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INTRODUCCION.

El f(%némenc biolég'ico se caracteriza por una cons-
tante interaccion de moléculas pquedas y macromoléculas especificas; como
las protéinas y los A&cidos nuclél’c,os que a su vez se interacionan entre si.
Estos compuestos cqntienen en su estructura ni&égeno de Ilo que resulta
claro la importancia de esté elemento en la economia de los sistemas
vivos, Los componentes de que éétén formados estos sistemas son com-
plejos, y en su mayor parte sujetos a un constante recambio, es decir
una continua construccién y destruccién siendo necesario un constanle
suministro de ﬁitrégéno para la sintesis de los componentes nitrogenadas.

Los compuestos nitrbgenados ﬁque tienen importan-
cia biolégica se encuentran en un estadfo de oxidacién de -3, como el
amoniaco o moléculas que‘ resultan de la sustitucién de uno o més de
sus atébmos de hidrégeno (Nason,1962). Los animales supetiores han
perdido la capacjgjad- de reducir el nitrégeno mole'cularky .otros compuestos
A'inorgénicos hasta amoniéco;por lo que necesitan que llegue a ellos el
nitrégeno en este estadio de oxidacién ( Nasén, l?_62). SL‘I fuente prin-
cipal de nitrégeno la constituyen las proteinas de la dieta, la’s cuales
" son degradadas’ hasta aminodcidos en el tubo digestivo y absorbidos por
- la mucosa intestinal. También pue,de pasar amoniaco a través de la --
vmucdsa. Los vertebrados utilizan el amoniaco o compuestos ‘con nitrdgeno

en su molécula para sintetizar aminodcidos, protemas, purmas, pu'nmndmas

y polmucleotldos.
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El nitrbgeno es manejado en los organismos prin-
clpalmente , en la forma de amonio (NHg =) y como otros metabolitos
estd sujeto a un constante recambio { Cohen, y Brown, 1700 ). Entre

los procesos que utilizan amonio tenemos:

a) Deshidrogenasa glutdmica. - Formacién de glu-
. tamato a partir de cetoglutarato y amonio.

b) Glutamina sintetasa.~ Formacién de glutamina a
partir de glutanato y amonio.

¢ ) Carbamil fosfato sintetasa.- Srntcsls de carba-
mil fosfato a partir de COp ATP y (+)NHg
glutamina o amoniaco,

_y-entre los procesos metabdlicos que liberan amonio se encuentran:
a) La desaminatién oxidativa de los aminodcidos,

b) La deshidratacion de la serma,trcomna y homo=
serina.

¢) La desulfidracién de la cisteina y la homocistei-
na.

d) Formacién del &cido urocdnico a partir de histi-
dina.

e) La desaminacién de la glutamina y de la aspa-
ragina. ;

f) La desaminacién hidrolitica de nuclebtidos nucleosi-
dos, aminopurinas y aminopirimidinas.
Puesto que los animales superiores son incapaces de
sintetizar . algunos aminoicidos, los |lamados indispensables, estos tienen que
ser provistos por las protefnas de la dieta, que ademds aportan gran canti-

dad de aminoicidos di'spensables. Muchos "de éstos consti‘tuyen fuente de-
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enertgla por lo que su grupo amino se llibera en forma de amoniaco lo
cual causa una acumulacidn del metabolito. Puesto. que el amoniaco
es un compuesto neurotbxico en anixﬁales supériores es necesarlo man-
tenerlo on concentraciones bajas. Este problema ha sido resuito me=
diante la adquisicién de efectivos mecanismos excretores de amoniaco,
a través de scleccion natural y resulta especialmente interesante desde
:el punto de vista evoluéivo el hecho de que la "forma" de excrecibn
~esté cn relacidn con el habitat. De esta manera han surgido tres for-
mas de excreci6n nitrogenada: el amonotelismo, el urcotelismo y el uri-

_cotelismo ( Cohen y Brown, 1960 ).

a) Amonotelismo.

En el cual el nitrégeno se excreta principalmente
“como amoniaco; esta forma sc encuentra en animales acufticos, ya que

el amoniaco puede difundir facilmente.

b )‘ Ureotelismo .
En este caso el amoniaco no puede difundir li-
bremente y se transforma en urea, metabolito muy soluble que no es -
: t6xicoA y se' excreta facilmente. Este habit;) de excrecién"hitrogehad"a lo

encontramos en animales terrestres principalmente.

c) | Uricote'lismo.

En este caso el nitrbyeno se excreta principa(?
mente comd dcido ﬁri;o y se encuentra en animales terrestres que ha=
bitan lugares &ridos , como los reptiles. Se presenta tam_bién en las =

aves,
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La urea se biosinteliza a través d‘e un ciclo me-
tab8lico conocido como ciclo de la uréa, de la oritina o de Krebs- Hen-
seleit, y estd formado por las actividades de 5 enzimas: carbamil fosfato
sintetasa, omilina transcarbamilasa, arginino” succlhico sintetasa,argininoe -
succinasa y arginasa. { Fig. 1). |

En el ciclo, la omitina funciona como acarrcador
0 _tr_ansportador, ya que al final se restituye. Es decir interviene eficicn-
temente en la producci6n de urea, participando en cantidades cataliticas.

El primer paso cn la bioé[htesis de urca cs la -
formacién de carbamil fosfato a partir de dioxido de carbono y amoniaco
en presencia de la enzima carbamil faosfato sintetgsa. Se ha encontrado
que tiene un peso mplecular de 32}5,000 y estd formada por subunidades.
Requiere N-acetil glutdmico como cofacton;, consume dos moléculas de -
ATP y tiene un Km bajo bara amoniabo ( Cohen y cols. 1966 ).

La siguiente reéccién estd a c‘argo de la enzima
ornitino trau1sc§rbamilasa que cataliza la smtésls de L-cit;ulina a par-
tir de ‘oritina y el carbamil fosfato anteriormente formado, . liberdndose
fosfato inorgdnico en la reaccidn. La reaccibn no 'es reversible ( Burnett
y Cohen; 1957). | "

Después viena la formacién del L-argininosuccina=~
to 'bor condensacion del L-aspartato cbn la L-citrulina mediante la -

accién de la enzima argininosuccinato sintetasa.

' Esta enzima ha sido parcialmente purifiéada del



FIGURA 1.

Ciclo_de Biosintesis de fa Ureq.

Puede apreciarse que la urea se forma a partir de CO2
(carbono con simbolo de linea gruesa ), amoniaco ( o )
.y el grupo amino (o ) del acido aspdrtico, a través de
varios intermediarios. Las actividades enzimiticas que

intervienen son: '

Carbamil fosfato sintetasa (1), Ornitino Transcarbamilasa ,

(2), Arginiao succinico sintetasa ( 3), Arginino suc-
cinasa ( 4 ) y Arginasa ( 5 ).
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- higado .y del rifion de mamiferos (Ratner y Petrack, 1953) se encuentra

la ‘via unidireccional de biosintesis de arginina, destinada a la sintesis -

presente también en el hrgadho de anfibios (Cohen y Brown, 1958).

El L-arg’inosuccinéto forma L.- arginina y fumarato
en presencia de la enzima arginino succinasa, por una ruptura no hidro=
iniea. Esta enzima se encuent@ ampliamente distribuida en la naturaleza ?

y en los mamiferos se localiza en el higado y en rifion ( Ratner, 1959 ).

Finaimente el ciclo se cierra con la hidrélisis de la
arginina por la Arginasa, produciehdo urea y restituyendo la ornitina ini-
cial, La enzima se encuentra en forma abundinic v =l .0 Ge mami=
feros;e§ altamente especifica pues ademds de arginina, solamente hidroliza

canavanina. Por sus caracterfsticas, es sumamente interesante y muy =

) a
importante en el proceso evolutivo del ureotelismo.

En cuanto a laenergética del ciclo; consume cua-

tro enlaces de alta energin y es fuertemente exergbnico por lo que su

i
!
]
3
b

direccién esté’cargada hacia la formacién de-urea ( Cohen y Brown, -~
1960). Y se ha encontrado que tiene un cambio deenergn’a. libre de:
| "NHgS T )+ HCOs(") ¢ Hpo t Aspartata + 3 ATP
= urea ¢+ fumarato + B+ +\2A_lD_P N AMP + PPi+ 2Pi
MG < 13,15 K cal/ mol.

?

Es importante mencionar que el ciclo se deriva de



de las proteinas. La ruta que se sigue para la sintesis de arginina,
parte de dcido glutdmico, formando ornitina a través de intermediarios

acetilados, ésta se transforma en arginina mediante las mismas reaccio-

. nesdeéscritas anteriormente.

Parecerfa que a esta via 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 via unidireccional que sin-

tetiza arginina es diferente a la que se encuentta 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 encuentra en animales ureotélicos es dife-

4}
rente a la que se encuentra en los uricotélicos y en N.crassa. ( Mora,

Tarrab, Martuscelli y Soberén, 19&5; Tarrab, Mora vy Bojalil, 1966). La

" primera tiecne un Km m&s bajo para arginina, no se inhibe con p- cloro~

mercuribenzoato y es estable durante didlisis. Un anticuerpo preparado =~-

contra la arginasa purificada del higado de la rata tiene reaccién cruza-

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

perro, gato, conejo,raté.n, hombre, caballo, rana y sapo ). Tiel;e un cociente
de hidrélisis L=-arginina /L-canavanina de- 1.5 mientras que uricoté~

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

por analisis en gradiente de sacarosa, siendo de 2'70,000; el de la uri-

cotélica ( Greenberg, Bagot y Roholt, 1956; Roholt y Greenber, 1956;
Mora, Tarrab y Bojalil, 1966; Soberén, Ortiz-Pineda y Tarrab, 1967 ).




FIGURA 2. .

Via de biosintesis de arginina_en N.crassa. Los ndmeros

indican las actividades enzimaticas senaladas en |a figura
1 con los mismos ndmeros para destacar su participacién
en la via unidireccional de formacién de arginina para la
sintesis de proteinas. Debe notarse que la Carbamil fos-
fato sintetasa en este caso utiliza glutamina y no amonj a~
co,ademds de consumir solamente una molécula de ATP, se
ha seialado con linea punteada la actividad de |a arginasa
para destacar que la presencia de esta enzima -seria sufi-
ciente para integrar el ciclo. Por Jo demds arginasa es una
enzima inducible en N.crassa y no hay ciclo funcionante.
de la urea (Ver texio). :

1
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Por otro lado se ha visto que no bastala presencia
de todas las actividades del ciclo para que éste funcione como tal, como
en N.(_:_rgis_z_ll donde la arginasa no hidroliza a la érginina formada a par=
tir de citrulina y aspértico, pero si la arginina afiadida al medio de Incu=-
baci6n, ( Cafiedo, Martuscelli y Mora, 1967; Castaileda, Martuscelli y Mora,
1965), .

El hecho de_' que en los animales urcotélicos el ci-
clo funciona adecuadamente y que en N.erassa  donde seecncuentran todas
las actividades del ciclo y éste no funciona formando urea, aunado al he-
¢l:> de encontrar d'iferencias entré las arginasas de estos sistemas, hacen
de especial' interés el estudio de la futegracidn deﬂla atginasa con las

enzimas que biosintetizan arginina.

*.
~

Existen evidencias que sugieren una integracidn de
las enzimas que biosin_tetizan arginina con la arginasa de los animales -’
uricotélicos.” Si a una rata se le administra citru!inal‘ureldo 14 se -
incorpora boco como arginina en protelna del higado mientras que en --
protefnas del rifion la incorporacién es mayor. En camb io si, se adminis~
tra arginina marcada con 140 en el grupo _guanidob, la incorporacidn de
la marca en proteinas del rifion es sustanc'ia! al respecto. a la incorpb;
racién en protefnas del hfgado {Rogers y Freedland, 1968).

| E| objeto del presente trabajo es obtener r'nayor -
evidencia sobre la integracién de la arginasa hepdtica de la rata con

las enzimas que biosintetizan arginina.




‘ HIPOTESIS DE TRABAJO

El criteriov utitizado para juzgar la integracién de
la arginasa ha sido valorando la sintesis y la hidrélisis de la arginina.
Si existe una relacién directa de la arginasa con las enzimas que for-
man arginina es de suponerse que el aminodcido al sintetizarse queda
en una concentracién mayor cerca de la arginasa, siendo asi mas facil-
mente hidrolizado. Por el contratio si tal relaci6n no existiera, la argi-
nina llegard en una concentracién menor al sitio activo de la arginasa,

de tal suerte que la hidrélisis seria menos eficiente que en el caso

anterior,

Se ha tratado de explorar digha posibilidad mediante

el estudio de la sintesis e hidrélisis de la arginina, en homogeneizado
de higado de rata como sistema e*;)erimental. Este sistema teniendo los
precursores adecuados ( citrulina, aspartico, ATP y Mg ** ), funciona =
" eficientemente fo'rmando e hidrolizando arginina; cabe’ ;‘)reguntarse.- si seria
igualmente eficiente la hidrélisis de la arginina en presencia' de otra
arginina no sintetizada a part.r de citrulina, Es decie se le plantea a
la arginasa la posibilidad de elegir entre dos argininas : la "endogena"
(sintetizada a partir‘de citrulina y acido ..as_pértico) ¥y’ la " exogena "
( proveniente de otra fuente). Se escogié como fuente de produccién
exdgena un sfstema enzimitico diferente a la endbgena, ésto es, la
hidr6lisis del depéptido; Hipuril-L-arginina por la carboxipeptidésq "“B"

produciéndose arginina e hipurato {Fig. 3).

Tt
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" FIGURA 3.°

Produccién de arginina exdgena a partir de hipurit- L-ar-

ginina.  Los ndmeros representan a las actividades enzi-
r iy . *
maticas: : '

Carboxipéptidasa B (1) yy Arginasa ( 2).
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Para rastrear a la arginina endéyena se adminis-
tr§ citrulina marcada con 14C en el urcido, guedando asi marcados los
metabolitos arginino succihico, argini:na y utea, De esta forma se tie-
nen 2 flujos de pmducbién de arginina: el endbyeno radioastive y el
exbgeno no marcado. ( Fig. 4). |

Es de esperarse que sl existe intégracién 0 aco-
plamiento de la arginasa de acuerdo con este criterio, habrd una mayor
hideélisis de‘la arginina endgena marcada que de la éxégena fria. Si
es preferente la hidr6lisis de la arginina endég‘ena la actividad especl-
fica de la arginina serd menor que la de urea, y en caso de que no -
se hidrolice preferentemente, la actividad especifica de la ar’ginina serd
igual a la de la urea, siemprey cuando se mantenga una relacin ~=-

constante entre ambos flujos.

T A

" 2l




FIGURA 4.

)

E sxjuema de produccién de argininas; endégena (1) y exb-
gena (I).  Las actividades enzimaticas presentes en el -

homogeneizado son ;

Arginino succinico sintetasa (1 ), Arginino succinasa (2 )
y Arginasa (3 ). Se agregd la carboxipeptidasa B purifi-
cada (4). EIl asterisco indica los intermediarios marcados
con 14C, administrando citrulina ureido 14C.. -
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MATERIAL Y METODOS. .

Animales,

" Se utilizaron vatas de la cepa Wistar, con peso
entre 150-250 g, Fueron alimentadas con una dieta comercial ( Purina

Chow) y sacrificadas por decapitacidn.

Homogeneizados de higado.
Inmediatamente después de sacrificados los animales
se les extrajé el higado, se lavaron con agua destilada fria y se colo~

caron en hielo. Los demds pasos se llevaron a cabo a una temperatura
de 49C,
‘

Ya pesados se homogeneizaron en agua destilada y
deAsionizadab dutjante 2 minutos en un homogencizador de Potter-Elvehjem.
Se centrifugd el honiogeneizadobdurante 10 minutos a 5,000 Xg. Des-
pués de centrifugado' se decanté pasando el sobreﬁadante por un embudo
con algodén a fin de eliminar 'una ligera capa c{e lipidos que se forma
en la superficié.

El filtrado se aford con agua destilada y desioni-

zada fria, a una concentracidn final de 10% peso en voliimen.

Sistema de incubacién para medir la sintesis e =

hidrélisis de arginina endbgena y exdgena.

El estudio se hizo midiendo la produccién de ar-

ginina y urea en funcién del tiempo, asi como la actividad especifica -




de ambos. El sistema contiene 120 my. de tejido hepético (homogenei-
zado de 500 X 2) 12 umoles de L-citrulina, ureido 14C (actividad es-
pecifica de 29,000 rpm/ umola) ajustado a pH 7.0, 20 umolas de &cido-

L.~aspirtico ajustado a pH 7.0 20 umolas de ATP, ajustado a pH 7.0

20 umolas de Mg S04, 12 umolas de hipuril L-arginina, 4 ug de =--
carboxipeptidasa " B " y 200 umolas de solucién amortiguadora de fos-
fato de potasio a pH 7.0 en un volimen final de 4.0 ml. La tem-
peratura de incubacién fué de 37°"C. Al terminar la incubacién fue

parada la reaccidén con 10.0 ml. de solucién saturada de &cido picrico.

Determinacion de urea, citrulina, arginina e hipuril-

&
L - arginina, » a

‘Urea.- Se midié por el método colorimétrico de

——

Kortiz-= Cohen, (1954 ), Una curva de concentracién de urea ( Fig., 5).
muestra una relacic’)n' directa entre concentracién y densidad dptica, a -
concentraciones menos de 0.1 umolas. Cuando las lecbturas no quedaron
en esta zona se repitié el ensayo tomando una élrcuota menor,

Citrulina,- Fue también cuantificada por el --
método de Kortiz- Cohen, (1954 ). En la curva de concentracién se
ve la relacién concentracién-densidad 6ptic$ ( Fig.5).

Arginina.- Se determind siguiendo el métod& de

Sakaguchi, modificado por Van Pilsum, Martin, Kito 'y Hesé (1956 ).

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

~ BN T,
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FIGURA 5.

O

Determinacién colorimetrica de urea, citrulina, arginina e ‘
hipuril-L-arginina, Las dos primeras se midieron uiili=
zando el procedimiento de Koritz-Cohen, (1954) y las

dos dltimas mediante el método de Sakaquchi, modifica~
do por Van Pilsum y cols. (1956). :
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umola, la densidad 8ptica es directamente proporcional a la concentra-
cién, siendo en esta zona donde se hicieron las lecturas.

Hipuril- L-Arginina.- Se midi6 con el mismo -

mélodo utilizado para arginina. La densidad 8ptica es directamente =
proporcional a la concentracién, como puede verse en la Fig. 5 a con-
“centraciones iguales a la arginina.

Todas las .,l‘ecturas colorimétricas se hiceron con
un colorfmetro speétronic 20 Baush & Lomb.

Criterio de pureza del Hipuril-L=arginina.

Antés de utilizar el depéptido se comprobd que
no tuviera arginina y que no fuera hidrolizado poy, [a argina‘sa, pues de
lo contrario tractfa error en la actividad especliica, Para €sto se le
agregd a una muecstra de dfplptido arginasa purificada, observandose due
la cantidad del depéptido quedaba constante y no habfa aparicion de
urea. (Fig. &), | |

Fue descartada también la posible contaminacién
con atginina, por andlisis en cromatograffa en papel, ya que no se ob-
tuvo ninguna mancha de arginina en las muestras del diazéptih que
se corrieron con una mezcla de fenol ag'ua, en una rélac'Ic’m 4: 1.

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

Como la radioactividad especifica .es un dato cl=-
ave para obimer conclusiones, fue necesaria una separacidon completa -

de estos metabolitos, la cual se llevé a cabo de la siguiente manera:

Y- Y R




FIGURA 6.

. [}

Efecto de la arginasa sobre el hipuril- L~ arginina.

En un sistema conteniendo =G umolas de amortiguador
de fosfatos a pH 7.0, 0.2 pmolas de MnCly y
1.0 mg.de arginasa purificada se agregs: 2.0 umolas
de L-arginina (A), 1.0 umola de L-arginina y ‘1,0
Hmola de hipuril-L-arginina (B) y 2 Jimolas de hi-
puril~L~arginina (C). Se incubé a 37°C y se midis
urea a los tiempos indicados.
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Después de haber incubado el sistema el tiempo
corfcspondiente la reaccion fue interrumpida agregéxﬂo 10.Q ml. dé sol.
saturada de 4cido pferico. Se centrifugd 10 minutos a 5,000 X g. El
sobrenadante se decantd y se pas6 por una pequefa columna con resina
AG2X8 con objeto de quitar el &cido picrico.

El eluido se dividi6 en dos partes para la sepa-
raciénvde arginina e hipuril-L—'afginina por un lado y urea por otro.

Separacion de arginina e Hipuril- L~ Arginina.

A una de las partes se ajusté a pH 5.0 conv
oo y se pasé a través de una columna con re.sina Dowex 50)(2
previamente equilibrada con solucibn “"amortiguadoraﬂ de citrato de sodio
0.1 M pH 5.0. Inmediatamente después se le fue agregande mds -
solucién amortiguadora hasta tener un volimen de 25.0 ml. En se-
guida se agregaron 60.0 ml. de NaOH 0.001 N y finalmente 20.0
ml. de NaOH 0.2N, colectdndose veintifin fraccione§ de 5.0 ml. cada
una.

La urea y la citrulina se eluyen con la solucién -
de citrato, el dipéptido con la solucién de NaOH 0.00h N y la ar-
’ginina con la solucién de NaOH 0.2 N ¢ Fig.7). La u'rea_no fue
separada por. este método, debido a que sale con ella la citrulina y

las dos dai positiva la reaccién con el método de Koritz= Cohen.




FIGURA 7.

‘Separacién cromatografica de arginina.- Se prepar6 una so-
fucién conteniendo 3.GC pimolas por ml.de h\ipur,i L-arginina
y 1.0 pmola por ml. de L~arginina guanido C an amorti-
guador de citrato de sodio O 1 MapH de 5.0. Se pasd
1.0 ml. de esta solucién por una columna de resina Dowex
50X2 equilibrada con el mismo amortiguador. La elucién se
llevd a cabo en la forma indicada en la grafica,, Las frac-
ciones colectadas fueron de 5.0 ml; en cada fraccién se
determind el color producido en la reaccién de Sakaguchi
empieando 0.5 mi, de alfcuota y se midié la radioactividad
en un contador de plachetas (eficiencia de 16% para C+%)
utilizando 0.2 mi. de alicuota. : '

|~
&
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Con el fin de demostrar que es arginina el pico ,

que sale con la soluci6n mds concentrada de NaOH, se pasé por otra

. 14 i ,
columna arginina ~'C marcada en el gulanido, observdndose que toda

la radioactividad sale en este pico. Ademds, se agregé arginasa puri-
ficada, con la consecuente desaparicibn del color y de la radioactividad,

La radioactividad de las fracciones se determing, tomando una alfcuota

de 0.2 ml. de cada fraccién, las que se colocaron en planchetas y
posteriormente fueron lefdas en un contador Nuclear Chicago, modelo -

1043,

Separacién de Urea.-

La segunda patte del eluidp de la columna con
resina Ag2x8 se le agregé HC1 ‘1.0 N, hasta tener una concenlra=
cién de 0.1 N.

Se pasbé a través de una columna con resina
Dowex 50x8 equilibrada én HC1 0.1 N. ~lv1n1edi‘étélne|1te se le -
agreg6 9.0 mi, de HC1 0.1 y NaCl 4,0 N en HC1 0.1N has-
ta colectar 11 fracciones de 3.0 ml. cada una. '

Lva‘ urea es eluida 'c‘on el’ cloruro de soﬂio pér=
maneciendo unidos a la resiha el hipurll-L-arginina, la 'arginina y la
éitrulina., 'aynque en las dltimas fracciones empieza a salir citrulina.

(Fig. 8).

Con objeto de demostrar si es urea la que se
eluye con el cloruro de sodio se pas6é por otra columna urea marca-

: 14 P ,
da con = C y se determind radioactivad a todas las fracciones con




, FIGURA 8.~

Separacién cromatogrifica de urea.- Se prepard una solucidn
- conteniendo 3.0 zimolas de citrulina por ml. y 1.0 pmola por
~ml, de urea C* en HCl 0.1.N.Se pasé 1.0 ml. de esta so-
luci6n por una columna de resina Dowex 50 X 8 equilibrada
con HCI 0.1N. La elucién se llevé. a caho en la forma in-
dicada en la gr4fica. Las fracciones colectadas fueron de 3.0
- ml; en cada fraccién se determing el color producido en la
~_ reaccién descrita por Kotitz y Cohen empleando 0.25 ml. de
allcuota y se midi6 la radioactividad en un contador de plan-
chetas- (eficiencia de 16% para- Cl4) empleando 0.2 ml. de

' alfcuota, - -
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el mlsmo método utilizado en Ia separacién de arginina y como puede'

verse en la Fig. 8, el pico de radioactividad corresponde con el de

color de urea.

Determinacién de la Radioactividad en urea,

Hevéndola a 14002;

De la fracci6n que tiene la cantidad m4s alta

. de urea (columna Dowex- 50x8), se toma una alfcuota de 2.0 mi,
y se coloca en un frasco especlalmente dlsenado para cuantificar -

" radioactividad (Flg 92A).

‘Se ajusta a pH.'";.O con NaOH y se introduce
en el, frasco un tu.bit.é con 0.2 ml, de hidréxidon de hiamina. Se
agregan 50 umolas de solucién amortiguadora de citrato pH 5.6 y
Hy0 a tener u voltimen de 3.5 ml.- Después se clerra el frasco |
con un tapbn de hule y se inyectan 10 mg. de ureasa; purlflcada
en 0.5 ml. de Hy0 (Fig. 9.B). |

Durante 30 minutos se incuba a 37°C en un

' bafio con agitacién, pardndose la reaccién con 1.0 mi, de HC104

. {
2.0 M. Se deja el frasco en el bafio otros 45 minutos para una

’ mejor fijacibn del C02 marcado producido en la reacci6n, Pasado

este tlempo se destapa el frasco; se ' saca el tubito con mucho cui-

dado y se coloca en un vial que contiene 15.0 mi. de una mezcla
para centelleo (4.0 g. de 2.5-difenil oxazol (PPO) y 50 mg. de

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




" FIGURA 9

§ .
Esquema que muestra el dispgsitivo para la.determinacién
de la radioactividad en urea ~"C y arginina +2C, llevan-
dolas a 25C02." En A se muestran sus diferentes partes.
En B se observa la forma de incubacién del sistema y
como se inyectaron las enzimas, la hiamina y el acido
perclorico. Tapén de hule de borde plegable (1) tubito de
vidrio (2), matraz de 25 ml. (3), tubo soldado al matraz
(4), sistema de incubacién (5),posicion de la'jeringa con
hiamina (6), posicién de la jeringa para inyectar la argi-
nasa,urcasa y el acido perclorico (7), bafio a temperatura
constante de 37° C, con agitacién (8), - '

[
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La radioactividad se cuantific6 en un contador de
centelleo Ifquido ( Nuclear Chicago, Modelo 4534 ). Para demos]rar que
en esta cuantificacién no es limitante la capacidad de la hiaminalde -
atrapar CO2 , ni ‘la cantidad de ureasa agregada, se hizo una curva
de concentraci6.n'de urea marcada con 14_C manteniendo constantes los
demds factores y se obtuvo una relacién directa entre radioactivad - -
~{cpm) y concentracién de urea -(Fig.10).

Determinacién de la radioactividad en arginina.

Se toman de la fraccién (columna Dowex- 50X2)
{ue contiene la concentracién mayor de arginina ,20 ml. y se colocan
en un frasco con tubito pero sin hidréxido de hiamina. Se ajusta a
pH 7.0 con HCll' y se agregan 200 umolas de solucién amortiguadora
de fosfatos pH 7.0 mis agua, a tener un voldmen de 4.0 ml. t'jes-'
pués se ponen 0.5 ml. de una solucién que conltlene'1.25 mg. de
arginasa bovina purificada y 1.5 umolas de MnClé en Hy0. Se -
tapan los frascos con tabones de hule y se incuban 30 ‘minutos a -
37°C en un baiio con agitacién constante, Al finalizar .este tiempo;'
se Inyectan en el tubito 0.3 ml. de hidr6xido' de hiamina y 104mg;
de ureasa purificadé en 0.5 ml. de agl;a,. en el sistemé.(Fig.Qb).
B Se incuban otros 30 minutos a .la misma temperatura. Al finali zar
este tlempo se inyecta 1.0 ml. de HClO4 2,0 M y se deja enel
bafio otros 45 minutos. Se sacan los tublto; y §e colocan :zn viales
con 15.0 ml, de mezcla para centelleo.’ Después son Ie(dbs en el

contador de centelleo Ii’aquidq.




FIGLRA 10. .

Recuperacién de radioactividad de urea 14C. En un

sistema conteniendo 50. zmiolas de citrato de sodio a
RH’ 5.0 se agregaron cantidades crecientes de urea
4C y ureasa purificada en un voldmen final de 4.0
ml., siguiendo la técnica descrita en Material y Me-

" todos.
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Purificacién de la citrulina ureido 190.

~ En base a experimentos antetiores se habfa sos-
pechado en una contaminacién de la citrulina marcada con ‘urea’ l4c,
Con la intencién de demostrar o descartar ésto se le agregé ureasa
purificada a uné muestra de citrulina marcada y se observé una pro-
duccién de COp marcado, comprobdndose la presencia de urea, en un
5% aproximadamen§e. Para separar a Ioé dos metabolitos se pasé una
muestra 'de citrulina radioactiva en HC1 0.1N‘ a través de una colu-

mna con resina Dowex-50X8 previamente equilibrada con HC1 0.1N.

. Se agregan inmediatamente 30,0 ml de HC1l 2.0 Ny 30,0 ml. de

HCl1 4.0N, colectindose 29 fracciones de 2.5 mR. cada una. Se
. [4)

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

La urea se eluye con el HC1 2.0 N y la citrulina con el HC1 mis
concentrado (Flg. 11 )(.

N Para demostrar que el primer“pico cortesponde a
la urea se traté6 con ureasa purificada:,“obs'ervéndose una desaparicién.
del color con la consecueﬁte apaticién de CO2 marcado. Al seguﬁdo

pico también se le agregbé ureasa y se demostré que la contaminacién

~ con urea era menor al 0.1%. Esta fué “la citrulina utilizada en los

experiementos.

‘Cutvas de recuperacién de urea 14C y arginina
14C. |
‘Montada la técnica completa, se procedi6 a es-

tudiar la recuperacién de los metabolitos en presencia de todos los -




FIGURA 11.
14 o
Separacién de la urea = "C contaminante de la citrulina
ureido .L9C, . .
De una solucién de citrulina ureido 14C en HCI 0.1N
con una concentracion de 20 pcuries /ml. se tomo 1.0
ml. y se pasd por una columna con resina Dowex 50X8
equilibrada con HCI O.1N. La elucion se llevé a cabo
en la forma indicada en la grafica. Se colectaron frac-
ciones de 3.0 ml.; y se determind color por el método
de Koritz-Cohen tomando 0.25 ml. de alicuota de' cada
fraccion. o
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‘compone.:ntes del sistema de incubacién, los cuales se pusiéron en las
- concentraciones utilizadas y cantidades variables de urea y arginina,
También se puso ornitina en concentraciones lguales a Jas de argin.ina.
y urea, ya que vosto aminoficido se va a encout}ar siempre on la =
misma coucentraclén que la urea. |

| Algunos puntos de la; cutva se determinaron en
- presencia del hqmogen‘eizado de hl’gado; en estas determinaciones se -
agregd la soluci6n saturada de &cido plcrico al sistema antes de aha=
dir el homogenado. Como puede verse en la Fi'g. 12, la recuperacibn

es lineal y reproducible.

[y
Ensayo de la carboxipeptidasa "B",

El ensayo de la enzima se hizo en presencia de
" los’ componentes del sistema de incubaci6n (a excepcién del ATP),

y 12.0 rumo'las dgl. dipé‘ptido' Hipurll~L-arginina, en un voldimen final

de 4.0 ml. | | \

B Se midi6 la actividad de la enzima como la suma
dg arginina hés urea producidas,debido a que en el homogeneizado exis~

’te actividad de arginasa. En estas condiciones se obervé que la hidr6-‘
lisis del dipéptido aumenta conforme al ‘tlempo y ala Eoncentraci6n de
enzima (Fig.13). De esta manera el flujo exbgeno se puede reQular
aumentando o disminuyendo la concentracién de la carboxipeptidasa B.

| También se estudié el efecto de esta enzima y‘ del dipéptido, sobre la

actividad de arginino sintetasa y arginasa encontrandose una inhibicin

de la arginino sintetasa menor del 15%.,




FIGURA 12.

(4%
Curvas de recuperacion de arginina y urca en el sistema

para medir sintesis e hidrdlisis de arginina endogena y
exogena.~ Se prepararon varios ubos conteniendo todos
Tos componentes del ‘sistema para medir siitesis e hidré-
lisis de arginina enddgena y exdgena excepto homogenei-
zado (o ), se les afadieron cantidades equimoleculares
de arginina,urea y ornitina a las concentraciones indical
das en la parte inferior de la grifica en un voldmen fi-
"nal de 4.0 ml. A partivr de cada tubo se separaron y
determinaron arginina y urea en la forma descrita en Ma-
terial y Métodos. Comio D.0. 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 necesarias en relacién a las alicuoias tomadas.
Se presenta también algunos puntos hechos en presencia
‘de homogeneizado utilizando la misma técnica (@ ).




o UREA

i o
o : o g
g : 9 r L
o b
: H ’ lo - :i!
) 8 : ¢
: T %
(' 7 B i l‘i

Total
(3]

D.O.
H

5 .
: ‘ : L
b 2 -

] ) A | 2 [ J B [ 1 1 J

. o.l 0.2 0.3 0.4 0.1 0.2 0.3 0.4

p molas / ml




[
FIGURA 13. e

Hidrélisis de hipuril- L-arginina por carboxipeptidasa B.-
Un sistema igual al utilizado para la sintesis e hidroli-
sis de arginina endégena sin agregar ATP se incubd a
37°C en presencia de 3.0 pmolas de hipuril- L-arginina
por mi. y 2.0 pgramos (0) 6 4.0 pgramos (@) por
ml. de carboxipeptidasa B. Alos tiempos indicados se

. midieron arginina y urea en la forma ya' descrita.
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CALCULOS.

Radioactividad | (1) C
especifica de la = (A-B) - (D

arginina. C

Radioactividad o 2) C
especifica de la = (A-B) (D)

urea. ' _ (G) (H)

umolas de urea

_ | | |
aportadas por el = (J) : (G)
X

el flujo mixto,

umolas -de Aarginin'a .
aportadas por el flujo (J) {(G)

endbgeno en el flujo ‘ X
mixta.

umolas de .urea o
arginina gportadas por -
el flujo ex6yeno en ~ ;
el flujo mixto. ' :

n

~
1

r

En las ecuaciones anteriores:

’

z cpm en alicuota de la fraccién con la mayor densidad  6ptica.

= cpm en alicuota de la fraccién correspondiente al tiempo cero.

s

e

o
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S ot
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¢
i
§il
1
0
y
B

¢ =

Voliimen de la fraccién con la densidad 6ptica mayor

R

D = Voltimen de la alfcuota utilizada para determinar radioactividad.

TETEERE

umolas de arginina o urea en alicuota de la fraccion con mayor
densidad éptica.

R e oo S

F = Voltmen de la alféuota utilizada para determinar color.

o
]

umolas de urea de la fraccién con . mayor densidad Gptica.
- C
(G = E (F)

H = La suma de las umolas de utea de todas las fracciones al
tiempo cero,

O
| = La suma de las umolas de urea de todas las fracciones al
tiempo correspondiente.

J = cpm de la fraccién con mayor densidad dptica de urea.

K = umolas totales de arginina ourea en el flujo mixto. -

L = umolas de urea o arginina produc:dos por el flujo endbgeno en el
' nuxto. :

X = Radioactividad especifica de urea. “

ol (1) Corresponden al conteo de fondo del aparato. ' o

(2) Es cuatro veces el conteo de fondo del aparato Se debe a una
pequeiia contaminacién de la citrulina (14C) con urea (14C),

e gt v <ot g .

* Se utilizan las mismas exptesiones que para urea pero con las

magnitudes correspondientes a la arginina.



7 — AT I T he e e e e e T i

- 2] -
REACTIVOS.

Los amino4cidos .marcados y la tiamina se obtu-
vieron de Calbiochem (Los Angeles, California, U.S.A ).~ La ureasa,
arglnasa, ATP vy la' resina DoWex-SO-XZ-ZOO de Sigma Chemical,Co,
( St.Louis , Mo. U.S.A,) El HyS04, HCL, tolueno, L~ naftol, 4cido
plerico y K2Sp0g de Baker Analized (J.T.Baker Chemical Co. --

Pittsburgh, N.J.,U.S.A). El Na25,03, Mg S04, NaOH,NaCl, -~

MnClp, HC104,KHoPO, de Merck ( E.Merck A.G. Darmstadt, Germany).

La carboxipeptidasa "B" y el dipéptido Hipuril
L=arginina de Mann Rgsearch Laboratories (Dicklnson‘&Co.., N.Y.,
N.Y.,U.S.A.). El hidréxido de hiamina, ¢l POF y el POPOP de
Amersham, Searle Corporation ( Illinois, U.S.A.). La 2,3 butanediona
monoxima y el &cido p-difenilsulfénico ( Sal. de sodio) de Eastman
Organic Chemicals ( Rochester, N:Y.,U.S.A.)' La resina AGZ-X38
y la Dowex-50X8 de Bio-Rad Laboratories ( Richmond, Calif, U.S.A).
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RESULTADOS. ' "

Con el sistema de siitesis e hidrlisis de argi=
nina, descrito anteriormente ,se ilev6 a cabo un experimento, con el -
fin de medir la capacidad de la arginasa para hidrolizar arginina endg-
gena y exdgyena.

Se ensayd el sistema de incubacién en ausencia
de carboxipeptidasa y de Hipuriﬁ L-arginina y en presencia de todos
los componentes omitiendo ATP a fin de establecer los flujos exdgeno
y endégeno , respectivamente,  Previamente se demostr§ que el sistema
de produccién enddgena no funciona en ausencia de ATP.

De esta manera se ticnen Bor un lado la forma-
cibn e hidvblisis de arginina prod.ucidav a partir de aspartato y citruli=-

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

de toda la arginina producida es endégena. Como se ve la cantidad

de urea formada es mucho mayor la.cantidad de arginina acumulada,es

decir, este aminodcido esti siendo ficilmente hidrolizado. A tiempos
cortos la produccién 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 totalmehte,quedando una pequefia cantidad, pero a

’:'-'partir de este tiempo es completamente, hidrolizada. Al centro de la

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




FIGURA 14,
. &

Sintesis e hidrdlisis de arginina;formada a partir de citru- -
lina, acido aspartico y ATP (endbgeno) , a partir de hipuril
arginina (exdgena ) y a pardr de ambas fuentes simultaneas

" {enddgeno + exdyeno ).- EI sistema de incubacién se encuen-
tra descrito en Material y MéEtodos; para obtener el flujo en-
dégeno separado se omitieron del sistema el hipuril-L=-argini-
na y la carboxipeptidasa B, para obtener el -flujo exdgeno se-
parado se omiti6 el ATP. Los sistemas asi formados se in-
cubaron a 379C;a los tiempos indicados se midié la cantidad
de arginina (o) y urea ( o ) formadas por ml de sistema.
Ver Material y MéEtodos para la separacién cromatogrdfica y
determinacién colorimetrica de arginina y urea. .
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H

dipéptido y carboxipeptidasa’, o sea el flujo exégeno. La cantidad de
urea es mayor que la de arginina, sin embargo a los 45 minutos to-

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

de incubacién.

El resultéxdo obtenido cuando estuvieron en el

mismo. sistema los ‘dos flujos sAe ve en la parte derecha de la Fig.1l4
donde se observa una cinética mis parecida a la del flujo exégeno.
Es‘ de notarse una libera inhibiﬁéh del flujb enddgeno, ya que la su=
ma de los doé flujos, valorados separadamente .no es igual al flujo =
mixto, Esto se de[;e a que la carbaxipeptidasa inhibe algo Ael sistema
de. sifitesis de argirﬁna.

Para saber si hubo o no p;‘eferencia de hidrdlisis
de la arginina enddgena es necesario cuantificar las contribuciones del
flujo endégeno y del 'exégeno a la urea formada, Para "obtener este Adato
segiin se indicd anteriormente se utilizé la actividad' especifica de la
arginina y de la urea, obtenida en el flujo endbgeno 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 fiujo ex6geno es la diferencia entre el total menos el endd-
geno. De esta forma tenemos (fig.15) Las cantidades de arginina y urea
gue aportd 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 mds urea. El flujo --




FIGURA X5,
Determinacién de la cantidad de arginina y urea producidas
a partir de la fuenle euddgena (0), exduena {(4) y enddgena
+ exogena (D) cuando ambas fuentes se encuentran presentes
simultdneamente en el sistema. Los datos se obtuvieron del
mismo experimento presentado en la figura 14, tomando (nica-
mente el sistema en que ambos flujos de arginina funcionaran
simultdneamente. Para obtener la cantidad de urea y arginina
‘producida por la fuente endégena se tomé en cuenta la canti-
dad total de arginina y de urea,laradioactividad total de ambos
metabolitos y la radioactividad especifica de ia citrulina emple=
ada*. La cantidad de urea y arginina producida por la fuente
ex6gena se obtuvo restando la cantidad obtenida para el flujo
endbégeno de la cantidad total (ver calculos).

* Cuando el flujo endégeno funciond separado del exbgeno la
radioactividad especifica de la citrulina empleada y de la-urea
y arginina formadas fue la misma.
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exdyono es cuatro veces mayor que el endfgeno y ambos empiezan a
decrecer a los 25 minutos.

La cantidad de urea que produjo cada flujo.se
observa en cl centro de la Fig. 15, donde se ve la semcjanza entre
ésta y la gréfica del flujo total, debido a- que la cantidad de urea es
muy grande en relacién a la de arginina por lo que al restar la can®
tidad de arginina practicamente 'nc'; se modifica esta cantidad. De 6&sto
‘resulta claro que fa diferencia.en ‘la hidr6lisis de arginina no pueden
ser aparente‘s en esta forma. Se ve también que es lineal la produ-

,‘cci6n de urea hasta los 25 minutos disminuyendo a partir de este
tiempo. o

A la derecha se muestra la cantidad dé arginina
que aporta cada flujo y la forma en que fue hidrolizada en funcién cjel
tiempo;se observa que en tiempos menos de 25 .minutos‘,la cantidad
de arginina endégena y exbgena estd siendo sintetizada e hidrblizada
en forma parecida, péro a partir de este tiempo empicza -a aumentar
la hidrélisis de la arginina endégena{,pérdiéndose ‘la relacién de hijdré-
lisis que habid en los ptimeros minutos. Que‘ la arginina endéyena se
hidroliza més se abrecia facilmente pues‘a. lps 45 minu'tos casi toda
la arginina que queda es exdyena.

Estos datos pueden verse en otra forma {ta-

bla | ) donde la cantidad de arginina end6gena hidrolizada es mayor

a partir del minuto 25, conservéndose una relacién de flujos constan=

T




TABLA 1. o

Hidrdlisis de arginina endégena y exdgena .

En cada ticmpo se senala cn terminos porcentuales tanto
la contribucidn de arginina endégena (1) y- de arginina -
~exbgena (1) como la proporcién de cada tipo de arginina
que no es hidrolizada . La radioactividad especifica se
expresa como cpm por umola de urea o arginina
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te; por lo que, consecuentemente la actividad ‘especifica de la arginina
‘va disminuyendo, siendo a los 45 minutos aproximadamente 5 veces =
" menor. |

Dada la disminucién de la actividad especifica
de la arginina .erd. de esperarse un aumento en la actividad espe=-
cifica de la urea, que no se observa en la tabla. Ello se debe a
la gran cantidad de urea acum,ulé}dos en relacidn a la 'de arginina,
siendo asl’ diffcil de notar un cambio eniactlvldad especifica de la
urea.

La disminucién de la actividad especffica de la
arginina se obserya solament“e en Jos (ltimos ti%mpos, lo cual pare~- |
ce indicar que la capacidad de la arginasa para hidrolizar arginina
endbgena aumenta con el tiempo. Con objeto de probar directamenté
si la capacidad de hidr6lisis de la arginasa se incrementa con ci-
tiempo, se disefio un experimento consistente en e'§tudiar la conver-
sién de citrulina én arginina y urea Iniciando la incubacién con --
citrulina fifa y agregando en distintos tubos pulsos de c1trulma mar=
cada con 14 C en el grupo uteido a diferentes txempos, mxdxcndo la
incorporacion’ de radioactividad en arginina\ y urea, 3 minutos después
‘de afadir el pulso. Los datos obtenidos se muestran en la figura
i&, donde se observa que a partir del minuto 18 aumenta la rela-
cién de cpm de urea/ cpm de arginina y lo que coincide con un -

aumento en la hidrdlisis de la arginina end8gena acumulada.




FIGURA 16. .

Capacidad del homogeneizado de higado de rata de hidré-
lizar arginina enddycna en el sistema ya descrito. Se

inicio la reaccion con citrulina fiia ]\_/ en cada ticmpo se
agregé un pulso de citrulina ureido A¢ (44,000 cpm)
se dejd incubar 3 minutos mas y se midi6 la cantidad

de urca ( © ) vy arginina ( o) formadas (a), asl’ como
fa radioactividad incorporada en-urea y en arginina (b).

En (c) se muestra la incorporacion de radioactividad en
urea 4+ arginina (o) la radioactividad incorporada calcu=-
lada (ver texto) y los cpm obtenidos a un tiempo.de -
incubacidn, pero incubados con el pulso 6 y 9 minutos

(o). : '
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En‘ este experimento se puede calcular la can~
tidad de cpm de arginina mds urea que deberfa obtenerse en cada -
uno de los tiempos, teniendo en cuenta la actividad especifica de la
citrulina en cada tiempo y la cantidad de urea y arginina producidos
en cada intervalo de 3 minutos.

Cgmo puede observarse (Fig.16) la radioacti=
vidad incorporada en urea y arginina es menor que la esperada. No
obstante cuando el tiempo de incui)acic’)n después del pulso de citru=-
lina marcada es mayor de 3 minutos, aumenta la incorporacién de la

marca en urea + arginina
t .

‘Los experimentos antetiores indicaron que au-

o .
menta con el tiempo la capacidad de la aryinasa de hidrolizar la
arginina endégenav,' lo cual podiia deberse a la presencia de alguno (s)
de los componente(s) durante la incubacién por lo que se estudié el
sistema de produccién de arginina enddgena, preincubdndolo 25 minutos
con los componentes del sistema omitiéndo uno a la vez la incubacién
del sistei.n completo, se prolongé la incubacién durante 20 "minutos.‘
Se razond que‘ habrfa una hidrélisis completa de la arginina desde los
primeros minutos en el caso de que algln ‘componente fuera responsable
de inter;xccionarse con la arginasa‘y asi aumentat su capacidad de hidrs-
lisis. Cuando se preincubaron los sistemas sin aspartato o sin éitrulina

y. se inici6 la reaccién al tiempo cero, con cada uno de ellos no se

encontraivii cantidadeé apreciables de arginina y urea (Tabla 2 ).




TABLA 2.

EFECTO DE LA PREINCUBACION SOBRE EL SISTEMA DE FORMACION DE ARGININA.

SISTEMA, : .- ACTIVIDAD DE ARGININO

. SINTETASA (%) *
‘ 1.~ Complato N : . ‘ k- | . ' 100
2.-  Sin ATP TR R S 85.
3.~ Sin acido aspértico 7 o : | ' 20
4.~ Sin citwlina o ' - | | 10
5:- Sin Mg ;+ . - ' ‘ | ‘50

Les tubos se premcubaron 25 min. a excepcién del 1y la reaccién se inicié
agregando el componente omitido.

* Se expresa como la suma de urea y arginina durante los -20 minutos de incubacién.




En el caso del sistema preincubado sin My ++
se obtuvo una produccién de arginina y urea de aproximadamente la
mitad del control' (sin preincubar), Cuando el sistema fue prein-
cubado sin ATP e ihiciado al afadir este compuesto la .praduccién
del sistema fue muy similar al control;

Esto indicaba que durante la incubacién, de
alguna forma se estaba perdiendo ATP, probablemente por hidrdlisis
por ATPasas que se presentén enl"el homogeneizado, pues cuando se
preincubé sin ATP el sistema trabajé normalmente, el caso del Mg+
se explica por el hecho de que es un activador de estas enzimas y
asi cuando se preincubé en ausencia del catién no se degradé todo
ol ATP y el sistema funcioné en un 50%. )

Esta observacién vsugerx’a gque el flujo endbyeno
disminuye por falta de ATP, por lo que se estudié el efecto de 5
pmolas ‘de ATP agregadas a diferentes tiempos después de iniciada
Jda incubacidn, cuando. el flujo es lineal, cuando empicza a disminuir
cuando ha llegado a una meseta. Los resultad"os muestras que en todos
los casos el ATP aumenta gl flujo, principalmente cuando todavia es
lineal. También se observa que cada vez-que se afade el ATP se
acumula arginina ( Fig. 17). | ‘

El hecho de que se acumule arginina en un tiem-
po donde habla sido totalmente hidrolizada la arginina en el control,

sugirié6 una posible inhibicién de la arginasa por el ATP a las con-

centraciones iniciales, lo cual explicaria’ la acumulacién de arginina a




FIGURA 17.

Efecto del ATP sobre el sistema de sintesis e hidrélisis
de arginina enddgena. Se prepararon varios tubos conie-
~niendo todos Tos componenies del sistema endégeno y a

diferentes liempos de iniciada la reaccién se agregaron 5
ypmolas de ATP, se incubaron a 37°C con agitacién 10

y 20 minutos mas. En cada tiempo s¢ midié la canti-

dad de urea (@) y arginina (o) producida en la forma

descrita en Material y Métodos.
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tiempos cortos y, después de ser hidrolizado el ATP disminuirfa la
inhibicién y la arginina serfa‘més facilmente hidrolizada.

Si este fuera el caso habrfa una concentracitn
de ATP por debajo de la cual no se obscrvarfa ningln cfecto sobre
la arginasa. Para demostrar esto se hizo un experimento en el cual
se pusieron diferentes concentraciones de ATP en el sistema,espe-
rando encontrar una conccntraciéx'} ‘que diera como resultado que no
hubiera acumulacién de arginina desde Qn brincipio. lLos resultados
muestran una acumulacidén de arginina en todos los caso's similar a

la encontrada. con la. concentracién mayor variando solamente en la

cantidad acumulada (Fig.18 ).

s



&

FIGURA 18.

Efecto de la concentracion de ATP sobre el sistema de
sintesis e hidrolisis de arginina endégena, Se preparardn
varios tubos conteniendo los componentes del  sistema en
la concentracidn indicada anteriormente a excepcibn del =
ATP, cuya concentracién se varié como sigue: 1.0 umola
(A) 2.0 umolas (B), 3.0umolas (C) , 4.0 fmolas (D),
5.0 pmolas (E). '

La reaccidn 'se inicid con el homogeneizado y se :incubd
~a 37°C con agitacién los tiempos senalados en la absci-

sa. Otra indicaciones son los mismos que en la figura 17.
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DISCUSION,

’

Se ha postulado que las eﬁzimas gue formarn el
ciclg de la urea se encuentran integradas. flsicamente { Sober6n, Ortiz-
Pineda y Tarab , 19207 ; SoberBn, Tarrab y Palacios, 1¥60 ). Los da-
tos en que esta a;;oyado este postulado son los siguiéntes:

| a) Las pozas metabolicas de arginina y ornitina
son mas bajos en el hfyado de los animales urcotelicos que en los =
uricotélicos ( Kaplan vy Schinﬁzu, 1562 ).

b) La arginina es un aminoicido escencial en la

‘vata ( Broman y cols, 1940 ) y cn el hombre se ha demostrado que el

e a . . , e . .~ , .
aminodcido se requiere para un crecimiento optimg de los nifios ( Holt,

y cols, 1960).

c) La administracién de citrulina marcada a la
rata se incorpora como arginina marcada en las protelnas del rifion
pefé no en las proteinas del higado (Roger's y Frédland, 1408,

d) En homogen'eizados' de Efgado de ajolote mexi-

cano ( Anfpystoma mexicanum) se - ha encontrado que la actividad vy la

"-estabilidad de la arginasa no se relaciongxn directamente en su capaci-
dad de hidr‘olizar arginina endégena. En efecto a concentraciones de
Co+¢ y Ni ++ qué dan la misma actividad y estabilidad hidrolizan
en forma diferente a la arQinina enddgena. Con Co+t hay una hidré-

lisis de arginina endbgena del $0% mientras que con Nit+ solamente
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es del 30% siendo igual la actividad y estabilidad ( Palacios, Huitrén

y Soberén, 1969 ). Esto sugiere la formacidn de diferentes tipos de
complejos de metal-enzima, iguzilmente éctivas y e.stables que sin embargo,
no tienen la conformacién adecuada para unirse con las enzimas que
forman arginina.

e) El hecho de encontrarse todas las enzimas
responsables de la biosintesis de arginina més 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 iﬁteresante el estudio de la relacién entre
las caracterlsticas de la molécula con su capacidad de integracién al

[4}
ciclo.

El vpresente trabajo se llevé « cabo con la in-
tencidén de obtener rﬁayor evidencia sobre la lntegracién de la arginasa
con las enzimas que’ forman arginina.

Los resultados obtenidos demusstran- una hidrdli~
sis -preferente de la arginina endégena sobre una arginina pn:oducida
4"artiﬁcialmente " en el sistema lo cual ha sido interpretado en el -
sentido que la arginina biosintetizada a pattir de citrulina es mas -
accesible a la accifn de la arginasa.

La hidrélisis preferente puede ser explicada de
’la siguiente fbfma:

. ) r .,
a) Que la arginina producida endbgenamente -
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sea diferente a la producida por el dipeptido.

b) Que hubo una disminucidn del flujo .endégeho
anterior al del exdgeno. |

¢) La integracién fisica la atginasa con el sis=
tema de produccién de‘ arginina; { Arginino succinico sintetasa y Atrgini-
no succinasa).

Sobre la primera posibilidad se ha demostrado
que tanto la arginfna producida ‘p'or la fuente enddgena como la produ-
cida a partiv del diréptido cromatégraﬁ’an igual. Ademés ai;ladas del
sistema de incubacién ambas son hidrolizados por arginasa produciendo
urea y ornitina. |

o

En relacién al inciso b, se observa en la tabla
1 que la r'elaciénb de velocidad de los dos flujos permaneciendo cons-
tante durante todo el tiempo de incubacién. No obstante, cabtia la
posibilidad que el método para determinar la cantidad de urea y argi-
nina no sea lo suficientemente sensible para detectar las -diferencias
en la velocidad de los flujos, lo cual traeria como consecuencia la:
disminucién de la radioactividad especifica de la aréin_@na. |

| Favorecemos la interpretacién de la integracidn
fisica de la arginaéa paré explicar la hidréilisi"s preferente.

Dicha preferencia resulta de una mayor concen= .
tracin de arginina endégena cerca del sit.io activo de la arginasa.
“Hay que recordar que el Km de la arginasa de la rata es de 5x10

-Q . { . ) .
2 M y en el sistema experimental se encuentran concentraciones
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menores de 5 x 10 ~4 M, rango de concentracién en el que cualquier
~aumento en la cantidad de arginina se acompafia de un aumento en la

velocidad de la reaccién.

Sobre el particular-es de notarse que casi toda
la arginina producida es hidrolizada, lo cual sugiere un exceso de
arginasa.

La hidrélisis preferente se refleja en una dismi-
nucibn de la radioactividad especfﬁca de ia arginina. Cabe preguntar
porque la actividad especifica baja a partir del‘ minuto 25 y no desde
el tiempo ceto. Sé penso que esta situgcién era debido a un aumento
en la capacidad de la arginasa para hidrolizar argjx1ix1a, causada por la
interacién con algunos de los _componentes del sistema cn las condicio-
nes utilizadas, No se encontrd el responsable dirgcto dcl aumento de
esta capacidad. Asi la disminucién de la actividad especifica de la
| arginina a partir de la incubacién del minuto 25 rec';uiere mayor estu-
diozpor lo pronto es necesatio llevar a cabo‘ el experiment.o con los
dos flujos juntbs pé}ro con una actividad menor de arginasa, condicién
en la que debe hacerse mds aparante la hidrélisis preferente. .

Respecto de la acuhxu}acién de la arginina (fig.
17) que resulta al afadir ATP se descarté un posible efecto inhibi-
torio sobre la arginasa y pudiera ser explicado también como un reboj-
samiento por arginina del si.tio donde esta siendo hidrolizada.

En relacion al agregado multienzimatico es impor-
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‘tante recordar que la distribucién de las enzimas que sintetizan urea,
obtenida por estudiqs de centrifugacién diferencial no apoyan el agre=
gado multienzimtico, ya que se obliene la siguiente localizacién :la
carbamil fosfato sintetasa y la omitina transcarbamilasa en mitocon-
dria, la arginina succlnico sintetasa y la arginino succinasa en so-
brenadante y la arginasa en microsomas, ndcleo y mitocondrias. ('Cohen
y Hayano, 1948; Mora y cols, 1965 )‘." Sin embargo es necesatio revi=
sar mas 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 fosfolipidos. ( Estrada,
Carabez y Cabeza, 1966). También se ha encont(;ado que el uso de
solventes organicos en estudios de centrifugacién diferencial permite
retener en el nicleo algunas enzimas que participan en la biosintesis
“de &cidos nuclel’cos'( Alfrey, 1959).

. Por otro lado es importante tener en cuenta la
gran organizacién estructural de la célula puesta de manifiesto con el
mlcrdscopio electrénico y con otros métodos con que se cuenta en la
actualidad.

Con ésto, se ha estaBlecldo la idea de que la
célula no es una solucibn de m'oléculas que interaccionan al azar -
sino todo lo contrario,la célula. tiene varios nivies de organizécién,
que van @ un orden de complejidad creciente como son : molecular,
macromolecular,supramacromolecular,subcelular, celular e intercelular.

Generalmente el orden en que se han empezado a estudiar ha sido—

e e

i
¥
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‘decreciente, es decir el problema de Ia 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 oxidativa que transporta electrones desde los sustratos oxidables

hasta el oxfgeno y que se acoplan con la sintesis de ATP. Estén
localizados en la mitocondria y orgaﬁizadds en forma de ggregados que
constituyen bloques,l los cbaleé ha;n sido designados como complejos
I, I, l, yiV ( Green, y Whorton, 1963 ; Feméndez- Moraﬁ, Oda, Blair
y Green, 1964 ; Blair, orda, Green y Femdandez-Moran, 1963).

| Se ha descrito tanibién que las enzimas que ca=
talizan la descarboxilacién oxidativa del 4cido plravico 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.coli.

~ (Koike, Reed y Corrol, 1960,1963 ). Se ha visto que estd formado

de : 16 mokculas de piruvato de descarboxilasa. que contiene pirofos-
fato de tiamina, un agregado de lipoico reductasa transacetilasa que-

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

. dihidrolipoato deshidrogenasa cOntenienao 2 moléculas de-FAD por mo-

* lécula de enzima. El agregado tlene un peso molecular de 3.9 X106

Ademés es posible separar el agregado en sus componentes y éstos

~vuelven a unirse (Reed y Oliver, 1968). Su organizacién macromole~

cular se ha observado claramente en el microscopio electrbnico (Williams,

Oliver y Henn‘eby, 1967; Femandez- Moran,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 oxidativa que ‘trahsporta electrones desde los sustratos oxidables
hasta el oxfgeno y que se acoplan con la sintesis de ATP. Estén
localizados en la mitocondria y orgaﬁizadds en forma de agregados que
constituyen bloques,l los cilaleé ha;n sido designados como complejos

| I, I, i, yIV (Green, y Whorton, 1963 ; Fefnéndez-Moran, Oda, Blair
y Green, 1964; Blair, orda, Green y Femandez-Moran, 1963 ).
| Se ha descrito (también que las enzimas que ca=
talizan_ la deécarbo*ilaci6n oxidativa del &cido pln?vico se organizan
formando un-agregado que se localiza en la mitocondria de las cé-
lulas animales y de plantas y en .Ia, membrana de bacterias E_ggh_
( Koike, Reed ’y Corrol, 1960,1963 ). Se ha visto que estd fo;mado
de: 16 molézﬁulas de piruvato de descarboxilasa. que contiene pirofos-
fato de tiamina, un agregado _de lipoico reductasa ‘transacet‘ilasa que-
contiene 64 subunidades , cada uno con éCido lipoico; 8 moléculas de
) dihldrolnpoato de.,hudrogenasa contemendo 2 moléculas de-FAD por mo-
lécula de enzima. EI agregado tlene un peso molecular de 3.9 X106‘
Ademés es posible separar el agregado en sus componentes y éstos
vuelven a unirse (Reed y Oli-ver, 1968). Su organizacién macromole-
“cular se ha observado clal.'amente en el microscopio eleétr6nico Williams,
| - Oliver y Hennley,.1967;“F¢méndez‘- Mora’m,Reed y K(;ike, 1969 ).
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La descarboxilacién oxidativa del 4cido o¢ ceto-
glutdrico se lléva a cabo en un agregado muy s'imilar al descrito an-
teriormente ( Sanadi, 1961). | |

Por otro lado se ha encontrado en la fraccién ‘
sobrenadante un agregado multienzimirico que blosinteti'za icidos gra-
sos y ésta formado por seis actividades enzimaticas diferentes. Se
ha encontrado en animales y en, levaduras, &ste Gitimo ha sido ex-
tensamente estudiado por Lynén (1961,1967,1964,1965,1969).
Se ha propuesto que estas enzim'as se encuentran alrededor de un
grupo sulfidrilo central al que se unen los metabolitos intermediarios
por unibén covaleﬁte, de modo que puedan estar gp contacto con los
sitios activos de las- enzimas {Lynen y cols). Tiene un peso mo-k
lecular de 2.3X106 y se han obtenido microfotograffas en el mi-
croscopio electrénico { Hagen y Hofschneider, 1964; L&nen,l967 )
recleﬁtemente ha side cristalizado (Lynen, 1969 ).ﬂ )

. Otro ejemplo de agregado multienzh-nético es la
triptofano sintetasa ( Reed y Cox; 1966; Yanofsky, 1960; Trffa~ Ba- |
chi y Cohen,l968;Henning,l966,;Umberggr,1964 ). La sintetasa en
E.Coli ,estd formado de dos tipos de s'ubunidades: Ia§ -oL y Bp. -
Son facilmente disociados y son protefnas completamente diferentés.
Las subunidades separadas. tienen actividad enz}médtica parcial en re-
lacién a la actividad del ag.regado.'

Es interesante el descubrimiento de estos agre-

‘gados, pues indican la gran organizacién estrctural de la célula,
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Algunas de Ias ventajas que tendria la célula con estos agregados
seria una mejof regulacién de las vias metabélicas y un flujo encau-
2ado de los metabolitos (Mora,1969 ). Actualmente la existencia
de los agregados, parece ser un fenémeno mis general de lo que se'
pensaba ( Ginsburg 'y Stadman, 1970), pues el nidmero de agregados
multlenznmétlcos reportados ha aumentado considerablemente.

Los agregados rteportados actualmente son com-
plejos, hasta cierto punto estables, los cuales no son facilmente diso-
ciables, Sin. embargo, se plantea la pregunta ;no hay complejos de
tipo m&s labil que con los métodos de preparacion usados; se diso=-
cien y no se localfcnn’ como tales ? Pensamos que la integracién de
la arginasa con'las?»'.cr';uzimas formadoras de arginin% y probablemente to~
das las enzimas del ciclo estan u.nidas. en forma débil y al hacer las
preparaciones se sebaran. Pdr 6tro, Iacio este tipo de complejo resulta-
fla ventajosos para la célula, pues podria ensamblarse sélo cuando la
célula lo necesitaria y disociarlo cuando no fuera utilizado.} Por ejemplo
tenemos el caso del polisoma, en donde ademis de establecerse la.

i

unibn protefna’ y 4cidos nuclefcos existe la relacién de un recambio de

ribosomas durante Iu;;..w'vxvnteSIs de protefnas (Wamer y Rich, 1964 ), -
VSena lmportante también la ‘regulacién de la ac-

tmdad enzimética por Ia mteraccnén de las moléculas en el proceso

“de asociacibn- dxsoc:auén, pues podrl’a haber activacién e mhabnc:én de

las enzimas integrantes del agregado dependiendo de la concentracién
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‘de metabolitos iniermediarios del ciclo, este tipo de agregados por
sus caracten’sticaé serfa dificil de obtener en la misma forma que
los agregados mencionados ante'rioﬁnente.

Para el estudio de complejos ldbiles es necesa-
rio la introduccién de diferentes metodologids; pensamos que el siste-

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

integrados,

CEe e L e PRSP
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