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!‘ZESUHEN

Estudios previos del grupo de Lrabz s aonas

esta tes:s han demzsbirado que el cipiridamos, en un ntervale de
-1z

cencentracion e 10O 2 10

Cgluzagon, eplnelrina y agenosina) ae la urecgeénesis, z:empre Y

cuande se uwtilice como sustrato precursor de la utea A& la

glutam:nza, Sin embarge, en este trab2jo se encantrd que

SUSLrate para la sinuesls de Urez ec el carpbonate de anenic, No se
observi inhibicion de la ureocgenesls estianulada por glussgen. Los
dateos suglerén gQue este =fecto del dipiridameol, puesae oeberse a
1 bién a

und irntoiclen en la activadas e la enTima glutamina

un trensterne en el transporte e

regulazien ce
pernit.r la iiberacion del. mitragens amidico

forma =« amoRlaZo. para que se util

en la LLosintesls de urea. Los reswul

Lrrivamol o produds bioques en &l Lransporie

de F.uLaNMina s travaes de la memdbrana plasmés.za ni ce . R ERMDr ana

mitoccnerial, perc i1 <e observa

de la wiutamlnasa miirocondrial.

Se toncliuye que el diplordamsl

narLal oexpiircz, ac

de urea.



ANTECEDENTES

1. SINTESIS DE UKREA
La tormacion de urea en los animales ureotélizcs es un

proceso extraordinariamente rapido y eficiente; permite disponer

de cant:igdades muy importantes Qe amonlaco, gue es muy LeMlco. Y
formar la urea, practicamente Lnerte, la cual os Sintetizagsa ¢n ol

higade, vertida a la sangre ¥y elimnada por el Hon. Las

reacciones )y los interpediaricl on .4 SLoI.nlells ae o mel e
urea a partir de un mol de amonisio y otre ge birodXideo we carbono

con Mg®' v ATPY, as: coms del o

Se mueslrar en ta tigura i (12,
En la sintesis Jde urea se roquiere Ll partic:taz.eon de S
reacclones enzimaticas sucesivag, aigun:xs ae esas Pencllones

ocurren en el citosel en tanto que otras s& ilevan a cacs en la

mtocondria. La fermacién de urea es un process enerns

Licamente

costeis, lo cual asegura su trreversibllicad. .a ecuy

general

E!l procesc se inicia zcn la

ameniace, olro de bidxido de carbony y & de fosfato (de ivado del
ATP) para formar carbam:l fostato, la reacs:on o Cuta.lzada por

la caroarul fosfate sintasa I (CP

5]

12 y gasva 2 moles ce &3P (por

lo menos en tejidos de mamiferos) gque los convierte en & weles ce
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ADP per mol de NHE Yy COZ consumidos Yy concensadaos 1.

Se . ha comprobaao gue en Organismes elcariente

enzimas que sintetizan carbamil fosfate, y son La CPS 1 v ia CPS

I1.

! numeral rotance 1 repres

ureogenwsis, a fin de disvinguiria de la orma Crlose.ica

Esta ultima ejerce ura funcidn diferente Yy es necesarla en la

biostntesis de log nucledtideos. Es inpertante indicar Le TIPS
I, requiere en formx absoiwuta ae N-acstil glutanalo o BE, que
actua como efectur alostérico, xl asociarse con  act:ivadores

iénices como el K y el Mgz'. A su vez, @@ NAG se forma a partair
de glutamato y acetil Co A en una reaccioén catalizada por ia NAG
sintetnsa,

Posteriorments, el carbaml Tosrat:s CCPY sintetiZsac

reacsi ol con la ermitina

Tezgtliin

transcarsani.asa (OTCO.  wa

momRrAaAna ce aun lat)

crreunstanzias  fisiolog:icas

velocldad de la ureogenes:s

umen g

succinat o




sintasa y requiere de ATP. Es importante :indicar que » pafiir de

esta etapa las reaccicnes subsecuentes e llevan a < en el

citosol.

El siguiente paso, consiste @en @l desdi:lamiento

reversiple del arginin zeinale  en arginina Y lumaralo,
catalizado por la enzima arginin suceinasa. El fumarat: rUormado,

puede ser convertido en oxalacetato mediante las reaccicnes de la

fumaraza y de la malato deshidreogenasa y luego transaminado éste

para regenerar el aspartato. Por otra parte, la ar

transforma en ornitina ¥y urea. La hidralisis del grupe giuamrdinico

de la arginina es catalizado por la arginasa, la cual suentra

en el higado de todos Loz erganlismoz urectéliecos. Arginata

altamente puriticada praeparada adel higado dw mamtferos s. activada
2+ 2+
por el Co O el Mn"'. La ornitina y la lisina son patentes

itnhibidores que compiten con la arginina.

2. REGULACICHN DE LA UREOGEMNESLS

Existe un gran numero de

studlos, que intentan

identiticar loz pasos limitantes en la via de la sintes:: ae urea.

Se nz 2

el o 12 La disponibi: de aTP

£3), & La dispormabilidad de¢ equivalentes reductores {4 / T, 3D
Los niveles de diversos i1ones {d), 42 Las actividades de los
Sistemas de rLrancporte  de  aniones  localizadss oen

mitocendrial (4] y %) La dispomapiriidad de sustratos

{73,

Esos estudios han demostrace que la =intes:is o=

7



deperces en gran med:d: do la concentrac:on disponibieas ATP v zel

estac oNI D resucter de log prricin nucledtizes, @n
compar Limentas celulares espesificos. 10 que a sy ver altera la
concentracisdn ue metabolitos ¥y SuU Ltransportw a lravee - ge ia
membrana mitccondrial.

Los aspeclos mas estualados en la regulacion pEl siolo

de la urea han sico:

2.1, DIETAS Y CANTIDAD DE ENZIMAS

Schimke (8., T y 10)] pupl.co gque Llos

enz:mas nepaticas partizipanties en la DIIILGOS:S Q& -4 Urea so
medifican ceordinauanente en ratas en funcisn del contenins e la

proLeina 29 Una drwls. Las rat:sn alimentadas

S, LUVieron un Lharent o

a SoniToee (€] & oonolulr Que: LOZAs 14% CONWI4ISNeI €6TUILA%AR que

Llevern o 1z degracatisn L
e credlon de Urea., 5%
ayuno prolongaac oo B ae sLer e Locas

al Incremenie en ia <a

urea. ha publicato una adaplasidén similar oa cer
@ ladren: e log ECiT Ing oy nen = .

Das ¥y YWatericw (1d! spiervaron que en iai "t ia

calicad ce la protetna ingerida <ra lmportante en el efwcio sobra

t



los niveles de las enzxm;s. ael ciclo de la urex. Al susttuir la
casein2 por gelatina, no hubs cambles en ia . actividad enzimatick,
aun cuando la salida de nitrogenc aumenté ai doble.

Es relevante que la administracion de una diewa rica an

nivelesn . & enIimis gQue Lartlclpan

Uit

praeteina aumenta no selo lo
en la bilozsintes:s de la urea, sino  tambien el nivel de
acetilglutamate CAG) el activador de fa CPS I (133,

locs efectos de dietas altas y bajas en protetras, y del
ayuno prolongado en ratas, sobre los niveles del #N¥Am y la
sintesis de CPS I y OTC han sido recientemente estudiados por Mori
Yy celaboraderes (14), Los nive.es hapatices e KNAm traducibles de
CPS I y OTC fueron 4.2 y 2.2 vets: mas altos, respectlvamente, on
el caso de ratas al:mentadas con una dieta <on B0 4 caseina
comparadas fentra ratas  alimentadas con % de cass:rna. Esuoc
auvtores observaron gue las diferencias en los niveles de FAm eran
un pece mas g;"andos que las ditferencias wn los nivelws do lasm
actividades enzimiticas (3.3 y 1.9 veces respectivamentel y que
las protetnas enzimaticas (3.3 y 2.1 veces rezpectivanerte), LOS
resultados indican que los cambios dependientes de la CFS 1 y OTC
son decldoes, principalments, 2 c2udlos especlilccs en loe nive.es

de BENAm tracucibles para las enzimas,



2.2. REGULACION INMEDIATA

2.2.1. SUSTRATOS

I @% la unica enzima de li Diosintesys

para su actividad, el N-acet:ilolutamst:t ONAZY,
el cual actua como medul ador alostericd (15 y 1B}, Lot estugios
de Hensgens (17) han deomostrads el i1mportante papel de ia

concentracién  der NAG  mitocondrial en la  re

€

12

o
1S

2]

v
(3}

14

e
[

birosinlesls <& la citrdilna r ureas, &

difergntes conditliones hormonaieas Y AULriclora.ec.

Ya gue la sintes:is de

de acet:il CoA y glutamato, la soncentr

NAG dependera de: 13 la generac:on de scelll IDA én la

delx sintes:s de MaQ ef LA Arginini:, L& Uil RCLUx

2.2, 2, HOKMUNAS

activizad ae 1as enzimas participanies en & bioslatesis aw la
urea. La marorta me los datos zdudilicados i cerca oo .35 eliecios

hormenales, en ziitenmss TaT cenplejos, parscen Sat

SRCUNCarios Sobre L3 QIUCOonYLgene®sils,. progauccirdn s ALY o sarzg

procesos metabolicws, Las hormonas estudiadas

10




efectc son: &) corticosteroides. (8 y 181; 2 alucagon i1y 1%, .y

201 ) normonas og¢ creciments (211; 42 AMPC. (19 v .oEE) oy B

hormsna tiroidea (18 y 232,

3. HORMONAS Y SEGUNDOS MENSAJERUS

3.1. GENERALIDADES

Las hor monas capaces =e producir respuestas n=usbdlicas
inmediatas sobre la celuia, reaccionan con recepltores e-cecificos

localizados enn la cara externa de lia

inte: aloion, produce la apariclon

intracelular. Tiae ceno segundo mentsjera. Lod cambios

re

a=telmntor y la

[

pelesulares

apariciron del segunde mensajero, constituyen el w@can: wno  de
trangaecion’ del roceptaor.

sro 1ntracelular 2uya existensiaz L:x o sido

acumil s en respuesta a la aceion de varias noereenas

polipuestrdicas, 3 de algu

colanoragores, demaustraron la existencia ae un factor te

capaz 2@ estimular la glucogenwl:icis, este facttor fue rzantificago

come AMFC [E4]). Lz elucidacion ol meganisme & Lraves Tdaloe
AMPC s capaz de eftisular la DU ara £ Apa
fundamental en la comprensién de la accion hormenal . AMFz  as

‘a Cr'igura

Tiata a,

2). Esta enzima, a su vez, fostarila a la glucodgens ¥

11



Epi, Glu pi, Vas, Agio

ATP ABPC
Calclo
Pruteina quinasa
{ activa )
Fosforilasa b quinasa — Fosforilasa b quinasa
{ inactiva ) { activa )
Glucogro
Fosforitasa b -2 Fosforilasa 2 =
Glucosa 1 P

FIGURA 2 ESQUEMA DE LA° ATTIVIDAD SE LA GLUCOGE!
oI5 ACTURN R TRAVES DE CALCIO 2 LE RMP:.




due es la forma acliva de !‘a enz:ma. Esta, en presetcia de fosilato
1norgantco, degrada e! glucogenc y forma glucosa 1-P.

La wnzima Que zataliza la formacién de AMPe & partir de
ATP es la adenilatc ciclasa, la cual se encuentra localizada en la

«

cara interna de la membrana plasmatica. El sistema a lravesn el
cuyal la actividad de la adenilato ciclasa es madificada por

hormonas esta constituida, por lo menos, por 3 elemantas: 1) un

recepter especiflco para la hormona; 22 un complejo protéico gque

acopla a e@ste receplor con la subunidad catalitica de = ciclasa,

cuya actividad esta regulisda por nucleotidos de guarina, 32 la
suburnidzd catalliticz de la ciclazz .

. Despues  del descubrimiento del AMPc y su papel como
S@guUNaIT MmensSd &l o, préacticamente todas 1as BCIiOoneS nNOrmonales

eran aLripuidas & aumenlos ¢ disminucicongs en l1os nlvele: o est

.3

nucledtida ciclico. Poco a poco fue resultando claro gus podian

e¥icllir olros segungos mensajercos. El calcio libre citoscitca, Tué

uno 2o Lo caniidalof nas Loporlantes,

affos <U's, se nobla sbservads que

normanas scian un

aumgnt e en @l recamb:o del fosfaridalinesitol. Sin emiargs, {ue

hiestz 197

¥

que Mrotell 1287

403 ! enemanel Y propuso
QUe i relamble @ ! 0SICLNeRLLIZeE jUgaban un papel T.ua e en la

accion de hormonas gue actuaban a Lraves oo ciifuio citetiiico,

Leas provocarot una ver sadera revoliul o =0 la

Dloguit il ta de la accidn DOrmonal Yy este L otesa s&

@n una  de  laxz fronteraz  de InVELLIGACian mas AN IWRS. A
conLinuacion se presenta en orma Simplificaca y es

13




funcionamento de este sistema de rransducersn Cfigura

La :1nteracion hornona-recepLor en lix cara extisrnz e ia
mer;lbrana plasmat:ica, activa al receptor, @sSLe & SU ver acliva a
Una proteina tranicuztora i la que se le na aaao &, nombre ce
“Np", que estimulz a lz frosfelipasa de tipo © C(FL-C), especifica

para el foSlotiaiinnaianol

hidrel:izadeo @ dot  compueslos

hidrosaluble, que difunde al L1LOp: aLma
diacilglicerol (DG), compuesto hidrofoblco quo permanegta., por 1o

menes en parte, en la membrana plasmatica. Estos dos

al 1Ps vy el DG son los segundos mensajeros deel sistema

El IPs se fija a receptores antraceiulares
el reticulo endopliasticed y ocas:iona una l:beracien del iliio al

citoznl (7], Como ef bisn Conocldas, i calails libre s

en niveles muyi.bagos en @l cltopiasma de :as celulas € 22 =zl rango
de 100 a 300 nanomolar); bajo la acston de algunas hormosnas y por
medioc del IPs la concentracién de caleio en el <itoplazrs puede
aumentar enire 3 y 10 veces. Dicho aument> en las CONCHN T Acionws
de ecie cation acliva 2 una gran variedad de enzimas, ootre ellas
& algunas proteinds clnasas, dé reaccionss métabdlici: Jdebido a
los efectez hormonales.

Per otre ladoe ge ha dezgublerte uUnx enIia gue  es

activada por DG, la protefina cinaza & (€8], ESta proteina

en des localizaciones : seluble en el citoplasma y asclziada & ia
memzrana plasmatics Y eI apaz  de  tousferilar s su.tiples
protefinas, tanto citosolicas cono de la membrana (28). I3 per lo

14
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CirorLasma

Memarana
PLASMITICA
Derdairos
DE
*
Cal

,[ca?&:]
f o

4

1 Cinasas
Y otms

§ ENZIMAS

FIGURA 3 MODELD ESCUENMATICC JE LA ALCI
RECAMBIO DE FOSFOINCSITIDOS. M. HORMCHR
ACOPLADORA: FL-C. FOSFOLIPASA C;  PIPZ.
pG. DIACILGLICERITCS 1P, INOSITIOL TRIFCSFAT
. 28,
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tantd, Dajs la accidn de esta provelna

f2inasa ¥ eLras

aglivanas por @l

acclen @e 1as normonas | ques unilizan e

transduccron 137 y 29

3.2. EN RELACION CON LA UREOCGENESIS

Se sabe quUe dAiversas NOCmMonas son tapaces de

metaco:ismo hepatico del amon:e y estimular .3 bDirosintes.z ae la

ure:, entre.las heormsnzs

meler estudiadas son la epinefrina y el glucagon.

Cestimula la glucogendlisis hepatica y la lipaiisis, en ¢, tejide

adipose;Uno. ce log efectos mas comunes es el que se

un heterogenesd Lips S celulas, Sisparance uUna Seriée

Qque prepara al organtEmo verteer 3ac a ‘luenar o a

ect

ingrements en el r

relajamiente del rmussul

musculares, La epine

L3
“
B

-

cweraga por la

es una

para coLener Las respuestas menTlonadas,

receptores ¢opecilioos

[+%
3
b
4
[
I
o
w
et
3
A

giusagon, es un:

secretada a la sangr® por las ceélulas alia de 122 .i_cles Ze

Langerhans. Zs+a hormona ejerce su aceidn en el n~igade ae acusr o

13



a los requer:mientcs homeostaticos del organismpo. Es uno de las
componentes principaies en el sistema glucsrregulador. ei cual
mantiens en equiliorioe la concentracion ae  glucosa el medio
interno. DOicho equiliprio se eJjorce <on lix participacior de la
ipsulina,  per  mealt de  seffales  neurcenddcrinas.  Azemks, el
glucagen estimula ila glucoheogénesis, asi como la sintesis do
Jurea; al mecanismo modl ante al cual S Lieva S cabpo ia
estimulacian de lz sSintesis Q& urea aun no esti: gQrlutioaio. Sin
ombargo, se ha descrito que e3.a hormona produce una aceleracion
de la proteclis:s hepatica, simullaneamente 2on uvna inbbicién de
la sintesis protéica en el misme ¢rgano. Aparentesents, <e retrasa
la terminacicn ae las cadenas polipeptidicas en los riboczomas, por

lo que se ha sugerido la accion de i "Crmona &

elongaulon, © 4¢ i LErpinac

,,
Q

efecto neta ge estas dos acclones inaependientes g ia Nl Lona

itnerementar el reservorio hepdtico de aminoicions, §ovworeclango

asl la formacidn e urea Yy proporcion: precurscres  wara la

gluconeogenesis [ B0,

La mayor parte da los esiudios score @5ecier 1% @stas
hormonzs en el ntgada, e han  abBooags oa sus reelones
glucogenoliticas, especificanente a la actlrvast L, e ia

fosforilasa del glucogeno., No cobsiante, la produccion de gluzosa

por e: higado puede depender de dos mecanismos,

la
gluzonenslisisn, o ol obtro g la sintesic aluzosa = (153
Susiratos diStinls 3 108 Carodnidratos, mMealante & Ll LienT e

gluconeogenests {311,

17



La estimulacion de la gluccnecgenes:s a rarwir  de

amipoasicos tlene como consesuencia inmediata 2! incr

cantidad de amonio libre fermada a partir o la desaminacion de

estos precurszores. La cantidad ae urea formada, aume

tipo de condicrones fis:oldgicas, en las cuales en
movillzacién de aminoacides de las protelnas perifericas hacra el
higado. De agul s¢ hace aparente que los procesos gue caniucen a

una esLindlacion de la Sluconecgénesl s g I 1zs

aminoac:das, producenr habllual

amonlio a Lraves del ciclo de la urea

4. ADENOSINA
4.1. ACCIONES FARMACOLOGICAS

u:timas decadas la adenosinia ie ha convertide en

una Mtracrdipario interes por la divers:icdad  de

efectos ciolegiceos que e le nan déscriite.  Recienten

estudics se han orientadc hacia erectes flsio.ogicos y

siendo estos muy varlades., En el
se ic sugiere el papel de neuromodul ador (32). o ha vizto que

produce vasedilatac:iin on Glversos organos como son : laz arterias

cerchartas de mamiferce, el cerebre, el intestinc ¥ =1 tejido

adipuze (533}, En el tefido nepaticoo se s demesteado aumenta

ca ael

ia poza de ATP y consecuentemente elava la carga energét

hepateoc::

34!, incrementa @@ glucdgene por  la »fiividag

aunlentada o Nt emaent

la givucogens sintetasa (53], Fre

13



relacionado con la accidn heormonal a diferantes nive.2s: en la
sintesis de hormonas esterofdes [38), en la modulazion e la
liberacien de la insulina {373, en la reaccisn haoraonal ol
glucagon (38}, @ incluse, per se, se 1o ha consideradc come una

hormena local {39).

4.2, RELACION CON LA UREOGENESIS

En  hepatacitos  aislados  incubados con  adencsina &
conceniraciones supsriores a 900 uM, se ha descrito una Lnhibioidr
en la sintes:s de urea . Los autores do este trabajo cenciuven gue

dicha inhibicion en la uraogénwsis eovita ol consume e ATP ¥y

-

entat: varente explica La HCUMUL AZL A0 del nur 2

SUNL N SLCAT adenoaina. Sin enpargo, ourus  autorexr {401, con
cancentraciones <o zdenosina de 100 uM obluvieren un aumento en la
canticad @2 Ured sintetizacda . EStos resulledos Se presentan e5 Ll
Cfigura 2.

Shimishu y Daly., =n (870, propusieron la

un resestor externo para la agenosina czpal de estinul

adenilato 2iclasa. Por otre laao, las oeservaciones o bur nstock

en 1972, sobre la existentia de nervios puUrinégrgicos. »xpoya la

hipetesie de una acerdn fisiologlea extracelular del ouziecside
£4Ld. La conflrmaclén de  @3ta hipatesls fus oblenida por  ia
demostrxeion de gue la adenosina, a4 balas CcOnRCenLraciones,

estimula la adenilatoe ciclasa en membranas aisliadas de plaguetaz.
Sin bien i agenosina aumenta los niveles de AMPe en
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aiversos tel:dos, en ouros produce una aismnucion de.
CRY: un wvipon de‘ reseptor astivador de lix  agdenilale ticlaza,
denot.nado - Az, Y un  segundo tipo  medl ador der ua accion
inhibitoria, denom:inada As (411,

El trataniento de las celulas con inhibioures  ded
transporte de la adenosina C(dipiridamol vy p-rillrobenc:quariosinad
potencia ¢l efecto del nuclecsido sobre loz niveles de AMPc, .o
cual 1ndica que 1os sitios R se encugniran localil: oviooen .a
superticie externa de la menbrana.

5. DIPIR1DAMOL

5.1. ACCIQHES FARMACOLOGICAS
i arpiridamel CUIPY) es un farmaco que actuslirente sa

encuer ra en el mercado, @n México, ¢on ¢l nombre de Persantin, 9

ha ut:.izazo en la terapeéeu:

La angina o peche por

dilatador: de 103 YasSos coronarios. Sin emdargod, Lo
clin: no lograrcn demostrar bereficros i1mportantec. v oen la
prepeganca del farnzase, yx ono e inclite en esa groplenad,

efectos farmicolégreos son semejantes a los de la rar

Rolaja al misculo ii1zo, disms niss ia resistenc.z srageul ar

corcririz, aumenta el Sluje coronarid y [a lensian o

cenc en
la sangre del seno coronar:w. En dosls terapguticas no altera la

presién arlerial, nr: la respiracién periférica. E£ste [ar7ice ~s

capaz 2 disminuir la !recuencia cg los [ensmencs
en pasientes con va.vulas cargiraca:i a'titiciales {420

En !a actualidad, el arpiridamol se halla “odavia en
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fase de investigac:dn, para determinar su’ valor: en’ Lranstornos
hematclzgices acompafiados de  un “aumentc ensla radhesividagd de
plaquetas. Loz resultados  de los: ensayos @ clinicos. no' 3on

concluyentes.

5.2. EFECTOS MOLECULARES

A mediaaos de la decada de los €0°s se opierve eén
animales de experimentacién que el dipiridamol interfer:x con 1la
agregacion de :as plaquetas Yy evitaba l2 formacion o> Lromnis.

Aparentamente este electo del aipiridamo se debe a que auzenta el

centenids de AMPC, ya que inbiibe iz L ia
fosfodresterasa; ademas, itnhibe la recaptura  celu: de iz
adenosina; este gliimo fonimeno parece expllcar N

vasodilatador coronaric seleclivo del dipiricamcel (431, Ur:

papeles del! ADP es grovecar la agres

observado que la adenosina 1nhibe este elfecto del AoP (445,

Blogueando la captacion de agoncsina 6o

eritrocitos, corn dipiricamal, re
conzentracion plasmatica de adenssinha nasto un valor s8N %

inhibe la agregacidn provocada por el aADF (4% “figura 2.

6. PLANTEAMIENTOQ DEL FROBLLMA
Con el proposito de caracterizar &l mecaniInd 4o acclion

nLsn

ureogenica de la adenosina se ut:l:zo el <:paridamol. longo este

farmaco bloquea la captacron celurar o 22encsing

23
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Es 1mportante rasalwar gue el cipifigamcl, cer

) se, nc
modrfica . la velocidad bazel de la Ziaosinvesiz ode ures, pere
aifiniiivamente irfmine la estimulacion provecada por la -2enostina,
epinefrina ¥ e@. glucagon. Por consiguiente se conelu s Jque @l
dipiricamol nz ayusa a caractierizar el de Lax acc.on
ureogenica de la acenesina, pero ademihs manitlesta u accilon

inhibitoria sobre la estimulacien de la veiscidad de !a

de urea ccasionaca por los tres compuestLos anoLacos.




DHIJETI VO 0 E LA TESIS

El objetive de este trapals de 1€35:5 e3

S Lntent

@l necaniemo molecular por el cual el dipiricamol ejerce in elecLe

inhibitorio sobre la estimulacidn en ia velacidad de sintesis de

urea  en hepatocites estimuladus por  adenesina, epineirina o

glucagon.



MATERIALES Y METODOS
1. MATERIALES

1.1. MATERIAL BIOLOGLCO
Los experimentos fuerdn realizados empleandoc ratas macho

de la cepa Wistar, con un pesc ce 15C¢ a 200 g,  alimenticas.

1.2. EQUIPO
Aparate de perfusien CSchimassek. H, 1963

Ba¥e de agitacien Dubneflf
Centrifuga climica Lourdes Instruments Corp.
Centrituga Sorvall PHC-S refrigerada

Contacor de centellwss Tricark {Packard?

Espectrofotaometro Giilord Inatruments y Ultrespec
Homogenizador de Le)ideot tipo Potter-Evel jhem

Camewro con electrodo (Yellow Springs Instruments

¥
b
&
2
"
3
ke
7y
e
o
S
-
IS
o

tipo Clark y regirsurador
Potenciométro Metrohm Herisau

1.3. REACTIVOS

Adenosina-5'~difestato (ADPY, albumina seérica as bovino,
colagenasa tipo II Worthington, deshidrogenasa glutanaca CGLDHD .,
dipiridansl, glutamina ¥y arnitina. Estes react: ol {eron
obtenitdos de la companta Sigma Chemical,

*H-Glutamina Cglutamina marcada, actividad esperificz S0
Cismmel), de la compania Amersham, UK.
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Todos los demas reactlivoes ut:lizados

analitico obtenidos de las companias Baker y Merck

2 METODOS

2.1, AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS

Los hepztocitos fueren arslados empleando .a ~é<niza

1 fundamer:-

descrita por Berry 3 Friend en 1954 (48],

Ltécnica CoONsElsStle an exponer marimo los espacies inverceiulares

de: nhigade 2 la xccien de la colagenaza. la

parte 29 los elementos adhesivos presentes snire las ce.uiazs. Para

lograr esto, Se anestesia al armimal . e dalseca Yy €anu.: .4 vena
Y

perta, 2 trawves ae la cual se ol

med.: Sai:ind amariiguado  en ia

colagenasa. Z1 higaco es alslado posteriormente. El wea:s empleaso
en  estos  experimentos fue el de  Krebi-Ringer otarnonzLe,

constituido por MNaCl 120 mM, KCI 4.73 mM, KH2POs 1.2 m, MgSCs 1.2

.. e @
Justade & pH - S G

equilibrauo con 02-CO2 (GG ~ B2,

Este medio, con colagenasa, a3 recirculado haz.uas que La

O §% vue.ve olanda, Y

faciinmente al prezionario . Ei v
traves de una malla de nyien, ¥y 1a suspensien de ce.ulas  asi
obtenicx o centrituga a 007 rpm, poroun minuto, Bl esprenadante

rea Yy tfas celulas 3= re

celagenasa y suplementade con alourmina bovina ol 14



El -aparato utilizado para perfus:ion y ais.amentsd do
celulas se mueshra en la figura 10,

La viabilidad de los hepatocitos Cue cuantirizadi por la
técnica de exclusion de azul de tripan, la cual consisté en que :a

zca  del

membrzna de las celulas no viables permite la er-
coiorante y las celulas se celorean de azui, a diferencia de la

membrana de las células s1 viables que no es atravecada por 2l

-
o3
[t}

ccleorante. Se utilizaron para realizcar

axperlmenlos, come hepatocitos con viabilidad mayor da

2.2. AISLAMLENTO LI KRITOCONDRIAS

Las rozondrias ae higado se cotuvieron de =uuerds
metede descrito per Schnerder 7 HAegeboon [47) modificads de la
sigurente maneara. Se ampl e como medio de sislamiento

manitcl-buffer constituido por : manitol 0.3 M, EDTa Cacids etilen
diamino  tetraacético) 1 mM, TES Cacido N-tris d(Hiaroximetil)

hidroximetil 1-2 aminometanosulfanico) S mM, ajustade a pH 7.3 con

hidrexido de sodie SH. Las mitecondrias e aislan de acusr a los
£Sigur entes pasos .

apitar ¥ detiHniraer 31 animal
D) Exiraer el higade y depostlar.o &N Un vase {ue conte: LUl fer

fr:o, cortarleo en pedacitos y 1juagar <con el mismo bulter 2 o

3 voces para al:iminar al maxim la precons:a de @ritiocitos.

¢ Homogenizar 2 ¢ 3 veces el mgado en un homogentzado: Lipo E-P,

repartir el homogenizado en  dos  tubos  de

a 2,200 rpm durapte 10 minutes a $ O
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APARATO DE PERFUSTON

BARD MARIA BOMBA PERISTALTICA

FIGURA 10 SIsten
TIENE RINGEP~KHE.
ARGRADO SE COLCC

£157 ,.L.Acz. GER-HE 1 CALCTO
3 IENTE B, LA TEMPERATURA ES MANTENICA LR
DE AGUA A 31 °C POR LA DOBLE PARED DE Lus

MANTIZNEN SATURASCOS DE 0Q:I/COI MEDIANTE RURDES




dd PRecuperar el soorenadante enh TLro tubo limpio y ds
sed: ment

ed éenLrqugar a B.C00 rpm durante 12 minutos & S C. Deéne:har el
sobrenadante y resuspender suavemente el 3saimento

frio,
(o]

0

a 3 Dechechar

£ Centrifugar 2 12,000 rpm durante 10

el sobrenacante Yy resuspender el sedimento Cmitocondrias)  con

C.8 mi de buffer frio.

La protetna mitocondrial rue deternirnada por wedio g Lo
reaccron de Hiuret [(48). Se utilizo albumina seérica bovina como
estandar, a la cual se le adiciono KECN para corregir p:27 urbildes
Tr4er.

El consuns de oxigeno fue medias por meu o de un
electrode de oxigens (Yellow Ypring Inst., Corp.>. E! medic de
respiracion contenla succinato o glutamato-malato 10 =M cone
sustratos oxidables. Ademas, 3.3 mM de fosfato-Tris pH 7.4, 2.6 mM
de MgClz, 3,3 mM de KCl, 260 mM de Marmtel, 4.3 mM de TEZ, .87 mM
de EDRTA, en un volumen final de 3.0 rd a pH 7.3, er wuna carmara
cerrada. La respliracign nitocondrial y la reiacion ADP - 1 fuer on

calculadas de acuerde con Estabroock [507],

2. 3. DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE La GLUTAMINA

£l transporte de glutamina fue asterminads  LantT  en
g

hepatocitos como en mtocendrias aislagoes. Los hepatoc:
mitooenaer:as fueron atslados ae acuerdo i lat LeCnlias deceritas
en lag secciones 2.1 y 2.2. El medio de incubacion para los
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hepatocitos consta de Ssolucién de K nger~frebs suplems=ntadeo con

albumina al 1%, ornitina 3 mM, Su-Glutamina 26.3 Cis/zm=) Yy en

una atmosfera equilibrade de Oz.7COz
agitacion. Al finai de este periodo ol contenido de 1oz tuboe %
filtrado y las celulas son lavadas porfectamente cor solucion de

KCl a: 1% Se colocan en un vial., se secan y se les agrega el

liquido de centelleo para determinar la actividad pre
El medio de 1ncubacien para las mitoconuarias esta

constiturdo de manitol-buffer suplementado con H-Glutsmina 25,3

Cirmmo: y cipiricame. 10 M, E£: pericdo de incubaci¢n s de 1
o

mnuto a 37 C en constante agitacién. Al término de la incubazioén

se efsctua el mismo procedimiento Qescrits para los hepatocitos.

2. 4. ACTIVIDAD DE GLUTAMINASA MLITOCONDRI AL

t.a actividad de glutaminasa fué¢ medida en preparac:ones

crudas d¢ milecOndrias alsladas <= higado de rata, incudadaz por

10 minutos, en presencia o audsensia del Dipir:oamol. La rtec de

aislamiento de mitocondrias usaaga fué la descrita en .3 seccion

2.2, La actividac de la glutaninasa fue estimada ta
cusntificacion de glumato, prod durante 10 minutos a partar
de la adicidén de glutamina. El medio de 1ncubacion fpal e La
determinacion e glutamato esta censiituico por glut 200 L.

Tris HCL 79 mM, KCl 13 mM, Ka2HFO« I mM, KHCO3 16 mM, su-cinate 1O

mM, MgClz 3 mM y rotenonx 5 mgs/ml, ajustago a pH 7.3, L» rotenona
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s6 uUsa parx bloguear el consumo de NADH wn la cakena respiratoria

Despues de la incubacion, <@ glutarsts <o sade fue

cuantificado meulante la técnlca descrita poSr Bernl Yy Sergmeyer

{S131. En esta técn:ca, el glutamaito es sorstido a la acrcion de ia

deshidrogenasa gluxmica, con la cons

NIECUENt s IOrmaclon e YD
cantiaad de HADH {ovemado se estima por SU coal:clente ode a.rinclon

molecular a 340 nm.

glutaminasa
Glutamina — " _-Glutamatc + NHe

OLDH

L-Giutamato + NAD  + H20 <

> 2-Oxogiutarans + NADH - hNia



RESULTADOS ¥ DISCUSTON

Con el objeto de iniziar e estucic del mecaniams o2
acc1én . del dipirldamol, al bloguear el etecte ureogenicoe de Las
formopas glucagon ¥y epinefrina. y el nucleostdo adenosina, se
‘realizd un analis:is de la mezcla de incusacion emplesda por
Guinzbery y cel. para obtener Lo8 resuctadn: présentatds en las
figuras 7, 8 y 9. En primer .ugar zée Secidic sustituir la

roios

glutamina por r1ones amonio en forma de carbonzio de

experinentos previas la glutamini se empled <ona precurzor de los

I

grupes amino de li urea; ia SUsLituclan Luve come funcion obviar

la aceidn cde la glutaminasa Namind par s @ris R
glutamavs. y amonto. También UL1lizZar i taneiine

glucagan tomo hormzna estimulante de la produccion de urea, ya que

fue <on esta hormona donde se oUserve en forma mas
efecLo bloegueador Jue proauce el dipiridamc. en

hormonal de la wreogenesis (figura 52; par obra

;v alla consuivada ne reporia Que el dipicrdanc!

erecto sobre ¢l metarslismo del glucagon, 1il come suceue con la

adencsina 145l -1 eblanlass on este b2
encuentran resumides s JREN
En esta ri:gura s¢ cucerva gue el efecto ologusas en la

estimulacion hormonal de la urecgenes:s procuclan ~er el

dipiriaane! nme Te elesctua ov el sus

carbonile Qe amonio. Estos resultac

nos llevan a peniar €n gue
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@l dipiridamol’ afecta aléuna etapa en el metabolismo. de 1la
)

giutas.na, de tal

legre bicguear la eztinuiacicon

hormonal de fa bilosintesis da urea.
La glutamina es ¢l amnoidcido MAs abundantie en ek cuarpo

humano, tiene la cencentraclén wal alla on el plasma,

mas de: S0 % del contenido intracelular de aminoavrdos

La glutamina es s.ntetizada a partir de glutamiio y suanidce an
una amplia variecad de Lrelrdos que contienen la enz.ma
glutamina-sintetasa; Y e$ degraqaaa por La enzina J.ultaminasa,
rindiends giutamats y amonidco (54,

La glutamina juega un pupel centr:l en a fiziolcgptls Y

el metapoiisme cejular. Es un conslituyente

provein ~e enddgenos Yy aielelicos 3

imporLante para

un cornbUsStibly Fespiratorie en La mutuc3a de.

Tamoieon

]
J

5

2
£
o
&

Z
1'd

<
Dy
it

g

i

2

2

D

i

<

QLI OB

ceme agento destoyificante del eryso do 1ones ameniz  senearagdos

incarpeoracidn, como La likeracior de giutan.ra, deperc.ends sel

estade de alimentasien cel animal.

son (oon excepol rianinal ayores gque las de cualguser

QLIS AMLNDAs1 o0,
Cuange se Liene glutanina COMC SUSLIALO par:x 2. higado

40



de rata aislado y se agregé. giucagon u otras hormenas 125 efwctos
dependientes del cay‘.cxo. Laies como caleccolaminas, se encuentra
que disminuye la concentracién intracelular de glutamina vy aumenta
la formacion de glucosa y urea, lo cuali indica quUe @sit nhormonas
estimuian la util:izicion de dicho sustrato, Existen dos hipdlesis
que podrian explicar la estimilacién de la ureogenesis; wdna de
@llas considera & la glutaminasa como ei paso limitante de la
velocidad (el que tendria el mayer coeficiente de flujol. ¥y ia
otra sugiere al transportador de glutamina en la membrana
plasmatica come regulador. hinguna de estas hipdtesis se ha
comprobade plenamente (591,

En base a estas hipotesis planteadas, rosSoLros

aipir:damol arec.s posiplemente alguns de esios

whas con el sustrate

la ureogenes:s estimulada por

Sin empaige, S0 decidio estudiar en primer lwugar la

de

1neorpur azi e

dipiridamsl, pues ze sabe que el

riraanol  cloguea

de aaenosina por 1os eritrocitos (43), por lo cual se propsne que

uri efects simlar sobre ia giutammna Para

FPeall2al  @SLOS  ¢NPEr1mentos I ue

marcada con  tritio. LOS  resullacss de (oS exper:tantos se

encueniran representadss en la r:gura 18,

Les Zatos encontradass on eita 2tapa nos mu

ANRSOrPOraci on ce glutaming en hopslocilos ¢é rata S@ fa o7

respecte  al  conurel, cuando  se
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consesuencia, Surgio la siguiente pregunta , Puede el wipiradamol

bleoguesr la captacisn g gluwamns por

realmente es en ése organclo donde se

por io tanto donde se requiere ia presencia de 13 glutawmina, para

desaminirse y poder CeQer suUS gl Ups:E
urea. Con el proposito de rescl‘-;er esta pregunta se omdid la
1ncorporacién de glutamina radicactiva en mitocondrias arsiadas de
higate de rata en condiciones copursl Yy bajo el electo de
dipiridamol. Los resultades de @sLos eXperimentos se nmuestran en

la figura 13, en leos cuales se pusde aprec.ar que el d.

al igral que sucede oo los hepatlocitoes, !

de ia glutamina en las mitocondriaz arsladaz
Los resultades de eslos experimentos nos <an :nformac.on

de gque el dipiricamel no inhibe &l transporle e

interior de la celiula o al interior de

tanto no Proporc.ona bases e~porimentale

bloqueader sobre la ureogenesis esilp

planted al imcio ae este traba)w, olra

la mencironada

modificacien en

este farmacs. ES 1mporlanle nencionar gue oMIsten datot asnde ze

mues.ra que Ja activiadad de eslia enzima @S oIlimuladl

Lol CONILEUISNLE Una POSLDlE 1NhALDILLON én su

prridamel poaria Sser la btase mole

13



3000y,

-' 3

[

k4

.

P

B

]

£ 20004

-3

H

w

a

] .
. b
z <
e [
= =
2 10000} - o
jd =) =
H g 5

-

3 z

- [&]

a w

'

T

-

FIGURA 13 INCORPCRACION DE
HIGADU DE RATA. EL CONTROL REP
AUSENCIA DE DIPIRIDAMOL,
DIPIRID. © ze 108 M, La ac
26.3 UCismmol.

13L 71

43



Se determifis la“actividad-de-la glut_ar?xhasa .en ausenbcia

inicion se

y pressncia del r."_'-.rixdamol; los resultados de la deter:
mUestLran resumidos en 1a figura la.

De manera general, se considerd que .los resultacos
encont: 200s BN £3.a eLapa SUn Alenladcres  porgue el €. 8% Se
muestra que i1z actividad de la entima glutaminasa se da:amnuye en

presencia del dipiridamol. A pesar de que la L.sminucLan

encentrada en la actividad de la entima, NO &S Lan MArc:ti <ome se

esperaria en proporcton al blogqueo e¢ncontrado en la brozintes

urea, causado por este nismo farmaco, se considera \alila esta

explicacion., Ya que reazlmente =i Dloques 1mprest
- observa, es en la estimulacién hormonal de la ureogenes.s, mas ne

en condicicnes basales, quoe son las usadas en este trabs s, adngue

tanbién ce ven afectadas. en cuenta TCUaT estLas

consideracitones se recomienda como siguiente paso estudrar la

inhibicién cat}sada por el dipiridamol en ia aetiviaad de la
glutaminuszs previamente estimulada por la aplicaci:s de o
agentes capaces de activarla,

Por le tanto, una ve: que se detlecld (que ei%a 1 &rmaco

inhibe la zctivicdad de la

cataboliza. Podria xumentar la

sucede con la glutamina qua no o

concentracién we este aminoicido a un nmive: en

intersiante

pregunta, Ya que e. dipiricamol e un Farmacce que e & L lentra en
uso medico ¥y las concentraciones Plasmatlcas necesstias  para
ejercer =us efecteos terapéutice: (2-% molas~l2, se asensran a las
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utilizzdaz en este trabajgo 1077 M0

Finalmente, €S necesarlo manclonal ia pOEloiilaiad e

utilizar el .dipiriaamol. en estudios on los que se requlera :nhltar

la estimulacion de la actryvidad de 1a enzimz glutaminaz:.
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.CONCLUSLONES

1.~ EL transporte e glutamina no es afectade posrodipeir:azuwol.

2.~ & dipiridanrs: inhibe la actividad de la gluylaminasa

mitocoandrial, (1920 explicando da esta forma el ricocgquec que

preoduce en la

3.~ El adipiridamel @5 un farmaco (ue puede uLlilizarse = estudios

b
B

en los cuales se requiera bloquear 1la activicac de

4, ~ Ademas de innlbir @ Lransporte o ACenosiNna  fe . deta

considerar su efecto ¢olavteral descritc on éste Lra

Lo3L para sus zplicaciznes ‘“eraputycas,
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