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RESUMEN

Este trabajo  presenta algunos . aspectos metabdlicos Qque
Sinfluyen en la regulacisn de la biosintesis de la uwea en  higado

de  mamifero.

Se analizé w1 efecto del glucagon y el cortisol sobre la
respiracidn, fosforilacidon v 1& sintesis de citrulina en
mitocondrias aisladas de higado de rata. En-ausencia de hormonas,
Ta onidadi®n de-succinato y la actividad fosforilante de las
mitocondrias {aisladas en manitol) aumentaron 224 vy 10%
respectivamente, cooparados con &l incremento obsarvedo en las
mitocondrias aisladas con sacarosa. LoB resultados del  andlisis
de la sintesis de citruling no mostrd diferencias significativas
en las mitocondrias aisleadas en menitol o sacarosa. El control
respiratorio con succinsto de las mitocondrias de higado de rata
tratadas con glucagen vy aisladas con manitol aumentd 27%  con
respecto de las mitoocondrias obtenidas en Bac Al USa. La
fosforilacidén v la sintesis de citrulina no tuvieron diferencias
significativas en las mitonondrias de higado tratadas con
glucagornr y obtenide: en sacarose o en mandtol, pero las
mi tonondrias provenientes de ratas  tratades con glucagon
sintetizan mas citrulineg gue las mitocondrias de los animales no
tratados. En  las mitocondrias de higado tratadas con cortisol y
aisladas en manitol, el contrel respirestoric com succinato como
sustraty, aumentd I7% con respecto de las mitocondrias §isladas
en sacarosay &l efecto del cortisol sobre la relacion ADP:O y la

sinteeis de citrulina no mostré diferencias significativas en los
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Cmanitoly TEEFE el tratamivnto

sladas en sacarpsa o en

con:zcortisol aumentd en un &0% ix

sintesis de citrulina.

La presencia de la aétiQi&ad de la argingsa como cantaminante
en la preparacidn de mitocondrias de higado de rata se demostré
en un ensaye para sintesis de citrulina al sustituir en la mezcla
de incubacidén la orriting {uno de 1os sustratos) y resmplazar por
argininé 10 ol con lo .que s obtuve un  aumento en la
citrulinogénesis de 200 veces. Por medio de lavado con KE1 150
mM, o con ficoll al 20%, se logré eliminar 904 de la actividad de
la arginasa come cortaminante de las mitocondrias. CQuando se
ensays en forma conjonta el lavado con ficoll al 204 vy la adicién
del inhibidor de la arginasa, norleuwcins, se obtuve un 874 en la
eliminzcidén de 1la actividad de la arginasa. Estas fueron las
condiciones ewperimentales que se uwtilizaron para  observar el
posihle efecto de la arginina sobre el transporte de 1z ornitina

hacia la mitocondri,

En la segunda parie de esta  tesis se estudid el efecto del
calcio y la L-arginins sohre el transporte de ornitina por
mitocondrias de higesdo de rats. La adicién de calcio 0.36 uM en
ausencis de argindngg sumentd 1 captacidn de ornitina  218%

Bobre &l control. A concentraciones mayores de § uM del metal, la

cpaptacton.del aminodcido disminuyd., Cuando se mantuvo constante

la concentracién de calcio en el medio de incubacién (0.34  uM),
el  transporte de ornitina sz eleve 188% en presencia’ de b~

arginina S5 uM vy lueus disminuyd a mayores concentraciooes de

arginina.
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etah611co que BE eatud:é en rclacxan can

‘wla’ regularihn dnl ciclo da ld uraa fue =1 efecto gque tiene ia D-

- arginina en e3 h;gado da la tratz. La D-arginina (200 a 400 up)

retimulé 1a ufemgéngsis wri  hepatocitos de rata ¢ la
citrulinogénesis (10 @ ?& u)  en wmitocondriazs de higedo. - Sin
embargo, con  altas concentraciones de D-arginina (800 uM)  en
hepatocites,  la sintesis de wes disminwydy de digual forma, en
mitocondrias de higade, e D-avgindns er altas concentraciones

{100 uM), dismiruyd la sintesis de citrulina.

Podemos  coracluir qﬂa vl efecto de las hormores glucagon v el
cortisol sobre la respivacién de mitocondrias de higado obtenidas
en manitol como medio de aislamiento aumenté en relacidén con  las
mitocondrias obtenidas en sacarose; no se obtuvieron diferencias
significativeas en la fosforilacidn y en la sintesis de citrulina

cle mitorondriazs de higado de rats  tretada con glucagon o

Teortisol T Be-denostrd la presencis de la actividad de la arginasa

cone contaminante e las mitocondrias de higado, debido al
auwmento s la sintesic de citruling &l utilizar arginina en lugar
de ornitina como sustrato vy el btratamiento wéds eficaz para
eliminar dicha actividad, fuae sl lavadeo de las smitocondrias con
ficoll al 20% vy la adicién de novlewsina como  inhibidor de la
sarginasa, durante pl eneayo de sintesis de citrulina. Se demostrd
ague el calcic vy lae L-arginins estimelan el transporte de 1la
ornitina hacia la wmitorordria v por Altimo la participacian
tirecta del zwainoacido D-argining sobre la urecgénesis vy la

citrulinogénesis en higado de mamd fero.



A través de la historia de la vida, ha ocurrido ia
formacidén de ciertas sustancias, 1as cusles por su distribucion
en  la naturaleza poseen caracteristicas generales y particulares
que les confieren gran significado cualitativo. La urea es una de
esas  sustanciasy  se  encuentra ampliasmente distribuida en la
naturaleza, tanto en gl reino vegetsl como en el reino animal,
asi como en wmicroorganismos ewcariontes primitivos como la
levadura,

l.a fermentacidén amoniacal de la orine era perfectamente
conpcida en la antigiedad, asi como la formacidn del carbonato de
amonio o el " espirite de la orina ¥, el cual fue ampliamente
usado comy medicamento en la terapéutica medieval. En el siglo
XVI, Micholas Lemery (1) y postericrmente Schele, reconocieron la
enigtencia de una sustanciax formadora de amoniaco e la  orinag
sin emhargo, fue en 1773 cuando la ureas fue descubierta por

~Rouelle.  (2). a;_ewapnrar cuidadosamnente en presencia de  gtanol
una muestra de orina. £l héteéiai.entraidn fue descrito cono
" una sustancia jabonosz, atrapadora de agua, gue era capaz de
cristalizar vy que ademds contenia més de la mitad de su peso como
alcalt voldtil, rica en nitrdgeno y gque medizsnte fermentacidon
formaba A&cido carbénico v amonisco Y. For otro lado, fueron
Fourcroy vy Vaguelin (3) guienes utilizaron por primera vez el
térnino urea en " ese material especial de la orina, gue origina
adoido carbénico v amomiaco gn orins en descomposicidn V. '

Prévost y Dumas (1), en 1833, demostraron por primera vez la

presencia de wex Bn sangre a partir de un extracto etandlico



caliente de sangre de perros vy gatos nefrectomizados; el andlisis
elemental del material cristslino les permitié concluivr que s
urea de la sangre era idéntica & 1a uréé'&é”brina. Posteriormente
“;‘ Méa{ééiém*aﬁpéfimmntos adicionales llegaron & las siguientes
conclusiones: &) la cantidad de wea sicretads por via renal era
una medida cuantitativa de su formacidn. b) cwando se lleva =&
cabo una nefrectomdis total, se scumula uwrea en la sangre. c)
debido a que sk enceentra smonde Bn la  sangre Bn casos  de
hepatitis crénica, posiblemente @l higado debe estar involucrado
en la formacidn de wen {(citado en 8.

El primer andlisis de la wes con 55U correspondiente vy
rorrecta férmula empirica fue logrado por Prout en 1824 (citado
en &), En 1828 se demostrd la formacidn de ureé a partir del
calentamiento de cianato de amonio por 8l guimico aleméan Federico
Wohler en 1la ciudad de Gotinga (7)3  esta observacidén tuve un
fuerte impacto no solo en la teoria del vitalismo vy 21 concepto
del isomerismo, Bino en el por qud de la formacidn de la urea en
gl w@rganismo humary  durante gshe pericde fueron publicados
numerosos  reportes on los  cusles se trataba de  observar la
formacién de cianato ( o carbamato ) de amonic frente a una
amplia wvariedad de sistemas, dentro de los cuales se podia
inciunir calentamiento de amincdcidos vy proteinss con agentes
onldantes como perdnido de hidrdgeno, permanganato vy o carbén
activado (8).

ta hipétesis de que el carbongtor de amonico o algunos

“tompuesttis -relactonados estarian involucrados en ia _biogintesis
de la urea, persistid por mas de 100 sfos (8). Hay que hacer

notar gue en el articulo de Krebs y Henseleit (), en el cual se
5



describe 1a sintééiﬁ deﬂlé uréa, ﬁé puso en duda si el ciansto de
amonio en un sistens de rebanadas de higado, podria ser  un
precursor  de la urea, pero nt se obtuvo nada, por 1o tanto,
concluyeron gue &l cianato de anonio no puede cer inte%mediarin
ni precursor en la biosintesis de la urea en el organisso.

Para 1937 &l Dr. krebs estaba plenamente convencido de gque se
requerian las células hepidticas integras pars llevar a cabo la
sintesis de la wea 5 partir de amoniaco vy bidnido de carbono,
debido & ewperimentos gue fxllaron para  sintetizar urea  en
preparaciones libres de células. En 1244, M. Hayano {(10) en &l
laboratoric del Dr. P.FP., Cohen logra sintetizar wwea en ¥ un
sistems libre de células ” y demaestra 3 1) sintesis de citrulina
a partir de amoniaco vy bidvido de carbono BN una fraccion  cruda
de higado ( postericrmente reconocida come de mitocondrias ) oy 2)
la conversidn de citrulina en urea en la fraccidn del
sohrenadante. FPosteriormente Grisclia v Cohern (11), ai utilizar
la fraccidn cruda de higado, descubren la enistencia de dos pasos

Terzimdtictsern la biosintesis de citrulina a partic de amoniaco y
Cc02, ademés del requerimentn de un compuesto N-acil, derivado del
&cido glutdmico, al cual llamarorn compuesto X. Mis harde, Jones,

‘Spector vy bLipmann (12), en 1995, identificaron &l carbamil
fosfato come sl donador de grupos carbamilo en la sintesis
ennimdtica de citruling, que correspondia al compuesto X de
Griswlia vy Cohen (ti).

En 1998 sg tenian plenamente identificadas las enzimas
mitocondrriales involucradas en la biosintesis de citrulina' 1 la
carbamil fosfato sintetasa I ( OPS 1 ), denominada asi para

distinguirla de la CPS 11 involucrada en la biesintesis de
G



pirimidinas . . vy la. ornitina  transcarbamilasa ¢ OTC Yu que
representan &l primero.y seguhdn pases  respectivamente en la
biosintesis de laz wea a partir de smoniaco y bidrido de carbong
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Para entender mejor un proceso bioguimico, ademds de evaminar
su conteata me#abdlicn actual, también ws conveniente analizar su
historial evolutive., Tal es el caso de la bjosintesis de la uwresx,
o ciclo de la orptting, el cual & través de millones de afos ha
sufrido cambios evolutivos drasticos en el conterto metabélico de
los procesos bioquinicos algunas de sus caracteristicas
metabdlices aln cusndo permanecieron sin varidacidn durante mucho
tiempo, pudieron deseapefar funciones diferentes de las actuwaless
el ciclo de la ornitine ¢ fig. 1 ) representa una via metahdlica

entremadamente sficiente para la conversidén de amoniaco v bidrido

de carbono en wrea. 8in duda, estas reacciones fueron producto de




una dura vy estricta presidn de seleccidn, debido a la towicidad

~del amonio_para los organismos vertebrados; sin embargo, existen

ciertos aspeoctos del cliclo de la ornitinag relacicnados con su
regulaciin que no han sido perfectamente esclarecidos.

Ejemplo Ix Al eraminar la localizacidn intracelular de las
reacciocnes del ciclo de la ornitina, encontramos gue las enzimas
gque caﬁalizan' dos  dee las rescciones: la carbamil fosfato
sintetasa I ¢ CFS 1 ) v lx ornitine transcarbamilasa ( QTC ),
ambas sr sncuentran &n la matriz mitocondrialy, mientras que las
otras tres enzimast la argininosuccinsto sintetassa, la
argininosuccinasa y la arginasa, se sncuentran en el citoplasma.
Como resultado de esta distribuvecidén, 1& membrane mitocondrial es
uria barrera para la oprracidn del ciclo vy para ello se necesitan

dos eventos adicionales en la membrana cetalizados por proteinas

- especi ficas: el transportador de la wornitins hacia ila

mitocondria, compensado con la salidae de protones (43 vy 1a
di fustdn facilitada de citrulinag &« través de la membr ana
intramitocondrial (14). Por otro lado, la sintesis y utilizacion
de carbamil fosfato { CF ) en la mitomondria estd relacionada con
la separacidin de las pozas de CF para la biosintesis de la urea
y las pirimidinas v ademds estd relacionada con la regulacidn de
st sintesis; sin embargo, estd claro que los objetives arriba

mencionados se podrian llevar a cvebo, si todas las reacciones del

ciclo de la ornitine fueran intramitocondriales, sitwacion que

tendria como ventaia el no requerir  las roteinas  atarreadoras
de ornitina y citrulinz, asi como la separacisn de las pozas de

CF, =l cual estd irvolucrado en l& biosintesis de la wea y las

8



" pirimidinas.
Ejemplo I1: Se debe cheservar la regulacion de la sintesis de
CP por M-acetil glutawato ( NAB ), asi como su vdegradacién. ta
acetilacion del glutsmato gs mediante la enzima mitacondrial P~
acetil glutamateo sintetasa, la cual 28 activada por arginina (15)
v el producto, el MAG, s el activador esencial de la CF8 1 (11).
Como resultado de ésto, la sintesis de CF estd en funcidn de las
concentraciones mitocondriales de arginina y  glutamato (16),
aungue  tanbién estd directamente modulada por 1la erniting
(17,18} .
flgunos aspechtos del cicle de la uwrea gue =2 ==Yy
considerados, fusron determinados &n buena parte por su origen
evolutivo. Con excepcidén de la arginasa, el resto de las
reacciornes  enaimdticas participa, ademas de la sintesis de la
urea, en la. sintesis de argininz, asi que se tratara de
reconstruir  una seouwencia progresiva de cambios esvolutivos  del

ciclo de la urea en microorgasnisnos.

L.a seleccidn natwral puso como prueba la eficiencia
mediante la cual la bacteris pudiers utilizar nutrimentos para
crecer vy luego para dar lugar & la aparicidn de wmecanismos  de
control de las vias biosintéticas. Como resultade de ésto,
generalmente la prissra enzima de una via hbiosintética esta
sujeta & inhibicidn potr medico  del producto final
{ retroalimentacién negativa ) de dicha viay an =l caso de la

binsintesis de 1z arginiﬁa en Escherichis coli( figs 2 ) s&

presenta la inhibicidén alostérica de la N-acetil glutamato

9



sintrtasa por 1a arginina gi?), sin embarge, el control de la
biosintesis de la arginina enfrenta un problema debido a gue su
regulacidn estd liganda & la regulacidn de la bicsintesis de
‘pirimidinas, debido & que ambas vias comparten un  alimentador
comin, &l carbamil fosfato { fig. 2 ). Por un lado, el CF se une
al aspartato, en una rraccién caetalizada por la aspartato
transcarbamilasa; dicha reaccidn ws inhibida alostéricamente por
CTP (20). A& su vez, 1z sintesis de CF, catzlizada por la carbamil
forfato sintetasa I es inhibids por UMP ¥ estimulada por ornitina
T(21Y.) 8% Ha fntegrado todae esta informacidn en la figura 2 con el
chieto de entender mejor los detaldles de la regulacidn de 1a

biosintesis de 1a arginina.

FIGURA 2- METABOLISMO DE ARGININA EN Escharichia cdli,

= ACTIVACION ENZIMA
B3 INIBICION ENZIMA
~—» REACCION ANBOLICA
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 fsi,  cuande la célula esté sintetizando activamente arginina, se
formard suficiente orniting para activar la sintesis de CF v o un
exceso  de CTP impedird su pase hacia las  pirimidinas, ﬁiantras
que una falta de CF lo facilitard. En obro caso, un exceso de UNMP

causara urx disminucidn en lz sintesis de CP y la ornitina se
fo



paiz

acumular al no poderse acoplar con el propic OF, de esta foroa,
el enceso de ornitinag Rotivarad la sintetaéa de carbamil fosfato I
vy lo hace disponible para la sintesis de citrulina v  arginina.
Por otro lado, un enceso de arginina d& lugar & gue la sintesis
de ornitina pueda ser inhibida v asi &l control de la activacidn
de la arnitina transcarbasmilasa dependa en gran medida de los

sustratos,

BIOSINTESIS DE LA ARGININA EN Bacillus subtilis.

En estas hacterias sl control en ia bicsintesis de la
arginina v &l control en el metabolisme del carbamil fuﬁ&ato estd
swieto & elementos addcionales, debldo & la presencia de una via
catabélica para la srginina ( fig. 3 ), la cual incluye su
hidrélisis en ornitina 'y wea por la aparicidn de la wmnzima
arginasa vy l& posterior utilizacion metabolica de 1a ornitinag

para sintetizar semialdrhido glutdmico v luego glutamato (22).

FIGURA 3: METABOLISMO DE ARGININA EN Baclllys sublilis,
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biosintético como catahélico, su concentracidn no puede ser usada
ﬁara controlar la biosintesis de CP como sucede en E. colis
consecuentements B, subtilis tiene una forma mds complelia de
regulacién en lta bicsintesis de CF, wvy& gue incluye la aparicidn
e dos carbamil fosfato sintetasas distintas (23).

La enzima gue funciona especificamente en la biosintesis
de nmuledtidos de pirimidinas { CPS Il ) es controlada por  UMP,
asi, la utilizascidén de CP por esta enzima no reguiere regulacién

posterior. bLa otra carbamil fosfate sintptasa ( CFS I ) es

codificads por un gene diferente, -no.estd sujeta & comtrol

alostérino.y Rl sitic primario de regilacidn de la biosintesis de

la arginina es por retrocalimentacidn negativa de la M-acetil
pluntamato sintetasa por L-arginina. Existe ademds otro punto de
comtrol para evitar una aﬁummlacian de argfﬁina vy &5 la prezencia
de la enzima catabdlica arginasa, la cuxl forma ornitinag y wrea,
lo que gernera una nueva posibiilidad de bioeintesis de arginina
debido & que lz ornitina reacciona con &l CF para dar origen a la
citruling v de esta foros alimenter s sintesis de arginina.s De
hecho, eniste una estrecha relacidn entra la arginasa vy la
ornitina transcarbamil aseas estas dos enzimas tienen pesos
mzleculares may similares (24) vy ademds son trimeros {(25). La
interaccidn de estes dos enzimas da lugar a la formacion de  un
thexdmero, como cs el caso concrete que precesthn la avginasay -law.

orwltina transcarbami iasa de Streplococcus faecalis (24) y las de

Baegillus licheniformis (27). ' d

METABOLISMO DE LA ARGININA EN Saccharomyres terevisias.

U diferencia fundamental  entre procariontes ¥

WL



gucariontes &5 la presentiz en sucariontes de organelos celulares
como las mitocondrias v &l miclen: como resultado, estas células

tienen 1z oportunidad de compartimentalizar ain m&s sus  vias

‘metabdligEEI 0l -comparar. Bl metabolismo de la arginina en B

Yy B8 chserva que lags mayores diferoncias e ancwente an, no an la
naturaless de las reacciomes,  sino on su organi2and on dentro  de

siat, los prrinereos pabos de

la célula. Para el cann do 8, Ggeroevi

la wia ve dar lugre e lefoemacidn de orniting suceden Bn 1a
4}

mitocondria, micntres que la cohversien de ornitina en arginina,

asi comem 2l catabolisme de la argining, suceden en Bl citoplasma

a3 . )
A FIGURA 4: METABOLISHO DE ARGININA EH Sacchorompens earmvisiar .
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Al comparar B, swetilis con la levadura 3, cerevieiag

chaervamos que: 1) la levadura poses. dos carbamil  fosfato

~aintetasas...gue  funcionan en deos compartimentos  intracelulares

diferentes, tanto en 1z biosintesis de pirimidinas como en la

biosintesis de arginina vy 2) la activided biclégica de 1a
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arginasa y la ornitins transcarbamni lasa de levadura se desarrolla
en  forma simaltdanes medignte la formscidn de un complejo uno A
une entre wrstas dos enzimas {(27); como BR cohoce Qque en B,
subtilis miiste también mste tipo de interaccidn entre estas dos
enzimas, &8 de interds cheervar este mecanismo de  control
encontrade en dos  especies no relacionadas entre  si. El
principal  hecho gue oe ocbserva es que ambas enzimas tanto en 8,
cerevisiae come en By subtilis son trimeros, lo que hace pensar
en una estrechs relacion evolutiva basada en la  observacién de
que ls arginasa de 3, cerevisiae ez cepaz de  interaccionar vy

ademds de regular la actividad de la OTC de B, subtilis (30).

METABOL.ISHMO DE LA ARGIMIMA EN Neurospora crassa.

Tanto la biosintesis como la degradacidn de la arginina
son similares en 3. cerevisiag y en W, crassa. También en

Meurospora { +ig. 5% ) se aprovecha la ventaja de  la

compartimentalizacidn que le ofrece 1a mitocondria en donde, al

menos, dos enzimes de la bicsintesis de 1z arginina Be encuentran

Ten este organclo (31,32).

FIGURA 5: HETABOLISMO DE ARGININA EN Naurotporg ¢ranto,
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Pado gque gl catabolismd de 1w arginina se lleva a cabo en el
citoplasma vy &l  flujo de orndting & través de la membrana
mitocnndfial es restringlde en la via catabdlica de la ornitina,
éeta no punede ser carbamilada y convertida en arginina en un
grade significativo ni tampoco puede ser degradada (33). Agui no
eiiste evidencia de gque interaccionen la arginasa con la O7TGC,
aungque la arginasa de Neuwrospora crasss tiene &l doble de peso
molecular respecto de la de levadurs (34) y parece pocto probable
l1a interaccidn de una proteina henamérica con gl trimerc de la
O7C  (30); ademds, influye la localizacion intramitocondrial
especificx para la CF5 1 a difargncia de la CP5 II, l& cual estd
relacionada con la biosintesis de nucledtidos de pirimidines vy
estd localizada mn =l citoplasma.

Al comparar la regulacidén de la actividad de la
aspartatc transcarbamilasa de 5. cerevisias v la de W, crasss, se
cheerva en ambas especigs que la sintesis de carbamil fosfato vy
la carbamilacidn del aspartzto son catzlizados por una sola
proteina bifuncional (34). En MHeurospora, sédlo la sintesis de CP
es controlada por UTR (37), por lo tanto, e control de la

aspartato transtcarbamilass de Megurospors no parece ser del todo

ventajoso.

TRANSICION DE LA SINTESIS DE ARGININA A LA SINTESIS DE UREA.

El primcipal  hecho evolutivo que ocurrid en los
microorganismos  fue la pérdida de la capscidad de  sintetizar
arginina v la adouisicidn de la capacidad de sintetizar wea.
Ento es de vital interéds, en viste de la posibilidad de gque 1la

sintesis de arginina puede ser antecedente evolutive en 1a
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sintesis de ures, puesto gue los dos procesos tienen reacciones

en cominy desafortunazdamente 1x diatrxbuczdn del ciclo de la uwrea

en el reino animal ha sido estudiada con mér detalle que 1a

bzoaxntpsis de drgznxnd. de’ cuklquier manerx, 5& ha  encontrado
una  forma funcinnal del ciclo de la ornitine en &l gusano
Bipalium kewense, 1o rcual sugiere gue la biomintesis de la urea
sobrevino &n 1a erz de los metazoarios, época geolégica & la cual
se atribuye lz ewistenciz de este tipo de gusanc (38).

Al comparar el metabolisme de la arginina en W, crassa
con r)l del higado de mamifero ( fig. &4 ), BB analizan los cambios
que se reguieren para la transformaci dn de lﬁ biosintesis de
argirnina & la via de smintesis de ures. Han sido pocos los ceambios
requeridosy en el higado no ewiste WI. viclo del HN-acetil
glutamate txl comm aparece en M. crassa ( fig. 9§ )3 1la
adquisiciden de_ una proteina scarreadora de orpitinae en la
membrana intramitocondrial del hepatocito (L3) le cusl no ha sido
hallada en Newrosporasy en el mamiferw, 1a M-acetil glutamato
sintetasa e5 activada por la srgining, en lugar de inhibir su
actividad como en Meurospora. Por Gltimo, se chservan canbios en
la regulacidén de la GFS I, la cuwal se activa por MN-scetil

glutamato { MNAB ) en hepatocitos, wdentras que en &1 hongo,

oourre una pérdida de dependencia de glutamina para su actividad.
FIGURA 6, METAGOLISHO DE ARGININA EN HIGADD DE MAMIFERO:
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Enaminemos la spcuencia de pasos que s originaron desde
2l metabolismo de la arginina en hongos, hasta la sintesis de
wrea en mami feros:

1. El estricto control de la biosintesis de la arginina
debide a la regulacidn wspecifica de la actividad de la CFS 1 por
N-zcetil glutamato, gue coordins vl fluje de sintesis de OF con
el fluje de sintesis de acetil glutamato v posteriormente con iz
sintesis de ornitinz.

2. L reducci on gradual del namera de enzimas
involucradas &n la biovintesis de la arginine, asi como 21 cambio
en &} habitat roetricionsl de los esucariontes &l cambiar 1
utilizacidn de simples compuestos organicos a la citofagia. La

ingesta de arginina en la diete hizo menos critica la posesidn de

la wvia bigsintética de arginina, &asi come de ptros aminodcidos;

probablemente la reduccidén de los niveles enzimdticos se debid
mas & cambins mutacionales regulados, es decir que & las

alteraciones estructurales de los genes. Ejemplos de cambios

“mutacionales regulados, que a través del tiempo, la expresién dg

los genes estructursles .eﬁﬁaﬁifiﬁos ha sido daspiazada,_ 50N
conocidos tanto en procariontes (37), come er cucariontes (40).
I, El stguiente paso fue, tal ver, &1 asunento de
prrmeabilidad de la mesbrans irvdramitocondrial para la ornitinag
lo que sucedid, probsblemente, por g2l sumento de la proteina
acarreadora (44), o por la pérdida de un  mecanisme  inhikidor
enpecifico. Por otro lado, la ruta catabdlica de ls ornitina &
glutamato v proling g5 relativamente reversible (42). La
habilidad de la ornitina para entrar & la mitocondria podria
proporoionar  una ruta alterna para la biosintesis de arginina

i+



cuando zme suprimiera este aminodcidao.

4. Tuvo que ser provocads wn cambio en &l camino
metabélico de la ures, En eucsriontes primitivos, la wea era
relativamente poco usada, inclusive slgunas especies utilizaban
urea como driox #uante de nitrdgenn (22)3 sin embargo, en algin
estadic evolutive, la mroduccidén de wea contribuyd a la
regulacién de la dsmosis de los fluideos en organismos para poder
sobrevivir en medios salinos y probablemente despurs coemo  un

mecanismo de excrecidn de nitrégeno en medios no acwososy aBiy la

fuancidén primaris de las reacciones involiéradas cambiaron de la

biosintesis 3 la-degradacidn de la arginina por l& sintesis de la

urea,

ta capacidad para sintetizar ures aparecid en  forma
temprana en los organismos durante su evolucidén, pero no se
desarrolld¢ completanente como un mecanismo bioguimico hasta que
surgiernn problemas come abastecimiento limitado de agus, asi
como lx demanda pars ercretar ciertas sustancias, caracteristicas
que fueron impuestas por diversos caminos artabdlicos.

Huggins ¥ col. {43), sugirieron la siguiente
terminologia para describir  aquellos  animales capaces de
sintetizar urea a partir de amoniaco v bidnido de
carbono. Ureogénicos: aguéllos andmalies gque sintgtizan urea, pero
no necesariamente la encoreten como &l _ﬂrincipal produtto
nitrogenade por la orina. Uregtélicos: aqurllos animales que

forman  wres, la cual encretan comz &l principal  producto

nitrogenado. Ureoosméticos: aguellos anisasles gque forman urea vy

la retienen para menteneEr el balance osméticwo. Amonotélicos:

agquellos animales que sintetizan amordaco come principal producto
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e su  catabolismo nitrogenado vy lo excretan  al agua.

Uricotélicns' aquellos animales que excretan édcide Yrico como

mprincipa} prnducto nitrogenado.

El  amoniaco 8  una  sustancia  tdwica,  aun  en
cancentraciones relztivamente baias sin embargo, no &% problema
mantener bajas las concentraciones en un organismo no &5 problema
cuando hay suficiente agua en el pedic. En el caso de los
animales terrestres, ¢stos tienen un aporte limitado de agua por
in que es necesario desarrollar los sistemss enzimsticos pars la
conversidn de amomizco en compuestos relastivemente menos ténicos,
come la wea v &1 dcido wrico (44),. los mamifercs marines y otros
animales que  regresaron &l oar retuvieron B5U8 patrones
caracteristicos para la encrecidn de 5u5tanFia5 ténicas (45). Aun
cuando se tienon evidencias de gque las enzimes necesarias parx la
sirmtesis de la wea v& existian en algunos organismos primitivos,
no sé tiene unk edplicacidn adecuada sobre la evoluci én amolecular
de dichas enzimas desde los organismns amonotélicos, pasando por
los ureotélicos y los uricotélicos en vertebrados superiores.
Browr vy Cohen (44) han propussto la hipdtesis de la pérdida de
las enzimas de 1z biosintesis de la wea, come unx exaplicacion de
& falta de weotelisme en algunos de esos vertebrados
superiores, en la cual se intenta hacer una descripeion del tema,
en lugar de dar una ewplicacidn del  process  evolutive, vy  en

donde, ademids, los rearreglos gpnétacoq v puntos de mutacién gue

afectarocn & los genes reguladores, surgxeron come wna serie  de

eventnq que se mand festaron como una evoluci én, mds gue wnz serie

de cambios como simples mutaciones o pérdidas (47).
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ENMZIMAS MITOCOMDRIALES EN LA BIOSINTESIS DE LA UREA.

t. Propiedades fisicast La enzima carbamil' fosfato
sintetasa 7 ( CPS I ) ( E.C.4.3.4.16 ) enta presente gn la matriz
mitorondrial del higado de animales weotélicos vy ademds regquiere
en formzx abhsoluts de W-acetil glutamato ( NAG ) como  activador
{88). La activacidn de la enzima por NAG { Mm aprovimada 0.4 oM )
e higado de ratzx (49), est& asociada con cambios en la
conformaci én v estruchtura de la subunidad de la eraimae (50).  La
CPS I ocupa un 20% dél total de la proteina mitocondrial (51,
comparado con la cantidad de ATPasa presente en la membrana
interna mitocondrial, la cual ocups un 304 del total de 1a
proteina. bLa concentracidn de CF5 I es oy elevada aun cuando no
estd relacionada con la funcidén biocenergética mitocondrial. Se ha
encontradis  ademds en cantidedes bajas, pero asetabédlicamente
’aciivas, en la mucosa intestinal de 3nima1a5 uwrectélicos (52). Ha
.lsidn purificado uwn anticusrpo manuvalégéé.cuntra la CPS 1 de
aigﬁna% é%;;;;es-ae”éhima1e5'uremtélicus, 10 gque sugiere gque las
enaimas de todas estas espreies tienen determinantes comanes, asd
como estructuras similares.

Las enzimas puwificadas de higado de rane, bovino y
rata, ewisten como un sistema mondmero—dimero corn FM de 140,000
para la forasx monomérica (50,54 a 8&) ( Tabla 1 ).

2. Estequicmetria v reguerinientos enziméticos: La CFS 1
cataliza la formacidn de un mol de carbamil fosfato, dos moles de
ADP vy un ml de fosfato inorginico & partir de un 'mol de

amoniaco, un mol de bicarbonsto vy dos moles de ATP.
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TABLA 1; PROPIEDADES DE.LA CARBAHIL FOSFATO SINTETASH |
Y LA ORNITINA TRANSCARBAHILASA,

Nimero de subunldades,

2 ( idéntlcas ),

cPs | oTe
+ % de protefnas de la matriz, 20 0,5-0,6
P.H, del pollimero, 300,000 112,000 -

3 ( 1déntleos ),

P.M. subunidad, 160,000, 36,000,
* PM. del precursor de la subunldad, 165,000, 39,500,
Concentraglén subunldad en mitoc. ( mmol/L ). 1=1.5 . 0.5 ‘
pH Gptino, 6.8-76 X
' Actividad especifica, { unid./mg. prot. }. I 4 .

" 35 800
km ( mmol /L }: 4 '
amonic,
blesrbonato,
Hg=ATP,
N-agetil glutamato, *
Mgz" .

. ornitina,’

carbanll fosfato,

£1 NABG se regquicre como cofactor (48)) ésto es muy importante,
porgue es  mucha la& proteina que se encuentra inactiva Bin el
cofactor, ®s decir, se trata de wn cofactor mbligatoric v por 1o
tanto, la enzima os totzlmente dependiente de - ¢l. Ademds &
requisren jiones megnesic M2+ o Colt {48). l.a& Km pars el amonio
disminuwye significativamente en presencia de iones potasic (48).
Hey que hacer notar que la P8 1 es la wrics enmima del ciclo de
la urea gue tiene un cofactor regulador, v la dnica enzima que
utitiza 2 moles de ATR.

3. Cinttica y mecanismos uéé“héh reportado estudios

cindtices con CPS 1 de higado de rana (57), higado de boving

149,58) w higado de rata (59). los estudics mas completos son los
reportados con CFS 1 de hovine, en los cuales se indica inclusive

el orden de urién del sustrato y &l cofactor al unirse con la
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enzima, él cual es: o 1) Mezcetil glutamato, 2) My-ATF, 3) HCO3, 4)
Ng;ﬁTP, -8 NH4.: Bl orden de liberzecidn del producto es: 1)
rarbamil Fu5€ata, 2y tMog-ADF, 3) Mg-fDF, 4) fosfato inorgdnico. Se
ha presentado evidencia de la formecion de un compuesto  enzima-
carbmil ~fosfato, el cual reqguiere dos noles de Mg-atP (&0).,

4. Papel del Me-acetil glutamato: Iniciglmente en las
preparaciones orudas de higade se observd la necesidad de un
cofactor derivado del glutamato {(11) para la activecidn de lx CPS
1. Despues de diferentes ensayos cono derivados v andloges dél
glutamato, se encontrd gue el HAG es ] mas activo.. El sistema
enaimadtico que cataliza la sintesis de MG & partir de L~
glutamato v acetil ceenzima A, Wa sido descrito por Tatibana vy
cal. (61)y de esta manera, el MNAG actda como un efector
alostérico que influye en la ssociacidn-diswciacidn del complejo

monémero-dimera de la CP3I (&62), el cwal ha sido considerado como

el primer regulador slostérico que se le hé{é descrito.

BYORNITINA TRANSCARBAMILASA.

El descubrimiernteo de la enistenciz de una segunda enzima que
interviene en la conversidn de bidnido de carbone y anoniaco  en
citrulina, fue nedisnte las siguientes obhservacionegs: 1) el
residuc de higado de rats que fue incubado ®n ausencia  de
ornttina, did lugar o un intermediarico inicialoente  11amado
compuestn X {(11) vy posterioraente carbamil fosfato (12). 2)
cuwando s calienta gl residuc de higado de rata, s& inactiva 1a
enzima que -cataliza la foraacion del intermediaric para @ formar
citrulina (11).

l.La ornitine transcarbamilasa ( OTC ) se encuentra

SN



éxclusivamente en mitocondrias de higado de animales urectélicos
k Tabla 1) &l ipguel que la CFS 1; ura baja, pero metabdlicamente
aigni ficativa actividad se ha encnnt?ada en la mucosa intestinal
de animales wectélicos (52,63).

1. Propledades fisicas: La OTC ha sido pwificada de
higade de hovino por Marshall vy Cohen (684 & &&), quienes
establecieron gque la enzima es un trimerws de PM 108,000 con tres
subunidades idénticas de 34,000 daltones, También ha sido
purificado de higado de rata (67) vy de higado de humano (68,69;,
se han establecideo carscteristicas similares con la OTC de
bovino., El mecanismu  de la rexcceidn establecido con la OTC  de
bovine implica primecamente ba unidn de la enaina con el carbamil
fosfato, farméhdose un complede binario cuando la concentracion

del pustrato ptd cercana al valor de suw Km (65). También se ha

demostrado recientemente la presencia de un grupo sulfhidrilo,

asi como un residuc  de argining, en el sitioc de unidn  del

“;arbamiy fosfato con la enzima (70).

EX sistemax de la OPS I puede ser afectado por la
concentracidn intramitocondrisl de ATP, amoniaco, bicarbonato,
Mg24 v M=acetil glutamato,. Para el ceso de la acetil cosnzima Ay
el L-glutamato, que son sustratos para la sintesis del NAG, esta
reaccidn se hace dependiente de la onidacidén de piruvato y  de
&cidos grasos para generar acetil-Cofy, mientras gue la
deshidrogenasa glutidmica vy las transaminasas deben mantener los
nmiveles de glutamstou. La rexccidn de sintesis de NAG sucede

dentro de la mitocondria, mientras gque su degradacidn sucede en
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3] Eitnplasma y de une maneta rapida (71)3; debido & ello, 1la
poza, balance entre la sintesis vy la degradacidn del NAG, es de
vital impértancia, porgue este cofactor de la enzima CFS 1 debe
estar presente para activarla, For otro lado, se ha demostrado
que la presencia de L-arginina intramitocondrial es indispensable
para la sintesis del NG, vya gque funciona como un efesctor

positivo de la N-scetil glutamato sintetasa (18),

“Algunas -de. 1as hormonas gue afectan los niveles de las
enziman responsables en la biosintesis de la ures, son: los

corticorstercides (72,73), &l glucagon (73,74), la hormona dei

crecimiento (75), la hormone tiroidea (76,77), ani como tambiénl

el segundo mensajero intracelular AMPc (73,74,78).  Los sistemas
que han sido utilizados son:  higado de feto de ratx {(78), higado
der ¢eto humene (77, mitocondrias y células aisladas de  higado
{73,74,80), animales intactos ( ratas y ranas )Y (72,79), asi{ como
preparacicnes de higado de rana (74,81).

En el caso del renacuajo, e} primer efecto detectado
despues  de la adicidén de tironina, es la induccidn de la enzima
CPS 1 (74), ademids de un aumento coordinade en lzs otras enzimas
&Edi:adas & la biosintesis de la urea (82). La metamorfosis en
lown anfibioE corresponde & la trancsicidn entre el renacuaio
acudtico { amonotélico ) v la rana terrestre ( wreotélico ) y  ya
gue gl amonotelismo es incompatible con la vids tarre§tre debido
a los efectos ténicos ﬁntentes el amoniaco, es5 necesario
,desarrollﬁr cierta capecidad netabdlica cono el urectelismo parsa

detonificar de amoniaco al anfibio en sa metamor fosis temprana,
‘ 24




anteayda gue &l renacuaio deje su medic ambhiente acuitico.

Por otro lado, enisten estudios orientados a dilucidar
los efe:t&s que wiercern algunzs hormonas como el glucagon, el
cortiscl v la adrenalina schre el metabolismo hepiatico en
mami feros, Entre algunos de ellos encontramos la estimulacién por
=l  glucagon de la gluconengénesis (83 & 839) vy de la weogénesis.
Por ejemplo, se ha demostrado en higado perfundido que el
glucagon sumenta 1 produccién de wea & partir de aminocacidos
(86), aparentemente debido al sumento en ls degradacién de los
aminodcidos, gue por lo tanto, incrementa la cantidad  de
sustratos para la sintesis de la uwrea. También se ha encontrado
que en hepatocitos aislados de rata, el glucagon increments 1a
sintesis de ures a partir de un exceso de amonio ( L0 atl)  (B7),
lo cual indica gque el paso limitante en la sintesis de la urea a
ﬁartir de amoniaco como sustrato, estd sujeto a un caontrol
hormonal por parte del glucagons ademééugéuﬁa encontrado que el

Ji;at;%i;;tQMM;éudé cor glucagon estimula la sintesis de citrulina
en mitocondrizs de higado de rata, & partir de amcniaco,
bicarbonato y ornitina (88), RDicho efecto estimulante del
glucagon sobre 1a gluconeogénesis v la weonénesis es debido & un
aunento en vl contenido de AMPe en las células hepaticas (89), vy
se  acompafa dicho efecto de un aumento en la proporcién &TR/ADP
intramitocondrial relacionads con la mayor sintesis de citrulina

{88).

Schimbe {72,70,71), encontrd en la rata que gl contenido

totxl de las enzimas responsables en la biosintesis de la urea

R5
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sumentan ”cdﬁfaiﬁééaméﬁﬁé’iél aumetitar la ingesta protéica en la
dietay concluyd  en 'su trabaic gue ¥ todas las condiciones
estudi adas  dan llugar a la dégradécién de proteinas vy como
consecuencia a uwr Aaumento en la edcrecidn de ta wresy o
importando =i se trata de una dieta vica en proteinas, ayuno o
administracidén de coriicaesteruidaa, todo lo cual esta asociado
con aumentos en las cinco enzimes del ciclo de la urea "o Se ha
reportado ademas esta forma de adaptacidn en primates, incluyendo

al hombre (22).

Por otro lado, se sabe gue el efecto de la ingesta

protéica sobre todas las enzimas del ciclo de la urea ae
manifiesta en dos formas: a largo plazo { dias ), mecenismo por
medic del cual se requiere sintesis de proteinas, vy & corto plazo
{ minutos & horas ), en donde la enzima OPS I, la cusl es

dependiente del MAG, su activador alostérico, es influida por

los niveles intramitocondriales dq,lqug compuesto. fidemés,
 Tatibana v ool (61,73) han demopstrado que mediante la

atdministracion ;m”.;;a dieta rica en proteinzs, se elevan los
niveles de MAG en &l higado, asi como del  amincdcido l-arginina,
el cual es un efector positive de le N—acetil glutamsto sintetasa
(18)3  por otro lado, también aumentx sl L-glutamato, wl cual es

sustrato de la M-acetil glutamsto sintetassz.

SINTEBIS Y DEGRADACION DE LA CPS I ¥ LA OIC.

Ltos niveles intranmd tocondriales dé P 1 vy OTC dependen
del grado de sintesis v degradacidn de estas enzimzs. Wicdolleti y
col. {74), al utilizar la técnics de doble marcaje con isdtopos,

calecvlaron la vida media de la CFB I en ratas, gque fue del orden
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con una:diegaiaita

de 7.7 diss, cuan _;a"l;@'r_f'\".\rr‘n":a't:j«iir‘r::u‘;t.é"hc:r'mal; 3.3 dias
’ X e;ﬁfﬁ?é{ﬁéséz‘4;6 dgas con’una dieta libre de
pfoteinas 9n8,7ﬁdia5 enﬁangﬁaiééktirnidentaminadus. Los estudios
realizados Vﬁmh"preparaciunes de higado de Rana catesheiasos,
indicaron una wvida media de 3.5 dias parx la €8 1, la cual se
acorta a 2.3 dias mediante un tratamiento con tirowina (81). En

el sistema del anfibio, la OTC tuvo una vida media de 4.0 dias

{ritade enm 1), HNeo se conocen los  factores gue regulan la

degradacidon de estas enzimas intramitocondriales.

ASPECTOS GENETICOS DEL €ICLO DE LA UREA.

Corn wl desarvollo de téonicas de traduccidn de RiAm  en
pistenmse libres de células, ha sido posible estuwdiar algunos de
los factores relacionados com la regatlacion de 1z sintesis de
RM&m, asi{ como los eventos que operen &n la  traducciéon, el
tfansporte v ®l procesamiento de los polipéptidos  sintetizades
para pasar a las formes maduras presentes en la mndtocondria, como
es 8l rcaso de la CFS T v la OTC, que son sintetizadas en el
citoplasma vy deben ser transportadas y proceszdas o sus  formas
maduras que se encuentran =zn la mitocondria.

Experimentos realizados con RNam para CPS 1 en higado de
rata (25,24), indican que su producto de traduccion es més grande
en 9000 daltones, gue la forma matwra presente en la mitocondria,
El procesamiento de este precursor de la GRS I es por protedlisis
en la membrans mitocondriel (F6)3 por otro lado, tembién ha sido
estudiada la traduccidn del RMAm de la OTC (?7.,78) v 's8 ha
chservade la presencia de un precursor de 4000 daliones que

funcicna como un " péptido sefal ¥ que debe atravesar la membrana
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jntramitocondrial para convertirse en 15 forms  madura de la

enzima, mediante la-accidn de.una proteasa presents en la matriz

mitocondrial de higado de rata (99),

Incidentalmente, es de interds sefizlar la enistencia de
una tercera carhamil fosfeto sintetssa, 1llamada CFG 111, la cusl
requiere de glutamina vy aertil glutamate (100 esta mnzima es
activa en higedo de zlgunss especies de peces, los cuales
retienen altas concentraciones de uwreas, guwe interviene en la

regulacitn de su dsmosis.

ENZIMAS EXTRAMITOCONDRIALES EM LA BIOSINTIESIS DE L& UREA,
A) ARGIMINOSUCCINATO S NTETABA.
ta argininosuccinato sintetasa cataliza la reaccidn
reversible de condenszcidn entre la citrwlineg vy el aspartato,
uwtilizando wum mol de ATF (101). Estd presente en 2l higadeo de
%nimales wrectélicos, aRi como en pequenas cantidzdes en rifdn y
en ctros teitdeos,

Esta rescciin es fuertemente dependiente del pH: &l pH
ptimo para 1a sintesis de argininosuccinato es de 8.7 en
presencia  de una pirméoéfatasa; mientras que la reaccidn en B0
forma reversible tiene un pH dptino de 6.0 {102). Debido a que la
endstencia de pirofosfatasas es sbundante en muchos tejidos, se

acepta gue la reaccidn de sintesis de arg:ninobuccznata requiRre

la hidrbliaia de dos enlaces de pirufn%fatm, s  decir, =15.4

krnl/mal. Por  otro imdo, " 168 requerimientos estructuraies vy
etéricos para la unién del sustrate com la enzima  B® han
analizade, comparando los grados de afinidad con  diferentes

analogos del aspartato. Los ardlogos han sido seleccionados con
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respecto de su configuracidn, tanto alfs como beta (103-104). Los
istmerns de la serie D son inactivos como sustratos de la enzima,
ademis de qgue tienern baja afinidad y'act&an come  inhidibidores.
Cuando se sustituye por un metilo &l hidrigeno de la  posicién
alfa del aspartato, no s lleva & cabo la catialisis por la
enzima, pero ésto no dinterfiere la unidn de la enzima,  sin
emhargo, este compuesto actds como inhibidor. Cuando se sustituye

la posiéidn beta del aspartato por un metilo o por un  oxhidrilo,

no se interfiere con la actividad de la emnzima, sodlo si estos

grupos estan en lx canfiguﬁaciﬁn treg, porgue cuandoc se les

utiliza en la configuracion eritreo, esteos compuestos  funcionan
comt inhibidores (104), asi, el trao-beta-metil-l-aspartato v el
treo-beta-hideorti ~Di.~aspartato, actﬁaﬂ comes sustratos a1 igual
aque &1 L-aspartato.

El mecanisme de reaccidn para le condensacidn de &
citrulina con el aspartateo, ioplick que el grupo weido de la
citrulinag es activade por ATP. Cuando la L-{(ureido-180)-citrulina
s usada comm sustrato, el onigeno 18 s transferido &l grupo
fosfato del AMO (103). La forme activada de la citrulina es  wl
compleio _citrulina—adenilatn. For otro .ladn, se manifiesta
inhibicién por produecto, por ejeaplo, el AMP e&s  inhibidor
competitivo con rvesprocto &l AT gl argininosuccinato &s
inhibidor competitivo con respecto & la citruline, el QTF y el
aspartato. Los  datos  cindticos de las  interacciones  enaima-
sustrato muestran, on una grafica de dobles reciprocas, una
cooperatividad rnegativea, gue selanerte se encuentra cuando el
aspartato  estd & muy bajas concentraciones y en presencia del

ATP., Bajo otras condiciones miperimentales, las graficas son
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iineales. 8 han postulado dos sitios éataliticos de la enzima,

Tia cual @8 compuesta por cuatro subunidades de 45,000 daltones

cada una, obtenidas en presencia de agentes reductores. Se deduce
que la enzima es un tetramerc compuessto por dos dimeros, unidos

por medic de enlaces disulfuro entrecruzados { citado en 106).

B) ARGIMIMOSUCCINASBA.

Esta enzima del ciclo de 1a urea originalmente fue
encontrada  junto con la argininosuccinzto sintetasa (107) en 1la
fraccidn soluble de higado de mami feros, &sungue tambien se lg ha
encontrado en el rifon de varias especies de mamiferos. Cataliza
la resccidn reversible rntre sl argininosuccineto para dar como
productos arginina v fumarato (108,109).

la afinidad del argininosuccinato por la enzima msati
influida por la naturalezsz del zmortiguador, asi como por la
%uerza tontoa del medic, lo que origing una cindtica de
cooperatividad negativa entre el sustrato y la enzima. La
argininosuccinasa es un tetramero de 202,000 daltones, compuesta
por cuatro suvbunidedes de dgual PM. El ertremo amino del
amtnodcido terminal sstd bloguesdo por wn grupo acilo. En el
sitio catalitico de la enzima existen custro grupos -~-8H, que
intervienen durante la reaccidny  mediante un tratamiento suave

con @1 detergente dodecil sulfato de sodic (8DS), a cero grados

centigrados, aparecen ocho grupos —SH,.&éﬂiﬂo a la formacidn del

dimé;o“carrespoﬁdiéﬁté v 5t e contimda la disociacidn en las
miamas condicionen, ApAr R otrous  ocho  grupos —éH que
corresponden a2 la formacidn de suhunidades sonomér-icas (citado en
104) .
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La argininosuccinasa

der i hovino tiene la
vapacidad de convertir citrmlihdf&n~qu;hina; es de igual PN vy
gstructura oligomérica gue la"d&ihighda, ademis de posesr los

mismos nueve amincdcidos acidicos.  las principales diferencias

s ocbiienen mediante exdmenes  icmunologioos, »s  decir, s
capacidad catalitics B5 inkibida jeaar el anticuerpa
correspondiente. Por  toda esta serie de similitudes 5&

estahlece que ambas enzimes estdn codificadas por el smismoe  gene
estructural.

La presencia de la argininosuccinass en cerebro indica
la capacidad de convertir citruling en arginina, lo cual es de un
gran significedo en el metabolismo  del cerebro. Se han observado
valores elevados de argirdnosuccinato en el ligquide
cerebrorepinel de pacientes con argirdnosuccinaturia, los cuales

son defirientes en la argininosuccinass (1310).

‘QL.QBéLEQEQL
£l catabolismo de 1= argining an orgard sinos
procariontes  incluye su hidrdlisis mediante la arginesa (0 L-
arginina—wrea hidroloesa E.C0 3.5.3.4. ) para formar  urea vy

onitina. Ser ha ercorntrado actividad de arginass en

microorganiemos, come Baoillus subtilis (22), en esucariontes

primitivos comw  Baccharomyces cerevisiae (29).

La presencis de arginessa en plantas sugiere que la -
arginina  e2 usada cono wna reserve de nitrégenc, Bl cual  pusde
ser  usade pars  la sintesis de otros  amincécidos  dursnte el
desarrollo dr la rain. S cress Que la & ginasa &5 inasctiva

durante el desarrocllo, activédndose durante la germinacidn (112).
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medin’ d

En 1a

‘Rana catesbeiana, la cual puede

ser  inducida mediante la adicidn de tirowins, se obtiene una

respugsta sincrnniﬁédé &érlé &parici&n de las enzimas del ciclo
de la wrea, incluida la arginasa, gue en gste organisme se activa
en presencia de manganeso (82),

En hepatocitos sislados de fetos de ratae con 16.5 dias

de edad, la actiwvidad de la arginass puéde ser inducida en  un

cultivo - libre . de | hormonss por adicion de

glucocorticoides o de glucagon. L adicidn de las dos  hormonas,
induce la aparicién de valores mayoros de actividad de la
arginasa de los  que  se observan sl ser  afadidos en forma

individual, Esto sugiere gue los receptores & glucagon vy &

glucororticoides, &) ar B e et forma  LEIpEr ans, antes del
nacimiento (113). Por otro lado, en pacientes hunanos se  han

descrito cuadros clinices de hiperargininemia (114 & 116), debido
a la deficiencia de actividaed de la arginasa o su carencia total.
Dichos pacientes se caracterizan por tener  retraso mental  y
SEVEr DS transtornos nerviosos {117}, Er ratas con
hiperargininemia, & adednistracidn de eritrocitos cargasdos con
arginasa vy s& ha podido revertir el cusdro andmalo hasta por
cinco dias (118), Por otro ladeo, toambidn se ha podido demostrar
la evistencia de dos genes gue codificar para la arginasa en
mami feros (11?2}, de los cuales, ®l producto de uno de los genes,
el tllamado A, constituye el 98% vy estd presente en higado vy
eritrocitosy Bl resto de la arginss se encuentra en rifdn,

cerebro vy  tracto gastrointestinal y es codificada por &1  gene

ATT.
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INTRORUCCION. .

Despues delfdeﬁénbfimientb del ciclo de la urea por Krebs vy

se hicieron considerables esfuerzos para

Henseleit wn;f1?32}'

v sus inkermediaricos, pewro la regulacién
e la actuwalidad, &5 insuwficientemsnte

conmocida,

Se dasnubribﬂelingpﬁl‘del W~acetilglutansto como uwre efector
alostérico de 1x carhémil fosfato sintetasa I, enzima que se
encuentra localizeds et la mitocondria.  Adends, se ha encontrado
qur la arginina es activedor &lostériceo de la pacetilglutamato
sintetana.  Por étrm lado, 2] efecte de las horwonas como el
glucagon v la tirosing, demostrd gque en todas las  cordliciones
ensayadss sumertd 1o ewcrecion de wex vy por lo tanto, s

actividad de las graisas del ciclo dee la wres.

Otra molécula jwportante es la ornitina que, & mas de  ser
sustrato del ciclo, tionr relacidn con el control de la velocidad
del mismo; lx orniting se produce en el cltoplasme mediante la
reaccidn de hidrdlisis de la arginina y se debe transportar hacisa
la mitovondria, donde participz en la formacidn de la citrulina.

En este marco diverso de factores aetabdlicos que influyen en

la regulacidn del ciclo de la wwes, se presenta con detalle en

i

esta tesis  la dinfluosnnia gue tienen las  hormonas glucagon vy
cortisol  sobtre clertss  funciones mdtocordriales {sintesis de
citrulins, Fps#mrilauidn “w respiraci dn mitovondrial) eT
mitocondrias de higado obtemidas en diferentes medios e

aislémiewtn.
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Dado que la ornitina se transportz hacia la mitocondria como
alimentador drl ciclo de la wres, también se revisa en esta tesis
el efecto del celcio vy la L-arginina scbre el transporte de la

orntting hacia 1l matriz mitocordrial.,

Por Altimo, e presentarn evidencias gque demuvestran la
participacidn directa del amincé&nido D-arginina sobre la sintesis
de la wes on hepstocitos v sebre la sintesis de la citrulina  en

mitocondrias de higado de ratas

Se discuten los resultados en funcidn de la regulacidn

integral de la sintrsis de wres Bn 10% mami feros.



MATERIALES ¥ METODOS

”“Se utilizaron ratas macho Wistar, con un peso de 200 = 250 (<]
alimentadas ad libitum. Los animales s& sacrificaron por
decapitacion com tijeras y se obtuvieron les mitocondrias de
higade de écnerdu al método descrito por Schneider vy Hogeboom
{120}, En algunos experimentos, de acuerdo con Siess (121), se
sustituyd & la sacarocsa, empleads en el nétodo original, por el
manitol (0.3 M),. Se empleé el siguiente medic de sislamiento:
manitol 0.3 M, © sacarosax 0.3 M, EDTA {dcido etilen diamino
S tetrascético) 1 oM, TES (Acido N-tris(Hidrodimetil)hideonimetil
1-2 aminometanosul fdrnice) 5 M, ajustadeo a pH 7.3 con hidrdanido
de sodic 5 M.

La.  proteina wmi_tc:cc.ndrial fue determinada por redic de la
reaccidn de biuret (125), uéilgzando albdmina Béricé bovina como

estindar v la adicidén de KON para corregir por turbide: (123).

CONSUMO DE OX1IGENO.

El consumc  de grigeno fue medido por medic de un electrodo
para onigeno {Yellow Spring Inst. Co.). El medio de respiracidn
contenia sueccinato o glutamsto-malato 10 mM como sustratos
midables. Ademas, J.3. oM de fosfato-~tris pH 7.4, 2.6 oM MgClz,
3.3 mi KC1, 260 oM de manitol, 4.3 oM TES, 0.87 mM EDTA, &n un
voldmen final de 3.0 ml & pH 7.3 v 22 of, en unx camara cerradaf
La respiracién mitocondrial vy la relacion ADP:O fueron calculadas

de acuerdo con Estabroonit (124).

SINTESIS DE CITRULINA.

La sintesis de citrulinag se determind en &l medio de
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incubacidn descrito por Corvers y Garcia-S8&inz  (128), el cual
conteniat 75 mM de tris-HC1, S oM KH2PO4, 15 mM KC1, 3 aM MgCl2,
16 mM KHEOS, 1 mM EDTR, 10 oM crnitina, 10 mM succinato, 4 ug de

rotenona, 25 mM de manitol, derivado de 1a suspeEnsion

mitocondrial y 30 mM de NHACL, de 4 & 5 mg de proteina

“mitocondrial Br 2.0 ml -de voldmen final, & pH 7.4. La cantidad de

citrulina sintetizade se determind por medico de la técnica

espectrofoctonttrica descrita por Boyde y Rabhmatullah (1248).

REACTIVOS.
8e utilizaron reactivos de ménima pureza, obhtenidos de Merchk
de Mérico {(sxcarosa, EDTA, cloruroc de amonio, cloruwro de
magnesin, fosfate monchasico de peotasio, cloruro férrico, clorwo

de potasio, hidrénido de potasio, hidrésido de sodio, cisnuwro de

potasia), e Baker de Mérico {icido clorhidrico, dcido. -

'
/

perclorico, manitol, &cido sulfariceo), o de Sigma, St. Louis, MO
{dcido glutadmico, &cido succinico, manitol, EDTR, EBTA, TES,
Tris, diacetil mononima, L-arginina, L-orniting, k-citrulina).

La administracidn dr las hormonas fue por via
intraperitoneal. Se inyectd glucagorn (70 ug o kg de peso),
disuelto en solucidn  salins (0.92%) 60 minutos antes de
sacrificar &l animal. €l cortisol (S50 mg » kg de peso) se inyectd

2 horas antes de sacrificar al animal.




VNVﬁEéULTADDS.

Desde hace 40 afos se hann uwtilizado indistintemente l1a
sacarosa  (127) v el manitel (128)‘ para el aislamiento de
mitocondrias del higado de la rate. En 1783 Giess (121) estudis
con detalle ta influencia del medic de zxislamdenteo pars  obtener
mitocondrias de higado de rata sobre ciertas funcianes
mitocondriales como la respiracidn en estado 3 y las actividades
enziméticas de la ATPRea, la pivuvato carbonilass, la succinato
deshidrogenass v la sintesis de citrulina., Este autor encontrd
que los resultados cuantitatives son diferentes cuando se uwtiliza
mani Lol o Eacarésa ern ®wl medico de aislamiento de las
mitocondrias.

Por 1lo tanto, on nuestro laboratorio del Departamento de
Bioguimica de la Fac. de Medicina, para obtensr una suspension
mitocondrial en condiciones édptimas, decidimos estudiar el efecto
de la sacarnsx v gl manitol sobre las siguientes funciones
mitocondrial ess respiracién, fosforilacidn y la eintesis de

citrulina,

El control respiratorio de mitmcdﬁ&?féﬁ de higado de rata,

pbtenidas en présentiaz de sacarosa o manitol come medios  de

aislamiento, fue medido uwtilizando succinato como sustrato (Tabla
I}y Los resultados obtenidos suestran un incremento del 22% en el
control  respiratoric de mitovondrias aisladas en manitol con
respeeto de las obtenidas en sascarosay;  ademds eniste  evidencia
experimental  (129) de que las mitocordrias aisladas en BaCaN 0SS
mostraron dismimacidn  tanto en alounas actividades enzimdticas

{succinato deshidrogenasa, piruvato carbodilese y ATRasa), como
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el control respiratorio, miErtr as quie cuando se obtuvieron las
mitocondrias ®n presencia de manitol como nedic de  aislamiento,
ge incrementdron los  valores de las funciones mitocondriales
analizadas. No existen diferencias sigrdficativas en el grado de
fosforilacidn de las mitocondrias de higade de ratax {(Tabla 1),
obtenides en sacarosa o en manitol como medios deAaislamientn.
Tabla It EFECTO DEL MEDIO DE AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE

HIGADD DE RATA SOBRE LA RESPIRACION ¥ FOSFORILACION
CON SUCCINATO COMO SUSTRATO.

COMTROL RESFIRATORIO ADFO

Sacaroea .95 L o, 17 100% 1.50 ¥ 0.09 to0%

. ) )

Manitol a.80 Yo.50  129% i.65 T 0,13 11o%
I (3)

Mitocondrias de higado de rata (2 mg de proteina) se
afadieron a unx mezcla de incubacion con 269 oM de manitoly, 4.3
mM de TES, 0.87 mM de EDTAH, pH 7.43 ademds ol medio contenia 3.3
mM de feosfato-tris, pH 7.4, 2.6 oM MgC12, 3.3 oM KOCI y &.6 mM de
suncinato-tris, pH 7.4 como sustrato, en un voldmen final de 3.0
mi & 2200, La respiracién se estimuld con 410 nmoles de ADF
{estado JT). El mimero de animales entre paréntesis. Otras

condiciones como en Material y Métodos, ' :

Por otro lado, los resultedos obterddos para la sintesis de
citruling (Tabla 110, no tienen diferencias significativas, con
respecto a1 meclio de aislamiento cle las particulas
mitocondrialesy estos resultados son similares & los  obtenidos
por  Giess {(121)3 sain embargo, eriste uwn incremento de ﬁaata 3
veces en  la produccidn de citruline cuando la suspensisén  de

mitocondriss se somete & une vigoross agitacidn durante el tiempo
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‘bién‘ggQ,@in);;“en:cémharacidn con las mitocondrias
] sm¢ mediq_de:iﬁEQEaEian para la sintesis de citrulina,
. Tabla 11: EFECTO DEL MEDIO DE AISLAMIENTO SOBRE LA

, CITRULINOGENESIS.,
'm¢4“w_h(nmplag % omg prot -4 ® 10 min ~1).

Medio de g ‘Bin agitacidén Con agitacidn
aislamiento . :

Sacarosa 72 ¥ a0 1oo% 205 ¥ 75 100%
g (3
t + , = + 1o

Mani tol 66 F 2.0 o= 230 T 58 112
53 (3)

l.a sintesis de citrulina s midid en 2.0 ml de volumen final
de un medio de incubacidén, gue contenia: 4.5 mg de proteina
mitocondrial, 79 oM de tris-HCl, O oM KH2FR04, 15 oM KC1, I mM
MgCL2, & M KHCOT, { mM EDTA, 10 miM de succinato, 10 mM de
ornitina v 4 ug de rotenona. Otras condiciones como en Materiales
v Métodos. (R = 8EM, con el mimero de animxles indicados entre
paréntesis). ’

L.os reswltadoes wbtenidos can la agttacidén te las
mitocondrias son de oucha importancia, debido & 1a influencia que
elerce la presencia dél origenn {(aunque no se ha cuantificado) en
el medio de incubacidn para la sintesis de citrulipa, hecho gue
se ha demostrado por Dodgson y col.  (1530) en gl conejillo de
Indias v nuyes resultados involucran la participacidn de la
anhidrasa carbdnica mitocondrial en la sintesis de citrulina, &
partir de orniting, amoniaco vy bicgrbonata. La presencia de 1la
anhidrasa carbénica, tambidn se ha demdstrado en el interior de

mitorondriEE T de- tedidos de  mamiferos  {431).  Bajo  estas
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condiciones de agita;idq?vfgofdsa, los valores obtenidos, aunque
m&s elevados, no réﬁiejéhi&if&réncias con respecto del pedic que
se utiliad paré el a{%la@;éﬁéo ae las mitocondrias.
BPe acumsrdo con lﬁlrépnftado por Siess {(121), estos resultados
indican que e} manitol en gl mettio de sislamiento de mitocondrias
las mantiene con wra meEjor integridad gue &1 que se  observa
cuando e utiliza saCaross. Esto puede deberse & efectos
irhibitorios de la sacarosa (12480,

Eetudios de los cfectos del glucagon v wl cortisol sohre el
metabolisme hepiticr en mamdferos muestran gque estimelan 1a

gluconeogénesis (83-8%9) y la ureogénesis’ mediante un aumento  en

ml nivel deAMPc (87).. El tratamiento agudeo con glucagon estimula

la swsintesis de citrulina en mitocondrias zisladas de higédu de
rata, a partir de amoriaco, orndting vy bicarbonato (88).

Se procedid & estudiar £l efecto que tierne el glucsgon sobre
algunas funcicones mitocondrizles usando come nedio de aislamiento
manitol o sacarosa (Tabla IID).

El efecto del glucegon sobre el control  respiratoric con
succinato como sustrate onidable de las mitocondrias de higado de
rata obtenidas en secarcsa o en manttol, mostraron una ligera
tenderia de aumento del 27% en las mitaénndrias aisladas en
manitol, con respecto de las mitocondriss aisladas en secarosa

En las mitocondrias de higado de rata aisladas en  presencia
de sacarosa come medic de aislamiento v ademds suplementedo con
KC1, WH2PD4 v Mp1Z (132), se obtuvieron valores mayores en la
respiracién y en la fosforilacién mitocondriales, aungue se
concluye que s requierse la presencis tanto del fosfato como del

potasio para observar vete esfecto.
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Tabla I1l: EFECTO DEL GLUCAGON SOBRE LA RESPIRACION Y
FOSFORILACION DE MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA.

Medio 'de Control respiratorio DP: O
incubacidén con succinato como-.. L.
sustrato
Sacarosa 4.1% Y 0.6 100% 1.48 ¥ o.11 1o0m
4) {4)
HMani tol 5.25 £ 0,6 127% 1.58 ¥ 0.08 107%
{3) ‘ (3

l.a respiracién vy la fosforilacidn de las mitocondrias, se
realizd como se describe en la Tabla 1. Otras condiciones como
en. Materiaks vy Métodos., E1 glucapon se administrd por via
intraperitoneal (20 uwg # kg de peso) IO minuvtos antes de
sacrificar al animal.
tq % 8EM, ron ®l namero de animales indicado en el paréntesis ).

Por otro lado, &1 rcomparar nuestros resultados con los
obtenidos por Friedman vy col. (133), que wtilizaron mitocondrias
e corazén de rata, &l control respiratorio con succinato como
sustrato, es menor que el obtenido por nosotros en 54%;  sin
rmbargo, en nuestros reswltades no se encuentran diferencias
significatives en el grado de fosforilacidn cuando s comparan
los  resultados ohtenides de las ratas tratadas con glucagon con
reepecto del azdcar utilizado en el medio de aislamiento.

Aunnue s demostrd el efecteo estimulante del glucagon de

aumentar ciertas funciones mitocondriagles (Tabla IV), no se

registrd ninguna diferencia sigrificativa con respecto del azdcar

que ne utilizé para el aislamiento de las mitocondrias. Asi, la

sinkesis de citirulina s incrementa 80¥ despues de 1a

administracion de glucagon cuando las mitocondrias se aisléron en

44



T

satarosa vy 1004 cuando se aislaron en manitol, con respecto de
los . resultados obtenidos en ausencia de la hormona (Tabla 11),
peEro no enisten diferencias con respecto del medic de aislamiento
utilizado, vya& sex satarosa o manitol. Bl mismo efecto se chserve
&l inmcubar las mitoocondrias v la mertla de resccidn con agitacidn
vigorosa.

vEn resumen, el aumento en la sintesis de citrulina es por
efecto de 1a administracidén de glucagon, pero no hay diferencias
en el azvcar utilizado en el medioc de aislamiento.

Tabla IV EFECTO DEL GLUCAGOM SOBRE LA SIMTESIS DE CITRULINA EM
MITOCOMDRIAS DE HIGADO DE RATA.

¢ nmolas o mg prot ~4 o 10 min -1 ).

Medio de ain con
aislamiento agitacion ) agitacion
Bararosa 175 ¥ a3 1002 277 X 85 100%
Manitol 123 £ 33 917 274 ¥ 55 99%

La incubacién s realizd como 5e describe en Material vy

~Métodos . {125}, La administracidn del glucagon fus por  wviax

intraperitoneal (90 g » kg -peso) 30 mirutos antes de sacrificar
al animxl.
{3 SEM, con I experimentos por dato ).

El cortisol es otra hormons gque también se ha  estudiado en
relacién con ls actividad de algunas enzimas del ciclo de la ures
214] 'al higado de rate (134), Esta hormona ederce un  efecto
anahélico en al higado, mientras que e los tejidos periféricos
s& ha reportado que tiene un efecto catasbdlico (135), En vista de
la eastrecha relacidn de eeta hormons con la sintesis de la ures,

decidimos  estudisr el efecto del cortisol sobre la  respiracidn,

42



la fosforilacisn vy la sintesis de citrulina en mitocondrias

. chtenidas  en sacarcsa o en manitol como medicos de  aislamiento.

Tabla V: EFECTO DEL CORTIGOL SﬁBRE LA RESPIRACION
Y FOSFORILACION MITOCONDRIALES.

Control respiratoric ADP 0
{succinato) {succinato)
Control Cortiscl Control Corticsol
Bacarpea = 3.49 ¥ 0,22 755 Yo.2 1.55 % .05 1.48 * 06
=} @) (3) @)
100% 100% .. 100% ;..  100%
Manitol 4.64 £ o1z 4.85 Yo.23 1.5¢ ¥ .04 1,60 % ,04
’ 7 (7 (7 (7)
133% 137% 102% 108%

El cortisol fue administrado por via intraperitoneal {50 mg »
kg de pesw). & las 2 horas se determind lx citrulina de acuerdo a
la técnica descrita en Material y Métodos (126).
{ R SEM, con el mdmero de animales entre paréntesis).

Cuando sr utilizd succinato como  sustrato, ®l control

respiratoric de mdtocondrizs de higado de rata aisltadas  on

manitol fue supéridF“"en‘33% (Tabla V) com respecto  del  valor
ohternido en sacarosa.

Las mitocondrias de los ardmales nue récihivrun cortisol  no
mant festaron un rceahio =2r ol control respivatoric &l oser
incubadas con succoinatoy  no obotente, dicho contreol respiratoric
es I7% mayor Bn Yae gddocondriss prepovadas con omanitol en lugar
de sacarosa {Tehia WY

ta relacién ADPIO no mostréd cambios impopriantes respecto
al amdecar utilizado para el aislamiento de la fracecidn mitocon-
drial, ni cuondo se llevd a cabo el tratamienta con & hormona.
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Tab!a VI‘ EFECTD DEL CORTISOL SOBRE LA SINTEGIS DE CITRULINA EN
. MITOCOMDRIAS DE HIGADO DE RATA.

agitacidn agitacidn
Contirol Cortiswl Corrtrol Cartisol
Sacarosa 73 ¥ 40 123 £ 10 183 Y38 292 ¥ ay
, (=) (4) (7) (5)
\ 100% 100% 100% 100%
Manitol &8 T 17 147 ¥ 24 158 * 3g 202 ¥ a4z
) (4 e (&) (5)
e GG . 120% 83% . q0%

fdministracidn de cortiscl (50 mg # kg de pesc s 2 horas) por
via intraperitoneal. L& determinacidn de citrulina se mididé como
estd descrito en 1a Tabla II. (% & 5EM, con &l ndmero de animales
indicado entre paréntests),

t.os resuvltados presentados en la Tabla VI nd mostraron ningun

wfecto sobre 1a citrulinogénesis en mitocondrias de higado de

rata, obtenidas en manitol o ensacarosa. S5in embargo, se obtuvo un

Cincremento del 64%, =n promedic, en la sintesis de citrulins, por

2l  efecto del cortinol en ambos medios de aislamiento (manitol vy
sacarpsix). bLos valores ocbtenides de sintesis de citrulina &n
agitacién, =on en promedic 2.9 veces maynres & lus wvalores
ochtenidos sin agitacidn, aungue el efecto del cortiscl en  ambos
casns  (mitocondrias ajsladas en manitol o en sacarosa), e &)
mismoy situacidn semeiante & la observada cuando 58  administré
glucagon. Estos resultades son similares & estudios prevics
(75,134, en los cvales se demestrd wna accidn directa de  los
glucocorticoides en las enzdmas del ciclo de la urea, la carbamil

fosfatn sintetasa 1 vy la wrnitina transcarbamilasa, las  cuales
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maumentan, su  actividad en ratas recién nacidas y adultas. Esta
Cmisma  tendencia sr observé cuando se utili;b wl  glucagon.

La nbtencidnmdévEifubnndriés de higado de rata én manitol o
&N satarosa permitid conocer la influencia gue tiene el medio de
aislamiento sohre algunas funciones mitocondriales. El1 manitol
preservé en mejores condiciones la funcién de las mitocondrias,
caracteristica muy importante de los procesos metabélicos que
requieren de la integridad de la membrana, como por ejemplo la
cadena respiratoria.

Las mitocondrias de higado de rate, contienen contaninantes
de otras fracciones 5ubcelu1are5,‘ la presgrcia de la arginasa
(137,138), enzime que cataliza l& hidrélisis de la erginina  en
wrea vy ornttina, es de la mayor importanciz en relacidn con la
biosintesis de citrulina por las propies mitocondrias., Los
resultados que sg presentan en lx Tabla VII muestran la
participacidn de la L-arginina en la sintesis de citruline en  un
medicg de irncubacidn sin orniting. La presencia de la  arginase
como contaminante {(137,.138) en l& preparacion de mitocondrias se
demostrd debideo a gue en la mezcla de incubacidn se omitid la
orrdtina, wre de los sustratos pars l& formacidn de citrulina vy
sin embargo, s5i s& forma la citrulins.

La adicidn de ornitina a la me2cla de incubacidn,  incrementd
la formacion de citrulina. Cuando se afadidron en forma conjunta
la drnitina (10 M) v la L-argininrs (i:b.&ﬁ{: junto con los demas
.gﬁsf;gfgg f;;;Eriéns;"”la sintesis de citrulina aumertd 2654, vy

hasta 470%, cuando s& afadié L-arginina 10 aM (Tabla VIID).
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~ Tabla VII: EFECTO DE LA L-ARGIMNINA SOBRE LA CITRULINOGENESIS
S EN MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA.
(trmrlas » mg de proteina -t 2% 10 min-%)

L—arginina Control : Ornitina
{mM) (10 mit)

17 T a6
(&)

, AiLé >§intasis de citrulina sk realizd con mitotondrias en
agitacidn como eetd descrito en la Tebla II. La resccidn se pard
con  acido perclérico (3% final) vy la citruline formada se midié
de acuerdo como st describe en Materiales y Métodos (126), Otras
condiciones como en Material y Métodos.

En_wqgggggia de orrdtina la sintesis de citrulinag fue de 100
vy 200 VELES mayé;“'al ;ﬁaair arginina 1.0 f 16,0 mi
respectivanente. Esta situacidn se ha descrito con anterioridad
er varios reportms (14,137,132 & 144), pero con di ferentes
condiciones experimentales, &n los gue se ha hecho énfasis en la
inhihicidrn en 2l trancporte de la ornitina por la arginina.

Se procedid, por medio de diversos tratamientos de lavado de
una  suspensidén mitocondrial, a eliminar la presencia de la
arginasa come contamirante, lo cual es un reguisito indispensable
para demostrar wn posible efecto de la L-arginina  sobre ol
transporte de la ornitinas hacia la mitocendria. Uno de los
tratamientos fue lavar lx suspensidn de mitocondriss con KOl
1590 aM, con el obieto de gue &1 cambiar la tonicidad del medioc de
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aislamiento, las proteinas entrinsecas, como puede sEr &l caso de
la arginasa, se desprendieran de la memnbrana. Los resultados
ohtenidos mupstran que persistid en promedic el 394 de  actividad

”de’lavarginasa en las mitocondrias lavadas {(Tabla VIIID),

Tabla VIII:EFECTO DEL LAVADD CON KE1 SOBRE LA CITRULINOGENESIS.

{ mmolas » myg prot.-3 »n 10 min ~1 ).

L-arginiria - 8in lavado Lavado con KO % de actividad
M) LT remanente de
arginasa
3 ¥a.0 o
{4)

25 ¥ 8.0 38

{4)
105 I 39 36

{4)
233 * 74 44

{4) {4)

l.as mitocondrias obtenidas en forma tradicional, se sometieron
a& un lavade adicionzl en presencia de KC1 150 mit, =1c]
resuspendieron en ®! medic de &islamiento {(manitol) vy se
ensayaron para la sintesis de citrulins en un, medio con agitacion
vigorosx. a
(% BEM, con en nimero de animales entre paréntesin ),

[e utilizaron dos tratamientos adicionslies, en los cuzles gl
chietivo principal fue eliminar lz actividad de lax arginasa como
contaminante en la suspensidn de mitocondrias.,

La sintesis de citrulinag en mitocondrias de higado de rata en
presencia de diferentes concerntraciones de arginine {(Tabla  IX)
come’ sustrato en sustitucidn de la ornitine, demostré la

presencia dr la actividad de la arginass & las concentraciones de

arginina ensayadas e la preparacidn mitocondrials
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- Tabla IX: EFECTO DE DIVERSOS TRATAMIENTOS PARA LA
ELIMINACION DE LA ARGINASA SOBRE LA CITRULINDGENESIS.

L=arginina Control Ficoll 20% Nor leu- Ficoll vy

(ﬁM? . . cina 25 uM torleuvcina.
0 wmton 7iamo. - 7o o

0,01 26 Y 4.0 17 % 1.0 10,0 t ¥ 4.0
0.10 5440 35 to.s 37.0 7 ¥ 5.0
1.0 257 Yao 191 £ o0 148, 0 71 ¥4y

10.0 747 ¥ 315 393 % 33 274.0 175 ¥ 34

L. sintesis de citrulina s& Ensayd despuns de somster a la
suspensién de mitocondrias al tratamiento de lavado o & la
adirién del inhibidor correspondiente. Otras condiciones, como en
Materizles y Métodos,

t 5% ¥ 5EM, rmon 3 ewperimentos por dato ).

sin embargo, cuando la suspension de particulas se sometid a un

lavado con ficoll al 20%, la formacidn de citrulina en presencia

de diferentes concentraciones de arginins disminuye en un  40%

;+ébi;.“f*). Pdk'btf&'ladm;"cnanda la sintesis de citrulina se
ensayd en presencia del inhibidor de la arginasa, norlewcina
{(Dr. Jaime Mora comundicacidrn personal), la disminueidn esn la
formaci én de citrulina con respecto del cootrol  fue de
aprotimadamevnte un S0%.

ta aplicacién en forma conjunta de los dos tratamientos
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{lavado con ficoll al 204 y adicidén de norleucina) scbre las
mitocondrias phtenidas para ensayar sintesis de citrulina,
disminuyd la produccidén de citrulina en un 87%. Por lo tanto, se
elimingd en forma considerable la presencia de l1a actividad de 1la
arginasa como contaminante en la preparacién de mitocondrias de
higado de rata. De esta manera, se optimizaron las condiciones
para ohservar el posihle efecto de la arginina a bajas
concentracicones sobre el transporte de ornitina, que es otro
aspecto en la regulacidn del ciclo de la urea que se analizé

(siguiente parte de la tesis).
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TRANSPORTE DE ORMITINA EN MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATAR
EFECTD DEL CALCIO ¥ LA ARGININA.

ALFREDO SARVEDRA-MOLINA ¥ ENRIBUE PIRA.

DEFTG. DE BIOQUIMICH, FAC. DE MEDICIMA, UNAM.
APDO. POSTAL 70159, MEXICO, D.F., 04510, MEXICO.

RESUMEN.

En este trabajo se estudia &l efecto del calcioc v la L-
argining sobre el transporte de ornitina por mitocondrias de
higade de rata. En ausencis de arginina, la presencia de los
iones calcip 2 uma concentracidn de 0.36 uM, aumenta la captxcidn
de ornitina en un 218% schre gl conttol, pert & concentraciones
mayares de f uM del metal, la captacidn del amincdcideo disminuye.

Por otro lado, si =g mantiene constante la concentracidn de

caleio en el medio de incubaecion (0.36 uM), el transporte de

ornitina se rleva en presencia de l-arginina © udM vy  luego

disminuye a mayores concentraciones de arginina.
82 discute el posible papel del calcio y la arginina como
reguladores fisiolégicos del transporte de ornitina G

mitocondrias de higado de rata.

INTRODUCCION.
El tranzporte de la ornitina en mitocondrias de higado de
rata oowrre & través de la merbrana interna mitocondrial como un

paso intermedio que svaede en gl cicleo de la urea. En la matriz

-mitocondrial  la orpiting es carbamilada pars formar L-citrulina,

que & su ver sale de la mitocormdria y es gl sustrato de las

reacciones entramitocondriales gque vaﬁ“é"bFﬁducir urea,; con ia

“consiguient® Fegeneracitn de la ornitina (1,2).
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Algunos estudicos han demostrado que la orniting, como catidn,

‘es  introducida en las mitocondrias por medio de un transportador

especifico electragénica de tipo uniporte {3}, 31 cualmnqk st
necesariamnente relacionado con el transporte de la citrulina (4).
FPor otro lado, 1a translnggcién de la ornitina puede ser por
merdio de un sistema dg.intercambio de ornitinasprotén (8), el
cual esta relacionado cé; el catabolisme de la aorritina por medic
de féﬁVia de transaminzscién del semialdahida—y—glutamicu. Sin
ééﬁavga, también se hx propuesto £l mecanismo de tipo antiporte
ornitinafcitrulina (&) el cual s especifico para el

funcionamiente del ciclo de la wrea. Mas recientements Bryla vy

Neidawiecha (7)) suglrieron gue el efcctu e%tlmulante del oleato

BDbFE la sintpsx de citruling puedes ser drbzdn a un aumento  en

la captacidn de ormitine nor las witocondrias de higado de ratag
sin embarge, en otros reportes (8) se indica que en condiciones
dptimas de formacidn de urea; la concentracidn de orodting en el
citoplasma contribuye de maners significativa on wl conkrol de
la uwreogénesis.

En eate trabajo se estudia le indfluenciao del calule o la
argininx, commestos nue inflayso oot ciqlu de la wrea, scbre

el transporte de wrnitine o travis de la menb-ons ol tocordeial .

MATERINLES ¥ HMETODOS.

Se utilizaron rates macho Vistar, con un peso de 200 a 250 g,
alimentadas  ad iiﬁiﬁgm. l.os  animales se  sacrificaron por
decapitaciomn vy se  obtuvieron laz aitocondrias del hiéado de
acuerdo  al  método desorito por Schneider y  Hogeboom (7). En

algunos enperimentos, se sustituwyd & la sacarosa, empleada en el
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métode originzl, por el manitel (0.3 M), =n vista de que se ha
encontrade gque el manitol mantiene una mejor integridad de las
mitocondrias gue la sacarosa (10}, For otro lado, en una serie de
enperimentos, las mitocondrias fueron.centrifugadas en presencia
c.de un . gradiente de ficall (L8, con el uﬁjeto de eliminar 1a
presencia de arginasa c;ntéhiﬁaﬁfe (12 a 14). A

l.a captacidn de oroiting se midid en el medio de  incubacidén
descrito por Bradford y MeGivan (6). El procedimiento especifico
fur &l siguientm: 40 wl de mitocondrias, de una suspensidn gue
contenia S0 mg de proteina por mililitro (10) se preincubaron 3
min & 20 of2, en un medio cony manitol 50 oM, KC1 50 b, Tris-HC1
20 oM, fosfato de potasioc 2 oM, rotenona @ ug, aminocorniscetato
0.5 mM v concentraciones variahles de arginina mas Dh-norlesucina
25 uM ¥ canceﬁtracimnes variables de CaCl2 suplementadas con EGTA
1 mM, para mantener la concentracidn de calcio libre, de acuerdo
al programa descrito por Fabiato y Fabiate (16). El pH  fue
ajustado & 7.40 v ®l voldmen final fue 1.0 ml. Fara iniciar 1la
reaccién se aRadieron 17 ul gue conterdan 8.87 nmoles de (1~
140 L~ornitina {actividad esproificuk 43 aCi/mmel) vy la meacla se
incubd 30 seg & 20 of. L& reaccion se terming por filtracién de
1a mezcla de reaccidn & través de una membrana Sartorius  {(tamafo
del poro 0.45 umd,  la cuxl se lavd con 10 ml de ornitina 20 mM,
no  radiactiva. tos filtros se coleoecaron en liguido de centelleo
elaborado a partir de tritén (17) v la radiactividad e midid on
un contador de centelleo liguido Pachard, con wng eficiencia del

S4¥%.

L; proteina mitocondrial se midid por medio de la reaccidn de

Biuret (18) utilizandy sersalbimina bovina como eatahdar'_y_ KOM
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para corregir por'fﬁ?ﬁi&éil}i?),

Todos llbé-rea:f‘ ilizados fueron cbtenidos de Sigma, &

enceptidn - de:flaéli’lﬁc)L—ornitina {actividad especifica S2.7

mCifmmol), la cual se obtuvo de New England Co. USA.

RESULTARGS ¥ DISCUSION...

.EI’waFectnwdeL_ca}gju ¥ ;a {.—~arginina sobre el trgnspurte de
la ornitina o migid &n presenci a de DL-norleucina,
aminooniacetate v rotenons pars inhibir la actividad de  arginasa
contaminante, la ruta catabélica de la trensaminacidén de la
ornitina v la utilizacidén de sustratos enddgenos, respectivamente
{12-15), El valor basal de captacidénm de la ornmitine fue 52 proles
» min/mg proteina, waler que ademds no camblia  cusndo las
mitocondrias .se encuentran respivando en presencia de succinato
comn sustrato. B! transporte de orniting se estimuld (Fig. 1), en
forma désis-respuesta, al aumentar la concentracidn del  i6n
ralcio entre 0.25 v 0.57 uM, el méimo transporte de la ornitina
s obtuvo con 0.36 uM de CaCl2, se logrd hasta un 218% de aumento
sobre ®1 wvalor basal. Cuando se utilizaron concentraciones de
calcio mayores de 0.57 uM, la scuwmulacion de ornitinae disminuyd
hasta &l valor del control. Al sustitulr gl manitol por sacarosa
en el medico de aislamiento de mitocondrias (Fig. 1), s& obtuvo un
efectn similar, {datos no mestrados)el ménimniaumenta en el
transporte de le ornitine, 136%, se registré con ©.36 ult de CaCl2
{promedio de tres diferentes enperimentos).

L.a regulacidn en 5l transporte de la ornitinag por los iones
de calcio, descritsx en este trabajo, &5 de gran interés

fisiolépice debido & que justamente pe detectd en el rango de
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wariacidén de 1z concentracidén de este catidn dentro de la célula

hepaticas ésto es, se ha reportado gue la Eaahantracidn de calecio

en ei‘citnplasma'&e cklialas hepaticas &5 de 100 a 200 nM (20).
ZOOT
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F16. 3:Efecto del calcio sobre sl transporte de orrdtine.

E1 transporte de orrdting se midid con  mitocondrias
preparadas en manitol come medio de aislamiento. Los  valores
basales dre lax captacidn de ornitina fueron: 3900 +- 500 cpm »
min / mg prot. Los resultados estan representados como la media
+= arror estandar de al menos 4 experimentos por separado ¥ BN
dupl icado,

8e ha demostrado la directa participacién del calcio sobre la

estimulacidn de la ureogénesis mediado por hormonas que movilizan

Lgaloio (1), asi como la activacién de las enzimas de la sintesis

del M-acetil glutamatDuEZZ). Por 1o tanto, estas pasibilidades en

forma combinade podrian ejercer un efecto en la activacisn del



Por  otro lado, se mencionan otras funciones mitocondriales
comer la fosforilacidn owidstiva de mitocondrias de misculo
gequelético (23) v de mitocondrias de corazdn (24), que resultan
afectadas por altas concentraciones enddgenas de calcio, lo cusl
sugiere nur Rstx acumulacidn de caleio (10 nmeles/mg prot) puede
afectar directamente la actividad de las enzimas
intramitocondrigles respontables de  la  transduccidn  de la
energl &

En las condiciones experimentales descritas en la figuwra 1 al
el evar las concentraciones de Cafll2 a § uM disminuye el

transporte de ornitina hasta los valores del basxl, lo cual es

opursto alvraparte de Gamble v Lehninger (3), quienes encontraron

que concentraciones de csleio inhiben w1 transporte de la
orriitina  en mitmcandriégmlae'”higada de rata debido uree
inhibicidn en 1la generacidén de la energia por el transporte de
electrones., Sin embargo, edisten diferenciss en i diseﬁu de los
eﬁperimentus descritos en este trabasjo vy los reportados por
Gamble v Lehninger (3), las cuales podrian ser la causas de los
resultados contradictorios recién descritos.

los resultados presentados en lx figura 2 nos auestran el
efecto de lo t-arginine sobre el transporte de ornitina.Bajas
concentraciones de t-arginins, % uM, estimala la acurwlacidn de
ornitineg intramitocondrial (188%). Estos resultzdos tanbién son
diferentes & lus obtenidos tanto por Gambkle y behninger (3), como
por Hommes v col. (19) gquienes a concentraciones de  arginina
entre 1.0 v 3.75 mM demostraron une inhibicidn en &l transporte

de ornitinx.
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FI1G.2:Efecto de la argining sobre el transporte de la ornitina.

Lx captacidn de la ormdting se midid coumo est&  descrito
en Material y Métodos. El valor biaszl de la capltacidn de ormitina
fue 2700 +- 200 cpm o2 min /4 mg proteins. Los resultados son la
media +— ®l error estandsr de por lo oenos 4 enperimentos
separados v oen duplicado.

t.os datos de la figura 2 indican gque a concentraciones de

arginina por arribx de 25 uM e inhibe 1l captacidn de ornitina.
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EFECTO DE LA D~ARGININA EM HIGADO DE RATA.
A1 fredo Saavedra-Molina y Enrique Pifa.

Departamento de Bioquimica, Facultad de HMedicins, U AGM
apartado postal 70159, Méwico, D.F., 04510, MEXICO.

los dsémeros L. de los anincdcidos son los wmés abundantes en
la naturaleza, los que constituven todas las protedinss de los
seres vives y  los que pueden ser  fdcilmente desaninsdos e
incorporados 2l metabolismo celular.

lloe D—-aminc&cidos son menos abundantes en la naturaleza, no
se incorporsn & las proteinas aunque se incorporan Bn algunos
péptidos peguefos en las bacterias, los hongos v occasionalmente
loe insector, vy 5w destino metabdlico es el ser desaminados,
Par &, en forma de los correspondientes cetoscidos, BEr
aprovechados por la maquinaria metabédlica celular. 8 han
identi ficade dos tipos gonerales de rescciones celulares gque  dan
por resultade lx desaminacidn de aminodcidos, tanto de 1x
configuracidan L como la D las reascciones de transaminacidn y ias
reacciones de desaminacidn onidativa.

En los memifercs, el m@tahalisﬁo &e los  LeamincéEftdos - se
rexlizz preferentemente e el higado, mientras que el metabolismo
de los D-amincdcidos parece ser una funcién més relacionade con
el rifén gue con el higado (1).'

-El estudic de las reacciones de transaminscion se ha
realizade primordizlmente con los L-aminocicidos (2), mientras que
los estudios de desaminacidn odidativa pioneres (3), incluyen la

desaminacidn de los Ly D isdmerocs. Al ampliar las
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investigaciones sobre lag D-~aminoicido owidasas (D-AD) de
mami feros, S8 encontrd que son las encargadss de catalizar  la
ontidacién de D—amincaécidos &cidos y nevtros, vy no san activas
sohre los L-aminodcidos, pere no se conocwe &l proceso bioldgice
de la onidacidén de D-amincicidos bssicos.

S5 ha aislade del higado, el rifdn y cerebro de  algunas
pepeeies de mamiferos (4 & 7)), una D-RO (E.C.1.4.3.3.) gue ademds
de onidar vy desaminar los amincédcidos dcidos vy neubros  puede
utilizar otros sustratos comne la tiazolidina-2-3cido
carbonilice, un internediaric entre el gliomilato v la visteamins
{9), adem&s nitrometano (9) vy algunos D-hidroii&cidos——(10,11),
los cuales estdn muy lejos de =er considersdos  de impbrtan:ia
biolégica. .

Se ha identi ficady ademnis una D-aspartaty onidasa
(E.C.1.4.3.1.), la&a cual muestra especificidad sobre lx forms D
del  acido sspartice (12), gue ha sido detectado en hidrolizados
de proteinas enveircidas en dientes (14) v en 2l cristaling  del
oio (18, asi como an preparaciones de eritrocitos (L6 & 18), en
donde la forms L del é&ecido aepdritico racemiza & la  forms HEnDS
comin, con configuracidn D, se desconoce gl papel funcional de
eatas modificaciones. B8 ha sugerido {(4,412) que en higado, 1a D-
amnincdécido owidesa pueds desaminar los D-aminocdcidos provenientes
de bacterias, honges & insectos gue crucen la barrers
intestinal, Otra =alternativa (9), describe su desempefo en la
regulacidn del balance dcido-base, debido & que ern Bl rifdn de
organismos  superiores se producen grandes centidades de amonisco
comy wne de los prnductné de lx desasminacidn oridativa. For otro

ladoy, Barker vy rol. (5 mencionan que las D-aminoacido onidasas
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en organismos superiores pueden rEpCE ligquids de~ nuestra,

evolucidn. ;

Los estudios de las D-AD iiﬁclﬁyen"el anidlisis de las
caracteristicas cindticas dmr la énzima {(19), la formacidén de
complejos estructurales (20,21) vy hastae sspectos  tedricos de
modelos moleculares gue deben terer &8l o los  sustratos de la
propia D-amincdcido owidasa (2. & pesar de cordtar con toda esta
informacidn, nwo s ha podido definir la presercia de algin

transportador & nivel de la mesbrana celuwlar de oandfero, o

en los organelon celulares, pars coslguisra de los D-aminodcidos,

Toda la informacidn dispordile se ha orientado & investigar

la desaminactién de los D-amincédcidos en los tejidos de mamiferos

o para el manelo posterior de los cetoécidos formados. No parece

Cemisntir infrrmacidn sobre el posible papel fisiclépico de algunos

de lon D-amincédcidos, lo cuxl podria ser de enorme interés en la
Biciogia e genmersl.
tos estudios realizados en  nuestro laboratorio del

Departamento de Bioguimnick de la Facultad de Medicinzg, estaban

* orientados a8l andlieis de la captacidn de L-arginina poy

“miteocondrias  de higado de rata. Ensayamos la posibilidad de que

la D-arginina actuara como inhibidor competitivo del transﬁaéiét
de f-arginina y para .;Qééikéh BOT P ESa, la D-arginina fue
activamente incorporsda & las mitocondrias en estudio.  Como
coreecuencia  se decidid estudiar el pusible papel Fisi&idgica de
la D-arginina en el hepatocito de ruestro animal experimental.
Los resultados nue henos obtenido,  sefalan una participacidn
directa de la D-argindne en las diferertes vias metabdlicas que

e analizaron.
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Materiales v Métodoe.

g aislaron mitocondrias de higsdo de rata nacho Wistar, con

un  pesb entre 180 & 250 g, de scuerdo con Schreider y col., (23)

.y modificado por Siess (24). 5S¢ empled el siguiente medic de

- aislamiento: maviitol 300 mi, EDTH {sridu eltilen diamino

tetraacético) t omM, Trie 5 mM, pH 7.3, La proteina mitocondrial
fug medida por medic de 1l resccidn de Biuret, utilizeando
albimina sérica bovina comm estandar v la adicidn de KOW  para

corregir por turbidez (25),
Conswme de Onigenc.

£1 consumo de miigeno fue medido por medic de  un

electrodo par onigeno (Ye&lnw Spring Inst. Cou)y BN wna mezcla

, de itncubacién con 3.0 ml. de veltmern final. Se utilizé succinato

. o glutamato-malsto 10 oM como sustratos, & pH 7.3 y & 220C. La

respiracién mitocondrizl v la relactén ADPIO fusron calculadas de

T amouerdo con Estabrooll (26).

Sintesis de Citrulina.

ta citrulinogénesis se llevd a cabo en el nedio de incubacién

descrito por  Tatibana y cel. (27) con ATP vy suplernentado -cbﬁ

glutamato—-acetato. La canfidéd dee citruling sintetizada se

- determindg por  medio de la ;técnica eepectrofotomttrica de

Rahmatullah v col., (28).

Potencial de Meshrana.

fe midid la generacién del potencial de la membi ane
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mitocondrial utilizando  safranina como  indicador  (29).  Los
cambios (=04 ia absuﬁcidﬁ dependientes del tiampa' fumron
ragistrados con un eepactrofotdémetro Aminco, & las longitudes de

onda especificadas gen las leyvendas de las flguras.

Hinchamiento Osmético.

El hinchamiento osmético de las mitecondrias fue medide por
el método descrito por Gamble vy Lebrninger en (30). Be registraron
los cambios en el volbmen mitocondrial come canbics en la
absorbancia de la suspernsion mitocondrial & 949 v y 259 o€, en
soluciones ienoométicas {250 mosmsl)  de varios @ solutos,
suplementadas con 3 ug de rotenons, para supriamirv la respivacion
endénena.

Aislamientu de Hepatocitos.

l.oe  hepatocitos fﬁeruﬁ aislados utilizando i=& técnica
descrita por Berry vy Friend (31), por medid de” la——cual- se -
enponen &l ménime los espacios intercelulares del higado & la
accidn de la colzgenassa, la cual degrada los elementos adhesivos
presentes  entre las células. A través de la vena porta, se
perfunde en formx continua, &l medio de Krebs-Ringer-bicarbonato,
equilibrado con 3% 02/ &Y €02, & 37 of, pH 7.4 v 1las células se

resuspenden en medio fresco suplementado con albbmina &t L%,

Sintesis de Urex.

En tubos de plésticeo con el medio de incubacién Krebs—-Ringer-—
bicarbonato-albdming, suwplemsntado con crniting 2 oM y clorure de
amiio 10 oM como sustratos weogénicos, se agregaroh alicuotas
de la suspensian de hepahocitos,los tubos fueron incubados en  un

bafo con  agitacisen, & 37 of, durante &0 min. La urea producida
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fue cuantificada mediante  la técniga descrits  por Gutmann vy

Bergmeyer (32},
“wmﬁéﬁﬁftadas.

Ern la flgura 1A se ocbserva un cambic en absorbancia de la
safranina debido & la induccién de un potencial de la menbrana
mitocordrial por iones H catalizsde por suecinato, dicho cambio,
se suprime ctusndo se afade COCP { carbonril, clarwrogm—-clorofenil
hidranona), uwn desacoplante de la fosforilacidén oridativa. Cuando
la D-arginins (3.3 mM) se afade & las amitocondrias energizadas,
sr  observa una desplarizecidn de la membrans mitocondrial de
higado de rata (Fig. 1iB)., Ls despolarizaciden va seguida de una
repolarizactidn lenta. Esto quisre decir gue rl transporte de 1=
D-arginina & la mesnerx. del de cxlcico (35,34) necesita un
potencial  de membrans para entrar & la mitocondria. El grado de
despolarizacidn de la membrana mitocondrial es deperdiente de la
concentracidn de D-arginina vy la mdotims concentracidn utilizada
fue &4 oMy ta rwpplarizacidn de la membranas, auwngue se restablece
en forma lentsx, no logra obtener los niveles originales de
energlizacion (Fig., 18, ,

Debido & gque el amincécido que se vtiliza en forms natursl es
el isémero Loy o el isdmero D, decidimos estudiar el efecto de
la bL-arginina sobre el potercial de la membrana  mitocondrial
usaﬁda mitocondrias vy mitoplastos. Los resultados cbtenidos con
mitocondrias (Fié. 208) muestran que &ésﬁue% déuéﬁadﬁr‘ﬂ:a?éihihé"
(16 mt) & diferentes tiempts;,  no se modifica el potencial de  ia
membrana, win emhargo, cuando se aRade D-arginina (16 mil)y, se
presenta la despolarizacidn. De ls misms maners, cuando se

utilizan mitoplastos para ensayar el transporte de L-arginina, no
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oocurre despolarizacidn de la sembrana mitocondrizl, hasta que se
avade D-argirina (Fig. 28) aunque  sg  obhservean algunas
diferencias cuandes se comparan los  resultados obtenddos  con
mitocondrias y con mitoplastos. Por ejerplo, en mitoplastos
cuando se  afade l-arginins, s hiperpolariza la membrana,
mientras que en mitocondrias no ocuwrre ninguna  modificacidn
{datos no mostrados). fdemds, w1 grado de despolarizacion
inducideo por la D-argindina en membrarnss de mitocondrias es mayor
que &l inducido en las membranas de sltoplastos.  Se uwtilizaron

mitoplastos con ©l ohicto de eliminar l& -presencia..de. la.

contaminacidn de arginasa,. urida & la seabrans enterna de  la

mitocondria, Jlo cual ha sido descrito por algunos autores (38§ &
37) v ademds, el disefo dr este edperimento fus con el nbjgto de
demostrar la ewistencia de transporte electrogénico de la -
arginina, sin enbargo, l1os resultados meestran que o eniste
entrada del bL-isdémero ni en mitocorndrias ni en wmitoplastos
tdatos no mostrados) .,

Erxiste ura prueba adicional que nos permite demostrar el
transporte de una sustanciay  sesta téondics es &l hinchamiénta
osmbético mitocondrizgl. La sustancia gue s& pretende anslizar pars
medir su  transporte, se hace acompafar de un anidn Que  es
permeante & la membranz interna mitocondriasl. La D-arginina tiene
pH isorléctrico de 10.8; de maners de que se presents como
catidén &) pH 7.3, Parx examinar los factores gque afectan la
entrada de D-argining « pH 7.3, s prepararon mitoconrias de
higadoe de rata y se suspendieron en diferentes soluciones
isposméticas de D-arginina (acetato, fosfato). Los resultades que

s& obtuvieron (Fig. 3a) demuestran hinchamiento mitocondrial
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dependientr de succinato en forme signdficativa cuando sw utiliad
acetato de D-arginina o fosfeto de D-arginins. En susencia de
suceinato, &l cambio &r el hinchamiento sitocondrial no  ocurre,
de manera que el transporte de D-arginine reguiere de la
formacidén de un gradiente rlectroguimico. Cuando se afade cianuro
nomo inhibidor o dinitroferncl  como desacopl ante de la
respiracidn, s asbate el hinchamiento mitocondrial,

Por medic de la wtilizecidn de la eafranina como prueba  del
potercial de la membrana mitocondrial, ani como  por el
hinchamtierto oesmético mdtocondrial hemos obitenido evidenciz due
confirma lx ewistencis del transporte electrogénico de la P-
arginina haciza el interior de la mitocondrix.

Fara tratar de encontrar un posible papel fisioldgico de la
D-arginina en &lguna viza metabdlics en la mitocondria, e decidid
estudiar el esfecto de este D-amincacido sohre la sintesis de
citrulina {intermediaric del ciclo de la urea). Be selecciond
enta via metabdlics, dixde gue 1 L-arginin interviens
activarente en la misma.

La carbamil fosfato sintetasa (E.C.6;3.4:1&.)~catalizg;“1a
sintesis del carbamil fosfato, el primer intermediaric en la
biosintesis de la wes en higado de animaies urectélicos, que
al condensarsr com la oroiting, origina la formacidén de la
citrulina, La carbamil fosfato sintetasa I requicre de N—acetil
glutamate coms activador alostérico (38,3%)7 & su vez, el
aminoadcido L-arginina estimuls la sintesis de N-acetil  glutamato
(40}, La L-argining actta como un efector positivo de la N—acetil
glutamato sintetasa, de manerz que la presencia del L—aminocdcido

incrementa la formacidn de citrulina en nitocorddrias de higado de
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rata. PEF tal motive, decidimos investigsr el efecto de lzx D~
arginina,  en lugar del L—aminoécidw,' sowbre la sintesis de
citrulina. .

Lns resultados obtenidos (Fig. 4a&) demuestran que a leos S
min., de incuchzdn hay aumentos en 1« furmacidn de lx citrulina,
qgue van desde 44, b4 y 39% con 10, 20 vy 40 uN dc D—argln:na tp ¢
0.05, p ¢ 0.00t, p < 0.05) recpectivamente. For otro lado, a
cancentraciones maynres de D-arginina {100 uMl la
citrulinogénesis regresa & los valores del control. A los 10 y 13
minutos de incubacién (Fig., 4b, 4c), la sintesis de citrulina'se
incrementa 71 a 38% con 10 oy 20 uh de D-arginin,
respectivanente. bLa citrulinogeénesis permanece aunettada {(27%) &
los 20 mirutos {Fig. 4d) en presencia de 10 uM de D-arginina. Sin
embargo, cuando sk utilizan concentraciones mayores (100 uM) &
los 10,15 v 20 win., de incubacidn, la citrwlinogénesis en
presencia  de D-argininz, o inhibe hastz un 60U {(en promedic),
de Wanera aque vl efecto estimulador que sierce 1a D-arginina se
chtiene a concentraciones gque oscilan entre 10 a 40 uM  del D-
artnoacido, Por 1o tanto, =ze bha demostrado priasramente qué la
membrana interna mitocondrial es perasable &« la D-argininz y por
otroe  lado, que ésta ejerce un efecto de estionlacidn sobre 1a
sintesis de citrulina. En experimentos in vive (41,42), se ha
propuesto gue la L-wginin contribuye & la regulacidn de la
Bintesis de la wex en hepatocitos de ratsx, por medic de la
activacidn de la N-acetil glutamsto sintetass, sungue también se
ha demostrado que dicho efecto sobre lx sintetssa, no es el Gnico
punto de la regulacidn de la sintesis de ta urea (37). Mosotros
decidimes  sustituir & 1 L“arginiﬁé bcr' 1&““D~afginina~”para

@6



o

e

ensayar sintests de wes on hepatocitos aislados de rata.

tos  resultados obtenidos (Tabla 1) nos demuestrare que 1la
wrengénesis se incrementa (364) a los 30 min de incuwbacidn de los
hepatocitos (viabilidad 80 & ?5%) en presencia de sustratos
weogénicos (cloruwre de anonio y orniting) suplementados conn D=
arginina 200 uMy a1 cabo de &0 min , el dncremento en lis
wrecnénesis s 36% con 200 uM de D-arginina; & concentraciones
altzz (BOO uM), la sintesis de ures desciende por abajo  del
cortreol . P igual mwaners nque en la citrulincgénesis en
mitocondrizas, lx wreogénesi s ern hepatocitos, resulta
incrementada, debido a la presencia del D-aminoacido.

De menera adicional, =& estudid vl efecto de la D-arginina
sobtre la respliracidn mitocondrial en presencia aa succinato o
glutamato-mal ate como sustratos. Ecte procesc metabdlico, el cual
sr  encuentra acoplado con la fosforilacidn oiidativa, ambos se
desarrollan  on la membrana interna“miidcbndF§Hi y tiernen--como
funcion principal el proveer . de energia & la célula. tos
resultados ohtenidos ern la Tabla 11 demuestran que el control
respiratoric en mitorondrias de higado de rata, con succinata
eome sustrato, en presencia de 10y 20 uM de D-arginina se
chtiene un incremento del 8 y 22%, respectivamente, mientras que
con 100 uM de D-argining, se inhibe el control respivatoric con
respecto del  control. Cuwando se utiliza glutamato-malato  como
sustrato de 1a respiracidén mitocondrial, se inhibe dicho proceso,
inclusive con concentraciones baias (10 & 20 uw) de D-arginina.
La fosforilacidénm onidativa (Tablz 1I1) nos  muestra un ligero
incremento (7%4) de este proceso, en presencia de concentraciones

hajas de D-arginina {10-20 uM), sunque estos resultados o son
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Figurz 1:

Figura 2

Cambios espectrales en lx ssframing, inducidos por D~
arginina.

Se suspendieron mitocondrias de hééada de rata (2 mg
de proteins) ern un voelvmen final  de 3.0 mi
conteniendo:  sacaross (70 b))y HEFES (2 wi), manitol
(210 m), rotenons (3 wug), acetato (3 mh) vy saframina
(quit) . La energizacidén mitocondrial se wobtuvo al
affedir succinate (1.5 oM).  lLado % Adicidn de COCR (2
uM) . Lado B: l.as concentraciones de D-argindina

utilizadas fueron (en att): &) 3.3, b) 8.0, c) 1&, d)

32, &) b4,

Cambioe espectrales en la safranina, inducidos por la
D-arginina.

Lado Ar mitocondrizs de higado (2 wg). Lado B)
mitoplastos (2 mg) v la L-argininae (16 wM). Otras

condiciones experimentales, como en lx figura L.
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Figﬁra

I

Efpctes de varios inhibidores en el hinchamdento  de

mitpcondrias  suspendidas en sales de D-arginina,

dependientes de sucoinato,

Las mitotondrias aisladas fusron suspendidas en 3.0

ml  de solucicnes de D-argindns (145 mf)  contendendo

tris-HCl (5 mMd, a pH 7.4 ¢ ratennnaw(SI&;;:muﬁfrgéu
ﬂandiuione5m;;é;dh; succinate de K (5 mM), DNF {2,4

dinitrofencl) {150 ub) y KCW tciarwro de potasio) (500

uM), Ladeo Ay Higado. Lado Bx Corazdn vy rifdn.

Figura 4 Efecto de la D=arginina sobre la citrulinogénesis,

Incubacién de mitorondrias de higade de rata (8 wg) en:
el medic descrito por FTakibara (27)  a diferentes
tiempos. La reaccidn se detuvo mediante ta adicidn de
&eido percldrico (&%), para proceder & la determinacidn
de citrulina de acuerds con gl mbtodo descrito porr

Boyde v col, (28).
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significativos estadisticaments cuande se utiliza glutamato-

malato o succinato como sustratos.

En  resumen, los datos oiperimentales de este  trabajo,
dempestran que la D-argininz en el higado de ratar a) es
incorporada  activaments en mitocondrias en presencia de un
gradiente electroguimice, b)) & baiss corcentraciores estimnula la
sintesis mitocondrial de citrulina, c) & alttas .cancentracionea
inhibe la sintesie mitocondrial de citrulina, d)Y estimula la
ureogénesis en hepatocitos aislados, &) & bajas concentraciones
estimila ligeramente la respiracién mitocondrisl, mientras qde a
concentraciones altas, & inhibe vy ) la fosforilacidn oiidativa
no resulta asfectada en forms significativa.

Estos datms hasta .donde sabemos son los priseros en la
literatura mundial, - gue demuestran una perticipacidn fisiclégica
de un D-aminoieido. En ruestro laborstorico contimamnos astudiahdb

di ferentes aupectos relaciornsdos con la D-arginina.
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