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INTRODUCCION. 

El fenómeno biológico se caracteriza por una cons-

tante interacción de moléculas requeñas y macromoléculas específicas; como 

las protéinas y los ácidos nucle(cos que a su vez se interacionan entre si. 

Estos compuestos contienen en su estructura nitrógeno de lo que resulta 
1 

claro la importancia de este elemento en la economía de los sistemas 

vivos. Los componentes de que e~tán formados estos sistemas son com-

piejos, y en su mayor parte sujetos a un constante 1·ecambio, es decir 

una contínua construcción y destrucción siendo necesario un constante 

suministro de nit1·ógeno para la sintesis de los componentes nitr.ogcnados. 

. n 
Los compuestos nitrogenados que tienen importan-

cia biológica se e1icuentran en un estadío de oxidación de -3 , como el 

amoniaco o moléculas que resultan de la sustitución de uno o más de 

sus at6mos de hidrógeno ( Nason, 1962). Los animales superiores han 

perdido la capacjdad de reducir el nitrógeno molecular y otros compuestos 
'..J . . 

inorgánicos hasta amoniaco;por lo que necesitan que llegue a ellos el 

nitrógeno en este estadía de oxidación (Nasón, 1962). Su fuente prin-

cipal de nitrógeno la constituyen las proteínas de la diet~, las cuales 

son degradadas· hasta aminoácidos en el tubo digestivo y absorbidos por 

la mucosa intestinal. También puede pasar amoniaco a través de la 

mucosa. Los vertebrados utilizan el amoniaco o compuestos 'con nitrógeno 

en su molécula para sintetizar aminoácidos, proteínas, purinas, pil'i111idinas 

y polinucleótidos. 
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El nitr6geno es manejado en los organismos prin-

clpalmente , en la forma de amonio {NH¿¡. -) y como otros metabolitos 

está s11jeto a un constante recambio { Cohen, y Brown, l •160 ). Entre 

los procesos que utilizan amonio tenemos: 

a) Deshidrogenasa glutámica. - Formaci6n de glu
. tamato a pa1'lir de cetoglutarato y amonio. 

b) Glutamina sinlctasa. - Formación de glutamina a 
partir de glulanato y amonio. 

" 

c) Carbamll fosfato sintctas<1.- Só1Lesis de carba
mil fosfato a pa1tir de C02 A TP y { t ) NH4 
glutamina o amoniaco. . 

y· ~ntre los procesos metabólicos que liberan· amonio se encuentran: 

a) La desaminati6n oxidativa de los aminoácidos. ,, 
b) La deshidratación de la serina, lrconina y homo

scrina. 

c) La desulfidraci611 de la cisteina y la homoclstei
na. 

d) Formación del ácido urocánico a partir de hisli
dina. 

e) La desaminaci6n de la glutamina y de 1.a aspa
ragina. 

f) La desaminación hidrolítica de nucleótidos nucleosi
dos, amlnopurinas y aminopirimidinas. - . 

Puesto que los animales superiores son incapaces de 

sintetizar. algunos aminoácidos, los llamados indispensables, estos tienen que 

ser provistos por las protc(nas de 1 ~ di eta, que además aportan gran canti

dad de aminoácidos dispensables. Muchos de estos constituyen fuente de 
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energ(a por lo que su grupo amino se libera en forma de amoniaco lo 

cual causa una acumulación del metabolito. Puesto. que el amoniaco 

es un compuesto neurot6xico en animales superiores es necesario man-

tenerlo en concen lrnciones b<1jas. Este problema ha sido ros u 1 lo 1110-

diante la adquisici6n de efectivos mecanismos excrctol'Cs de amoniaco, 

a través de selección natural y resulta especialmente interesante desde 

el punto de vista evolutivo el hecho de que la "forma" de excreción 

esté en relaci611 con· el habitat. De esta man~ra han surgido tres for-

mas de excreción nitrogenada: el amonotelism·o, el ureote!ismo y el uri-

cotelismo ( Cohen y Brown, 19 60 ) • · 

(\ 

a) Amonotelismo. 

En el cual el nitrógeno se excreta principalmente 

'como amoniaco; esta forma se encuentra en animales acuáticos, ya que 

el amoniaco puede difundir fácilmente. 

b) Ureotelrsmo . 

En este caso el amoniaco no puede difundir li-

bremcnte y se transforma en urea, metaboli to muy soluble. que no es -
I 

t6xico y se excreta fácilmente. Este habito ~e excreción nitrogenada lo 

encontramos en animales terrestres principalmente. 

· c) Uricotelismo. 

En este caso el nitr6geno se excreta principal-

mente como ácido úrico y se encuentra en animales terrestres que ha-

bitan lugares áridos , como los reptiles. Se presenta también en las -
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La urea se biosi11teliza a través de un ciclo me-

tab6lico conocido como ciclo de la urea, de la ornitina o de l<rcbs- Hcn-

seleit, y está formado por las actividades de 5 enzimas: carbamil fosfáto 

slntctasa, ornilina trans carba mi lasa, arginino succ1Í1i co sin tctasll, <ll'Uin !no -

succinasa y arglnasa. ( Fig. 1 ), 

En el ciclo, la ornillna· funciona como acarreador 

o transportador, ya que al final s~ restituye. Es decir interviene eficicn-

temente en la producción de urea, participando en cantidades catalític«s. 

El primer paso en la bios1Í1tesis de urca es la -

formaci6n de carbamil fosfato a pa1tlr de dioxido de carbono y amoniaco 

en presencia de la enzima carbamil foosfato sintetasa. Se ha enconlrado 
\\ 

que tiene un peso molecular de 32f5,000 y está formada por subunidadcs. 

Requiere N-acetil glutámico como cofoctor, consume dos moléculas de -

A TP y tiene Ull l<m bajo para amoniaco e Cohcn y cols. 19 6ó ). 

La siguiente reacción está a cargo de la enzima 

ornitino transcarbamilasa que cataliza la sÍ11tesls de L-citrnlina a par

tir de· ornitina y el 'carbamil fosfato anteriormente formado, . 1 iberándose 

fosfato Inorgánico en la reacci6n. La reacción nÓ 'es reversible C Burnett 

y Cohen; 1957 ). 

Después viena la formación del L-argininosuccina-

to ·jlor condensación del L-aspartato con la L- citrulina mediante la -

acción de la enzima argininosuccinato sintetasa. 

Esta enzima ha sido parcialmente purificada del 

1 

i 
1 
1 

l 
! 
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FIGURA l. 

Ciclo de Bioslntcsis de la U reé\. 

Puede apreciarse que la urea se forma a partir de C02 
(carbono con simbolo de linea gruesa ), amoniaco ( o ) 
y el grupo amino (o ) del acido aspártico, a través de 

' varios intermediarios. Las actividades enzimáticas que 
inte1·vienen . son: 

Carbamil fosfato sintetasa ( 1 ), Ornitino Transcarbamilasa 
( 2 ), Argini.10 succinico sintetasa C 3 ), Arginino suc
cinasa ( 4 ) y Arginasa C 5 ) • 

1 
/· 
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hígado y del riñon de mamíferos ( Ratner y Petrack, 1953) se encuentra 

\ / presente también en el hígado de anfibios (Cohen y Brnwn, 19 58 ) . 
·¡ 

' í 
1 
1 
i 

. El L-al'ginosuccinato forma L- arginina y fumarato 

en presencia de la enzima arginino succinasa, por una ruptura no hidro-

1rt1ea. Esta enzima se encuentra ampliamente distribuída en la naturaleza 

y en los mamíferos se localiza en el hígado y en riñon ( Ratner, 1959 ). 
·i' 

. ¡ 

Finalmente el ciclo se cierra con la hidrólisis de la 

arginina por la Arginasa, produciendo urea y restituyendo la ornitina ini-

cial. La enzima se encuentra en forma ;¡bund.¡;1í,• ;·:1 ·, , ; " .. ,;u L•C rnamí-

feros; es altamente específica pues además de arginina, solamente hidro!iza 

canavanina. ;P.or sus características, es sumamente interesante .Y muy 
(\ 

importante en el proceso evolutivo del ureotelismo. 

En cuanto a la energética del ciclo; consume cua-

tro e'nlaces de alta energÍil y es fuertemente exergónico por lo que su 

dirección está cargada hacia la formaci6n de· urea ( Cohen y Brown, -

1960 ) • V se ha encontrado que tiene un cambio de energía libre de: 

. i'JH4 C -+ ) + HC03< - ) t H20 t Aspartato + 3 ATP 

~urea +. fumarato t H ( +) + , 2ADP + AMP t PPi f 2Pi 
\ 

13. 15 K cal/ mol. 

Es importante mencionar que el ciclo se deriva de 

la vra unidireccional de biosíntesis. de arginina, destinada a la síntesis -

' 

;1 

" :.\ 
~ ¡ 

'.\ 

.! 

.1 
¡\ 
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de las proteínas. La ruta que se sigue para la sihtesis de arginina, 

parte de ácido glutámico, formando ornitina a través de intermediarios 

acetilados, ésta se transforma en ar~¡inina mediante las mismas reaccio-

nes descritas anteriormente. 

Parecería que a esta vía solo le falta la actividad 

de arginasa para formar el ciclo de la urea. Sin embargo, se ha encon-

trado que la carbamil fosfato sintetasa de la vía unidireccional qLJe sin-

.. 
tetiza arginina es diferente a la que se encuentra en animales ureotéli-

cos, ya que consume solamente 1 mol. de ATP y utiliza fundamental-

mente glutamina en vez de amonio ( Cohen, 1966 ). También se ha encon-

trado que la arginasa que se encüentra en animales ureotélico~ es dife-
(\ 

rente a la que se encuentra en los uricotélicos y en N. ~· ( Mora, 

Tarrab, Martuscelli y Soberón, 1965; Tarrab, Mora y Bojalil, 1966 ). La 

primera tiene un Km más bajo para arginina, no se inhibe con p- cloro-

mercuribenzoato y es estable durante diálisis. Un anti cuerpo preparado - -

contra la argina~a purificada del hígado de la rata tiene reacción cruza

. da con las arginasas de otros animales ureotélicos estudiados ( vaca, 

perro, gato, conejo, ratón, hombre, caballo, rana y sapo). Tiene un cociente 

de hidrólisis L-arginina /L- canavanina de- l. 5 mientras que uricolé-

lica lo tiene de 7. Su peso molecular es· de 138, 000 determinado -

por análisis en gradiente de sacarosa, siendo de 270, 000; el de la uri-

cotélica ( Greenberg, Bagot y Roholt, 1956; Roholt y Greenber, 1956; 

Mora, Tarrab y Bojalil, 1966; Soberón, Ortíz-Pineda y Tarrab, 1967). 
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FIGURA 2. (\ 

Vra. de biosintesis de arginina en N. crassa. Los números 
indican las acti vidadcs en zimáli cas se1ialadas en la figura 
l con los mismos números para destacar su participación 
en la vía unidireccional de formación de arginina para la 
slÍltesis de proteií1as. Debe notarse que la Carbamil fos
fato sintetasa en este caso utiliza glutamina y no amonJ a
co,además de consumir solamente una moléctda de ATP, se 
ha señalado con linea punteada la actividad de la· arginasa 
para destacar que la presencia de esta enzima ·Sería sufi
ciente para integrar el ciclo, Por lo demás arginasa es una 
enzima inducible en N. crassa y no hay ciclo funcionante. 
de la urea (Ver texto). 
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Por otro lad~ ;.;e ha· visto qte no basta la presencia 

de todas las actlvldacles del ciclo para que éste funcione como tal, como 

en N. ~ el onde la arginasa no hidrol iza a la arginina formada a par

tir de citrulina y aspárlico, pero si la an¡inina aiíadlda al medio de fncu-

baci6n, (Cañedo, Mart\jscelli y Mora, 1967; Castañeda, Martuscell! y Mora, 

1965 ). 

El hecho de que en los animales ureotélicos el ci-
" 

clo funciona adecuadamente y que en N. erassa donde se "ncuentran todas 

las actividades del ciclo y éste no funciona formando urea, aunado al he-

chJ de encontrar diferencias entre las arginasas de estos sistemas, hacen 

de especial Interés el estudio de la fi1tcgración de la arginasa con las · 
(\ 

enzimas que biosint~tizan arginina. 

Existen evidencias que sugieren una integración de 

las enzimas que blosinteti zan arginina con la arginasa de· los animales -

uricotélicos.· Si a una rata se le administra citrulina urcldo 14c se -

incorpora poco como arginin'a en proteiÍ1a del hígado mientras que en - -

proteíhas del riñon la incorporación es mayor. En cambio si, se adminis

tra arginina marcada con 14c en el grupo guanido, la incorporación de 

la marca en proteínas del riñon es sustanéial al respecto ·a la incorpo-

racl6n en prote(nas del hígado ( Rogers y Freedland, 19 ó8 ) . 

El objeto del presente trabajo es obtener mayor -

evidencia sobre · la integraci6n de la arginasa hepática de la rata con 

las enzimas que biosintetizan arginina. 

i' 
i 
! 

.¡, 

'l 
:¡• '· 



.. -= ~:,·~}F-__ ,--.. --', ·: -
' --- ¡ 

.. 8 -

HIPOTESIS DE TRABAJO 

El criterio utilizado para juzgar la integración de 

la arginasa ha sido valorando la síntesis y la hidrólisis de la arginina. 

Si existe una relación directa de la arginasa con las enzimas que for-

man arginina es de supone1·se que el aminoácido al sintetizarse queda 

.en una concentración mayor cerca de la arginasa, siendo así más facíl-

mente hidroli zado. Por el contrario si tal relación no existiera, la argi-
" 

nina llegará en una con_centración menor al sitio activo de la arginasa, 

de tal suerte que la hidrólisis sería menos eficiente que en el caso 

anterior. 

Se ha tratado de explol'ar dicha posibi !idad mediante 
(\ 

el estudio de la síntesis e hidrólisis de la arginina, en homogeneizado 

de hígado de rata como sistema experimental. Este sistema teniendo los 

precursores adecuados ( citrulina, aspártico, ATP y Mg H' ), funciona -

eficientemente formando e hidrbli zando arginina; cabe: preguntarse si sería 

igualmente eficiente la hidrólisis de la arginina en presencia de otra 

arginina no sintetizada a part.r de citrulina. Es decir se 1.e plantea a 

la arginasa la posibilidad de elegir entre dos argininas : la 11 endogena 11 

'• 

(sintetizada a partir de citrulina y ácido aspártico) y la 11 exogena 11 

( proveniente de otra fuente ) • Se escogió como fuente de producción 

exógena un sistema enzimático diferente a la endógena, ésto es, la 

hidrólisis del depéptido; Hipuril-L-arginina por la carboxipeptidasa 11 8 11 

produciéndose arginina e hipurato ( Fig. 3). 



FIGURA 3. •· 

,.,,_.,_1""'.,_ -~·;· ~!!!l,_ .. l!l#lr' __ '>·--
' -· ~ .. _¡.,.¡.;;i-::~::~·: 

(\ 

Producción de arginina exógena a partir de hipuril- L-a1·-
ginina. Los números representan a las actividades enzi-
maticas: 

Carboxipeptidasa B (1 ) y Arginasa ( 2 ) • 

"-
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Para rastrear a la arginina cnd6gena se adminis

tr6 citrulina marcada con 14c en el urcido, quedando así marcados los 

metabolitos arginino succiÍ1ico, arginfna y urea. De esta forma se tle-

nen 2 flujos de produccl6n de arginina: el end6gc110 r.HJioélGtivo y gl 

ex6geno no marcado. ( Fi g. 4 ). 

Es de esperarse que si existe inte9raci6n o aco-

plamiento de la arglnasa de acuerdo con este criterio, habrá una mayor 

hidrólisis de la arginina endógena marcada que de la ex6gcna fría. Si 

es preferente la hidr61 is is de la arginina end6gena la actividad especí-

fica de la arginina será menor que la de urea, y en caso de que no · 

se hidrolicc preferentemente, la actividad específicéJ, de la a1;ginina será 

igual a la .de la urea, siempre y cuando se mantenga una relación .,. ~-

constante entre ambos flujos. 

¡i 
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FIGURA 4. 
(\ 

E ~quema de producción de argininas; endógena (1 ) y exó
gena CID. Las actividades enzimáticas presentes en el -
homogeneizado son : 

.Arginino succínico sintetasa { 1 ), Arginino succinasa C 2) 
y Arginasa ( 3 ). Se agregó la carboxipeptidasa B purifi
cada ( 4 ). El asterisco indica los intermediarios marcados 
con l4c, administrando citrulina ureido 14c .. 

',• .. .~ : . 

.:--. . -.'.' 
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MATERIAL Y ME TODOS. 

Animales. 

·Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, con peso 

entrn 150-2.50 ~I· F11cron alimentl1das con una dicta comercial ( Purina 

Chow) y sacrificadas por decapitación. 

•· 
Homogeneizados de hígado. 

lnmediatamen'te despu6s de sacrificados los animales 

se les extrajó el hígado, se lavaron con agua destilada fría y se colo-

ca ron en hielo. Los demás pasos se llevaron a cabo a una temperatura 

de 4°C. 
•· 

Ya pesados se hornogenei zarcih en agua destilada y 

desionizada durante 2 minutos en un homogencizador de Potter-Elvehjem. 

Se centrifugó el honÍogeneizado durante 10 minutos a 5, 000 X g. Des-

pués de centrifugado se decantó pasando el sobrenadante por un embudo 

con algodón a fin de eliminar una ligera capa de lípidos que se forma 

en la superficie. 

' 
El filtr¡¡do se aforó con agua destilada y desioni-

zada fría, a una concentración final de 1.0% peso en v·olúmen. 

Sistema de incubación para medir la síntesis e -

hidrólisis de arginina endógena y exógena. 

El estudio se hizo midiendo la producción de ar

ginina y urea en función. del tiempo, así como la actividad específica -
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de· ambos. El sistema contiene 120 mg. de tejido hepático ( homogenei

zado de SOG X 2) 12 umoles de L-citrulina, ureido 14c (actividad es-

pecífica de 29, 000 rpm/ umola) ajustado a pH 7 .O, 20 umolas de ácido

L-aspártico ajustado a pH 7. O 20 unwlas de A TP, ajustado a pH 7. O 

20 umolas de Mg $04, 12 umolas de hipuril L-arginina, 4 ug de --

C<irboxipeptidasa 11 B 11 y 200 umol.as de solución amortiguadora de fos-

fato de potasio a pH 7. O en un volúmen final de 4. O mi. La tcm-

' 
peratura de incubación fué de 37º C. Al terminar la incubación fue 

parada la reacción con 10. O mi. de solución saturada de ácido pícrico. 

Determinación de urea, citrulina, arginina e hipuri~-

L- arginina. (\ 

·Urea.- Se midió por el método colorimétrico de 

Korliz-Cohen, (1954 ). Una curva de concentración de urea ( Fig. 5 ). 

muestra una relación directa entre concentración y densidad óptica, a -

concentraciones menos de 0.1 umolas. Cuando las lecturas no quedaron 

en esta zona se repitió el ensayo tomando una alícuota menor. 

Citrulina. - Fue también cuantificada por el 

método de l<ortiz- Cohen, (1954 ). En la curva de concentración se 

ve la relación concentración-densidad óptica ( Fig. 5). 

Arginina.- Se determinó siguiendo el método de 

Sakaguchi, modificado por Van Pilsum, Martín, Kito y Hess ( 1956 ). 

En la Fig. 5, se puede ver que a concentraciones menores de 0.1 

1' 

:~ 
11 
¡~ 
1. 
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FIGURA 5. 
(', 

Determinación colorimetrica de urea, citrulina, arginina e 
hipuril-L-argini11a. Las dos pri111c1·as se midieron utili
zando el proccd i mi en to de l<ori tz- Cohen, (19 :)4) y las 
dos últimas mediante el método de Sakaguchi, modifica
do por Van Pilsum y cols .. Cl956). 
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umola, ·1a densidad 6ptlca es directamente proporcional a la concentra-

ción, siendo en esta zona donde se hicíernn las lecturas. 

Hipuri 1- L-P.1·gi11i11a. - Se mídi6 con el mismo · 

lliGLocJo utilizndo p;1rn nrnininíl. L;:i cJcnsiclnd 6ptic<i es dirccti1mc11tc -

proporcional a la concentraci6n, como puede verse en la Fig. 5 a con-

centraciones iguales a la arginina. 

Todas las .. lecturas col orí métricas se hice ron con 

un coloró11etro spectronic 20 Baush & Lomb. 

Critel'io de purezn del Hipul'il- L- argin1n~. 

Antes de utilizar el depéptido se comprobó que 

no tuviera argínina y que no fuern hidrolizado po¡; la arginasa, pues de 

lo contrario tracr(a error en la actividad espec(fica. Para ésto se le 

agregó a una muestra de dí péptido ar;;inasa purificada, observándose que 

la cantidad del depéptido quedaba constante y no habra aparición de 

urea. ( Fig. 6 ). 

Fue descartada también la posible contaminación 

con arginina, por análisis en cromatograffa en papel, ya que no se ob-

tuvo ninguna mancha de arginina en las muestras del d! pépti cb que 

se corrieron con una mezcla de fenol agua. en una relación 4: l. 

Separación de arginina, urea e hipuril-L-arginina. 

Como la radioactividad específica es un dato el-

ave para o/¡¡;rner conclusiones, fue necesaria una separación completa -

de estos metabolitos~ la cual se llevó a cabo de la siguiente manera: 

~®\ (.~J,.., 

m•i1~ 
::;, 



I 

-~ ~- -

l 

FIGURA 6. 

,¡ 

Efecto ele la arginasa sobre el hipuril-L·· arginina. 
En un sistema conteniendo :;;ü ,umolas de amorti guaclor 
de fosfatos a pH 7.0, 0.2:.:.i ;.rn1olas de Mn Cl2 y 
1.0 mg.de al'ginasa purificada se agregó: 2.0pmolas 
de L-arginina (A), l. O ;1111ola de L- a1·ginina y 1. O 

;m10la de hipuril-L-arginina C B) y 2 )llnolas de hi
puril-L-arginina (C). Se incubó a 37° C y se midió 
urea a 1 os tiempos indica dos. 

i :; 
., 
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Después de haber incubado el sistema el tiempo 

col'l"cspondientc la reacción fue interrumpida agregando 10.0 111!. de sol. 

saturada de ácido pícdco. Se ccntrifug6 10 minutos a S, 000 X g. El 

sobrenadante se decant6 y se pasó por una pequeiia colu11111<1 con resina 

AG2X8 con objeto de quitar el ácido pícrico, 

El eluido 'se dividi6 en dos partes para la sepa-

raci6n de arginina e hipuril-L-a~ginina por un lado y urca por otro. 

Separación de arginina e Hipuril- L-/1.rginina. 

A una de las partes se ajustó a pH 5. O con 

;.J;,J;·\ y se pas6 a través de una columna· con resina Do\'!eX 50X2 

previameiite equilibrada con soluci6n ~amortiguadora de cilrnto de sodio 
(\ 

O .1 M pH 5. O. Inmediatamente después se le fue agregando más -

soluc;i6n amortiguadora hasta tener un volúmen de 25. O mi. En se-

guida se agregaron 60.0 mi. de NaOH 0.001 N y finalmente 20.0 

ml. de NaOH 0.2N, colectándose veintiún fracciones de 5.0 mi. cada 

una. 

La urea y la citrul ina se e luyen co.n la soluci 6n · 

de citrato, el dipéptido con la solución de NaOH O. OOJJ. N y la ar

glnina con la solución de NaOH 0.2 N ·(Fig.7.). La Úrea no fue 

separada por este método, debido a que sale con ella la cilruliná y 

las dos daí1 positiva la reacción con el método de I<oritz- Cohen. :¡ 
;¡ 



.-

FIGURA 7. 

Separación cromatográfica de arg1nina.- Se preparó una so
luci6n conteniendo 3. Li ¡1111ola~ por mi .de l¡¡puril:;-L arginina 
y l. o j.llllOla por mi. de L-arginina guanido e '-l· ~n amorti
guador de citrato de sodio O 1 M a pH de 5. O. Se pasó 
1. O mi. ele esta solución por una columna de rGsina Dovvex 
50X2 equilibrada con el mismo amortiguador. La elución se 
llevó a cabo en la forma indicada en la gráfica .. Las frac
ciones colectadas fueron de 5. O mi¡ en cada fracción se 
determinó el color producido ·en la reacción de Sakaguchi 
empi,:-c.ndo O. 5 mi. de alícuota y se midió la radioaclivicbcl 
en un contador de plachctas (eficiencia de 16% para ·cllr) 
utilizando O. 2 mi. de alícuota. 
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Con el fin de demostrar que es arginlna el pico . 

que sale con la soluci6n más concentrada de NaOH, se pas6 por otra 

columna arginina 14c marcada en el gulanido, observándose que toda 

la radioactividad sale en este pico. Además, se agreg6 arQinusa puri-

flcada, con la consecuente clesaparlci611 del color y de la raclioacllvldad. 

La radioactividad de las fracciones se dctcrmin6, tomando una al(cuota 

de 0.2 mi. de cada fracción, las que se colocaron en planchetas y 

posteriormente fueron le(das en un contador NLiclear Chicago, modelo -

104.3. 

Separación de Urea.-

La segunda parte del eluiclQ de la columna con 

resina Ag2x6 se le agreg6 HCl l. O N, · hasta tener una concenlra-

ci6n de O .1 N. 

Se pas6 a través de una columna con resina 

Dowex 50x8 equilibrada en HCl O .1 N. ·Inmediatamente se le -

agregó 9.0 mi. de HCl 0.1 y NaCl 4,0 N en HCl O.lN has-

ta colectar 11 fracciones de 3. O mi. cada una. 

La urea es eluida ·con el' cloruro de sodio pér-

maneciendo unidos a la resina el hipuril-L- arginina, la arginina y la 

citrulina, aunque en las íiltimas fracciones empieza a salir citrulina. 

(Flg. 8 ). 

Con objeto de demostrar si es urea la que se 

eluye con el cloruro de sodio se· pas6 por otra columna· urea marca-

14 
da con .-:. C y se determinó radioactivad a todas las fracciones con 
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FIGURA 8. , 

Separación cro:natográfica de urea. - Se pr,epar6 una solución 
conteniendo 3.1u1m1olas de citrulina por mi. y l. O ¡11nola por 

· mi. de urea C t.f: en HCI O .1. N. ~ pasó l. O mi. de esta so
lución por una columna de resina Dowex 50 X 8 equilibrada 
con HCI O. lN. La eluci6n se llevó. a cabo en la forma in
dicada en la gráfica. Las fracciones colectadas fueron de 3. O 
mi; en cada fracción se determinó el color producido en la 
reacción descrita por Korit~ y Cohen empleando O. 25 mi. de 
alícuota y se midió la radioactividad en un contador de plan
chetas (eficiencia de, 16% para' cl.4) empleando o. 2 mi. de 
alícuota. · · 
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el mismo m~todo utilizado en la separacl6n de arginlna y como puede 

verse en la Fig. a, él pico de radioactividad corresponde con el de 

color de urea. 

Determlnacl6n do 111 Rndlonctivldñd on u ron.• 

llevándola a 14co2. 

De la fracci6n que tiene la canU dad má;; alta 

de urea (columna Dowex- 50x8· ), se toma una alícuota de 2. O mi. 

y se coloca en un frasco especialmente diseñado para cuantificar -

radioactividad C Fig. ')A>. 

Se ajusta a pH5. O con NaOH y se introduce 
. . 

en el. frasco un tubito con O. 2 mi. de hidr6xid01 de h lamina • Se 

agregan 50 umolas de soluci6n ·amortiguadora de citrato pH 5. O y 

H20 a tener u volúmen de 3. 5 mi.· Despu~s se cierra el frasco 

con un tap6n de hule y se Inyectan 10 mg. de ureasa purificada 

en 0.5 mi. de H20 ( Fig. 9. B ). 

Durante 30 minutos se Incuba a 37°C en un 

baño con agitación, paráhdose la reacción con 1.0 mi. de HCl04 
. 1 

2. O M. Se deja el frasco en el baño otros 4 5 minutos para una 

mejor Fijación del C02 marcado producido en la reacción. Pasado 

este tiempo se destapa el frasco; se· saca el tubito con mucho cul

·dado y se coloca en un vial que contiene 15. O mi. de una mezcla 

para centelleo C 4. O g. de 2. 5-dlfenll oxazol CPPO) y 50 mg. de 

1, 4 bis 2- (5 fenil oxazolil )beneceno CPOPOP> a un litro con tolueno. 

·1 
l 
·.¡ 
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FIGURA 9 

~ . 
Esquema que muestra el disp'?i.5itivo para laodeterminación 
de la radioactividad en urea ere y arginina 14c, llevan
dolas a l4co2. En A se muestran sus diterentes partes. 
En B se observa la forma de incubación del sistema y 
como se Inyectaron las enzimas, la hiamina y el acido 
perclorico. Tapón de hule de borde plegable (1) tubito de 
vidrio (2), matraz de 25 mi. (3), tubo soldado al matraz 
(4), sistema de incubación (5), posición de la' jeringa con 
hlamina (6), posición de la jeringa para inyectar la argl
nasa, ureasa y el acido perclorlco (7), baf.io a temperatur.a 
constante de 37° C, con agitación (8). . · 
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La radioactividad se cuantltic6 en un contador de 

centelleo lrquido C Nuclear Chicago, Modelo 4534 ). Para demostrar que 

en esta cuantificaci6n no es limitante la capacidad de la hiamina de -

atrapar C02 , ,ni la cant! dad de ureasa agregada, se hizo una curva 

de concentraci6~. de urea marcada con 14c manteniendo constantes ios 

demás factores y se obtuvo una relaci6n directa entre radioactivad - -

(cpm) y concentración de urea .(Fig.10). 
. •. . 

Determinación de la radioactividad en arginina. 

Se toman de la fracción (columna Dowex-50X2) 

que contiene la concentracl6n mayor de arginina , 20 mi. y se colocan 

en un frasco con tubito pero sin hidróxido de hÁamina: Se ajusta a 

pH 7. O con HCl' y se agregan 200 umolas de solución amortiguadora 

de fosfatos pH 7. O más agua, a tener un volamen de 4. O mi. ~es-
' 

pu~s se ponen 0.5 mi. de una solución que contlene'l.25 mg. de 

arginasa bovina purificada y 1. 5 umolas de MnCl2 en H20. Se -

tapan los frascos con tapones de hule y se h1cuban 30 ·minutos a -

37°C en un baño con agitación constante. Al finalizar ,este tiempo; 

se Inyectan en el tubito O. 3 mi. de hidróxido 1 de hiamina y 1 O mg. 
. . 

de ureasa purificada en O. 5 mi. de agua,, en el sistema ( Fig. 9b ). 

Se incuban otros 30 minutos a la misma temperatura. Al finalizar 

este tiempo se Inyecta 1.0 mi. de HCl04 2.0 M y se deja en el 
. . 

baño otros 45 minutos. Se sacan los tubltos y se colocan en vi al es 

con 15. O mi. de· mezcla para centelleo. Despu~s son leídos en el 

contador de centelleo IÍaquido. 

1 
i 

1 
1 

1 

1 

.. , . 

... 
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FIGURA 10. 
(\ 

Recuperación de radioactividad de urea l4c. En un 
sistema conteniendo !>O ¡1111olas de citrato de sodio a 
1j_H 5. O se agregaron cantidades crecientes de urea 

4C y ureasa purificada en un volúmen final de 4.0 
mi., siguiendo la técnica descrita en Materia!.. y Me-

. todos. 
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Purlflcaci6n de la citrulina ureido 1 ~c. 

En base a experimentos an~erlores se nabía sos

pechado en una contaminaci6n de la cltrulina marcada con urea 14c. 
Con la lntenci6n- de demostrar o descartar ésto se le agreg6 ureasa 

purificada a una muestra de citrulina marcada y se observ6 una pro

duccl6n de C02 marcado, comprobándose la presencia de urea, en un 

5% aproximadamente. Para sep.arar a los dos metabolitos se pas6 una 

muestra de citrulina radioactiva en HCl O.IN a través de una colu-

mna con resina Dowex-50X8 previamente equilibrada con HCl O. lN. 

Se agregan inmediatamente 30.0 mi de HCl 2.0 N y 30.0 mi. de 

HCl 4.0N., colectándose 29 fracciones de 2.5 mQ. cada una. Se 
(\ 

determinó color de urea y de citrulina con el método ya mencionado. 

La urea se eluye con el HCl 2.0 N y la citrulina con el HCl más 

concentrado ( Flg. 1'1 )(, 
1 

Para demos~rar que el primer 'pico corresponde a 

la urea se trat6 con ureasa purlfi cada, observándose una desapari ci6n 

del color con la consecuente aparlci6n de C02 marcado.· Al segL¡ndo 
' 1 

pico también se le agreg6 ureasa y se demostr6 que la contamlnaci6n 

con urea era menor al 0.1%. Esta fué · 1a cltrulina ut11·1zada en los 

experl emen tos. 

14 
Curvas de recuperaci6n de urea C y arginina 

14 
guanido C. 

Montada la técnica completa, se procedi6 a es

tudiar· la .. recuperacÍ6n . de· los metabolitos en presencia de todos los -

1 ¡· 

l 
1 
i 

1 

J 
1 



¡ 
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FIGURA 11. 

(\ 

Separación de la urea 14c contaminante de la citrulina 
ureido .14c. . . 

De una solución de citrulina ureido l4c en HCI O. lN 
con una concentración de 20 ¡1curies /mi. se tomo 1. O 
mi. y se pasó por una columna con resina Dowex 50X8 
equilibrada con HCI O. lN. La elución se llevó a cabo 
en la forma indicada en la gráfica. Se colectaron frac
ciones de 3. O mi.; y se determJnó color por el método 
de Kori tz- Cohen tomando O. 2 5 mi. de a 1 í cuota de' cada 
fracción • 

. . 
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' 
componentes del sistema de incupación, los cuales se pusieron en las ' 

concentraciones utili zaclas y cantidades' variables de urea y arginina. 

También se puso ornilina en concentraciones Iguales a 1 as de arginlna. 

Y uroa, ya c¡uo óslo nmlnolÍciclo se va a enconlrM r.icmprc an l:t • 

misma concentración que la urea. 

Algunos puntos de la curva se determinaron en 

presencia del homogenel zado de hígado; en estas determinaciones se ~ 

agreg6 la solución saturada de ácido pícrico al sistema antes de aiia-

dir el homogenado. Como puede verse en la Fig. 12, la recuperaci6n 

es lineal y reproducible. 

i 

Ensayo de la carboxlpeptidasa 11 8 11
, 

Efl ensayo de la enzima se hl zo en presencia de 

los. componentes d~I sistema de Incubación (a excepción del A TP ), 

y 12.0 umolas del. dipéptido Hlpuril-L-arginina, en un vol6mcn final 

de 4.0 mi. 

Se midió la actividad de la enzima como la suma 

de arglnina más urea producidas, debido a que en el homogenei zadJ exis

te actividad de arginasa. En estas condiciones' se oberv6 que la hidró-

lisis del dJpéptido aumenta conforme al tiempo y a la concentración de 

enzima ( Fig.13 ). De esta manera el flujo exógeno se puede regular 

aumentando o disminuyendo la co~centración de la carboxipeptidasa B. 

También se estudió el efecto de esta enzima y del dipéptido, sobre la 

actividad de arglnino sintetasa y arginasa encontrandose una inhibición 

de la arginino sintetasa menor del 15%. 

- .. ·.· -. :'" ·-:;-_.. -.-.. 
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FIGURA 12. 

·-, . "_...¡;,.~ ··~ .. - .. - -__ -._' ·------

(\ 

.Curvas de recuperaci6n de arg!nina y urea en el sistema 
para medir sintesis e hidrólisis de arginina end6gcna y 
ex6gena. - Se prepararon varios tubos conteniendo todos 
los componentes del sistema para medir sóitesis e hidr6-
lisis de arginina endógena y exógena excepto homogenei
zado (o), se les añadieron .cantidades equimoleculares 
de arglnina,urea y ornitina a las concentracibnes indica!. 
das en la parte inferior de la gráfica en un volúmen fi-

. nal de 4. O mi. A partir de cada tubo se separaron y 
determinaron arginina y urea en la forma descrita en Ma
terial y Métodos •. Como O.O. Total se expresa la suma 
de las densidades opticas de cada uno de los tubos del 
pico eluido en la columna correspondiente, haciendo las 
correciones neces.arias en relación a las alícuotas tomadas. 
Se presenta también algunos puntos hechos en p1·esencia 
de homogeneiza do uli li zando la misma técnica e g ) • 

...._._ ---· -=.:.. •. !.- -- .e. ---
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FIGURA 13. (\ 

Hidrólisis de hipuril- L- arginina por carboxipeptidasa B. -
Un sistema igual al utilizado para la síntesis e hidróli
sis de arginina endógena sin agregar ATP se incubó ;l 

.37ºC en presencia de 3.0 pmolas de hipuri,1-L-arginina 
por mi. y 2. o pgramos e o ) ó 4. o pgl'ilmo~" (o ) por 
mi. de carboxipeptidasa B. A los tiempos indicados se 
midieron arginina y urea en la forma ya· descrita. 



2.0 

(/) 

e 
-e 
e 
E ... 1.5 
o .._ 
e 
Q), ... 
:> 

+ 
e 
e 1.0 
e ·-O' ... 
o 
Q) 

-o 
(/) 

o 
o 0.5 

E 
:i, 

¡ 

1 ., ' 1 ,, '1 

···~ : -· ..... ~ ...... 1. -J,.~' . J •• \ . • '. ···--~---- ···---·--......... -~---· --·----·- -·-~- ·- -·. -· -· ....... --· ---···· 

15 

tiempo (min) 

30 

.''• 

1 

l 
'· 1. 
L : 
w 

1 

1 1.! ,. 
: ' ' ' 1 

n 
, 1 

J 1 

' 1 

1 

·I 
l 

¡ 

1 

1 
1 . ¡ 

'¡ 
¡ 

¡ 
. ·- ......... ·······• -~- ...... - ... . 

·.·, \ 1, 
- ................. _ ·--·-·-· ., l 

~i~~f.~~1.1¡~¿hti~J.fa,:;;;,~.~~···:·::.:J~filEJ:.· .. · · ·~~~~;'-;;D7'~Ji:'.~:;,;,,~::c1(:á~~1ú,~~1:~:,¡;:fa11~~iú1~;J 



·~·.:'.v\~:1.~~.·~·"--~· .. ~ ._~--

- 19 -

CAL CULOS. 

l.- Radioactividad (1) e 
especrficJ de la = (A - B) e o 
arginina. e 

E CFL 

2¡- Radioactividad (2 ) e 
específica de la = CA - B) e 'o> 
urea. ( G ) (H ) 

G- ( 1 ) 

... , 

3.- umolas de urea 1 
aportadas por el - ( J ) CGL 
flujo endógeno en 

X el flujo mixto. 
(\ 

4.- umolas de argmina 1 * 
aportadas ppr el flujo = e J > CG> 
endógeno en el flujo X 
mixta. 

•, 

. 5.- umolas de urea o 
arginlna cportadas por · = K L 
el flujo exóyeno en 
el flujo mixto. 

En las ecuaciones ant.:riores: 

A = cpm en alicuota de la fracción con la mayor densidad óptica. 

B - cpm en alícuota de la fracción correspondiente al tiempo cero. 
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C : Volúmen de la fracción con la densidad óptica' mayor 

D = Vollímen de la alícuota utilizada para determinar radioactividad. 

E = umolas de argin111a o urea en alícuota de la fracción con mayor 
densidad óptica. 

F - Volúmen de la al.ícuota utilizada. para determinar color. 

G = umolas de urea de la fracción con mayor densidad óptica. 
e 

CG=ECF) 

H : La suma de las umolas de urea de todas las fracciones .al 
tiempo cero. 

(\ 

= La suma de las umolas de urea de todas las fracciones al 
tiempo conespond i ente. 

J = cpm de la fracción con mayor densidad Óptica de urea. 

K : umolas totales de arginina o urea en el flujo 'mixto. 

L : u molas de urea o arginina producidos por el flujo endógeno 
mixto. 

X = Radioactividad específica de urea. 

( 1 ) Corresponden al conteo de fondo del aparato. 

en el 

( 2) Es c11atro veces el conteo de fondo del aparato. Se debe a una 
pequeña .contaminación de la citrulina ( 14c) con urea ( 14C). 

* Se utilizan· las mismas expresiones que para urea pero con las 
magnitudes correspondientes a la arginina. 
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REACTIVOS. 

Los aminoácidos marcados y la tiamina se obtu-

vieron de Calbiochem C Los Angeles, California, U. S .A).- La ureasa, 

arglnasa,ATP y la resina Dowcx-50-X2-200 de Sigma Chemlcal,Co. 

( St.Louis, Mo. U.S.AJ El H2S04, HCl, tolueno, L- naftol, ácido 

p(crico y 1<2S20a de Baker Analized C J. T. Baker Chemical Co. -

Pittsburgh, N .J., U. S .A ). El Na'2S2 O 3, Mg 504, NaOl-1, NaCl, - -

M11Cl2, HC104, KH2P04 de Merck CE. Merck A. G. Darmstadt, Germany). 

La carboxipeptidasa 11 8 11 y el dipéptido Hipuril 

L-arginina de Mann Research Laboratories C Dicklnson & Co., N. Y. , 

N.Y.,U.S.A. ). El hidróxido de hiarnina, el POP' y el POPOP de 

Amersham,Searle Corporatlon ( lllinois, U.S.A,). La 2,3 bulanediona 

monoxima y el ácido p-difenilsulf6nico C Sal. de sodio) de Eastman 

Organic Chemicals (Rochester, N.Y.,U.S.A.) La resina AGZ-XB 

y la Dowex-50X8 de Bio-Rad Laboratories (Richmond, Calif, U.S.A) . 

~rit~~.&~~:;.:i;!·:.;:;;.~;.,...,,;...;, .. .'>~,-... ,';·-.-,,,.,., ...... . 



:, •. .!.".-:." 

''1.•·.-, 

,.:i 
• .. 

- 22 -

RESULTADOS. 

Con el sistema de sií1tesis e hidr61isis de argi-

nlna, descrito anteriormente , se llev6 a cabo un experimento, con el -

fin de medir la capacidad de la arginasa para hldrolizú arginlna endó-

gena y exógena. 

Se ensayó el sistema de incubación en ausencia 

de carboxipeptidasa y de Hipuril.:. L-arginina y en presencia de todos 

los componentes omitie~do A TP a fin de establecer los flujos ex6gcno 

y endógeno, respectivamente. Previamente .se demostr6 que el sisle111a 

de producci6n endógena no funciona en ausencia de ATP, 
i 

('. 

De esta manera se tienen por un lado la forma-

ci6n e hidrólisis de arginina producida a partir de asparlato y cilruli-

na como puede apreciarse en la parte izquierda de la figura 14, don-

de toda la arninina producida es endógena. Como se ve la cantidad 

de urea formada es mucho mayor la . cantidad de arginina a cu mu lada, es 

decir, este aminoácido está siendo fácilmente hidrolizado. A tiempos 

cortos la producción de urea es lineal y alrededor de los 35 minu-

:. -·,·, ,;,-.. tos decrece el flujo . 
. , .. ~. :~:. 

<· 
La arginina, en un tiempo menor de 15 minutos 

no es hidrolizada totalmente,quedando una pequeña .cantidad, pero a 

.. partir de este tiempo es completamente. hidrolizada. Al centro de la 

figura 14 se muestra la producción de urea y arginina a partir del 

.... ...,_--·-·--··-- -
:;1 
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FIGURA 14. 

Síntesis e hidrólisis de ar~Jinina;fol'mada R pal'til' de citru- · 
lina, ácido aspártico y ATP ( end6geno) , a partir de hipuril 
arginina (exÓge11a) y a partir de ambas fuentes si111ultá11cas 
(end6geno + ex6geno ). - El sistema de incubaci6n se encuen
tra descrito en Material y Métodos; para obtener el flujo en
dógeno separado se omitieron del sistema el hipuril-L-argini
na y la carboxipeptidasa 8, para obtener el ·flujo exógeno se
parado se omitió el ATP. Los sistemas así formados se in
cubaron a 37°C; a los tiempos indicados se midió la cantidad 
de arginina e o ) y urea ( o ) formadas por mi de sistema. 
Ver Material y Métodos para la separación cromatográfica y 
determinación colorimétl'ica de argil1ina y ui·ea. 
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dipéptido y carboxipeptidasa, o sea el flujo exógeno. La cantidad de 

urea es mayor que la de arginina, sin embargo a los 45 minutos to-

davía hay arginina. El flujo empieza a disminuir a los 25 minutos -

de incubación. 

El resultado obtenido curn1clo estuvieron en el 

mismo. sistema los dos flujos se ve en la parte derecha de la Fig.14 

donde se observa una cinética más parecida a la del flujo exógeno. 

Es de notarse una libera inhibición del flujo endógeno, ya que la su-

ma de los dos flujos, valorados separadamente no es igual al flujo -

mixto. Esto se debe a que la carbG:ipeptidasa inhibe algo el sistema 

de siíltesis de arginina. 
(\ 

Para saber si hubo o no preferencia de hidrólisis 

de la arginina endógena es necesario cuantificar las contribuciones del 

flujo endógeno y del exógeno a la urea formada. Para 'obtener este dato 

según se indicó anteriormente se utilizó la actividad· específica de la 

arginina y de la urea, obtenida en el flujo endógeno y las· cpm totales 

determinadas en el flujo mixto, de esta forma se obtuvieron las umolas 

de arginina y urea formadas a partir de citrulina en cada tiempo. La 

cantidad del flujo exógeno es la diferencia entre. el total menos el endó-

geno. De esta forma tenemos ( fig.15) Las cantidades de arginina y urea 

que aportó cada flujo cuando estuvieron juntos. 

A la derecha de la figura 15 se observan los· flu-

jos en forma total, o sea la suma de arginina más urea. El flujo --



1 

L_ ----

FIGURA 15. 
(\ 

Determinación de la cantidad de arginina y urca producidas 
a partir de la fuenle eudogcna (o) / exó~1c11a (c.) y e11dógena 
+ exogena (D) cuando ambas fuentes se encuentran p1·esentes 
simultáneamente en el sistema. Los datos se obtuvieron ciel
mismo experimento presentauo en la figura 14, tomando única
mente el sistema en que ambos flujos de arginina funcionaron 
simultánCl'tlmente. Para obtener la cantidad de urea y arginina 
producida por la fuente endógena se tornó en cuenta la canti
dad total de arginina y de urea, laradioactividad .total ele ambos 
metabolitos y la radioactividad específica de la citrulina emple-
ada*. La cantidad de urea y arginina producida por la hiente 
exógena se obtuvo restando la cantidad obtenida para el flujo 
endógeno de la cantidad total e ver calculos ). 

* Cuando el flujo endógeno funcionó separado del exógeno la 
radioactividad espccífi ca de la citrulina empleada y de la· urea 
y arginina formadas fue la misma. 
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ex.:i:;,~110 es cuatro veces mayor que el end6geno y ambos empiezan a 

decrecer a los 2S minutos. 

La cantidad de urea que produjo cada flujo se 

observ<1 en el centro de la fig. J 5, donde se ve la semcjanzu entre 

ésta y la gráfica del flujo total, debido a· que la cantidad de urea es 

muy grande en relación a la de arginina por lo que al restar la can~ 

tidad de arginina prácticamente r]O se modifica esta cantidad. De ésto 

resulta claro que la diferencia en la hidrólisls de arginina no pueden 

ser aparentes en esta forma. Se ve también que es lineal la produ-

cci6n de urea hasta los 25 minutos disminuyendo a partir de este 

tiempo. 

A la derecha se muestra la cantidad de arginina 

que aporta cada flujo y la forma en que fue hidro! izada en función del 

tlempo;se observa que en tiempos menos de 25 minutos, la cantidad 

de arginina endógena y ex6gena está siendo sintetizada e hidrolizada 

en forma parecida, pero a partir de este tiempo empieza a aumentar 

la hidrólisis .de la arginina endógena, pérdiéndose la relación de hidró-

lisis que habiá en los primeros minutos. Que la arginiha endógena se 

hidroliza más se aprecia fácilmente pues a. los 45 minutos casi toda 

la arginina que queda es exógena. 

Estos datos pueden verse en otra ·forma (ta-

b!a ; ) donde la cantidad de arginina endógena hidrolizada es mayor 

a partir del minuto 25, conservándose una relación de flujos constan-
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TAGLA l. (\ 

Hidr61isis de arg1111na endógena y ex6gena . 
En cada tiempo se sci'lala en terminos porcentuales tanto 
la co1it1·ibució11 de arginina endógena ( l) y ele arginina -
exógena { 11 ) como la proporción de cada tipo de arginina 
que no es hidrolizada • La radioactividad específica se 
expresa como cpm por ¡11nola de urea o arginina 
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te; por lo que_, consecuentemente la actividad · espt:!cífica de la arginina 

va disminuyendo, siendo a los 45 minutos aprnximéldamente 5 veces -

menor. 

Dada la disminución de la activid¡¡d específica 

de la arginina .. erá~ de esperarse un aumento en la actividad espe-

cílica de la urea, que no se observa en la tabla. Ello se debe a 

la gran cantidad de urea acum_ulados en relación a la de arginina, 

siendo as( diffcil de notar un cambio en actividad específica de la 

urea. 

La disminución de la actividad espccffica de la 

arginina se observa solamente en los últimos tiempos, lo cual pare-
n 

ce indicar que la capacidad de la arginasa para hidrnlizar arginina 

end6gena aumenta con el tiempo. Con objeto de probar directamente 

si la capacidad de hidrólisis de la arginasa se incrementa con el-

tiempo, se diseño un experimento consistente en e·studiar la conver-

si6n de citrulina en arginina y urea Iniciando la incubación con - -

citrulina fr(a y agregando en distintos tubos pulsos de ci.trulina mar

cada con 
14c en el grupo ureido a diferentes tiempos, midiendo la 

incorporación de radioactividad en arginina y urea, 3 minutos después 

'de añadir el pulso. Los datos obtenidos se muestran en la figura 

l.:;,, donde se observa que a partir del minuto 18 aumenta la rela-

ción de cpm de urea/ cpm de arginina y lo que coincide con un -

aumento en la hidrólisis de la arginina endógena acumulada. 
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l 

.FIGURA 16. 
(\ 

Capacidad del homogeneizado de hígado de rata de hidl'ó-
li zar arginina cncl6s1cn¿l en el sistema ya descrito. Se 
inició la reacción con citrulina frfa l en cada tiempo se 
agregó un pulso de citl'Ulina ureido 4c (44, 000 cpm) 
se dejó incubar 3 minutos mas y se midió la cantidad 
de urca ( o ) y arginina '< o ) formadas (a), así como 
la radioactividad incorporada en· u1·ea y en a1·ginina ( b). 
En ( c) se muestra la incorporación de raclioaclividad en 
urea + arginina (o) la radioactividad incorporada calcu
lada (ver texto) y los cpm obtenidos a un tiempo. de -
incubación, pel'O incubados con el pulso 6 y 9 minutos 
(o). 
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En este experimento se puede calcular la can-

tidad ~e c;¡).11 de arginina más urea que debería obtenerse en cada 

uno de los tiempos, teniendo en cuenta la actividad específica de la 

citrulina en cada tiempo y la cantidad de urea y arginina producidos 

en cada intervalo de 3 minutos. 

Como puede observarse ( Fig.16) la radioacti-

vidad incor¡:iorada en urea y arginina es menor que la esperada. No 

obstante cuando el tiempo de incubación después del pulso de citru-

lina marcada es mayor de 3 minutos, aumenta la incorporación de la 

marca en urea t arginina 
1 

Los experimentos anteriores indicarnn que au-
(\ 

menta con el tiempo la cap;icidad de la arginasa de hidrolizar la 

arginina endógena,, lo cual podría deberse a la p1·esencia de alguno (s) 

de los componente(s) durante la incubación, por lo que se estudió el 

sistema de producción de arginiria endógena, preincubándolo 25 minutos 

con los componentes del sistema omitiendo uno a la vez la incubación 

del sis te;; .. ; completo, se prolongó la incubación durante 20 minutos. · 

Se razonó que habría una hidrólisis completa de la arginina desde los 

primeros minutos en el caso de que algún ·componente fuera responsable 

de interaccionarse con la arginasa y así aumentar su capacidad de hidró-

lisis. Cuando se preincubaron los sistemas sin aspartato o sin citrulina 

y se inició la reacción al tiempo cero, con cada uno de ellos no se 

encontra:·:,;¡ cantidades apreciables de arginina y urea (Tabla 2 ). 

.. \.i.\ 
,¡, 
¡¡ 
;¡ 
.:1 
¡J 

!:l 

;¡ 
'I i¡ 
:¡ 
l.·1· a· 
\_\¡· 1¡ 

!.! 

··¡· ¡¡ 
!\' 

li¡.·.• 11 

¡! 
1

11!: 
"I 11• 
ilt; 
il~ 
1¡"·. ¡{i 
·¡¡ 
l< 1 
'lf; 

\11: 

: __ ¡'11 

11·· 1' 
!.!; 
il¡ 

'li 
1_ ••.• 
\ ~'. 

!¡! :¡. 
: f'· 

!11·_ 

'' !' .. . ' 

ilí 
. ;¡¡ 

\¡!!:. 
1 j 

i ¡i 
111 q¡. 
Ji¡ 

i 1 
if 
! I 
l ¡i 
I~ 
!t 
lf.' 

' \f ; 
.... --'e~~.;: 



I' 
! 

, .::.::2::=~=;-;:~=-i::~~~~~;::~;...:.,..._ __ ~...._ ..... "'--:::;_._.:.~=.,~~~..:.~..:-:i~,.::~:::;.~....s::_.~!:;·;:;;_~~2~~"*~E·"'::",.,..:,~-::_:~'.!:;'.;.r~~'~"'·",;.i'.:.!..Jf.'..-;;,~.,~ .. ~;;,,,;;~,~,· 

) . 

~::' 
I~' 
r .. 

· 1 

·' 

1;. 
! 

1 i r·-" 
' .~. ' 

;'~ i 
-'.¡' 
•;1 

) 'l . ¡ 

, 
~.'¡f;l'.. 1 
~e·: 

: .i. 
; : 

{ 

1.-

2.-

3.-

4.-

5.-

TABLA 2. 

EFECTO DE LA PREJNCUBAC!ON SOBRE EL SISTEMA DE FORMACJON DE ARGINJNA. 

SlSTEMA. 

e 

Completo 

Sin ATP 

Sin aciclo aspártico 

Sin cfüulina 

Sin Mg + -t 

ACTIVIDAD DE ARGININO 
SJNTETASA ( % ) * 

100 

.. 85· 

20 

10 

50 

Los tubos se preincubaron 25 min. a excepción del l y la reacción se inici6 
agregando el componente omitido. 

* Se expresa como la suma de urea y arginina .durante los 20 minutos de incubación. 
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En el caso del sistema preincubado sin Mg + t 

se obtuvo una producción de arginina y urea de aproximadamente la 

mitad 'del control (sin preincubar ). Cuando el sistema fue prein-

cubado sin A TP e iniciado al aiíadir este compuesto la pr.:iducción 

del sistema fue muy similar al control¡ 

Esto indicaba que durante la incubación, de 

alguna forma se estabá perdiendo A TP, probablemente por hidrólisis 

por A TPasas que se presentan en·. el homogeneizado, pues cuando se 

preincubó sin A TP el sistema trabajó 11ormalmente, el caso del Mg·i ·:· 

se explica por el hecho de que es un activador de estas enzimas y 

asr cuando se pre incubó en ausencia qel catión no se degradó todo 
(\ 

el ATP y el sistema funcionó en un 50%. 

Esta observación sugería que el flujo endógeno 

disminuye por falta de A TP, por lo que se estudió el efecto de 5 

µmolas de A TP agregadas a diferentes tiempos después de iniciada 

la incubación, cuando el flujo es lineal, cuando empieza a disminuir 

cuando ha llegado a una meseta. Los resultados muestras que en todos 

los casos el ATP aumenta el flujo, principalmente cuando todavía es 

lineal. También se observa que cada vez ·que se añade el A TP se 

acumula arginina ( Fig. 17 ). 

El hecho de que se acumule arginina en un tiem-

po donde había sido totalmente hidrolizada la arginina en el control, 

sugirió una posible inhibición de la .arginasa poi' el ATP a las con-

centraciones iniciales, lo cual . explicaría la acumldación de arginina a 
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FIGURA 17. 

Efecto del ATP sobre el sistema de síntesis e hidrólisis 
de a1·gini11a endógena. Se prepararon varios tubo.;; conte-
niendo todos los componentes del sistema endógeno y a 
diferentes liempos de iniciada la reacción se agregaron 5 
J.lmolas de A TP, se incubaron a 37°C con agitación 10 
y ~O minutos más. En cada tiempo se· midió la canti
dad de urea e o ) y arginina (o) producida en la forma 
descrita en Material y Métodos. 
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¡ 
l. 
' 

tiempos cortos y, después de ser hidrolizado el ATP disminuiría la 

inhibici6n y la arginina sería más fácilmente hidrolizacla. 

Si este fuel'a el caso habr(a una concentraci6n 

de ATP por debajo ele la cual no se obscrvarÍ<l ninoún cfocto sobre 

la arginasa. Para demostrar esto se hizo un experimento en el cual 

se pusieron diferentes concentraciorl8s de ATP en el sistcma,espe-

rando encontrar una conccntraci6n 'que diera como resultado que no 

hubiera acumulaci6n de arginina desde un principio. Los ·resultados 

muestran una acumulación de arginina en todos los casos similar a 

la encontrada con la. concentración mayor variando solamente en la 

cantidad acumulada ( Fig.18 ). 
(\ 
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FIGURA 18. 

Efecto de la concentración de A TP sob1·e el sistema de 
sííitesis e hidrólisis de a1·gi11ina endógena. ~e prcpararón 
varios tubos conteniendo los componentes del. sistema en 
la concentración indicada anteriormente a excepción del -
ATP, cuya concentración se varió como sigue: l. O ,m11ola 
CA} 2.0 ;imolas (B), 3.0;unolas (C) ,_4.0 pmola::; ( D), 
5. O pmolas CE ). 

La reacción ·se inició con el homogeneizado y se ·incubó 
a 3 7ºC con agitación los tiempos seiialados en la absci
sa. O'tra in di caci enes son los mismos que en la figura 17. 
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Se ha postulado que las enzimas que forman el 

ciclo de la urea se encuentran inle9radas ffsic..amente ( Soberón, Ortiz-

Pineda y Tal'rab , l')Q7; Sobei·611 1 Tal'l'élb y PJlacios, l'-J6U ). Los da-

tos en que esta apoyado este postulado son los si9uientes: 

a) Las pozas mctabolicas cle ar9inina y omitina 

son mas bajos en el hí9ado de . los animales ureotelicos que en los -

uricotélicos ( l<aplan y Schimizu, 1762 ). 

b) La arginina es un aminoácido escencial en la 

'rata ( Broman y col s, l <;i.::;.0 ) y en el ho1i1bl'e se ha demostrado que el 

aminoácido se· requiere para un c1·ccÍmicnto optim~ de los niiios ( Holt, · 

y cols, 1960). 

c) La administración de citrnlina marcada a la 

rata se incol'pora como arginina marcada en las proteiÍ1as del riiion 

pero no en las proteó1as del hígado ( Rogers y Frcd land, 1 :1 G B ) . 

d ) En homogcnei zados de hígado de ajolote rnexi-

cano ( Anby.;toma mcxicanum) se ha encontrado que la actividad y la 

estabilidad de la arginasa no se relacionan directamente en su capaci-

dad de hidrolizar arginina endógena. En efecto a concentraciones de 

Co + + y NI t t que dan la misma actividad y estabilidad hidroli zan 

en forma diferente a la arginina endógena. Con Cot t hay una hidró-

lisis de arginina endógena del 90% mientras que con Ni-1 ~· solamente 
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es del 30% siendo igual la actividad y· estabilidad (Palacios, Huitrón 

Y Soberón, 1969). Esto sugiere ia formación de diferentes tipos de 

complejos de mela!- enzima, igualmente activas y esté:b les que sin embargo, 

.' · no tienen la conformación adecuada para unirse con las enzimas que 
; 

forman arginina. 

e) El hecho de encontrarse todas las enzimas 

responsables de la biosintesis de arginina más arginasa no significa 
.. 

que el ciclo de la urea funcione como tal (Mora y cols, 1965 ). A 

este respecto cabe mencionar que se ha reportado una amplia gama de 

arginasas, donde resulta muy interesante el estudio de la relación entre 

las caracterfsticas de la· molécula con su capacidad de integración al 
(\ 

ciclo. 

El presente trabajo se llevó '~ cabo con la in

tención de obtener mayor evidencia sobre la Integración de la arginasa 

con las enzimas que forman arginina. 

Los resultados obtenidos demu~stran ·una hidróli-

sis ·preferente de la arginina · endógena sobre una arginina p~oducida · 

"artificialmente 11 en el sistema lo cual ha sido interpretado en el -

sentido que la arginina biosintetizada a partir de citrulina ·es mas 

accesible a la acci6n de la arginasa. 

La hidrólisis preferente puede ser explicada de 

la siguiente forma: 
í . 

a) Que la arginina producida endógenamente 

··""~ 

" 
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·sea diferente a la producida por el di peptido. 

b) Que hubo una disminuci6n del flujo .endógeno 

anterior al del exógeno. 

e) La integraci6n física la arginasa con el sis-

tema de producci6n de arginina ( Arginino succinico sintetasa y Argini-

no succinasa ) • 

Sobre la primera posibilidad se ha demostrado 

que tanto la arginina producida por la fuente endógena como la produ-

cida a partir del di;Jépt ido cromatografían ig[ial. Además aisladas del 

sistema de incubación ambas son hidrolizados por arginasa produciendo . ' 

urea y ornitina. 
(\ 

En relación al inciso b, se observa en la tabla 

1 que la relación de velocidad de los dos flujos permaneciendo cons-

tante durante todo el tiempo de incubación. No obstante, cabría la 

posibilidad que el método para de~erminar la cantidad de urea y argi.

nina no sea lo suficientemente sensible para detectar las ·diferencias 

en la velocidad de los flujos, lo cual traería como consecuencia la· 

disminución de la radioactividad específica de la. arginina. 

Favorecemos la· interpretación de la integración 

física de la arginasa para explicar la hidrólisis preferente. 

~. 

Dicha preferencia resulta de una mayor concen- _ [ 

tl'ación de arginina endógena cerca del sitio activo de la arginasa. 

· Hay que recordar que el l<m de la . arginasa de la rata es de 5 x 1 O 

-3 M y en el sistema experimental se encuentran concentraciones 
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menores de 5 x 10 -4 M, rango de concentración en el que cualquier 

aumento en la cantidad de arginina se acompaña de un aumento en la 

velocidad de la reacción, 

Sobre el. particula1· ·es de notarse que casi toda 

la a1·ginina producida es hidrolizada, lo cual sugiere un exceso de 

arginasa. 

La hidrólisis preferente se refleja en una dismi-

nuci6n de la radioactividad específica de la arginina. Cabe preguntar 

porque la actividad específica baja a partir del minuto 25 y no desde 

el tiempo cero. Se penso que esta situación era debido a un awnento 

en la capacidad de la arginasa para hidrolizar arginina, causada por la 
(\ 

interaci6n con algunos de los componentes del sistema en las condicio

nes utilizadas. No .se encontró. el responsable directo del aumento de 

esta capacidad. Asi la disminución de la actividad específica de la 

arginina a partir de la incubación del minuto 25 requie1·e mayor estu-

dio;por lo pronto es necesario llevar a cabo el experimento con los 

dos flujos juntos pero con una actividad menor de arginas¡;¡, condición 

en la que debe hacerse más aparante la hidrólisis preferente. 

Respecto de la acumulación de la arginina ( fig. 

17) que resulta al añadir ATP se descartó un posible efecto inhibí-

torio sobre la arginasa y· pudiera ser explicado t:imbién como un rebo-

samiento por arginina del sitio donde esta siendo hidrolizada. 

En relación al agregado multienzimático es impar-

• ~l· 
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tante recordar que la distribución de las enzimas que sintetizan urea, 

obtenida por estudios de centrifugación diferencial no apoyCin el agre

gado multienzimático, ya que se obtiene la siguiente localización : la 

carbamil fosfato slntetasa y la ornitina transcarbamiLasa en rnitocon

drla, la arglnlna succínlco slntetasa y la arglnfno succinasa en so

brenadante y la arginasa en microsomas, núcleo y mitocondrias. C'Cohen 

y Hayano, 1948; Mora y cols, 1965). Sin embargo es necesario revi

sar más detenidamente estodos d~tos pues se han reportado casos en 

que las enzimas salen del lugar en que se encuentra originalmente. 

En efecto, ha sido reportado un escape de enzimas mitocondriales que 

puede ser impedido por la presencia .de ciertos fosfol ípidos. ( Estrada, 
(\ 

Carabez y Cabeza, 1966 ). También se ha encontrado que el uso de 

solventes orgánicos en estudios de centrifugación diferencial permite 

retener en el núcleo algunas enzimas que participan en la biosíntesis 

·de ácidos nucleícos ( Alfrey, 1959). 

Por otro lado es importante tener en cuenta la 

gran or~anización estructural de la célula puesta de manifiesto con el 

microscopio electr6nfoo y con otros métodos con ,que se cuenta en la 

actualidad. 

Con ésto, se ha establecido la idea de que. la 

célula no es una solución de moléculas que interaccionan al azar -

sino todo lo contrario, la célula tiene varios nivles de organización, 

que van 1r1 un orden de complejidad creciente como son : molecular, 

macromolecular, supramacromolecular, subcelular, celular e intercelu 1 ar. 

Generalmente el orden en que se han empezado a estudiar ha sido_ 

:•:--, "· 
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decreciente, es decir el problema de la complejidad se ha abordado de 

los tejidos a las moléculas. 

Recientemente se han encontrado algunos agrega

dos moleculares como : el agregado que forma componentes de la ca

dena oxldativa que transporta electrones desde los sustratos oxidables 

hasta el oxígeno y que se acoplan con la síntesis de A TP. Están 

localizados en la mitocondria y organizadós en forma de agregados que 

constituyen bloques, los cuale~ h~n sido designados como complejos 

1, 11, 111., y IV C Green, y Whorton, 1963; Fernández-Moran, Oda,Blair 

y Green, 1964; B!air, orda, Green y Fernández- Moran, 1963 ) • 
11, ' 

Se ha descrito ,tariibién que las enzimas que ca-

º tali zan la descarboxi lacl 6n oxida ti va del ácido plrúvi co se organizan 

formando un agregado que se localiza en la mitocondria de las cé

lulas animales y de plantas y en la, membrana de bacterias E. col i. 

(Koike, Reed y Corrol, 1960,196.3). Se ha visto 'que está formado 

de : 16 mo~ulas de piruvato de descarboxilasa. que contiene pirofos-

falo de ti amina, un agregado de 1 ipoi.co reductasa transaceti lasa que· 

contiene 64 subunidades , cada uno con ácido lipoico; 8 moléculas de 

dihldrolipoato deshidrogenasa conteniendo 2 moléculas de· FAD por mo-

16cula de enzima. El agregado tiene un peso ·molecular de 3. 9 X 106 

Además es posible separar el agregado en sus componentes y éstos . 

vuelven a unirse ( Reed y Oli·ver, 1968). Su organizaci6n macromole-

· . · cúlar se ha observado claramente en el microscopio electr6nico CWilliams, 

Oliver y Henney, 1967;Fernández-Morán,Reed y Koike, 1969). · 
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. decreciente, es decir el problema de la complejidad se ha abordado de 

los tejidos a las moléculas. 

Recientemente se han encontrado algunos agrega

dos moleculares como : el agregado que forma componentes de la ca

dena oxldativa que transporta electrones desde los sustratos oxidables 

hasta el oxígeno y que se acoplan con la síntesis de A TP. Están 

localizados en la mitocondria y organizados en forma de agregados que 

constituyen bloques, los cuale~ h~n sido designados como complejos 

1, 11, 111,, y IV ( Green, y Whorton, 1963 ; Fe~nández- Moran, Oda, Blair 

Y. Green, 1964; Blair, orda, Green y Fernández-Moran, 1963 ). 

Se ha descrito ,también que las enzimas que ca-
(\ 

talizan la descarboxilacl6n oxidatlva del ácido pirúvico se organizan 

formando un agregado que se localiza en la mitocondria de las cé

lulas animales y de plantas y en la. membrana de bacterias E. col i. 

( Koike, Reed y Corrol, 1960, 1963). Se ha visto 'que está formado 

de : 16 molOO:;ulas de piruvato de descarboxilasa. que contiene pirofos

fato de ti amina, un agregado de 1 ipoi co reductasa transaceti lasa que· 
• • • 1 

contiene 64 subunidades, cada uno con ácido lipoico; 8 moléculas de 

dihldrolipoato deshidrogenasa conteniendo 2 moléculas de· FAD por mo

lfcula de enzima. El agregado tiene un peso ·molecular de 3. 9 X 106 

Además es posible separar el agregado en sus componentes y éstos -

vuelven a unirse ( Reed y Oli·ver, 1968). Su organizaci6n macromole

cülar se ha observado claramente en el microscopio electrónico <Williams, 

. Ollver y Henney, 1967; Fernández-Morán, Reed y Koike, 1969 ). 

- •O ·""' • >• ,_ •-a~. •V ,._, .. 
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La descarboxilacl6n oxidativa del ácido °' ceto

glutárlco se lleva a cabo en un agregado muy similar al descrito an

teriormente C Sanadi, 1961 ), 

Por otro lado se ha enconlrado en la fraccl6n 

sobrenadante un agregado multienzimárico que bioslntetiza ácidos gra

sos y ~sta formado po1 seis actividades enzimáticas diferentes. Se 

ha encontrado en animales y en. levaduras, ~ste último ha sido ex-

tensamente estudiado por Lynen (1961,1967,1964,1965,1969). 

Se ha propuesto que estas enzimas se encuentran alrededor de un 

grupo sulfidri lo central al que se unen los metabol ltos intermcd iarios 

por uni6n covalente, de modo que puedan estar C\P contacto con los 

sitios activos de las· enzimas ( Lynen y cols ). Tiene un peso mo

lecular de 2.3Xl06 y se han obtenido microfotografías en el mi

croscopio electr6nlco (Hagen y Hofschneider, 1964; Lynen,1967). 

recientemente ha sido cristalizado ( Lynen, 196';.). 

Otro ejemplo de agregado multienzimático es la 

triptofano sintetasa ( Reed y Cox; 1966; Yanofsky, 1960.; Truffa-Ba

chi y Cohen, l 968;Henning, l 966i Umberger, 196'4 ). La slntetasa en 

E. Coll , está formado de dos tipos de subµnidades: la~ .r;:J....,, Y. 82. -

Son fácilmente disociados y son proteínas completamente diferentes. 

Las subunidades separadas tienen actividad enzl mática parcial en re-

lación a la actividad del agregado. 

Es interesante el descubrimiento de· estos agre

gados, pues indican la gran organización estructural de la célula. 
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Algunas de las ventajas que tendría la célula con estos agregados 

sería una mejor regulaci6n de las vías metabólicas y un flujo encau

zado de los metabolitos C Mora, 1969 ). Actualmer~te la existencia 

de los agregados, parece ser un fenómeno más general de lo que se 

pé!tHiaba < Glnsburg ·y Stadman, 19'/0 ), pues el m1mero de agregados 

multienzimáticos reportados ha aumentado considerablemente. 

: :Los agregados reportados actualmente son com

plejos~ hasta cierto punto estables', los cuales no son fácilmente diso-

ciables, Sin embargo, se plantea la pregunta ¿no hay complejos de 

tipo más labil que con los métodos de preparación usados; se di so

cien y no se localicr.n como tales 7 Pensamos que la. integr~ción de 

" n 
la arginasa con las·".cnzimas formadoras de arginina y probablemente to-

das las enzimas del ciclo están unidas en forma débil y al hacer las 

preparaciones se separan. Por otro lado este tipo de complejo resulta

ría ventajosos para la célula, pues podría ensamblarse sólo cuando la 

célula lo necesitaria y disociarlo cuando no· fuera utilizado. Por ejemplo 

tenemos el caso del polisoma, en donde además de establecerse la . 

unión proteína· y ácidos nucleicos existe la relación de un recambio de 

ribosomas durante la:: ... s.i'iitesis de proteínas. ( Wamer y Rich, 1964 ). 
~.: •. ·: .! ::":~· 

Sería importante también la . regulación de la ac

tividad enzimática por la interacción de las moléculas en el proceso 
.. ·.·· 

·de asociación-disociad6n, pues podría haber activación e inhibición de 

las enzimas integrantes del agiegado dependiendo de la concentración 
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'de metabolitos intermediarios del ciclo, este tipo de agregados por 

sus características sería dificil· de obtener en la misma forma que 

los agregados mencionados anteriormente. 

Para el estudio de complejos lábiles es necesa

rio la lntroducci6n de diferentes metodologíás; pensamos que el siste-

ma que ·hemos utilizado es adecuado para el estudio de estos sistemas 

Integrados. 
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