Erdo C?n el ml':tabnli EHrro dt?l c.erebrr), Se han cibservado 

valores arginirrcsuccinato err el líquido 

c.erebrot'l'spin¡;¡.l ele paci¡;.ntes con .:1rgini.r1c1m.11.:cin~rturia, los cual<::s 

sen deficientes an la argirrinosuccinasa 1110), 

El cataboljmmo de l<< ¡¡rginina organismos 

pror::¡:,riontr:s inc:luye su hidrólisis mediante la arginasa L-

aroinina-uraa hidralnsa E.C. 3.5.3.1, > p<:<ra formar ur<:1a y 

ornit;.na. Se ha actividad de 

La presemci.8. tic:: <1rgirc¡::1sa en pl<mt.as s-.ugiere qurt la L-

argi rd na es usad.;1 r:oirro 1.1rn:~ rrc:1:;erva de nitrógeno, eol cual puede 

ser usado para la sintesis d~ otros aminoácidos dur~nte el 

desarrollo dn la raíz. Se crema que la arginasa es inactiva 

durantre al desarrollo,, ;:cct.ivérrdmm dunmte la germinac'lón Cl.12). 
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En 1 a rréfiirr1r.:11· fosis :C¡~ 1 a BE!!1f! f;s:!;§'~QQ.Ümf!, la r:ual puede 

ser inducida m1?dianla .. l~ adición de tiroxinap se obtiene una 

respuesta si ncron:i :;:ad a di? 1 a apari c:i ón rJe 1 as G":nz i mas del d.cl o 

de l<:< urea, :lnr.:luída la r.<rgin1:1s<1, q1.1e cm este l1rganismo se activa 

en presc;mci ;:, de manganE'1sr.1 (82). 

En hep.:itoc:itos ;:d.sJ.;:1dos. d!': fet.os-. d<t ratr~s con 16.5 días 

de edr.<d, la ac:t.iv:lc.fod di? la argint:<s~1.püedr;- ser inducida en un 

.. medio· · d'ri;--·-et1lt.ivo .... libre qe hc1rmonus por adición de 

gh11:or:orticoidE'1S o de-1 gl1.1cagcm. La adit:ión de lc.1s dos hormonas, 

i.ndur:e la apo:cricil'in de v0<lorc;1•• mayc11"t'<S de? a1-tividad de la 

arginasa dP. los r.p..tr: ~~P. obs!~rvan al sF.!r r.1ñadidos en forma 

:l.ndivid1ull, Esto sugir?re qt111: lc.1s receptc1re!:, a gl.uc.agon y a 

glucccorticoides, antes del 

nar:imic;mto <113). Por otrrJ l¡¡ir.lo, en pac ümt.es humanos E>E'i hsn 

descrito cuadr-05 clinir:os de hiperarginint?mia (114 a 116>, debido 

a la defi.ci.er1ci.a dti· <<r.tivl.dr~d drt J.¡~ <:crginas;;, o E'>l.I CElrencia t.otal. 

Dir.:hoi;; pac:iantet; 5r~ ca1•·act.i;11•·i;:r.1n por tener retraso mentc:~l y 

severC'•S <l.17). En ratas con 

hiprarargininemia, la administración da eritrocitos cargados con 

arginasa y sa ha podido revertir ml cuadro anómalo hasta por ! 

ci neo di. as ( 118). Por c1t.res 1 C'ldc), tctrribUm se ha podido dl?mof.;t.rar 

mamifaros (119>, 

el llamado fl1l, 

erit.rocitom~ el 

de lc1\'; r:uc,lrits, el prod1.1r:to cfo l.1110 de 105 genfiE>, 

con~.tituy<;> el. 98/. "1 c;:stá presente en hígado y 

rosto dn l <• r.<rgint:<Sil se encuentra f.ln ri ñ6n, 

cerebro y t.racto gastrointestinal y es codificada por el gene 

A!I. 



..... __ .. , ......... -..-~--

INTRODUCCION. 

Henseleit 1m 19~2, se hic:ierc:m c::.onr:.id<r:rables t?sfuerzos para 

c;stur.liF.lr lc:<s rr.-acf.:fonae y sus int.1~rmrtdü1rios, pero la regulación 

del cic:lo er1 ln ac:t.ualidad, es insuficientemente 

c:r.mcic: ida. 

,' 

Se rle1sc:ubri 6 el · r.í•tpr;1l del N-acet. i 1 gl utamed:o como un efector 

;;,lostt!-rico dE:t l<:< c;:<1 .. hamil fosfatc, sint.1::t.r.mr.1 I, em::ima que se 

sustrato del ciclo, tlona ralaci6n con el control de la velocidad 

del mismo¡ la ornitina se produce en el citoplasma mediante la 

reacción de hidrólisis de la arginina y ae debe transportar hacia 

la mitocondria, doncle ¡Hirti.cip¿, en la fm•m<:<r:ión de ln citruli.na. 

la rAQUlac:ión d~l ciclo da la ures, sa presento con detalla en 

!'lst.;, t.r;isis la infltHmr.i<1 q1.1r~ ti1m1?n 1<:1s hormonas glllr:agon y 

cortinnl snbre cimrl~& funciones mitoccndrialas (síntesis de 

i:i.trulin;,, respiraci fm mi toconclr i al> en 

de 
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Dado que- l.;a ornitina se transporta hacic:t la mit.ocondria como 

alimentador del cic:lo de .la urea, también se revisa en esta tesis 

el efecto del c:alcio y la L-arginina.mobre el transporte de la 

ornitina hacia la matri~ mitoconcirinl. 

Por último, sr:· prP.s1mtt.m ravidencias que demuestran la 

participación dir&ctm del aminoácido 0-arginina sobre la sirrtesis 

dm la 1.1rea c;-n hP-p0<toci.tos y sc1bre la !ñí.ntesü; de l~' citruU.na en 

mitocondrias de hígado de rata. 

Se disc:ut.en los resultados en función de la regulación 

int1:1gral r.!e la sintr;,!<,is de urea rm los mamíferos. 

,,, .. ., ....... _, ___ _ 
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MATERIALES Y METODOS 

Se utili2aron ratc<S mac:ho Wistar, c:on 1.ln peso de 200 a 250 g, 

Cll i memtadas Lc:1s animr.ües se sacrificaron por 

decapitación c:on ti.jmras y se obt.uvi.erc:1n las mi.tocondriaEI de 

hígadc:1 de acuerdo ,;l método descrito ¡mr Schneid1.iir y Hogeboom 

(120). En algt.mc1s «::>:peri.m1mtc:1s, rle acuerdo con Siess U.21>, se 

sustit.uyó '-• la sar.:aro.,;a, F.«mpleada cm E•l método original, por el 

mani.t.ol (0.3 M>,. Seo· t:!mplt;•ó c;,l ¡;iguifmtG:· medio de aislamientoa 

manitol 0.3 M, o !'lw::arosa 0.3 M, EOTA (1kido lil'til111n diarrcino 

tetraac:Hico) 1 mM, TES (il<ddo N..:tris(Hidro,ti.metil>hi.droximetil 

1-2 aminometarrcrsul f~mi c:o> 5 mM, ajustado a pH 7. 3 con hidrchtido 

de sodi.o 5 N. 

ta . P.l'.'.C'!.t."i .. na mitc:ic:c:indrial fue ~1E·ti:1rm:i.nada por medio de la 

reac:ción de biuret <122), utili2ando alb6mina sórica bovina como 

estander y la ad:i.dón di? ~:CN para corregir por turbide2 <123>. 

CONSUMO DE OXIGENO. 

El consumo de mdg1mo fue medido por medio de un electrodo 

para o):igeno <Yellc:M Spring Inst. Co. >. El medio deo respiración 

conteni'.a s1.u:c:inatc1 e' glutamato-m.;rlC<to 10 mM como ioustratos 

r.midables. Además, 3.3. mM dL~ frJsfato-tris pH 7.4, 2.6 mM MgC12, 

3.3 mM ~:c1, 260 mM dE· manitnl, 4.3 mM TES, 0.87 mM EDTA, en un 

volllmen final de 3.0 ml a pH 7.3 y 22 oc, em una cámara cerrada. 

La respiración mitoc:ondri.al. y la relac:ión ADP:O fueron calc~üadas 

de acuerdo c:cm Est¡;,brDnr.:1: (124>. 

SINTESIS DE CITRULINA. 

La si ntesi s de r: i trul i na m~ dr:i:l'lrmi nó en el medio de 
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incubación descritc1 por Corverc< y Garc:ía-Sáim: <125), el cual 

contenía: 75 mM de tris-HCl, 5 mM l<H2P04, 15 mM l<Cl, 3 mM MgC12, 

l.6 mM ~~HC03, mM EDTA, l.O mM ornitina, 10 mM r.L1ccinato, 4 ug de. 

rotenona, 25 mM de maní tol , derivado de l.;:i suspensión 

mitoc:ondrial y 10 mM de NH4Cl, de 4 a 5 mg de proteína 

mitor.:ondriaT-en ~r;o ml di? volúmen final, a pH 7.4. La cantidad de 

c:itrulina sinteti.:ad« se dE•terminó por medio de la técnica 

espect.rofotométric:o:1 dr1scrit;;, por Boyde y R<ihrwatullah (126). 

REACTIVOS. 

Se utili:i:arorr rc:?1:1c:tivr.1s de mtc>:ima p1.1reza, obtenidos de Merclt 

de México (sacarosa, EDTA, clc:1ruro dP. amonio, cloruro de 

magnesio, fosfato monnb.tisico de potasio, cloruro férrico, cloruro 

de potasio, hidróxido da potasio, hidróxido de sodio, cianuro de 

potasio), Bal:i.-r de M1h:ic:o (ácido clorh.tdrico, 

perclóri.cc1, mcinit.ol, ó.cidt"J sulfúrico), o de Sigma, St. Louis, MO 

(f..cido glut.ámir:o, <lec.ido sur:c:.l.nico, rrrani't.r1l, EDTA, EGTA, TES, 

Tris, diacetil monoxima, L-arginin~, L-ornitina, L-citrulina>. 

l.a admi ni strar.:i tm las hormonas fL\E' por vi.a 

:1.ntrapP-ri.toneal.. Se;, inyec:tó gl1.1cngor1 (90 ug >t ltg de peso), 

disuelto en soluc:i 1~n salin-. <0.9~:> 60 minutos antes de 

sacrifi.c:ar al animal. El cort.ii:-.ol (50 mg >t kg de peso) se inyectó 

2 horas antr:;,s dE't sac:ri ficar .-:el arrimr:11. 

............. __ . __ 
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RESULTADOS. 

Desde hace 40 años se hc:in uti.lizado indistintamente la 

sacarosa <127> y el mc:mitol (128> pa:r.i el aislamiento de 

mitocondrias del hi.gado de lCI rata. Er1 1983 SiesEi 021) estudió 

r.:orr detalle la influr.mc:ia r.lel medio rJe aislamiento para obtener 

mitocondrias de hi gado de r<1ta sc:1bre c:iertas func:iones 

mitocondriales r.c:1mo 1<1 respin:1c:i~m en e:-st.ado 3 y las actividades 

enzimáti.cas de la ATP.0<!.;.a, la pir1.1vatc1 carbo>tilasa, la suc:c:inato 

r.leshidrogenasu y la síntesis r.J¡:¡. c:itrlllina. Este autor encontró 

que los resultados cU<<r1titativos son diferi::ntes cuando se uti 1 iza 

mani+.ol o sacarosa er1 el mF.tdi o d1~ ai sl amiento de las. 

m1.tc1c:ondri.as. 

Por lo tanto, rm nuestro laboratorio .del Departamento de 

Bi oqt1.\ rrri C:t:< r.lr., la Fac.. dr? Mer.li c:i na, par a C"Jbt.enr.,r una suspensión 

m'it.ercondrial en c:erndi.cio1ies óptimas, decir.limo¡:¡ es;tudiar el efecto 

dr? la sac:arosc:1 y !'!l m<.<nitC"Jl sr.1bre l,r<S siguientes funciones 

mitoco~driales: raspirac:ión, fosforilación y la slntesis de 

cit.ruJ.ina. 

El cc1ntrol respi.rat.orio de mi.tcr~o~dr.U1.s de hígado de rata, 
','I• º•"'"º"°'-.-·-·· 

obtenidas l?n prásent:ia di'! .s,;caarosr., o mani tol c:orno medios de 

ai sl. ami ant.o, fuél mc¡1d;. dc:i uti J.i. :a ando nrn:c:í.nato como sust.roto <Tabla 

I>. Los rl!'sultados c1btenidc1s muestran Lln incremerrto del 22Y. en el 

~ control respiratori.o da mitoc:ondrias aislar.las en manitol con 

respecto de las c1bt.eni.d<.<S rrm SC:<Cr~rosai además enista evidencia 

el:per;.mi:intal ( 129> di:;, r¡ue las rrd.toc:c1nclri as aisladas en sacarosa 

mc1st.raron disminuc:ión tanto en al.gLmas c.1c:tividar.les em:imaticas 

(s1.1ccinatc1 deshidrcigenasa, piruvato c.arbmiilasa y ATPasa>, como 



en el c:ontrc:1l respir<1torio, miemtras que r.:uando se obtuvieron las 

mitoc:ondrias en pres~mcia de manitol como medio de aislamiento, 

se inr.:rementt.ron los valores de lc:1s funciones mitnc:ondriales 

anal.hadas. No eNist'"'n diferem.:ir~s si.gn:i.fic<-.tivas en el grado de 

fosfori lacion d"' lar. mitC"Jcondrias de hígado de rata Habla I>, 

obt111nides i;:·n sacarosa o en mani.t.C'Jl C'.omc:1 medios de aislmriiento. 

Tabla I~ EFECTO DEL MEDIO DE AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE 
HIGADO DE RATA SOBRE LA RESPIRACION V FOSFORILACION 

. CON SUCCINATO COMO SUSTRATO. 

Sacarosa 

CONTROL RESPIRf.ffORIO 

3.95 t 0.17 
(4) 

1001. 

ADP10 

1.50 ± 0.09 1001. 
- .. _ (4) 

···•• ____ !"" ____ .,._~~!:....~".""--::--~---· ... ---------------------------------·------------

Manito! .11.eo r o.5o 
(3) 

1221. l.65 ± 0.13 1101. 
(3) 

Mi.tocondrias de hig;;<do de r•~ta (2 mg de proteína> se 
al'íadieron a una ITIE"t:c::c:la de inc:.ubac:ión r.:on 260 mM de manitol, 4.3 
mM de TES, 0.87 mM rk· EDTA, pH 7.4; además el medio contenía 3,3 
mM de fosfato-tris, pH 7.4, 2.1~ mM MgC12, 3.3 mM l<Cl y 6.6 mM de 
sur..cinato-tris, pH 7.4 coroo sustrato, en un volúmen final de 3.0 
ml a 22oC. La respirr:tt:ión se estimulb con 410 nmoles de ADP 
(estado 3). El númi::·ro de ani.males entre paréntesis. Otras 
condit:icmes c.C'JITIO "'°n Mc..t.eri~1l y Métodos. 

Por otro lado, los r¡:¡•sul.t.ado!O'> obtenidos p;;1ra l.a síntesis de 

c:itrulina <T~bla II>, no tienen diferencias significativas, con 

respe.-cto al mec:li n de ai s l ami 1mto de las partí.cu! as 

mitr.1t:ondrii'.<les; esto•.; resllltados srm similares •1 los obtenidos 

por Siess (121.>; nin t::<mbmrgo~ e>tistc~ un incremento de hasta 3 

vecas en li:~ product:ión de t:itrulir1a r.:L1ando la suspensión de 

mitC'Jt:ondria.!:. se somet.E· a llnc< vigt)rns« agitación durante el tiempo 

3B 
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de la incubación (10 mi_n>, en comparación con las mitocondrias 
- ,_ .: _____ : ---- -- ·.-:,, -

·con el mismo medió de inc:ubnc:ián para la sLnt.esí.s de citrulina, 

pero sin <cgi tar ; 

Tabla I I: EFECTO DEL MEDIO DE AISLAMIENTO SOBRE LA 
. CITRULINOGEt4ESIS. . . 

" .............. ______ (nlf_!_olai;. >: mg prot -·1 >l 10 mi.n -1>. 

Med1.o dra 
ai sl amiento 

Sac.arosa 

Mani tol 

Sin agitación 

72 ±a.o 1oox 
(3) 

66 ± 2.0 
(3) 

92'1. 

Con agitación 

205 ±- 75 1007. 
(3) 

230 :t 58 112X 
(3) 

La síntesis de citrulina se midió en 2.0 ml de volumen final 
de un medio de incubación, qL1<1 contenía: 4.5 mg de proteína 
mitocondrial, 75 mM de t.ris-HCl, 5 mM ~:H2P04, .t5 mM KCl, 3 mM 
MgC12, 16 mM l<HCD3, 1 mM EDTA, 10 mM de suc:cinato, 10 mM ele 
ornitina y 4 LI~ de:, rot.rmona. Otras c:ondic.iones c:omo en Materiales 
y Mótodos. (}l - SEM, c:on el número de ;mimales indic:ador. ent.rl? 
parlf.nt.e!>is>. 

Los res1.\l tados obtenidc1i::. c:on l;:; agitación de las 

mitoc:ondrias son de mut~ha import.c:1nc:ia, r.lP.bido a lF.t influencia que 

ejerce la presencia del oxígeno (aunque no sm ha cuantificado) en 

el medio de incubación para la slntasis da citrulina, ha~ho que 

se ha demc1stradr.1 por Dt"Jdgsr.m y c.ol. ( 130) en el conejillo de 

Indias y cuyos resultados involucran la pF.trticipac:ión de la 

anhidrasa carbónica rnitocondri•l en la sínt.&sis de citrulina, a 

partir de ornitina, <:tmoniaco y bicarbonr.:<t.o. La presencia' de la 

anh1.drasa c:arbóni c:a, tmnbi én se ha deri'1ostrado an el interior de 

(131). .Bajo estas 
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c:ondicione-s de agi.toc:Uin vtgorosa, los valores obtenidos, aunque 

mt..s elavados, .no refleJliln difE"1renci<'.s c:c1n respecto del medio que 

se utili~ó para el si&lamiento de las mitocondrias. 

De <1c1.1erdo con lo rP.portado por Siess (121>, estos resultados 

indican que P.l manitol en el metlio de aisl<•rrd.ento de mitoc:ondrias 

las mantiene:- r.:on 1.irra mejor in·t:egricfod que i;:.l que se observa 

Esto puede deberse a efectos 

inhibitorios da la s~carosa C1211. 

Estl1di os de 1 os i;,fectos del gl ucagon y el cor ti sol sobre el 

metilbol i smC", hapi!tt.i cr.1 en mamí foros mut?st.ran que es ti mul an 1 a 

gl uconeogénes:i. s (83-851 y la ureogénesi !t1" med:i. ante un aumento en 

·el nivel'"d·er-'AMPc: CB91, F-1 tr~tarr.iiento agudo con gluc:agon estimula 

la síntesis de citrulina en mitoc:ondrlas aisladas de higado de 

rata~ a partir de amoninco, ornitin• y bicarbonato (881. 

Se procedió a est.ud:I. ar ¡¡·l ef1:1c:.to que ti enE1 el gl L\cagon sobre 

algunas func:ionrm mitor::cmdriC<les usando c:omC"1 medio de aislamiento 

manitol o sacaro5a <Tabla IIII. 

El efecto del glucagon sobra el control respiratorio con 

sur:c:inato como s\.mtr<-.to c:mid,.ble da 11:1s mitoc:ondrias de h.Lgado de 

ratr.1 obtenidt!ls en sacarosa r.1 en mani tc,1, mostraron una 1 igera 

tenderrr..ia de a1.iment.C"1 dril 27Y. r:n l.r.<S mit.or:ondrias aisladas err 

man:!. tol, c:on r espec:tc1 d0 l. as mi tocondri as ai sl acias en sucarosa 

En las mitoc:.rmdri<:<S de hígado de rata F.\isladas en presencia 

de sacarosa como mcr:dio de ;:d.i:;.lc:1mi¡mto y adr:-más suplementado con 

~:c1, ~:H2P04 y MgC12 ( 1321, se c1b'b.1vi err:m val ores mayores en 1 a 

respiración y en J.a fosfc1rilación mit.oc:ondriale::·s, t!lunque se 

conc:luye que SI? r1?qt.1it'!ra la preserrr.:ic.1 tr..nto del fosfatC", como del 

pota si o pr.1ra observar ¡~st.i: mfec:t.o, 



Tabla III: EFECTO DEL GLUCAGON SOBRE LA RESPIRACION Y 
FOSFORILACION DE MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA. 

Medio'de 
i nct.1baci ón 

Cc.ritrol respiratorio 
con succir1ato como 
sustrat.o 

ADP:O 

.. -.--.--":'9-~·""!":"":"!.~=-==-""'."------------~--------------------------------------

Sacarosa 

Maní. tol 

4 • 13 ± o. 6 1001. 
(4) 

5.25 ± 0.6 1271. 
(3) 

1.48 ± 0.11 1001. 
(4) 

1. 58 :t (>. 08 1071. 
(3) 

La respiración y la fosforilación de las mitocondrias, se 
reali%6 como se describe en la Tabla l. Otras condiciones como 
i;,n Materialt~ y Mtit.odr.:is. El glucagon se administró por via 
:!.ntraper:l.toneal (90 ug )1 l:g de peso) 30 minutos antes de 
sacrificar al animal. 
( ;¡ ± SEM, con E"tl m'mi;:·ro de animalP.s ind:l.cado en el paréntesis >. 

Por otro 1 ado, al r.:ompárar mu:1stros resLll tados c:on los 

obtenidos por Friedman y cc1l. (133>, qur1 ut:í.lb:aron mit.oc:ondrias 

dP. corazón de rata, Ftl control respiratorio con sur.c:inato como 

sustrato, es menor que el obtenido por nosotros en 54/.; sin 

embargo, en nuE?stros rt~sultados no se encuP-ntran diferencias 

significativas en el grado de fosforilación cuando se comparan 

1 i los resultados obtE1nidr.1s de las rat.as tratadr.1s con glucagon con 

respecto del azJc.úr ut.il:i.zado en el mr<dio de a:í.t•lamiemto. 

Aun qui? !:'.e demost.r 6 !'!l efecto es ti mul ante del gl ucagon de 

• ¡ aumantar ciertas flmc:i.ones mitocondriales <Tabla IV>, no se 

registró ninguna diferencia significativR con respecto del az~car 

1 

"i qum Be utiH;:ó para el nislamir:mto de las mi.toc:rmdr:i.as. A.si, la 

sintesis de citrulina se incrementa 80X despues da la 
.. - ... '"··--·---

admin:l.st.rac:i .. ón de glucagon c1.l•1néio las mitoc:ondrias se aislaron en 



:·-· 
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sac:arosa y 100% cur.cndo se aislaron en mani tol, c:on respecto de 

los resultadoe» obter1ido!r. t!'!n ausencia de la hormona (Tabla II>~ 

pero no e>:isten diferencias c:on resp1?c:to del medio de aislamiento 

utilizado, ya ir.ea sai::arc1sa o mani tol. El mi smc1 efecto se observó 

al inc:ubar las mitocondrias y la mezcla de reacción con agitación 

vigorosa. 

En resumen, el aumento en la síntesis de citrulina es por 

efecto de la administración de glucagon, pero no hay diferencias 

en el az~car utilizado en el medio de aislamiento. 

Tabla IIJi EFECTO DEI- GLUCAGOM SOBRE LA SINTESIS DE CITRULINA EN 
MITOCOMDRlAS DE HIGP1DO DE RATA. 

nmolas >: mg prot -1 >: 10 min -1 >. 

Medio di;. 
ai i;,J. amiento 

Sacarosa 

Manitol 

sin 
«gitación 

135 ± 43 100'Y. 

123 ± 38 91'Y. 

con 
agitación 

277 :!. 85 100'Y. 

274 ± 55 99'Y. 

La inc.ubación sP. realizó como F.e doscribe en Material y 
.... Méto¡jos .... U~§)_. La <<dmirtistración del gluc:agon fue por vía 

:l.ntraperitoneaJ. -(90 ug· >t ltg ·peso} 30 mirrntos antes de sac:riHcar 
al ~mimE<l. 
( )i ± SEM, con 3 i:;1xped.men+.c-,s por dato >. 

El cortisol m-s t)ti"a horrr;ona que también se ha estudiado en 

relación con la activ5dad de algunas enzimas del ciclo de la urea 

i en el h.{ gado da r C:<tf:~ ( 13~}. Esta hormona ejer·c:e un efecto 

c:1nabólic:c1 en al h.tgadn, micmt.ras qLte en los teji.dos periféricos 

se ha raport1!1dc-, que t.ir.;,n¡;. un efE1cto catabólico (135}. En vista de 

la estrecha ri=:lar::ión de esta hormona con la síntesis de la urea, 

decir.limos estLtdir.:•r el C?fE•c:to dal cortisol sc-1bre la respiración, 



la fc1sforilac:ión y la r->íntesir. de c:itrulina en mitocondriae; 

obtenidas en sac:aros<:< o rm mani tol r..omo mr,¡.di os de ai sl amiento. 

Tabla V~ EFECTO DEL CORTISOL SOBRE LA RESPIRACION 
Y FOSFORILACION MITOCONDRIALES. 

Sacaros~ 

Control respirntorio 
(s1..1cc:inato> 

Control 

3.49±0.22 
(8) 

100'1. 

Cortisol 

3.53 ± 0.2 
(8) 

1001. 

ADP}Q 
(suc:c:inato> 

Control 

1.53 ± .05 
(8) 

1007:. , ... ~ ' . ., ~ ,I'' •• 

Cortisol 

1.48 ± .06 
(8) 

1001. 
-----------------------------"','-;·---------------------...;,-·-----------
Manitt"Jl 4.64 :1: (l. q 

(7) 

133'1. 

4.83 ± 0.23 
(7) 

1371. 

1.56 ± .04 
(7) 

1021. 

1.60 1:: .04 
(7) 

108% 

El cortisol fue adm:i.nistrado por vía intraperi.toneal (50 mg x 
kg de peso). f!1 las 2 hori:1s se determinó la citrulina de acuerdo a 
la t.éc:nic:a de!l.cr:i.ta en Mater:i.a1 y Métc1dos <126). 
( >: ± SEM, c:on el m\mr.,ro de animales entr!? par&ntesis). 

Cuando se ut.i.l:l.;:6 st.\C'.c::i.nato como s1..1strato~ Cill c:on l rol 

respirat<,rio ele mitoc:onr.lri¡"<f¡, de hígc:idO de rata aisliHlas on 
........ __ ·-·· 

manit.ol fue superior- en 33% ·(Tabla V> r.nn re:»pC?ctr~· del v.:<101" 

obt.emi do en sac:aros;: •• 

Las mi.toc:cmdr;.as di? Jm; nn:lmalr.·r. rp.ic: rm:il-.tc.-·n:m t:cwtisol no 

mr.\ni. fest<1ron 

de sacaro5s CT~h1~ Vl. 

Ln reJ ai::i. ton l"rDP: O rtC'1 rnc:m.tró cambios impoprtantes r'espec:tc3 

_ ¡ al F.<:r.:t\r.:ar ut.i1izarlo p<.1ra el ;aislamiento de la fracción mitoc:on-

dr:l.al, n:!. clwndo sc::• llevó a cabo el tratami.rmto con la hormona. 
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Tabla .VI: EFECTO DEL CORTISOL SOBRE LA Sn.ITESIS DE CITRULINA EN 
MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA. 

---~~----------------·--------------------------------------------

Sacarosa 

Manitol 

Sin 
agi tac.i ón 

73 ± 10 
(5) 

100'1. 

68 ± 19 

Cortisol 

123 ± 10 
(4) 

100'1. 

147 ± 26 

Con 
agitación 

Control 

183 ±" 38 
(7) 

1007. 

158 ± 38 
... ······ 

Cortisol 

292 ± 37 
(5) 

1001. 

262 ± 42 
;#•• (5) (4) (6) (5) 

............. -- .. 937. 120'1. 831. 901. . .. ----------------------.... ------------·------------------------------
Administr;:,c:.ión do c.ortisc1l (50 mg n ltg de peso >t 2 horas> por 

vi.a intraperitoneal.. l.a dv:t0rminación do c:itrulina se midió como 
está descrito en la Tabla II. rn ± SEM, cr.in el numero de animales 
indicado entre paréntesis>. 

Los resultados pr~sentados en la Tabla VI nó mostraron ningun 

efer.:to sobre la citrulinog~nesis en mit.oc:ondrias de hígado de 

rat.a, obt.enidas 1?.n m<'<n:i.tol o ensac:art"Jsa. Sin embargo, se obtuvo un 

incremento del 64X, an promedio, en la slntesis de citrulina, por 

el efecto del c:ortisol en ambos medios de aislamiento (manitol y 

sar.:1!!rosa). Los valr.1rrts obtenidrJs dP. síntesis de citrulina en 

agi t.ac.i ón, snn cm pr ornedi ¡-, 2. 5 veces mayores a 1 os valor es 

obtenidos sin .~git("lr.:it.n, a.unque el r:;,fer.:t.o del c:.ortisol en ambos 

casos (mitocondri<m a;,i:.lad<1s en manit.ol. o en sac.arosa>, eio el 

m:ii;.mo~ situación sU1m1.,jantr~ a lr.:1 obserY<Adé! cuando se administró 

gluc:agon. Estos re"-.ultados son similarras a •~iotudios previos 

(75, 136>, en .los cuales se demr.m.tró tina acción direr.:ta' de los 

r - ¡ gl1.1.cocortir.c:1ide:•s c~n l.:;<s cm;:imas del ciclo de la urea, la c:arbamil 

fosfato si ntetasa I y la r.1rni ti na transc.arbo:1mi lasa, las cual es 



aumentan su ac:tivicfod i;,n ratas rP.ci &.n nacidas y adultas. Esta 

....... ~i sma trandenci a Sr? obsl?rvó cuando se uti l ii!ó el glucagon. 

La obtención de mitocondrias de hígado de rata en manitol o 

en sacarosa permitió conocer la influencia que tiene el medio de 

aislamiento sobre algunas funciones mitocondriales. El manitol 

preservó en mejores condiciones la función de las mitocondrias, 

característica muy importante de los procesos metabólicos que 

requieren de la integridad de la membrana, como por ejemplo la 

cadena respiratoria. 

!.as mit.ocondr:i.air. de h;.g.-,do de rata, c:ontienen contaminante& 

de otras fracciones subcelulares, la presencia de la arginasa 

Cl37,138>, enzima que cataliza la hidrólisis de la arginina en 

urea y ornit.ina, es de la m<iyor importancia en relación con la 

biosfntesis da c:itrulina por las propi~a mitocondrias. Los 

resultados qur,. se presentan en la T<1bla VII muestran la 

partic:ipación de la L-arginina en la &intesis de citrulina en un 

medio de ir1r.:ube:1r.:iérrr sin ornit.in..-.. La prf?sencia de li:1 arginasa 

c:omo c:ontarrd.n<lnt.e <l.37,l.38) en li!< preparac:!.ón de mitoi:.ondrias se 

demostró rJl?bido a qur:-1 en 11:1 me"l!cla de incubación se omit.ió la 

orrd.tina, unc1 tfrt lo=· su=.tratos p<.<ra la formación de citrulina y 

sin embargo, si se forma la cit.rulina. 

La adir::l.ón de ornit:!.rui a la rr11ncla de incubac:ión, inc:remE'ntó 

la formación de r.:it.rulina. Cuando se añadiéron en forma conjunta 

la ornitina <l.O mM> y l;,1 L-argirüni:< <LO m~i)·~ junto con lot> demás 

sustratr.1s requeridos;· la síntesis de citn1lina aumentó 265:0:, y 

hasta 470'r., c:uando se añad'!.ó l.-argininc< l.O mM nabla VII>.' 



Tabla VII~ EFECTO DE LA L-ARGININA SOBRE LA CITRULINOGENESIS 
EN MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA. 

1 .. -arg:l ni na 
<mM> 

o 

<nmolas l: mg de proteína -1 lt 10 min-1) 

Control 

3.0 t 1.0 
(6) 

Ornitina 
< 10 mM> 

174 ± 22 
(6) 

-----------------------------------------------------------------. - . . 
301 t 25 

(6) 

601 ± 45 
(6) 

461 ± 40 
(6) 

817 ± 66 
(6) 

La síntesis de citrulina se realizó con mitoc:ondrias en 
ag1.t.&c:ión como ee.tá Ck!scrito en 1<:1 Tabla Il. La reacción se paró 
c:on ácido perc:lóric:o (3'Y. final> y la citrulina formada sa midió 
da aC".l.lerdo como se dcNir:ribe en M<l(teriafes y Métodos (126>. Otras 
c:ond:I c:i onas como en M<<tl?ri nl y Mfl.todc1s. 

"••• '·········· 

En aus~ncia de ornitina la s!ntasis de citrulina fue de 100 ............ _._. 
y 200 veces mayor s.l añadir argir1ina 1.0 y 10.0 mM 

respec.t1.vamemte. Er.ta situación se ha descrito c:on anterioridad 

en varios reportms (14,137,139 a 141>, pero con diferentes 

condiciones eltperimentales, en los quE• SE- ha hecho énfasis en la 

inhibición en al t.ran!J-port.!"1 dF: la t'Jrnit.ina por la arginina. 

Se proc.edió, peer medio de diversos trat<•mientos de lavado de 

una suspensión m:lt.m:nndrial, <1 elirrdn<1r la presenc:ia da la 

arglnasa como contaminante, lo c:ual es un raquisit.o indispensable 

para demostrar 1.m posibl<1 efac:to de la L-argin:i.na sobra el 

t.ransporte df.?' la ornitina hEic:i a la mitocondria. Uno ·d& 1011. 

tr<:1tami ent.os fue lavar 1 a sur.p!?nsi ón di? mi tocondri as con KCl 

1.50 mM, c:on el objeto de C}Lll? al c:;;.mbiar la torri.c:idad del medio de 

41ó 



aislamhmto, la!!> proteinr.<s entrínsec•<s, come-, puede ser el caso de 

la arginasa, se despnmdiernn de J.a ml?mbrana. L.os resultados 

ohtranidos mut?stran que persisti 6 ~m promedio el 39% de actividad 

c:le J.a argi.nasn en lai::. m:i.tor.:ondrias lavadas <Tabla VIII>. 

Tabla VIII:EFECTO DEL LAVADO CON KCl SOBRE LA CITRULINOSENESIS. 

C nmolas n mg prot.-1 x 10 min -1 >. 

[.:.argi·n;:n¡r .. -----·- · Si.n hr~'.'!do 

CmM> · 

o 

Lavado c:on ~:el 

3 ± 2.0 
(4) 

"l. de actividad 
rerr1anente de 
arginasa 

o 
______ _: __ -.::;.;;_·_...:;;...-::.~:~~-.:..:·...: _____________________________ , _______________ _ 

0.1 

-1.'o 

10.0 

-- -- 64 ± 14 
(4} 

289 ± 52 
(ll) 

555 :!;- 90 
(4) 

25 ± 8.0 
(4) 

105 ± 39 
(4) 

233 :!:. 74 
(4) 

38 

36 

41 

Las mi.toccmdriaG obtenidas li?n forma tradicional, se sometierc1n 
a un lavado •'<dir.:ional en prr;rn.emc:ia de ~:el 150 mM, se 
resuspendi.eron t?n i;:,,l medio dl~ t:<islamiento <manitol > y se 
ensayaron pllra la sír1tesis de c:itrulina en un.medio con agitación 
vigorosa. 
C ): ± SEM,, c.on en núm¡;,rci di? enimali;·s entn;• p<.róntesir. ) , 

Se utilizarr.m dos tratamientos .r1dic:ionales, en los cuales el 

objetivo principal fue r-,1 :i.minnr la ac:.t:i.vidad de li:< •<rginae.a. como 

r.ont.ami r1ant.& en l ,; s1.n:,pensi 6n de mi toc:r:mdri <:<s. 

La síntesis de c:itrulina en mitocondrias de hígado de rata en 

presencia dr.- difP.rr-?ntr:s concentraciont"ts de arginina <Tabla IX> 

c:omo sL1strat.o cm sustitución di?. le. orniti.na, demostró la 

prasenr.ia de la actividad de la arginasr, a las r:oncerd:.rar.:iones de 

arginina ensayadas en la preparaci6n mitocondrial; 
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....... ~ .... _. __ , 

Tabla IX: EFECTO DE DIVERSOS TRATAMIENTOS PARA LA 
ELIMINACION DE LA ARGINASA SOBRE LA CITRULINOGENESIS. 

L-arginina 
<mM> 

o 

0.01 

0.10 

Control 

1.11±0.5 

26 ± 4.0 

54 ± 10 

Fi col l 2or. 

7 ± 2.0 

17 ± 1.0 

35 ± 0.5 

Norleu­
cina 25 uM 

7.0 

10.0 

37.0 

Fir:oll y 
Mor l euci na. 

o 

1 ± 1.0 

7 ± 5,0 

---~--------------------------------------------------------------

1.0 257 ± 80 191 ± 20 148.0 71 :! 11 

10.0 747 ± 115 393 ± 33 .'274.0 175 ±- 34 

~ 
La síntesis da citrulina se mnsayó despues de someter a la 

suspensi.ón de rrritor:ondrias al tratamiento de lavado o a la 
adir.:ión dP.l inhibidor correspondient.e. Ot.ras condü~iones, como en 
Materiales y MtH.odc1s. 
( ;¡ ± SEM, r.:on 3 m:perimrantos por dat.o ) • 

sin embargo, c.uando la su1>ptmsi6n de partí.culas se sometió a un 

lavado r.:on ficoll al 2ox, la formar.:ión de r.:itrulina en presencia 

de diferentes com:1;mtraciones di? argini.na disminuye en un 40Y. 
, .... '"·~----. 

<Tabla IX>. Por -otró. lado, · r.:u·ando la s!rrtF.n;is de citrulina se 

ensayó er1 prest?ncia dt':l inhi.bi.dor de la arginasa, norleucina 

<Dr. Jr.<imi;. Morr.1 comunir.:r.1c.it.rrr pf;,rsonal>, la disminueión en la 

formac::l.ón de c:i t.rul i na con rt?spec:to del control fue de 

aprm:imadame11mtE• un 50:~. 

La aplicación en forma conjunta de los dos tratamientos 

,r- 4B 



<lavado con ficoll al 20Y. y adición de no1•leucina> sobre las 

mitocondrias obtenidas para ensayar síntesis de citrulina, 

disminuyó la producción de citrulina en un 87Y.. Por lo tanto, se 

eliminó en forma considerable la presencia de la actividad de la 

arginasa 

hígado 

como contaminante en la preparaci6n de mitocondrias de 

de rata. 

para observar 

De esta manera, se optimizaron las condiciones 

el posible efecto de la arginina a bajas 

concentraciones sobre el transporte de ornitina, que es otro 

aspecto en la regulación del ciclo de la urea que se analizó 

<siguiente parte de la tesis>. 

··~· .... "'"··--·--. 

/ 



TRANSPORTE DE ORNITINA EN MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA: 
EFECTO DEL. CALCIO Y LA ARGINIMA. 

ALFREDO SP1AVEDRA-MOLINA Y ENRIQUE PiñA. 
DEPTO. DE BIDQUIMICA, FAC. DE MEDICINA, UNAM. 

APDO. POSTAL 70159, MEXICO, D.F., 04510, MEXICQ • 
. .. . ··~··· 

En est.e trabajo se estudia rr1l efecto del r:alc:io y la L-

arginina sobre el trmnsporte de ornitina por mitocondrias de 

h!gado de rata. En ausenr.i•• de arginina, la prraserrc:ia da los 

:l.ones calcio a una conc:entr«c::l.ón de 0.36 uM, aumenta la captación 

de ornitina en un 218i: sobre f'tl control, pero a concentraciones 

mayores de l. ul1 del m•,tal, la captad ón del aminoácido disminuye, 

Por otro lado, si se manti1me constante la r:onc:entrac:ión de 

calcio en el medio de ;.nc:.L\bac:ión (0,36 uMr, el transporte de 

ornitina se mleva 1m prr~sanr::i•1 de L-arginina 5 uM y luego 

disminL\ye a mi:.<yores c:c:mc:l?ntr<,cionet'\ de arginina. 

Se discute el posible papel del calcio y la arginina como 

reguladores fi si ol 6gi c:os del t.r an>.port!!' de ornitina en 

mitocondr:las de h!g;adr, de ratr.1. 

El transporte de la ornit.ina en mitc:1condrias de higado de 

rata r.1r::L\rre a t.ravés de la membrana interna mitoc:ondrial como un 

paso intermed3.o que sur:ede t=:n el c:ic:l.o de la urea. En la matri;;: 

. mitocondrial la ornitina es carbamilada para formar L-citrulina, 

que a su ve;: sale de la mit.oc:ondria y es el sustrato de laü 

reacciones e>:t.ramitor.:ondriales que van a ·pr.ódur.:ir urea, c.on 

'C:onsigu:f ente"ri-;general':ú'm dP. .la .. orni tina <1, 2). 



Algunos estudios han demr.1strr.do que la ornitina, como catión, 

es :l.ntroducida en las mit.c1condr:l.as por medio de un tran~p1:>l''t:&1dor 

espec:ifir.:o elec:trogénico de tipo uniporte (3), e,J. cu&\_}1~, está 

necesariamente rP.lac:irmado con el i·.ranspol"b~ de la citrulina (4). 

Por otro lado, 1<:1 transl~cs.cii!Sn de lia ornitina puede ser por 

medio de un sistema de intt?rcambio de ornitina/protón (5), el 

cual .. l!stá relacionado con el catabolismo de la ornit.ina por medio 
• l .. 

de la via de transaminar.:ión del semialdehído-~-glutámico. Sin 

F.-mbargo, también se ha propuesto el mec.anismo de tipo antiporte 

ornitina/citrulina el cual es espac.ífico para el 

funcionamiento del ciclo de la urea. Mas recientemente Bryla y 

Neid11~~iec:lrn (7) sugiric1rtm que ml efecto estimulante del oleG1to 

sobre 1 a s!ntesi s de ci trul ina puede ser debido a un aumento en 
•' ... ·~·--·--

la captación dc;1 ornÚ.fna por las mitoc:ondri.as de hígado de rata; 

sin embargo, en otros l'"eportes (8) se indicr.1 que en condicional~ 

6pt.:l.mas de formac:i.t1n tle'1 ure1:1, la conc:.cmtración cln 1:1rnitl.no:1 u·n el. 

Los ard.mal.es se sacrificare.re por 

se obtuvieron l"'i; mi t.oconcirias dt~l h.1.gado cie 

ar.:uerdo al rrd1todo drmc:rito por Sc.hneidc:r y Hogeboom (9). En 

algl\nos e>tp~r:l.ml'?ntr,s, su1 sust:l.tLtyó a la sacarosa, empleada en el 
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método orí gi nrr.l , por el marri tol (0. 3 M>, en vista de que se ha 

enc:ontrado qlle el mani tol mantiene ~ina mejor integridad de las 

mitoc:ondrias qt1e la s<<r:arosa (10). Por- otro lado, en una serie de 

e>tperimentos, las mitr.n:ondriar. fui;,ron .c:i;.ntt.i_fugadas en presenc.ia 

.. de un . gr_¡i.!=l_L~Trte _dm f .i r:ol l (11>, c:orr el ob jet.o de eliminar 1 a 

presenr:ia de arginasa ccmt.aminc:.nt.e (12 a 14>. 

La r:apt.ación de ornitina se midió en el medio de inc.ubación 

desc:ri to por Bradfc1rd y Mc:Gi van (6). El proc:edimi ento específico 

fue i;,I sigui ente: 40 t.11 de mi tc-,condri c.s, de una suspensión que 

contenía '50 mg de prcrteína pcir mililitro (10> se:• preincubaron 3 

min a 20 oc, en un medio con: manito! 50 mN, l•:CI 50 mM, Tris-HCl 

20 mM, fosfato de poti-'rnio 2 mM, rcitenona 2 ug, c:tminoo>tiacetato 

0.5 mM y cnnctt-ntr<lcionE•s varimbles de F.lrginina mas DL-norlaucina 

25 uM y corrc:&ntracione!.i> var:i.ables da CaCl 2 supli;1mentadas con EGTA 

l mM, para mantener 1<< c:r.mc:entr•ac::lón rJ!': r..r:clc:io libra, de acuerdo 

al programa descrito por Fabiato y Fabiato (16>. El pH fue 

ajustado a 7.40 y al vol6men final fue 1.0 ml. Para iniciar la 

reacción SE.' nñadieron 1'5 ul que c:onterd<m 8.89 nmoles de (1-

14C>L-ornitina (actividad especifica 43 mCi/mmol> y la me;:cla se 

incubó 30 seg a 20 oc. La reac:ción se terminó por filtración de 

la mm;:c:la da raac:r:ión 21 travós de una mf'tmbrana 8urtorius <tamaño 

del pc:iro O. 45 urrr> , l <.1 r.:t1al se 1 <xvó cort 10 ml de orn:i. ti na 20 mM, 

rm r<ldiac:tiva. Los filtros srn color.aron en líqllido de centelleo 

mlaborutdo a partir dF.? tritón <1.7) y la radlo,ctivido.d liilll midió 111n 

lln r..ont.ar.:lor de r..r:mt.elleo líquido Pi!lr.:l(ard, con una eficiencia del 

54')o:. 
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L.a prote!na mitoc:orrdrial se mi.dHi por medio de la reacción de 
······ ..... __ ·-~ r Bfuret <18> utili:r.r..ndr.,·serr:ialbl\mina bo·vin<1 como estandar y KCN 

5"1. 
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para C'.orregir por turbida;: 09>. 

Todos los r'eactÍvos' uÜli . .:ados fuerc-m obtnonidos da- Sigmt!I, 

e>:c:epi:ión de l<i (1~14C>L-ornitin<i (ar..t.ividad espec:ific:a 52.7 

mCi /mmol >, la c·ual. se obtuvo de Nu!W Engl and Co. USA • 

. El . efec:t:.o .det c:a!.cio y la L-arginina sobre el transport.a de 

la orri:I. ti. na midió en pres~nci a da DL-norleucina, 

aminom:iat'.etato y rot.enona para inhibir la ar.tividad de arginasa 

c:ontami.nante, ln rut.a i:at.abólic:i'l de la trant>aminación de la 

orni tina y la ut.i l i;::ac:i. ón de sustratos endógenos, respectivamente 

( 12-15). E:l valor bas.-.1 c:le captad ón de 1 a orni tine< fuor: 52 pmoles 

>: minlmg proteína, v<.1lor que ad1!11Tdis no c:ambia cuando las 

mit.ocondri.as se enc:uent.ran respirC1ndc1 en pres!l'nc:l.a de succinato 

como sustrato. El transporte de ornit.ir1a se 1?.stimuló (Fig. 1>, en 

forma dósis-rr:-!:'.pttest.a, al aumc:mtar la concentración del ión 

i:alc:io ant.ra 0.25 y 0.57 uM, el rr .. "ll>limo transporte de la ornitina 

se obtuvo con 0.36 uM de CaC12, se logrc'1 hasta un 218Y. de aumento 

sobre el valor basr.cl. Cuando se utili~c!iron concentraciones de 

calr:io mayores de-: 0.57 uM, la ac:umL1l"'ción de c-,rnit.ina disminuyó 

hast.a el valor drc~l control • Pil sust.:I tui r t.tl mani t.ol por sacarosa 

en el mP.dic-J de aislamiento de mitocondrias <Fig. J.>, se obtuvo un 

efer:to si mi 1 ar, <datc1s no mostrr.idos>el má>timo aumento en el 

transporte de le ornit.ina, 1.36%, se rt?gist.ró cc1n (1,36 uM de CaC12 

(promedio dF? tres di fE·rr:;,nt.es e>1p1rtri mantos>. 

1-a regulación cm r:1J. tr"1nsportr:1 de la ornitina por los ioneD 

de calc:io, descrit« rm este trabajo, es de gran inter&s 

fi si ol óg:I. co debido "' que Justament.e s.e• detectó en el rango de 

.53 
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variación de la c:r.:mcemt.rar..ión de este catión dentro de la célula 

hep.iti.ca; ésto esi se ha reportado qLH? la c~·né:entración d111 calcio 
................... _. __ _ 

en el citoplasma de é:i':lülas hepáticas ~s de 100 a 200· nM (20). 
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FIG.1:Efecto del calcio sobre el transporte de ornitina. 

El t.romsporte de ornitirna se midió con mitoc:ondl'"ias 
prmpa:rada!\ en manit.ol como medí.o de ai slamie-nto. Los valores 
basales dF.< la c:a¡:itF.1c:ión r:le ornitin<< fueron1 3900 +- 500 cpm x 
min I mg prot. Los r1;1sultados están reprt?sentados como la media 
+- error est.andar de al me-nos 'I m:perimemtos por separado y en 
duplicado. · 

Se ha demostrado la directa participación del c:alci.o sobre la 

e'1timulac:.ión de la ureog&ne!">is mediado.PC)r. hormonas que movilizan 

calcio C21>, asi como la activación de las enzimas de la slntesis ······. . ...... ., .. _· ____ _ 

dE!l N-ac:eti 1 gl utamt:,to <22} • 
0

Pc1r. lo tanto, !.'IS tas posi bi 1 i dad es en 

forma c:ombinada podrl.an P.jerc:.er un efecto en la activación del 

transporta de la ornitina in ~i~Q· 

S'I 
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Por otro lado, si:; menc:iorr;m otr<H> func:ic1nes mitocondriales 

como la fosforilac:i.ón o·id.d;iti.'vi!< de mit1:,cc1ndri¡¡,s de múi>culo 

esquel t-tic:o (.23> y da mitoc:c.ndr:las de c:ora;:ón (24>, que resultan 

afectadas por altas c:onc:entrar.iones endógE•nas de~ calcio, J.o cual 

sugiarr1 qui;. mst;~ acum1.1latiór1 de c:alc.io (10 nmoles/mg prot> puede 

afectar directam~nte la actividad de las enzimas 

i ntr ami t.c1t:ondri .:11 as 

emergía. 

rE?r.pc.ns<:1bl es de la t.r;.;cnsdur:ci ón de la 

En las condic:icines eHperiment.ales descritas en la figura 1 al 

elevar l;:1s c:oncr:..nt.rac:iones de CaC12 a uM di smi r1uye el 

transporte de ornitina hast.a los valor,s del basal, lo cual es 

opuest.o al 'reporte de Gambl e y Lehninger. (3), qui enes encontraron 

que conc:r-mtraciones de .c:alcic1 inhiben E'rl transporte de la 

orrfitina mi toc:ondri as de hígado de ratr. debido una 

:l.nhi.bici.ón en l.a g¡¡merac.ión de la enE'1rgía por el transport.e de 

electrones. Sin F!mbargo, e)tisten difercmr:ias en E'il diseño de los 

e>lPE'<ri.ment.os descritos mn eF..te trabajo y lo:. reportado!> por 

GamblP. y LP.hninger (3>, lr.1s cu<:des podrían i,;er· la causa de los 

resultados l~ont.raclictori.os reci &re descritoi;. 

Los resultr:.dos presentadr.is en la figura 2 nos muestran el 

efec.tc1 de lcr L-argininf.< sobre el transpc1rte de orniti.na.Bajas 

conr:entrar:iones de L-arginina, 5 uM, estim1.1lc:1 la acumulación de 

ornitina intramitocondrial 088/.). Est.os resL1ltados también son 

di ferent.es a 1 os obtenidos t.:mto por Gc:1mbl e- y Lehni nger (3), cc-1mo 

por Hommes y col.. (15) qui~nes a c:onc1.mtracionE•s de arginina 

entre 1.0 y 3. 75 mM demostraron uno:. inhibición en 131 transporte 

de ornitina. 

s.s 
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! f. FIG.2.1Eff.'t:to de la arginfna E;c1bre f"!l. transporte de la ornitina. 

La c.<:<ptac:ión de l•~ orrdt.in<:1 stt midió t:l7smo esta descrito 
1,; en Materi.al y Métodos. El valor basal de la captación de ornitina 

fue 2700 +- 200 c:pm >t min I mg proteína. L.os n;,sul tados son la 
media +- el. &rror !1'1sti!<nd•1r de por l.c-J meno=. 4 e>tperimentos 
separados y en duplic:ado. 

\ ~' 

Los datos d<t la figura 2 indic<1n que a conc:entrac:iones de 

F.r.rginina por arribf.< dr::t 25 uM sr.? inhibrt l<:< r.apt<<ciem drt ornitina. 
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EFECTO DE l.A D-ARGININA EN HIGADO DE RATA. 

Alfredo Saavedr¡¡¡-Mol irra y Enrique Pi ñ.-a. 
Departamento de Bioquirrd.ca, Facultad de Medie.in;:,, U.N.A.M. 

Apartado postal 70159, Mé>:ic:o, D.F., 04510, MEXICO. 

l.c1s is6meros l.. de los amino~1c:i.dos son los más abundantes en 

la natural1r1za, los que constitLryen todas las proteínas de los 

seres vivos y los que pL1eden ser fáci.lmr,¡.nt.e desi:<minados e 

i nc:orporados ;oll metc:1bol i smo cal ul ar. 

Loi:. o-aminoácidos son memos abL1nd<mtes en l.<1 naturaleza, no 

j·¡; 
.-a 1 as pr<,te.i nas ¡¡,unque i;e i m:orporan en algunos 

pé'pt.i.dor. pequefíos en las bacter:I. as, los hongos y oc.asional mente 

! ' los insectoi:., y su destirrc1 metabólico es el ser desamircados, 

para, en forma de los correspondiert"t.es c:etc1ácidos, ser 

aprovec:.hadc1s por la maquinaria metabólica celular. Se han 

:l.dentificado dos tipo5', gt~nerales de rear:cionm; c.elulares qum dan 

por rE'1sul tado l '-< desami nar.:i 6n de ami n<Jáci dos, tanto de 1 a 

configuración l. como la D: las reaccionas de transaminación y las 

reaccicines de desi'<min.-.ción 0>1idativa. 

rea'<lh.c. pri&ferentemente ér;··e1· hígt:ido, mientras quo el metabolismo 

de los D-amirco~<cidoi;, parec:e ser una función más relacionada con 

el riñón que con el hígado (1}.· 

. El est.udio de l aei reacciones de transamir1i:<ci ón SL~ ha 

reali~ado primordialmente con los l.-amino6cidos C21, mientras que 

los estudios de dmsaminaci6n oxidativa pioneros (31, incluyen la 

desaminación de los L y O isómeros. <•mpl i ar las 

SIO 
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i nvmst i gflt'.i ones sobre 1 as D-omi noác:i do 0>1 i dauas <D-AO> de 

rrrarrriferc-1s, se er1r.:r.mtró que son las encargad,;¡s de catalizar la 

r i c:midaci6n d11: D-aminoáC".idos .ticidc1s y neutros, y no son activas 

sobre los L-aminmkidos, paro no se conocrd el proceso biológico 

de la o>:idnt:i6n de D-nminoác:idos básic:os. 

Se ha aislado dal hlgado 1 el riffón y cerebro de algunas 

especi.a!!'1 de mamí.feros (4 a 7>, Lime D-AO (E.C.l..4.3.3.> que además 

de mlidar y dese.minar lr:1s aminoácidos ácidos y neutros puede 

utilizar otros su1;.tr atos C.C1ITIO la tiazolidina-2-écido 

, carbo>:ilir..o, un int.ermediaric-, entre el glio>:ilato y le:< c:isteamina 

(8), además r,-itrometarco (9) y algunos O-hicir·t-;>iiát:idos---·<·10,·11>, 

los cuales est.án mL1y I-l:'IJos de. ser considere.dos de importancia 

biológi.ca. 

Se ha l.denti.ficado además una D-;;1spartato o>:idasa 

<E.C.1.4.3.1.>, la cual muestra especificidad sobre la forma O 

del ácido aspart.iL:cr (1.2), que ha sidrJ detect.;,do en hidrolizados 

de prot.elnas erwedrtc:idas en dientes (14> y rm el crist;:ilino del 

ojo (15), así c:omo cm prl':'pélrr.<ciones de eritrocitos H6 a 18), en 

· '' donde lE< forma L del ácido ;;,sp.:kt.ic:o r;:,cemiza a la forma menos 

coman, con configuración D, se desconoce el papel funcional de 

estiils modifict',r.icmes. Se h•< sugerido <4, 12> q1.1e an higa.do, la D-

ami no~,c:i do o>: i dasa pueda des;,mi rn:1r los D-ami no,1.c:i dos provenientes 

de hongos e i nsect.os que crucen la barrer1:< 

intestinal. Otra alternati.vci (5), describe sL\ desempeffo en la 

reg1.1lac:i6n del bo:<lanr:e ác:idc-,-base, debido 1:1 que en el riffón de 

organismos 1:1uperiores se prod\.lcen grandes c.ant.:i.dades de amoniaco 

c:omo uno de los productos de lo:, deso:1mir1<•c:i6n m:idative:<. Por otro 

lado, BDrker y col. ( 5) mene: i. ont'm qut:? las D-ami noác: :i. do 0>1 i dasa.s 

.59 
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en organismos superiores pu1?.den rE:ipt'"E•s&nt~r ~rºeúquias de nuestra. 

evol.uci6n. 

Los est.udi. or. de l. as O-AD 1. ne l l~yem el anill ·l sis de 1 as 

carac:tar!stic:as cinétic:as di;, la eni!ima (19>, 1<4 formación de 

complejos ¡¡,stn.\cturale!O> (20, 21 > y hasta aspectos teóricos de 

modelos rru:rlecular¡¡.s que drtben tenmr 1H o los sustratos de la 

propia D-am1.noácido o~ddasc< (22), A pes¡¡ir de ccird:ar con toda esta 

informaciórr, ntl se h<:< potU.dr.1 d1;:.finir J.ii< p1'"nsimcia de algQn 

transport.adt"Jr a nivel de la membrana c.elular d•~ mami fero, o 

en los organelt"Jr, celulares, par•< cualquiera de los O-aminoácidos. 

Toda le~ información disponibl.e se h.::{ orient•~do a investigar 

la desami na.e i 6n de l crs O-ami not{c:i dos en 1 os te j :i. dos de mami fer os 

para el m1.mejo Pt"JSt.erior .de lcrs c.etoácick,s formadcrs, t~o parece 

Fmistir inforrrrac:ión sobre el posible p.-apel fisicü6gic.C'J de al9uno11> 

de los O-aminoácidos, lo c.L1al podría Sl'lr d& umorme int1?r&s en la 

Biologia en ger1eri:~1. 

Los r !?ali;: ad os en nur=stro 1 é<bc1ratori.o dt"tl 

DP-partamento de Bioquímir:a de la Facultad de Mt~dicina, estaban 

orient.ados al análisis de la capt.aciórr de L.-arginina por 

mi tr.ir:ondrias di: hígado de rata. Ensayam.os la posibilidad de que 

la 0-arginina actuara comer inhibi.dor competitivo del transporte 

ele L-argininr.. y para m~estra sorpres;,, la D-ar gi ni na fue 

activamente incorporada a las mitocorrdrias en estudio. Como 

consecuencia se decidió estudia1· el posible~ papel fisiológico de 

1 a r>-arginina en P.l hepatt"JC1.tcr de nuestro unimal !?)tperimental, 

Los resultados que hemos obtenidr.1, señalan una participación 

dir1?r:ta de la D-arginina en las diferentes vias metabólicas que 



Mat.erh•l ec; y Métodos. 

Se aislaron mi tocondri u.s de hi gr:ido de rata macho ~listar, con 

un peso entre l.80 a 250 g, de ¡¡¡c:uardo con Sc:hneider y ccil. (23> 

y modificado por Siess (241. Se empleó el siguiente medio de 

<'li r.l ami. Ponto: 300 mM, EDTt-1 (;k.ido et.Uan di;:~mino 

··· t.P.traar:Hic:ol 1 mM, Tris 5 mM, pH 7. 3. La proteína mitor.:ondrial 

fue mmdidn por mC?dio de la. rmac:c:ión de Bi1lret., utilizando 

alb~~mina s1'iricr.i bovina comr::i r;.r.t.and•~r y lc:i adir.:i ón de KCN para 

corregir por turbidez (251, 

Consumo da OH i genc:1o 

El consumo de r.i>:i geno f1.1e mer.li do por medio da un 

elec:.trodo para O)liger10 (YellrM Spring Inst.. Co.I, en 1.ma mezcla 

de incubación con 3.0 ml. de vol~men final. Se utilizó succinato 

o glutamat.o-maltlto l.O mM c:omo sus·l:.ratos, a pH 7.3 y a 22oC. La 

respiración rrritocondrial y la rel.r.ción ADP~O fuutron calculadas de 

acuerdc:1 c:.c:m Est.abrook (261. 

Slntesis de Citrulina. 

La citrulinc:1gi!mesis se llevó a cabo en &l medio de ir1cubación 
-----........ . 

descrito por Tati.bana "I col. (271 con ATP y suplementado con 

La cantidad de citrulina sintetizada se 

determi.nó por madio de la técnica espectrc:1fr,ti:1métrica de 

Rahmatul 1 ah y col • <281. 

Potencial de Membrana. 

Se midió la generación del potencial de la membrana 



mitoc:cmdr:l.al util:l.;:alldo- safrnnina c:omo indic:<tdor (29>. Los 

c:ambi os en l <i absorr.:i 6n dependientes del tiempo fuaron 

rGgi i;,tradoe-. c:on un ei;par:tr of ot.ómmt.ro Ami neo, a 1 as longi tL\des de 

onr.lil erapacifir:adas Fm las leyendas de l•is figun:<s. 

Hinchamiento O&mótico. 

El hi m:hami ent.o osrrrót i c:o de la& mi t.ocorrdr i C:<S ft.le medido por 

el métodrJ desc.ri to por Gamble y l..ehninger en (30>. Se registraron 

los cambios en el Vt"Jlümran mitoc:ondrial como c:arrrbios en la 

absorbanr:ia de la susptmsión mitcn::orrdrial a 540 nm y 25 oc, en 

SOll..\CÍ onl?S isoosmótic:as (250 mosm/L) dr:< varios so lutos, 

suplementadas con 3 ug de rcrtenona, para supr:l.mir la respiración 

endógena. 

Los 

desc:rita 

AislamiEmtcr de Hepatoc:itos. 

hepatoc:itos fueron aislados utili;:;mdo la 

e'l\pr:m1m al má)timo los espac:ios irrt.erc:elulares del hígado a la 

acción de lt:1 c:olagenasa~ la cual degrad¡:, los elt~mentos adhesivos 

presentes entre las células. ~'\ través de la vena porta. se 

perfunde en forma c:onti.nua, t'!l medic1 de Krebs-Ringer-bic:arborrato, 

equilibrado con 95~ 02/ 5% C02, i::< 37 oc, pH 7.4 y las células se 

resusperrden en medio fres.co suplementado con alb~1mina al n:.. 

Síntesis de Urea. 

En t.ubos de plástico c:on el' medio de incL1bac:.ión ~:rebs-Ringer­

bic:arbonc:ito-albt\mina, suplemr:mte1do con ornitina 2 mi'! y cloruro de 

amoni.o 10 mM como Sllstratos L\rl!•ogénic:os, se agregaron alí.cl1otas 

de 1 a susp1mr.i órr r.le hepatr,c:i tos, los tubos fueron i nc:ubados en un 

bai'ío con agitación, a 37 oc, durante 60 min. La urea producida 

6;t 



fue c:t10<ritificada mediante la t&cnii;:a ~esc:rib:1 por Gutmann y 
·~-.-........... . 

Bergmeyer (32). 

Er1 lF.1 figura lA st1 observa 1.m cambio en absorbanc:ia de la 

safranina debido a la inducción de un potencial de l¡¡¡ membrana 

mitoc:ondrial por iones H catalizado por succinato, dicho cambio, 

se nuprime r.uando Sl't <<ñade CCCP ( c:.>rbcin'i. l, ci. ;murc1, m-clorofeni 1 

hidra;:ona>, un desacciplante de la ft~sforilac:i6n e>tidativa. Cuando 

la D-;nrginirca <3.3 mM> se ~·ñ•~di;, a las mit.ocondrias energizadas, 

se observa una despolari;:c;,c:Um de la membrana mitocondrial de 

hlgado de rata <Fig. 18), La despolarización va seguida de una 

repolarii:1ac:i6n lenta. Esto qu:\ere decir que el transporte de la 

D-arginin•< a la m;mera. del de calcio <33, 34) necesita un 

potencial r.!e membrana par a l'iintr ar •< la rrii toc:ondr i •~. El grado da 

despol.ari.'l!ac:ión dt- l.a mlil'mbrana mit.oc:o11drial es tlependient.e de la 

r.:r.:mc1?nt.rar:i~in de D-arginina y l•~ má>tima conr.:ant.ración utilizada 

fue 64 mM; la repolarizaci6n de la membrana, aunque se rest.ablec:e 

en forma lenta, nr., logra c:rbt.enrar los niveles originales de 

i~. energi.'l!ac::i6n <F:l.g. 1B>. 

Debido a que P-1 aminoácido que se utiliza en forma natural ea 

el isómraro L y no el isómero D, dt~c:idimos estudiar el efec:t.o de 

la L-argi.nina sobre el pot.enci¡¡¡l. de la membrana mitoc:ondriul 

usando mi t.ocondri as y mi toplastm;. Los resul t<.'\dos obtenidos con 

mitc:1c:ondr:l.as <Fig. 2A> muest.ra1i' ql!P. despL1es de añadir L:=iiirij':i:'rr'ircá 

(16 mM> a difl',rentes tiempos;· no se modifi1::.<1 el potencial de la 

membrana, sin embargo, cuando se añade D-arginina <16 mM>, se 

presenta 1« despr.rlari;:ac:i6n. De la misma manera, cuando se 

utilizan mitoplastos p¡¡,ra ensayar el transporte de L-arginina, no 



or:urrF.< despolarización de la membrana mitoc:ondrial, hastc:c que se 

D-arginina CFig. 2B>, aunque se c1bservan algunas 

di forenr..i as cuando si!• c:ompari:m 1 os resultados obtenidos con 

mitor:onr.ld.as y cor1 mitoplastc)s. Por ejemplo, en mitoplastos 

cuando se aRnde L-arginina, 5f.? hiperpolari:i:<1 la membr1.ma, 

mientras que en mitocondrias no ocurre ninguna modificación 

(datos no mostrados). Además, ~?l gradC'J ele despolarización 

inducido por la D-arg:i.rd.na en membrar1as de? mitocor1driain es mayor 

que el inducido em las membrcmas de mi t.oplastos. Se uti 1 izaron 

mitoplastos c:cin el objt:':to de eli.'rriinºar la· ·presenci.a-... P.e .. 1.a 

'contamir1ac:i ón de arginasa, .. unida a la membrc:mc:< e)1terr1a de la 

mitocondria, lo cual. ha sido dasa:rito por .:1lgunos ;,utores C3Ei a 

37> y c:1demás, el di seRo .dra este e>: peri ment.o fue ccm el obJe:to de 

demostrar la e)lis·t.emcia da transportl? electrogénico de la L-

arginina, sin rnmbargo, lr.ts resultadr,s m1.1estran que no eniste 

entrada del L-:1.s-,ómero ni en mitc1c:ondri01s ni en mitoplastos 

(datos no mostrados> . 

E>:ist.e una prueba ad:i.c:ional qLte nos permite demostrar l?l. 

transporte de un•< sustanr:i ;:1; &ata t6c:nica es al hinchamiento 

osmóticc1 mitocondrial. La sustc.mc).<t qLte se pretende analizar para 

medir su transporte, se h<tc:e acompañar de un anión que es 

permeante a la membrana interna mitcicondrial. Le< D-arginina tiene 

pH isoeléctrico de 10.8, de manera de qui: se presenta como 

catión c;il pH 7.3. Para e>:arrdnc•r J.c1s fc:1c:tores que afectan la 

entrada de D-arginina a pH 7.3, se prepararon mitoc:onrJrias de 

hígado de rata y se suspend:i.ercirc en diferentes soluciones 

i soosmótic.as de D-arginina <acetf.lt.o, fosfato>. Los resultados que 

se obtuvieron <Fig. 3a) demuestran hinchami.r;:rrto mitocrmdrial 
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dependiente de suc:c:inato en forma signific.ativa cu,;.r1do se utili.:ó 

acet.at.o de D-arginina o fosfato de D-argin:i.na. En ausencia de 

succ.inato, el cambio en el hinr.:hamifmto mit.ocondrial no ocurre, 

de manera que l!tl transporte de D-argininc:< requiere de la 

forrr1ación .de tlrf gri:,dier.t.a r.1lectrC"Jquímic.o. Cuandc1 se añade cianuro 

c:omo inhi.bidor e di.nitrofanol como de la 

respiración, se abate al hinchamiento mitoc.ondrial, 

Por medio da la utilización de la safranina como prueba del 

potem:ial de la membran<1 mitm:ondrial, así c.omo por el 

hinchamiento osmótico rrd.tocondrial hemos obten:i.dc-1 evidencia que 

confirma la e>:istencia del transpcirte eiectrogenico de la D­

argi.nina had.a el interior de la mi t.ocondr:i.a. 

Para tratar de encontrar un posible papel fisiológico de la 

D-arg:!.nina en alguna via metabt'1lica en la mitoc:.cmdria, se decidió 

estudi.;tr el afer.:t.o de arate D-amir1oacido ar.ibri;, la sintesis de 

citn1lira:1 (intermP.diario del cic:lo dü1 la ur.ea>. Se Geleccionó 

vía metab6lic:r.<, d;~do que· la L-arginina intervieme 

act:l.vamente en la rrr'li>ma. 

" La carbamil· fosfato sintett:-1sa 1 (E.C.6.3.·.11;·16,} catal.i.;:~. la 

síntesis del carbc:1mil fos.f..ato, el primer .int1~rmediari<J en la 

biosintesis de la urea en h!gadrJ de animalt?s ureotélicos, que 

al condensF.<rse con la 01•nitina, origina la formac:iétn de la 

citrulinOI. L.a carbamil fosfato sint.etasa I requiere de N-acetil 

glut.amato C:C'Jmo act.ivador alost.erico (38, 39>; a su vez, el 

am:l.noAcido L.-arginina estimula lt:< síritr:mir,, de N-·acl?til glt.ttamato 

(40), l.a L-0:1rginiric:1 ac:tt~a cc1mc-, ur1 E<fector positivo de la t4-acetil 

glutamatC'J sint.etasa, de manera que la presemci '' del L-aminoácido 

incrementa la formar.:ión de citrulina en mitocondrias de hígado de 

Có5 



rnta. Por .tal motivo, decidimos investigar el efecto de la .D­

arginina, r?n lugar del L-aminoiticido, sobre la s.íntesi s de 

citrulinn •. 

Los resultados obtenidos <Fig. 4a) dmmuestran que a los 5 

min. de incubación hay aumentos en l<J formación de la cit.rulina, 

que van desde 45, 64 y 39/. con 10, 20 y 40 uM de.;¡ D-arg{ñfriii. "(p < 

0.05, p < 0.001, rs < ¿¡~·o~·.f» rrtspE•C:tiVi!lmEmtP.. Por otro lado, a 

c or1cent r ac. i enes mayores de D-arginin.::. ( 1.00 uM>, la 

citrulinog~nesis regresa a los valores del control. A los 10 y 15 

minutos de incubación CFig. 4b, 4c>, ln síntesis dm citrulina se 

i ncremar1ta 71 y 38:1. con 10 y .'20 uM de 

respectivamente. La citrulinogénesis permanece aumentada (27X> a 

los .'20 min'1.1tos (Fig. 4d) en pre-senc:i<:< d..- 10 uM de D-arginina. Sin 

embargc-1, c:uandc1 se- t1ti 1 i z¡m ccmcentraci ones mayore:. ( 100 uM> a 

los 10,15 y 20 min. da incubación, la cit.rulinogénesis en 

presencia de D-nrgi.nina, sl'< inhibr: hai¡;ta 1.m 60/. (en prome-dio), 

de manera que el efecto est.imulC1cdor q1.1e ejerce la D-arginina se 

obtiene a c:tmc:entracionl?.s q1.1e oscilan entre 1C> a 40 uM de-1 D-

, .. ,, aminoac.ido. Por lo tanto, sEt hc.< demostrado p1•·imerame-nte que la 

membrana interna mitocondrial es permeable •• la D-arginina y por 

ot.ro lado, que ésta ejerce un ef<~c:to de estimulación sobre la 

slntP.Si!i'. de d.t.rulina. En umperimentos i.D. 'ti.':!'.Q (4!.,42>, se ha 

propl.IF.'!sto que },;, L-.:irginin<=< contribuye, <• !a regulación de la 

sírrtesj.s de la ur<ta en hep<1t'oc::i.tos de r;;ctc:., por medio de la 

activación de 1<:1 N-,;,r.etil gl1.1t.amat.o sintetasa, aunq\.\e también se 

ha demostrado quc;: dicho F!fecto sobre la sintetasa, no es el únic:o 

punto de la rF.tgulac:ión de la síntesis dr,. la urec:, (37>. Mosotros 

decidimos s1.1st:i.h1:i.r a la L-arginina por la - D-argini-na .... para 

.(íi'O 
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ensayar s.t nt.es is drt urF.1<1 c;m hepatoc i tos aisla dos de rata. 

LC"J$ resl1l.tados c:1bt.eniclc:ii;-. (T;:.bla !) nos d&muestran qm¡. l;) 

1.1reogénesir. se .:lncrememtri (•\t'.,%) a los 30 min d1? inc:1.1baciór1 de los 

hepatoci.tos (viabi l.idad 80 ;:1 95'i0 tr<n presencia de sustratos 

ureogénic.os (cloruro de 1:1mr:rnio y ornitina) s1.1plementados con D-

arginina 200 uM; al cabo df:~ 60 mi11 el. :i. ncrem1:nto en la 

ureogénesis es 36Y. crm 200 uM dG< D-;:1rginim:1; 0:1 concentraciones 

altas (800 uM>, la sJ.ntesis de urr1E< desciende por abajr1 del 

corrtrol • De iguc:1l .mm·1era que en la cit.rulinogénesis en 

mi t.ocondr i as, 1;::1 ur eog énesi ¡¡¡ en ht':'patcic i t.os, resulta 

incrementada, debido a la presencia del O-aminoácido, 

De manera adic.i.onal ~ r.& estudió el G•fectc.:1 de la D-arginir1a 

sobre }i;( respirac.:l6r1 mitocondrial en presencia de s1..11:cinato o 

glutamat.o-m.::ilato como sustratos. Este proceso metabólico, el cual 

se enc:1.1ent.ra acoplado con la fc-,sfr.irilación o>:idativa, ambos se 

desarrollan f.!n la membranc< interna mitocond;i-ai y tt-enen··c.omo 

función principal el proveer. de energía a la c:éll.1la. Los 

result.;;..dos obt1midos l?n la Tabla 11 demuestr<m que el control 

respiratorio en rrritor:c-Jndrias de hígado de rata, con suc:cinato 

L.. como sustratrJ, en prestmcia de 10 y 20 uM de D-arginina se 

obtiene un inr:remento di;ol 8 y 22'l., respectivc:1mente, mientras que 

con 100 uM de D-argini.na, se inhibe el contrcil respiratorio con 

respecto del r.ontrol. Cuando se utiliza glutamato-malat.o como 

sustrato di;• la respiración mit'oc.ondrial, se inhibe dicho proceso, 

inclusive con r.onr.:ontrm::irmes b<.dc:1s (10 a 20 uM> de D-arginina. 

l.a fosforilac:ión o>:id.;1tiva <Tabla 111) rms 1fl1.testra un ligero 

L.. increment.o (9/.) de rrtstt=t proc:eso, en presenci'1 de concentracior1es 

bajas de D-arginina (10-20 uM>, ;:1unque estC"Js resultados no i>on 

~'{ 



F:l.gura 1: Cambios espei::trales en l;:< safrardna, frrducidos por D-

argi.ni na. 

Se su.spendiE·rcm rrri toc:ondri 0<s da hógado de rata (2 mg 

de proteína> er1 un vol úmen final de 3.0 ml 

c:onteniEmdo: sac:arosa (70 mMl, HEPES (2 mM> 1 mard tol 

(210 mMl, rotenonc:< (3 ugl, 1:<c:etat.o (3 mM> y safnmina 

(9uM>. La energiult:itm mitoc:onclri<:<J. se obtuvo al 

aRadir suc:cinato (1,5 mMJ. Lado A: Adición de CCCP <2 

uM>. Lado 8: Las concentraciones de D-arginina 

utilii:adas fur;,rr.m (en mMh r1I 3.3, bl a.o, c.) 16, d) 

32~ el 64. 

---- ...... . 

Figt1ra 2: Cambios es¡:1ec:trales en la safranina, inducidos por la 

D-argi ni n<'I. 

Lado A: mitoc:rmdrias de:• higado C2 mg). Lado B> 

mit.oplé<stos (2 mgl y lé< L-r:crginint:< (16 mMJ. Otrae; 

c:onclic:j,ones P.):per:i.memt.ales, como en la f:i.gura 1. 
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Figura 3: · EfP-c:to drt varios inhibidores P-r1 el hinchamiento de 

mi.tot'.ondrias suspendidas en sali;,s de D-arginina, 

dependientes drt suc:c:inato. 

Las mitocondrias aisladas fueron suspendidan en 3,0 

··-·-- ............ : 

t.ris-HCl <5.mM>, a pH 7.4 y rote·nrma <3 ug>. Otras 

r.:ondi c:i onas furarC"1n> succ:i nato de ~: (5 mM>, DNP <2, 4 

dinitrofr,mol) <150 uM> y KCN (.c:iannro de potasio)(500 

uM>, l..<:1do A: Hl.gado, Lado. Bi Corazón y riñ'ón. 

FigL,ra 4: Efecto de la D-.:1rginina sobre la c:itrulinogénesis. 

Inc:ubac:ión de mitC"ir.:ondrias de hl.gado de re.ta (8 mg> en 

el medio descrito por T.:1tibana (27> a diferentes 

tiempos. L<=< rE-ac:c:ión se detuvr1 mediante la <:<dición de 

éc:ido perc:l óric:o. (6'i0, para proceder a la determinación 

de t:itrulina de nc:uerdo con el m&todo descrito por 

Boyde y c:ol.. (28>. 

......... .... Co!3 
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signific:.ati.vos estadistir.armmte c:uanr.lo roe ut:lli;:a glutamato­

malat.o Ó s\.11:cinato como sus;trat.os, 

En resumen, los datos rmperimentales de E'tste tl"'ab;¡¡jo, 

demuestrarr que la D-argi.nina en el hígado de rata; a> es 

inc:.orpor1'adec ac:t.ivamrante err mit.r.1c:ondrias en presenc:ia de un 

gradi.ente el.ec:troqul.mic:o, b) a bc:das c:onc:entraciorres estimula la 

síntesis mitoc:ondrial de c:itrulina, e> a altas conc:entrac:iones 

i.nhibe la síntesis mitoccmdri.al de cit.rul.inc•, d) estimula la 

ureogónm~is en hP-patocitos ;;ánlados, 111) a bo:d.:cs r.:onc:entraciones 

esti.mula ligeramenta la re•.¡:d.r<<c:i6n mit.oc:ondri<d, miantras que a 

c:onc:entrac:ioni:m alt.r.s, lc:t inhibe y f> la fosfc:.rilac:ión o>:idativa 

no resulta afectada en forma significativa. 

Estos datos hastc:t .donde sabemos son los primeros en la 

Hteratura mundial, que demuestran una pc:rrtic:ipac:ión fisiológica 

de un D-amino,·!tc:ido. En nuestro la.boratorio cont.inuamos estudiando 

diferP.ntes aspee.tos relac:ionados c:on la D-arginina. 
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