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INTRODUCCION

Diversos estudios han demostrado ia presencia de poliaminas en maltiples sistemas celulares,
en bacterias, hongos levaduras, plantas, células de diversos tejidos de mamiferos; en donde
estos compuestos desempefian fuciones especificas.

Se ha demosirado que son factores de crecimiento y que su presencia es esencial para la
regulacién de multiples procesos entre los que destacan diferenciacion, division y proliferacion
celular. También puede interactuar con dacidos nucleicos, donde estabilizan la estructura
secundaria del DNA, lo protegen de la desnaturalizacion térmica y de la degradacion
enzimética entre olras funciones; debido a esto se ha despertado un gran interés para estudiar
estos compuesfos en diversas dreas de la investigacién.

La arginasa (L-arginina urea hidrolasa; E.C. 3.5.3.1.) es la enzima final del ciclo de la urea y
cataliza la reaccién de hidrélisis de la arginina formando omitina y urea (1). De las cinco
enzimas que constituyen el cicio de la urea, la arginasa es la enzima més abundante, ha sido
amphamente estudiada en el tejido hepético de los organismos ureotélicos, particularmente en
los mamiTeros, entre los que se incluye al hombre.

En ofros tejidos diferentes al higado se encuentran fres de las cinco enzimas del ciclo de la
wea y se ha descrito que contienen menor actividad de arginasa con respecto af higado. La
funcidn que se ha propuesto para la arginasa en los tejidos exira hepaticos es la de sintetizar
omitina que es un precursor de ia prolina, del &cido giutdmico y la citrulina (2).

En ofros estudios se ha demostrado que la omitina es utilizada también para la blosintesis de
las poliaminas, putrescina, espermina y espermidina, moléculas involucradas en el crecimiento,
muttipiicacién y diferenciacion celular (3).

Se ha demosirado que la actividad de la arginasa aumenta en los tejidos con crecimiento
activo, tal como ocurre en la embriogénesis de la rata. Su inhibicién especifica detiene el
crecimiento.



En el humano, por citar algunos ejemplos,la actividad de la arginasa ha sido estudiada en
higado, eritrocitos, rifiones, tracto gastrointestinal y cerebro (4).

También ha sido estudiada en condiciones de salud y enfermedad, por lo que se conocen
algunas de sus propledades y constantes cinéticas.

GENERALIDADES.

La arginasa (L-arginasa aminhidrolasa E.C.3.5.3.1.) es la enzima que cataliza la hidrélisis de la
arginina a L-omitina y urea. Su presencia fue primeramente detectada en el higado de los
mamiferos como la enzima terminal del ciclo de la urea. (4).

De una manera general, la arginasa estd ausente en el higado de organismos uricotélicos;
reptiles y aves cuya excrecidn de nitrégeneo aminico esenciaimente, se hace en forma
semisdlida como suspensién de acido drico sdlido; en los organismos ureotélicos, es decir,
aquelios que excretan el nitrégeno aminico en forma de urea, su actividad es considerable.

Ademés de la funcién hepdtica, la actividad de arginasa estd asociada con la regulacién de
diversos procesos celulares. Esta enzima se encuenira presente en diferentes tejidos de
mamiferos y en ofros sistemas vivientes (granos en germinacién, levaduras, clertos mohos y
bacterias) (5), lo que constituye un indicativo de que su presencia es esenclal para la
realizacién de procesos basicos de la funcién celular.



La actividad extrahepética de la arginasa ha sido reportada en rifién (6,7), placenta (24,26),
corazdn (30), intestino delgado (8,9), cerebro (10), tiroldes (11), epldermis (12,13), pancreas
(15), Otero (24), gldndula submadlar (14), gidndula mamaria lactante (17,18,19), eritrocitos
(19,21), linfocitos y glandulas leucemicas (20), en lineas celulares en cultivo (21), en suero
tanto en personas sanas (23,28) y otros padacimientos diversos (16,25), as! como los factores
de suero requeridos para la induccidn de arginasa en macréfagos (27).

A la arginasa distribuida ampliamente en diferentes tejidos extrahepaticos (31) se le atribuye Ia
funcién principal, entre ofras, de faciltar la disponiblidad de omitina por la blosintesis de
poliaminas tales como la espermidina en la gidndula mamaria lactante (32), en la epidermis
asociada a la produccion de prolina, giutamato y proteinas queratinosas (33); sintesis para la
proliferacién de céiulas epiteliales (34), biosintesis de putrescina en tiroldes (35), etc.

El posible papel de la arginasa exirahepdtica en ia biosintesis de poliaminas parece
especialmente atractivo ya que estas moléculas policatibnicas tlenen un papel clave en el
crecimiento de células y tejidos (36).

La arginasa tiene una estructura oligomérica, siendo un tetrdimero que consiste en cuatro
mondmeros, cada uno de los cuales tienen peso molecular de 30,000 - 40,000 daitones y un
i6n Mn Intimamente ligado.

El rango de pH dptimo para la arginasa estd entre 9.3 y 10.0. Es una enzima que hidroliza
uniones C-N no peptidicas y que tiene afinidad con D-arginina y L-homoarginina. Un gran
nimero susfratos portadores de un resto guanidinico sustituido han sido ensayados para
safialar la especificidad de la arginasa; los derivados monosustituidos, no pueden ser sustratos
de la arginasa si no cumplen las siguientes condiciones:



- Tener en el grupo guanidinico un radical NH2 ffbre y un carboxiio asoclado a un
grupo NH2 u -OH en alfa.

- Que haya una cierta separacién entre el primero y el segundo. Se tlende a admitir

que la arginasa se combina al resto guanidinico de una parte y otra, y que la orientacién de su
grupo activo descansa sobre una afraccién que el manganeso parece ejercer sobre el grupo
carboxlio y amino o hidroxilo del sustrato. E! metal se comportaria como un agente
coordinador entre la enzima y el sustrato por medio de sus Uitimos grupos (36).
Para la arginasa se han identificado diversas formas moleculares, es decir, isoenzimas, las
cuales presentan diferencias en aigunas propiedades bésicas como por ejemplo: movilidad
electroforética, solubliizacion, sensibilidad de calor. Se ha considerado la posiblidad de que
estas isoenzimas puedan formarse a partir de una forma nativa durante los procesos de
aislamiento y purificacion utilizados (289).

La comprensién del papel fisiologico de las isoenzimas de arginasa confenidos en un
compartimiento celular dado es de especial interés debido precisaments a la funcién catalftica

que éstas pueden desempefiar.

Los estudios ciinicos y bioidgicos del control genético y origen de la arginasa reatizados
recientemente con relacién a la argininemia (deficiencia de arginasa) e hiperargininemia
(deficiencia de arginasa en erifrocitos), han servido como base para el tratamiento y
comprensién de éstas y otras enfermedades congénitas relacionadas con el ciclo de la urea.

La arginasa mejor caracterizada es la enzima de higado de rata la cual tiene un peso
molecular de 120,000 Dattones (34,35) y un pH 6ptimo alrededor de 9.5 (36). La enzima de
higado humano tiene un peso molecular de 107,000 y su pH dptimo es de 9.3 (37).



Se ha mostrado que la enzima de higado de rata es tamblén activada por iones Mn+2 Ca+1,
Ni+3 6 COH en las preparaciones "in vitro" y se ha sugerido que el Mn2+ es el catién activante
"In vivo", sin exclulr completamente la posibiiidad de la participacién del Fe+3 (o hasta Co+1 6
Ni+3).

Los ensayos de la aclividad de arginasa de higado de rata o ratén deficientes en Mn+2
mostraron refraso en el crecimiento y fallas en la reproduccién.

Sin embargo, no se observd efacto en la excrecién de urea, hasta después de adminisfrar
grandes dosis de citrato de amonio. La disminucién observada en la actividad de la arginasa
de higado causada por la deficiencia de Mn+2 estd relacionada con las reacciones de arginasa
de higado "in vivo™ (41).

Un estudio comparativo muestra que la Km a pH 9.5 de la arginasa de higado (activada con
Mn2+) presente en varios animales ureotélicos es de 10 a 40 mM, mientras que la Km para las
arginasas de animales uricobélicos es de 100 a 200 mM (42).

Los valores de Km reportados por diferentes investigadores para las arginasas de higado de
diferentes especies de mamiferos, varian de 2 mM a 40 mM (43).

En virtud de que la arginasa forma parte de las enzimas del cicio de la urea y ésta a su vez se
asocia con el cataboismo de aminodcidos, se describen a continuacién aigunos aspectos
relacionados con éste tépico.



Catabolismo de aminoécidos.

Para la degradacién oxidativa de los 20 diferentes aminodcidos que se encuentran en las
proteinas, existen 20 secuencias multienzimaticas diferentes en los vertebrados. Todas estas
secuencias convergen al piruvato, al aceti-CoA o a los Intermediarios del ciclo de los &cidos
tricarboxficos. Tal como se muestra en la fig. 1, los esqueletos carbonados de diez de los
aminodcidos rinden en Glimo término acet!-CoA, bien por la via de! piruvato o la del aceto
acetii-CoA, ofros cinco aminodcidos se convierten en alfa-cetogiutarato, tres rinden
succinii-CoA y dos producen oxalacetato. Dos aminodacidos, la tirosina y la fenilalanina, se
degradan de modo que una procién de su esqueleto carbonado se incorpora al ciclo de los
acidos fricarboxflicos como aceti-CoA y la otra como fumarato. Sin embargo, no todos los
atomos de carbono de cada uno de los veinte aminoécidos se incorporan al ciclo de los dcidos
tricarboxfiicos, ya que algunos se pierden en la ruta mediante reacciones de descarboxilacion.

Lae rutas catabdlicas de los aminodcidos son largas y complejas, con muchos intermediarios.
Los diversos grupos amino terminan por ser incorporados al alfa-cetogiutarato para formar
giutamato, que es desaminado oxidativamente por la giutamato deshidrogenasa para dar NH3
y alfa-cetogiutarato.

El catabolismo de aminoacidos tiene lugar, en gran parte en el higado, aunque el rifion también
es significativamente activo.

Los 4tomos de nitrégeno de los grupos alfa-amino, separados de los aminoécidos durante su
degradacién oxidativa, son finaimente excretados por la orina de los vertebrados en forma de
urea (organismos ureotélicos), de amoniaco (organismos amonotélicos) o de acido drico
(organismos uricotélicos), segin las especies.
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FIG. 1 Rutas de entrada de los aminoéacidos de el ciclo de los dcidos tricarboxflicos.(45)
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- Ruta del alfa-cetogiutarato.

Los esqueletos carbonados de cinco aminoacidos (arginina, histidina, glutamina, 4cido

glutamico y prolina) se incorporan al ciclo de

los acidos tricarboxilicos por la via del

alfa-cetoglutarato: todos ellos son giucogénicos (fig. No. 2).

ARGININA |

PROLINA

ACIDO GLUTAMICO
ALFA-SEMIALDEHIDO

HISTIDINA

2

GLUTAMINA

ACIDO GLUTAMICO

b

4

ALFA-CETOGLUTARATO

FiG. 2 Rutas que conducen al

alfacetoglutarato (45).

La omitina se convierte después en semiaidehido del acido glutdmico que es también un

intermediario en la oxidacion de prolina (fig. No. 3).



HaN = G = NHCHp CHp CHy CH (NHp) COOHM Arginina

g

HaN CHy CHa CHp CH (N

ot -oxoglutargto
glutamato D

Ho) COOH Orniting

ornitin - transaminasa

H = C - CHp CHp CH(NHZ) COOH ¥ - Semialdenido
L]

del deide glutdmica

)
20, NAD Sy semigidenido glutdmico
deshidrogenasa
NADH —
HOOC CMp CMp CHCOOH Acido glutamico

FIG. 3 Principales rutas para la conversion de arginina en acido giutamico en los mamiferos.

(45)

La ruta para la oxidacion de la histidina a acido glutdmico causa la apertura del anillo

imidazélico para dar N-forminioglutamico, del cual se separa el grupo forminio (NH=CH-),

mediante una enzima que utiliza el tetrahidrofolato como aceptor de grupos monocarbonados

(fig. No. 4)
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FIG. 4 Ruta principal de conversién de histidina en &cido giutdmico, en los mamiferos.
El tetrahidrofolato FH4 actia como aceptor del grupo formimino.(45)



La glutamina se hidroliza a acido glutamice por accion de la enzima glutaminasa,
particularmente en el rifion:
Glutamina + H20 —-> Acido glutamicc + NH3,

La glutamina se convierte también en acido glutamico por la glutamato sintasa:

Glutamina + alfa-cetoglutarato + NADPH + H+—> 2 - glutamato + NADPH
Mediante una tercera ruta la glutamina puede experimentar transaminacién con el acido
alfa-cetagutéarico rindiendo acido alfa-cetoglutaramico, que a su vez, se puede o bien hidrolizar
formando alfa-cetoglutarato y amonlaco, o bien se cicliza para formar una lactama, Ia
2-hidroxi-5-cetorpolina.
La L-prolina después de su deshidrogenacion, experimenta la apertura del anillo rindiendo el

semialdehido del 4cido L-glutamico (fig. 5).

H
N /2 U o N Ha0
COOH e COOH \>
prolinoxidasa (espontonea)
prolino ocido A'- pirrolin -5
corboxliico
Hz0,NAD*  NADH
H-(':-CH.Z CH, CH (NH,) COOH 3o- |HOOC CHp CHp CH (NH32) COON

0
¥-Semicldehido del 2! -pirrotin dcido glutdmice
deido  glutdmico deshidrogenasa

FIG. 5 Catabolismo de la prolina y de la hidroxipolina. Conversién de prolina en acido
glutamico.(45)
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Cicto de urea

La mayoria de los vertebrados e invertebrados excretan finaimente cierta fraccién de amonlfaco
fomado en una de estas tres formas: urea, amoniaco o acido arico.

La formaci6én de urea, que tiene lugar en el higado de los organismos ureotélicos, es catalizada
por el mecanismo ciclico denominado ciclo de la urea.

La ecuacién global del ciclo de ia urea es:

2NH3 + CO2 + 3ATP + 3H20 —> urea + 2ADP + AMP + 4Pj

La formacién de una molécula de urea necesita, por todo elio la hidrélisis de cuatro grupos
fosfato de elevada energla aportados por el ATP.

A la secuencia del ciclo de la urea se incorporan dos grupos amino, originaimente derivados de
los aifs-aminodcidos y una molécula de didxido de carbono, mediante este proceso ciclico que

necesita ATP, se da lugar a la formacién de una molécula de urea, compuesto neutro y no
téxico que es transportado por la sangre a los rifiones y se excreta en la orina.

El ciclo de la urea consiste en cinco pasos regulados enziméticamente (fig. 6)
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1. El primer grupo de amino que entra en el ciclo de la urea surge en forma de amonfaco ffore
como consecuencia de la desaminacion oxidativa del glutamato en las mitocondrias hepéticas:

Acido giutdmico + NAD + (NADP+) + H20
Acido alfa-cetoglutérico + NH3 + NADP (NADP) + H+

El amoniaco libre es utiizado entonces junto con el dioxido de carbono para formar foafato de
carbamilo, en una compleja reaccion catalizada por la carbamil fosfato sintetasa (amonfaco),
presente en la matriz mitocondrial:

2ATP + CO2 + NH3 + H20 —> fosfato de carbamilo + 2ADP + Pi

Se necesitan dos moléculas de ATP para formar cada molécula de fosfato de carbamilo que
interviens en esta reaccion, la cual es escencialments imeversible. Esta reaccidn, que se
produce al menos en dos etapas, necesita de N-acetiigivtamato, un activador alostérico.

La formacion de fosfato de carbamilo en ias mitoncodrias, por esta ruta, esté especializada en
la sintesis de urea. Sin embargo, en el citosol de aigunos tejidos, asl como en las bacterias y
en los hongos, el fosfato de carbamilo es sinetizado por una reaccién diferente, catalizada por
otra enzima, la carbamil fosfato sintetasa (ghutamina).

2. El fosfato de carbamilo producido en la mitocondria cede después su grupo carbamiio a la
omitina, que se forma en el citosol pero que penefra en la mitocondria a través de un sistema
de fransporte especifico de la membrana intema.

El producto es la citrulina:
Fostato de carbamilo + omitina —> citrulina + Pi

14



Esta reaccién es catalizada por 1a omitina carbamil transferasa de la matriz mitocondral. La
citrulina formada abandona después la matriz mitocondrial, pasando al citosol, en el que tienen
lugar las restantes reacciones del ciclo de la urea.(fig. 6)

3. El segundo grupo amino necesario para la sintesis de urea llega ahora en forma de
aspartato que lo adquiri a su vez del glutamato por accién de la aspartato fransaminasa en el
citoplasma. El grupo amino del aspartato se condensa reversiblemente con el dtomo de
carbono carbamllico de la citrulina en presencia del ATP, para formar arginosuccinato, esta
reaccién es catalizada por la arginosuccinato sintetasa:

Citrulina + aspartato + ATP —> arginosuccinato + AMP +PPi

pirofosfato formado en ésta reaccién queda hidrolizado por la pirofosfatasa a fosfato

inorgdnico, Impulsando, de éste modo, la reaccién global hacia la derecha.

4. En la reaccién siguiente, el arginosuccinato experimenta una reaccién de eliminacién en
alfa, por accibn de la arginosuccinato iasa para formar arginina libre y fumarato:

Arginosuccinato —> arginina + fumarato o

5. La arginina formada en ésta reaccién se transforma en el precursor inmediato de la urea,
mientras que el fumarato retoma al conjunto de intermediarios del ciclo de los acidos
tricarboxficos.

15



Hasta este punto, 1a secuencia de reaccién es la empleada por todos los organismos capaces
de efectuar ia biosintesis de la arginina. Sin embargo, Unicamente los animales ureotélicos
poseen cantidades elevadas de arginasa, la cual separa la urea de la arginina, reaccién que

tiene lugar en el citosol.

Arginina + H20 ——> omitina + urea

La arginina se sintetiza de nuevo a partir de la omitina, por carbamilacidn de esta dltima a
citrulina, a expensas del fosfato de carbamllo y seguida de la adicién de un grupo amino a la
citrulina procedente del acido aspartico.

Las enzimas que catalizan las reacciones suminstradoras de grupos amino al ciclo de la urea,
(aspartato transaminaea, giutamato deshidrogenasa, carbamil fosfato sintetasa y omitina
carbamil transferasa) se hayan localizadas en las mitocondrias de la célula hepética,
proporcionando de este modo una comparfimentacién muy compleja de las reacciones del
catabolilasmo de aminoédcidos y de ia sintesis de wea entre el citosol y las mitocondrias. Esta
separacién parece necesaria para impedir la acumulacién de amoniaco libre de la sangre, el
cual es sumamente téxico para los vertebrados ureotélicos, particularmente para el sistema
nervioso cenfral.

Se han observado deficiencias genéticas de cada una de las diversas enzimas del ciclo de la

urea en el ser humano.

- Interacclones entre el ciclo de la urea y ofras vias metabélicas.

La omitina que se genera en el ciclo de la urea puede seguir varios destinos metabélicos, entre
ellos la formacion de clirulina y de semialdehido glutamico. Por su importancia destaca tamblén
la sintesis de poliaminas que se describe a continuacién.
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Biosintesis de pollaminas.

Las pollaminas pufrescina, espermidina y espermina estan ampliamente distribuidas en los
sistemas vivientes, aunque las concentraciones relativas de estos aminos varian notablemente
on células diferentes.

La funcién bloldgica de estas moléculas ha sido estudiada en microorganismos, en células
animales y vegetales.

En general, los procariontes tienen concentraciones mas altas de putrescina que de
espermidina y carecen de espermina, mientras que los eucariotes tienen bajas concentraciones
de putrescina y cantidades altas de espermidina y espermina.

Los poliaminas son de gran importancia, ya que se ha demostrado que éstas son factores de
crecimiento y que su prasencia es escencial para la regularizacién de muitiples procesos, entre
elios la divisién, proliferacion y diferenclacién celulares.

H2N-CH2-CH2-CH2-CH2NH2
PUTRESCINA

H2N-CH2-CH2-CH2-CH2-N-CH2-CH2-CH2-NH3

ESPERMIDINA
}'l H
H2N-CH2-CH2-CH2—N-CH2-CH2-CH2—CH2-I\4H2-CH2—CH2-NH3
ESPERMINA

FIG. 7 Férmulas de las poliaminas.(45)

17



En los mamiferos, la bicsintesis de pollaminas se Heva a cabo a partir de omitina, por lo tanto,
la ruta que conduce a la formacién de pufrescina es a fravés de la enzima omitina
descarboxilasa (ODC). (fig.8)

La omitina disponible para éstas reacciones proviene del plasma, ademéds de que puede
formarse dentro de las células por accibn de la arginasa. Por esta razén se ha pensado que la
arginasa puede ser una de las enzimas que regulan la etapa inicial en la biosintesis de
poliaminas, ademds de su participacién fisioldgica ralacionada con el ciclo de |a urea, donde
ha sido tradicionalmente estudiada.

La inhibicion especifica de |a biosintesis de poliaminas puede ser un medio para el control de
algunos estados patoldgicos. Por ofra parte, la determinacién de la concentracion de estas
aminas en orina y en otros fluldos corporales, constituye, en algunos casos un indicador del
estado de salud (fig. 8)

Ciclo del dcido citrico.

Los componentes del ciclo de la urea de los vertebrados teirestres, como mamiferos y anfibios,
estan muy relacionados con el ciclo del acido citrico (fig. 9).

La sintesis de arginina succinato es un paso muy importante en la interaccion del ciclo de la
urea con el ciclo del acido citrico. La alanina es transaminada para formar piruvato y su grupo
amino lo cede el alfa-cetogiutarato, pasando este a glutamato. El piruvato es descarboxitado
para entrar al ciclo del 4cldo citrico como un fragmento de dos carbonos.
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FIG. 8 Biosintesis de poliaminas. (45)

19



El glutamato, por una reaccién de transaminacion con el oxalacetato, forma aspartato y se
genera el alfa cetoglutarato. E! aspartato asl formado, contiene el segundo grupo amino
destinado para la sintesis de urea.  El fumarato que se obtiene por hidrélisis de
arginosuccinato, regresa al ciclo del acido citrico y la arginina queda disponible para la sintesis
de proteinas en tejidos extrahepaticos o para proseguir con el ciclo de la urea.

Por ofra parte, la arginasa efectéa la conversién de arginina en urea y omitina y asf el ciclo se
completa. Cuando aumenta la sintesis de poliaminas se ha visto que aumenta

la actividad de arginasa y que asi se incrementa el suministro de omitina hacia omitina

descarboxilasa.
Glucose
Glutamato llnninu\
' + Piruvarate
NH, co
A
ABPOriolo —gfmmsm—m= =<~ cetoglutarate nttl Coh
Oxalocetato
2ATP /

Carbamil tosfato Malcto Citrate

cl‘ﬂi"“ Clclo de
Fumuulo Isocitrate
Krebs
!I s 4:10":?
o v Ciclo de
S I lo urea Suc:loaoia =<~cetoglutaraoto
| p A Arginino
: e M Suctinato k
|
g N .lrdnim/ /qlufamum
| A
S ] NHy

FIG. 8 Ciclo del acido cfirico y su interaccién con ofras vias metabélicas.(45)
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Los componentes del ciclo de la urea funcionan como una unidad, como lo muestra ei hecho
de que las cinco enzimas del ciclo se incrementan en el higado de las ratas sometidas a una
dieta alta de proteinas. En estos animales también se incrementan las enzimas relacionadas
con el ciclo de la urea, como la alanino amino transferasa y aspartato amino transferasa. Todo

esto comprueba que el ciclo de la urea funciona como una via matabdlica.

Los pasos limitantes de este ciclo son la formacién de carbamil fosfato y la sintesis de
arginosuccinato. A este respecto, se ha visto que la arginosuccinato sintetasa funciona al 60%
de su actividad por lo que en este paso debe haber imitacién en la disponibilidad de sus trato,
ya sea aspartato, citrulina o ATP.

A diferencia del higado, varios tejfidos extrahepaficos contienen solamente los Uitimos tres
mecanismos enzimaticos del ciclo de la urea; en el cerebro y musculo, la biosintesis de urea
depende del aporte de citrulina que viene del higado.

E! desarrolio més dramético de la actividad de arginasa se presenta en el higado, esto ocurre
en 2 fases distintas; la prenatal, durante el Gttimo periodo fetal y la postnatal, durante la tercera

semana.

La actividad de arginasa en la glandula mamaria aumenta a partir de cero en la glandula virgen
a actividades significativas durante |a prefiez y la lactancia.

Herzefeld y Raper (41) mostraron la distribucion de arginasa en 16 tejidos diferentes de rata
adulto normal (ratas Kx de 90 dias de edad o ratas Kx fetales). A partir de esta distribucién,
ofro tejido (el duodeno) se cuenta entre los 6rganos que presentan actividades relativamente
altas de arginasa, mientras que las actividades en plel, adrenales y imo fueron las mas bajas.
Mds de la mitad de los tejidos muestreados tuvieron actividades de arginasa muy bajas (0.4 -
7.9 unidades/g.). La piel de rata presenté menos de 0.1% de Ia actividad del higado.
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Harri et al (8), compararon la actividad de arginasa en la mucosa del intestino deigado con la
actividad en el higado de ratas (Wistar) hembras y machos. La actividad de arginasa de varias
partes del intestino delgado es casl del 5 al 10% de la actividad en el higado por 1 gramo de

peso de tejido hiimedo.

Cuando los dos sexos se comparan, la actividad de arginasa en el higado de los machos es
significativamente mas alta que en las hembras en |a cepa utilizada (Wistar). Al comparar la
mucosa de varias partes del intestino delgado se observa que la mucosa yeyunal es el sitio de
mayor actividad de arginasa. La acfividad en la mucosa duodenal de ratas macho es
significativa (2P < 0.05) y en la mucosa ileal de los machos es significativamente mayor que
en la de las hembras. Esto demuestra algunas diferencias del sexo en cuanto a la retencién
intestinal de arginina en la rata.

Debido a la importancia que tiene la utiizacién de ia omitina en la realizacién de los procesos
biésicos de la funcidn celular, consideramos importante estudiar la actividad de la arginasa en el
tejido pulpar humano durante el desarmollo y crecimiento de los dientes.



PULPA

FUNCION:

La pulpa dentaria es de origen mesodérmico y contiene la mayor parte de los elementos
celulares y fibrosos encontrados en el tejido conjuntivo laxo.

La funcién primaria de la pulpa dentaria es la produccidn de dentina.

La pulpa proporciona nufricibn a la denfina, mediante los odontoblastos, utliizando sus
prolongaciones. Los elementos nutritivos se encuentran en el liquido tisular.(50)

Los nervios de la pulpa contienen fibras sensitivas y motoras. Las fibras sensitivas, que tienen
a su cargo la sensibilidad de la pulpa y la dentina, conducen la sensacién de dolor énicamente.
Sin embargo, su funcién principal parece ser la iniciacién de reflejos para el control de la
circulacién en la pulpa. La parte motora del arco reflejo es proporcionada por las fibras
viscerales motoras, que terminan en los musculos de los vasos sanguineos pulpares.

ANATOMIA

La puipa dental es el tejido conectivo blando que mantiene a fa dentina. Cuando se examina su
histologla, se pueden distinguir cuatro zonas diferentes: 1) la zona odontobidstica en la periferia
pulpar; 2) una zona acelular (la zona de Weill o capa basal de Well) por debajo de los
odontoblastos, la cual es muy visible en la pulpa coronaria; 3)Juna zona celular, un drea de
tejido pulpar donde la densidad ceksar es alta, que se ve facimente en la pulpa coronaria
adyacente a la zona celular, y 4) el corazén zona central de la pulpa, que se caracteriza por la
presencia de los vasos y los nervios de la pulpa.(51)

Las células principales de la pulpa son los odontoblastos, los fibroblastos, las céiulas
mesenquimatosas indiferenciadas y los macréfagos.



ODONTOBLASTOS

La célula mas distintiva de la pulpa dental, y por lo tanto la que se reconoce més faciimente, es
el odontoblasto. Estas células forman una sola capa que recubre la periferia de la pulpa y
poseen una prolongacioén que se extiende en la dentina. En la porcién coronaria de diente, los
odontoblastos a menudo aparecen como una disposicién en empalizada, apareciendo como
una capa de fres a cinco células. Este es un artefacto ocasionado por el apifiamiento de los
odontblastos. si bien no se han hecho verdaderos recuentos ceiulares, el nimero de tébulos
dentarios presentes en la superficie pulpodentaria, y por lo tanto el nimero de odontobiastos,
se ha estimado en el rango de 45,000 por millmetro cuadrado en la dentina coronaria, con un
menor nimero en la dentina radicular. Los odontoblastos de la corona son también més
grandes que los odontoblastos de la raiz. En la corona, el cuerpo celular del odontoblasto es
cilindrico y mide aproximadamente 35 um de largo, mieniras que en la porcién media de las
células son més cubicas y en la zona apical son de aspecto aplanado.

La vida dal odontoblasto en cuanto a duracién no se conoce, pero es probable que sea la
misma del diente. El odontoblasto es una céiula terminal, lo que quiere decir que una vez
diferenciada no puede dividirse ya mas.(51)

FIBROBLASTOS

La céiulas que aparecen en mayor nimero en la pulpa son los fibrobiastos. Son
especialmente numerosos en la parte coronaria de la puipa, donde forman la zona cekdar. La
funcién del fibroblasto en ta puipa es ia de formar y mantener la maftriz de la puipa, la cual
consta de coldgeno y sustancia fundamental. En la pulpa jéven, los fibroblastos se hallan
sintetizando activamente matriz, y por lo tanto poseen un citoplasma desamollado que contiene
cantidades excesivas de organelas habituaimente asocladas con la sintesis y secrecién, y un
nlcleo ablerto con, la edad, la necesidad de la sintesis disminuye y los fibroblastos aparecen
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como achatados, adoptando la forma fusiforme con nicleos de cromatina mas densa.
Recientemente se ha demosirado que los fibroblastos pulpares tienen ia capacidad de Ingerir y
degradar coldgeno cuando se les estimula adecuadamente. Se plensa también que esta
células pueden tener el potencial de originar nuevos odontoblastos en la perifieria de la pulpa
cuando sobreviene tal necesidad.

CELULAS MESEQUIMATICAS INDIFERENCIADAS.

Las células mesenquiméticas indiferencladas representa el "pool" celutar a partir del cual
derivan ofras células conectivas de la pulpa. Dependiendo del estimulo, estas células pueden
originar odontoblastos, fibroblastos o macréfagos. Se hallan en toda el drea celular y en ia
zona central de la pulpa, y se relacionan a menudo con los vasos sanguineos. Poseen
abundante citoplasma y prolongaciones citoplasmaticas perifericas. En pulpas mds viejas, el
nimero de células mesenquimaticas indiferenciadas disminuye jurto con ofras células de la
zona central, asociada con otros factores de envejecimiento, resulta en una reduccién del
potencial regenerativo de la pulpa.(51)

OTRAS CELULAS DE LA PULPA DENTAL.
Ademas de las células asociadas con los elementos vasculares y nerviosos, se considera que
ofros dos tipos de células son residentes normales de la pulpa dental: el macréfago y el

finfocito.

Bl macréfago, que se considera un residente normal de la zona central de |2 pulpa, muestra
una distribucién prevascutar.
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El macré6fago activo efimina células muertas y ocasionalmente particulas de la pulpa dental. En
la inflamacién de la pulpa dental, el macréfago puede remover bacterias e Interacclonar con
ofras células inflamatorias.

El linfocito es ofra célula de defensa que a veces se ve en el tejido pulpar. Se han encontrado
acumulos focales de estas células en dientes no erupcionados y en dientes que acaban de
erupcionar, pero la razén de su presencia en ia pulpa no ha sido establecida. Se sabe que en
ofros tejidos los linfocitos son los precursores de [a célula plasmatica (o plasmocito) productora
de anticuerpos y que participa en la inmunidad celular.

SENSIBILIDAD DENTINARIA

Una de las caracteristicas mas extraordinarias del complejo pulpodentinario es su sensibilidad.
Es dificil explicar por qué este complejo deberia ser tan sensible, puesto que aparentemente no
hay beneficios de tipo evolutivo respecto da la supervivencia de un organismo.

Muchos estimulos son capaces de provocar una respuesta dolorosa cuando se aplican a la
dentina, tales como los estimulos térmicos, provocados por aerosoles acuosos,; los estimulos
mecdnicos, ocasionados al tocar la dentina expuesta.

La dentina no es uniformemente sensible. Existe un consenso bien establecido, de que la
dentina es sensible a nivel del limite amelodentario y muy sensible cerca de la pulpa; en
general su sensibiidad estd aumentada cuando se encuentra localizada sobre una puipa
inflamada.
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Las sensibilidad aumenta a nivel del limite amelodentinario es explicada por la profusa
ramificacion de los tGbulos en esta region.
Otro mecanismo posible para explicar la sensiblidad dentinaria es considerar que el
odontoblasto es una célula receptora. (50)

CAMBIOS CON LA EDAD

El complejo pulpodentinario, como todos los tejidos corporales, sufre cambios con el iempo.
El cambio mas conspicuo es la disminucién del volumen de la camara pulpar y del conducto
radicular originado por la continua aposicién de dentina. En los dientes viejos, el conducto
radicular no es mas que un conducto delgado y puede aparecer en ocasiones completamente
obliterado. Esta disminucion continua de volumen pulpar origina probablemente una reduccién
en la imigacién de la pulpa, e inicia muchos de los otros cambios relacionados con la edad
hallados en este tejido.

Desde los 20 afios aproximadamente, las células disminuyen graduaimente su nimero hasta
alrededor de los 70 afios, cuando la densidad celular se ha reducido a casi la mitad. Antes se
crefla que el contenido de colageno de la pulpa aumentaba con la edad. Investigaciones
recientes han demostrado, que después del perfodo de erupcién dentaria y formacién de la
ralz, en el que hay una ligera reduccion en la sintesis del colageno de la pulpa, no hay cambios
significativos en el contenido de colageno de la puipa asociados con la edad.

Unos de los camblos reales que se dan con la edad es |a presencia de zonas imegulares de

calcificacion distréfica, especialmente en las zonas centrales de la pulpa. Si tales zonas liegan
a tener clerto tamafio, se las conoce como nbdulos pulpares falsos.
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RESPUESTAS A ESTIMULOS AMBIENTALES

Muchos de los cambios que ocurren con la edad en el complejo pulpodentinario lo hacen mds
resistente a los dafios provenientes del ambiente. Por ejemplo, el avance de las carles es
retardada por la oclusién de los fubulos. Los cambios de la edad pueden también ser
acelerados en respuesta a estimulos ambientales tales como carles o atricién del esmalte.

Sin embargo, los cambios con la edad también disminuyen la capacidad del complejo
pulpodentinario de autorrepararse. E! dafio ha sido definido como una interferencia del
estimulo con el metabolismo celular. Si hay dafio pulpar, la edad de la pulpa determina en
grado importante su capacidad de reparar los dafios. Debido a que el metabolismo celular es
alto en la pulpa joven, sus células son proclives al dafio; el cual se manifiesta como una funcién
celular alterada; sin embargo, la recuperacion ocumre rapidamente. Un ejemplo, es el dafio
fisiolégico que se origina en los cambios que ocuren en el nacimiento. Los odontoblastos
estdn dafiados y responden formando por breve tlempo, dentina atterada. Si el dafio es tal que
el odontoblasto se desfruye, existe la posibilidad de que en las pulpas j6venes se diferencien en
nuevos odontoblastos a partir de sus células mesenquimaticas indiferenciadas y de que se
forma dentina de reparacién. Este potencial se reduce mucho con la edad.(50)



OBJETIVO

Determinar la actividad de arginasa en el tejide pulpar en diferentes estadios del desarrolio
dentario humano y correlacionar esta actividad con ia concentracin de proteinas, peso
himedo y el contenido de materia organica.
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METODOLOGIA

Se utilizé la pulpa de dientes humanos con las siguientes caracteristicas:
1) Dientes deciduos sanos. (n=5)

2) Dientes sanos con dwwmpamtde la raiz formada. (n=5)

3) Dientes sanos con la raiz totaimente formada. (n=13)

Las pulpas se exirajeron romplendo la pieza dental, cuidando de dejar expuestas las puipas sin
dafiarias, y fueron homogenizadas en una proporcién de 1.5 mi de Cloruro de sodio a 0.8% por
cada 50 mg de tejido puipar en el homogenizador con motor Talboys Engineering Corp. Mod.
106 y se separaron en alicuotas de 100 ul, conservéndose en congelacion hasta que fueron
procesadas.

A los homogenizados obfenidos y previamente identificados se les aplicaron las sigulentes
técnicas bloquimicas:

MEDICION DE ACTIVIDAD DE ARGINASA

La actividad de arginasa se delermind a fravés del contenido de urea utiizando el método
modificado propuesto por Geyer y Dabich (34).

Se empled el método coloriméfrico de Bemal y Col. para determinar la cantidad de materia
organica. (47)



| PROTEINAS
La concentracitn de proteinas se determiné por el método de Lowry. (48,49)
ANALISIS ESTADISTICO
Se compararon los resuitados obfenidos de la actividad de arginasa y de los ofros pardmetros
bioquimicos por medio del Andlisis de Varianza de un factor, asl como la prueba de

comparacién muitiple de medias (prueba de Tukey). (52)
Para relaclonar los parametros estudiados, se utiliz6 el Analisis de Correlacion.
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RESULTADQS.

En la tabla | se muestran los promedios y las desviaciones esténdar de las diferentes
determinaciones realizadas en el tejido pulpar.

En la figura 1 se presenta el peso humedo de la pulpa de los diferentes tipos de dientes
utilizados en este estudio. Después de realizado el Andlisis de Varianza, no se
encontraron diferencias significativas en la determinacién de éste parametro. (p > 0.05).
La figura 2 representa ei peso seco, que en ofras palabras expresa el contenido de
materia organica total, que fue mayor en la pulpa de los dientes con la ralz totaimente
formada (p < 0.05). Las figuras 3 y 4 muestran las concentraciones de protefnas y la
actividad de arginasa respectivamente determinadas en la pulpa dental. La arginasa
presemté mayor actividad en la pulpa de dientes que tienen la ralz en formacién
(p < 0.05). En la figura 5 se grafica la variacién del peso seco en funcién del peso
himedo del tejido pulpar, mientras que en la figura 6 se expresa la relaclén del peso
hamedo con respecto a la edad. La figura 7 representa los cambios en la actividad de
arginasa dependiente de la edad y la concentracién de proteinas con respecto a la edad
se presenta en la figura 8.
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PROMEDIOS & SD DE LOS VALORES ENTRE DIFERENTES PARAMETROS
MEDIDOS EN PULPA DENTAL HUMANA.

TWPO DE DIENTE

TEMPORALES RAIZ EN RAIZ TOTALMENTE

FORMACION FORMADA
PARAMETROS DETERMINADOS (n=5) (n=5) (n=13)
PESO HUMEDO (mg) 08726:02712 12164+ 04990 1.03020 £+ 0.2503

pg PESO SECO/mg PESO HUMEDO 24875+0.1380 20358+0.1187 2571110.1764

pg PROTEINAS/mg PESO HUMEDO 1.7720+0.1451 16853:0.1745 1.84403:0.1085

ARGINASA (ug UREA/mg PROT/min) 0.1261+0.1002 1.0384+0.0838 0.4480+0.2130

Tabla T . Valores promedio entre los diferentes pardmetros determinados en cada tipo de diente.
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PESO HUMEDO DE LA PULPA DE DIENTES HUMANOS EN DIF. FASES DE DESARROLLO
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PESO SECO DE LA PULPA DE DIENTES HUMANOS EN DIF. FASES DE DESARROLLO
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PROTEINAS DE LA PULPA DE DIENTES HUMANOS EN DIF. FASES DE DESARROLLO
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ARGINASA (ug urea/ mg prot/ min)
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ESMALTE DENTINA

En desarrofio Maduro
{vol. %) (vol. %) (peso %)

Inongdnico 16 88 72
Orgdnico 20 03 20
Agua 84 1.7 Restante
Principal Amelogenina Proteina Coldgeno
componante y esmaitelina insoluble
orgdnico
Componente Fosfato de caicio de apatita Fosfato de caicio de
inorgdnico apatita

Tabla TT. Principales componentes de los tejidos duros. (53)
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DISCUSION.

Nosofros encontramos que la actividad de la arginasa es mds elevada en la pulpa de
dientes en formacidn, lo que sugiere una actividad metabdlica intensa. El aumento de la
actividad de arginasa coincide con los datos reportados para oftros tejidos durante la
formacion dentaria, tal como ocurre con les tejidos mineralizados principaimente
relacionados con el contenido de agua, que es mayor en |a puipa de dientes que tienen
la raiz en proceso de formacion concomitante a una menor cantidad de materia orgdnica.
Estas diferencias deben verse en la tabla I T donde se aprecia, que tanto la dentina
como el esmalte tienen un mayor contenido de agua, que es del 84% en dientes en
formacion y 11.7% para los que estan completamente formados en donde los cambios
en la concentracién de materia organica son nofables.

La arginasa esté directamente relacionada con la blosintesis de poliaminas (32), cuya
funcién se acompafia de los procesos de sintesis de acidos nucleicos, proteinas (33) y
como comnsecuencia con los procesos de divisién, multiplicacién y diferenciacién celulares
(36).

Las poliaminas también se ven refacionadas con la formacién de neurotransmisores
como el dcido gama aminobutirico (GABA), que se forma a partir de la putrescina con la
participacién de aminoxidasas y, es bien sabido que la pulpa es un tejido attamente
inervado, constituyendo, asf, la principal fuente de doior en la boca.

Investigaciones anteriores reportan gue los cambios relacionados con la edad de la pulpa
dental, como son la disminucién progresiva del volumen pulpar desde la erupcién del
diente hasta que éste llega a "viejo", la calcificacion distréfica y la disminucitn de células,
fibras de coldgeno y de la sustancia fundamental, se observan en dientes de individuos
mayores de 50 afios, que por consiguiente, presentan una disminucién considerable en

su actividad metabélica.
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Aunque los dientes deciduos y los totalmente formados utilizados en éste estudio no
pueden considerse tejidos envejecidos, su actividad de arginasa es menor, comparada
con aquellos que estéan en pleno desamollo. Sin embargo, esperabamos encontrar una
disminucion marcada en la actividad de arginasa en aquellos dientes que flenen la rafz
totaimente formada, lo que no pudo ser observado, debido a que el rango de las edades
de los dientes estudiados no fue lo suficientemente amplio (de 9 a 38 afios).

Esto nos abre la posibilidad de continuar el estudio en |a pulpa dental, donde, en primera
instancia, se cuantifique la actividad de arginasa en la pulpa de dientes totalmente
desarrollados, para asl poder observar el patrén de comportamiento esperado, asi como
la medicién de ofras enzimas, como la OQDC (omitina descarboxilasa) y las poliaminas,
que son sintetizadas a partir de ésta enzima, cuyo sustrato (omitina) es proporcionado
por la reaccién catalizada por la arginasa sobre la arginina.



CONCLUSIONES

1.- Enla pulpa dental humana hay actividad de arginasa. La actividad
mas elevada de ésta enzima corresponde a la pulpa de dientes con

la raiz en formacioén y es menor en dientes temporales o deciduos.

2 .- De las determinaciones de protelnas, peso hiumedo y peso seco, fue
aste Gltimo el que mostré mayor significancia, particularmente en la
pulpa de los dientes totalmente formados..
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ANEXO 1
Tablas de resultados obtenidos en las determinaciones de los diferentes pardmetros realizados
y su transformacién logaritmica.

DIENTES DECIDUOS
(n=3)

EDAD PESQ (log.peso PESO (og.peso PROTEINAS (log prot) ARGINASA (log. arginasa)
HUMEDO homeds) SECO  seco)

) 5 0.6060 340 25314 68 1.8012 1.7 0.2329
) 9 0.96542 S00  2.6080 825 1.7658 oss -0.0555
9 30 14T 180 22787 418 1.6211 1.72 0.2355
) 6 0.7781 255 24085 825 1.7858 118 0.0718
9 9 0.9542 333 25224 458 1.6608 14 0.1461

x=09725+ 02712 x=2.4875+ 0.1300 x=1.7729 £ 0.1454 x=0.1261 £ 0.1062
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DIENTES CON LA RAIZ EN FORMACION
(n=5)

EDAD PESO (log peso PESO (iog neso PROTEINAS flog prot)  ARGINASA (log arginasa)
HUMEDO humedo) SECO secy)

" 5 0.6580 757 18780 80 1.9030 917 0.0623
1" 18 1.2552 133 21238 41.66 1.6197 880 0.9444
14 4 0.6020 80 1.8030 75.7 1.8780 138 1.1388
14 56 1.7481 134 212N 358 1.5538 1033 1.0141
14 80 17181 140 21481 286 1.4712 13.7 1.1387

x=1.2164 + 0.4990 x=2.0358 ¢ 0.1187 ¥=1.6853 £ 0.1745 x=1.0394 ¢ 0.0838
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DIENTES CON LA RAIZ TOTALMENTE FORMADA

(n=13)

EDAD PESO (og pesa PESO (log peso PROTEINAS (iog prot) ARGINASA (og. arginasa)
HUMEDO hamedo) SECO  seco)

17 7 0.8450 247 23028 67.2 1.8273 373 05717
18 6 0.7781 475 26766 8.2 1.8360 264 04216
18 30 14T 205 23117 4562 1.6591 253  0.4031
18 37 1.5682 174 22405 53.24 1.7282 088 00177
19 7 0.8450 451 26541 50.13 1.718 367 05646
19 10 1 4 26242 73.30 1.8851 20 0.3010

19 18 1.2662 250 23079 837 1.9M7 204  0.3006
21 6 0.7781 500 26080 50.3 1.7730 1.74 02405
2 0.7781 700  2.8450 1030 228 288 045683
23 @ 0.9542 33 25224 625 1.7858 85 0.8129
24 10 1 443 26484 00.62 1.0063 533 07267
27 10 1 466 26683 839 1.9726 452 06551
38 13 1.1130 443 26464 578 1.7619 244 03873

=10302+ 02503 x=25711+0.1764 w=18440 £+ 0.1085 =0.4489 £ 02130



Tablas de resullados obtenidos con el dnalisis de varianza simple.

ANEXO 2

PESO HUMEDO
0.05
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADOS Fo F
220
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIOS
Debida al
tratamiento 3-1=2 04719 0.085¢
07081 349
Debida al
efmor 23-3=20 2.4268 0.1213
Total 23-1=22 25087

a9



PESO SECO

0.0
FUENTEDE  GRADOS DE SUMA DE CUADRADOS Fo F

220
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIOS
Debida al
tratamiento 3-1=2 1.0240 0.5124

189777 349

Debida al
tratamiento 23-3=20 0.5405 0.0270
Total 23-1=22 1.5654




0.05
FUENTEDE GRADOSDE SUMA DE CUADRADOS Fo F

2,20
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIOS
Debida al
tratamiento 31=2 0.0837 0.0468

24123 349

Debida al
efror 23-3=20 0.3889 0.0194
Total 23-1=22 0.4828
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0.058
FUENTEDE GRADOSDE SUMA DE CUADRADOS Fo F

2,20
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIOS
Debidas al
tratamiento 31=2 2.1865 1.0032

32.0586 3.49

Debida al
efTor 23-3=20 0.6837 0.0341
Total 23-1=22 28702




PRUEBA DE TUKEY DE COMPARACION MULTIPLE

DE MEDIAS PARA ARGINASA

GRUPOQ 1= 0.1261 GRUPO 3= 0.4489 GRUPO 2= 1.0394

X GRUPO 1 — D.3228 09133
X GRUPO 3 —_— 0.5005
X GRUPO 2 e
0.05
Q =338
20,3
ENTRE LOS GRUPQS 1 -2

DMSR= 3.38
00341 (4+1)
2 §5
DMSR=3.38
0.0068 = 0.2248

53



PRUEBA DE TUKEY DE COMPARACION MULTIPLE

DE MEDIAS PARA PESO SECO

GRUPO2=20358 GRUPO1=24875 GRUPO3=25711

X GRUPO 2 e 0.4517 0.5383
X GRUPO 1 —_— 0.0836
X GRUPO 3 i
0.05
Q =338
203
ENTRE LOS GRUPOS 1 -2
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