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Rt.:SUMEN 

NAVA CUELLAR CUAUHTEMOC. Determinación de los niveles de amonio en 

hepatocitos aislados y medición de los niveles séricos de ácido úrico en pollos con 

sipoloaia de síndrome ascítico ( Bajo la dirección del MVZ Antonio Díaz Cruz , 

M.C. Raquel Guinzbers Perrusquia. DR Enrique Pilla Gar7a. MVZ Roberto Sellas 

Cuesta). 

Como resultado de la patosenia en el síndrome ascitico (SA) surse una alteración 

cardiopulmonar que repercute en la funcionalidad hepática. En el hil!ado se 

realizan los procesos de transaminación y desaminación oxidati\·a . teniendo como 

resultado la liberación de amonio, que en las aves se destina para la formación de 

ácido úrico, que en ellos es la principal forma de eliminación del nitrógeno 

aminico. Dado lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el estado 

metabólico del higado de pollo con signologia del SA. usando como parámetros 

metabólicos la liberación de amonio en hepatocitos aislados. así como los ni\'eles 

de ácido úrico séricos. Se utilizaron pollos de 6 semanas de edad . Los hcpatocitos 

fueron aislados por el método de Barry y Friend y se incubaron en condiciones 

óptimas para el ensayo, en presencia de eponefrina 10·6 M. glucagon 10-6 M , 

adenosina I0-6 M, según el protocolo de cada experimento. El amonio se 

determinó por el método de Gutman y Bergmeyer. Para la medición de ácido úrico 

se utilizó un kit comercial. Los resultados indican una mayor liberación basal de 

amonio en de pollos con signologia de SA que en pollos testigos (P< 0.0001 ); las 

hormonas y el nucleósido ensayados no modificaron los niveles de amonio en 

ambos grupos experimentales. A nivel sanguineo no hay diferencias en los niveles 

de ácido úrico entre pollos con signologla de SA y testigos. Estos datos sugieren 

una alteración en el metabolismo de compuestos nitrogenados a nivel hepático. 
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INTRODlJCCION. 

El sfndrome ascftico (SA) es una entidad con caracterlsticas epidemioló9icas, 

clfnicas y anatomopatológicas ( 18). Se identifica por afectar al pollo de engorda y 

a la polla reproductora pesada desde la tercera semana de edad, con una má"ima 

mortalidad a la séptima semana, aunque se ha llepdo a encontrar en pollos de un 

dfa de edad ( 18,23 ). Las estirpes de crecimiento acelerado presentan una mayor 

mortalidad que las estirpes de crecimiento lento (1,12) y dentro de una misma 

estirpe, los individuos que ganan peso más rápido son más susceptibles ( I0,12). 

Los signos clínicos del SA son: plumas erizadas, apatfa, cianosis de la cabe7.a y las 

patas, crecimiento del abdomen, caminar lento con las patas abiertas y disnea 

(18,19). 

La literatura menciona como factores predisponentes los siguientes : genéticos , 

nutricionales, manejo, medioambientales e infecciosos (4,17.19. 2J,24J. La 

importancia de este sfndrome radica en las pérdidas económicas ocasionadas por 

una mortalidad en pleno crecimiento que puede alcanzar un S.24% en toda la 

población, por mortalidad en la transportación, por una disminución en la 

conversión alimenticia, gastos por tratamientos y decomisos en la planta 

procesadora (1,12,16). 

La patogenia del SA inicia con una hipoxia ocasionada por cualquiera de los 

factores predisponentes, lo que provoca en el animal un aumento en el número de 

eritrocitos, asl como en su tamailo y una disminución en su capacidad de 

deformación (4,16); esto produce un mayor gasto cardiaco que predispone a una 

hipertrofia cardiaca derecha y a una elevación de la presión a nivel de la arteria 

pulmonar ( 4, 1S,18 ). La insuficiencia cardiaca ocacionada por este proceso conduce 

a una congestión crónica pasiva generalizada, que da lugar a un fenómeno de 

extravasación con el consecuente hidropcricardio y ascitis ( 10). Las lesiones antes 
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mencionadas se van a presentar en diferente grado en los pollos con SA, de hec:ho 

muchos de estos mueren sin presentar una acumulación moderada o importante de 

liquido aN!ominal ( 17). Esta alteración cardiopulmonar repercute en la 

titncionalidad hepática (10). El higado presenta las sisuientes lesiones 

histopatológicas: contracción de los cordones hepáticos, individualización de los 

hepatocitos. vacuoli1.11ción del citoplasma de las células hepáticas, tibrosis capsular 

y depósito de material proteináceo intracelular ( l 4, 18,26 ). 

El metabolismo hepático involucra procesos de anabolismo y de catabolismo de 

carbohidratos , lipidos y proteínas entre otros. Dentro del metabolismo de las 

proteínas es el hfsado el responsable de los procesos de 1) sfntesis de sus propias 

proteínas y de varios componentes proteicos del plasma, asf como de la hidrólisis 

de éstos; 2) la síntesis de varios compuestos que contienen nitrógeno tales como las 

purinas, las pirimídinas, acido úrico, ácido nicotínico y creatinina, que tienen 

funciones importantes en la fisiología celular y algunos de los cuales finalmente 

aparecen en la orina; 3) la distribución a otros órganos vía sanguínea, de una 

mezcla equilibrada de aminoácidos disponibles para su uso; 4) síntesis de 

aminoácidos no esenciales en la medida en que sean necesarios. Dentro del 

metabolismo intennedio de los aminoácidos llaman la atención los procesos de 

transaminacíon y desaminación oKidativa, que son las vías enzimáticas encargadas 

del intercambio del nitrógeno amínico. El destino final del nitrógeno de los 

aminoácidos es en parte el ión amonio y en mayor proporción la molécula de urea 

en los animales ureotélicos como los mamiferos, por ser el amonio altamente tóxico 

para el animal (9.21,25). Existen repones en la literatura de que en estas especies 

el proce.so de eliminación del nitrógeno amínico está regulado por la epinefrina, el 

glucagon y la adenosina (7,11 ). En los animales uricotélicos como el ave, el 

nitrógeno amínico se elimina como ácido úrico y como ión amonio (2,22) 

(Figura 1). 
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mencionadas se van a presentar en diferente grado en los pollos con SA, de hecho 

muchos de estos mueren sin presentar una acumulación moderada o importante de 

liquido abdominal ( 17). Esta alteración cardiopulmonar repercute en la 

funcionalidad hepática (10). El higado presenta las siguientes lesiones 

histopatológicas: contracción de los cordones hepáticos, individuali1.1Ción de los 

hepatocitos. vacuoli;zación del citoplasma de las células hepáticas, fibrosis capsular 

y depósito de material proteináceo intracelular ( l 4, 18,26 ). 

El metabolismo hepático involucra procesos de anabolismo y de catabolismo de 

carbohidratos , lípidos y proteinas entre otros. Dentro del metabolismo de las 

proteínas es el hfgado el responsable de los procesos de 1) sintesis de sus propias 

proteínas y de varios componentes proteicos del plasma, así como de la hidrólisis 

de ~stos; 2) la síntesis de varios compuestos que contienen nitrógeno tales como las 

purinas, las pirimidinas. ácido úrico, ácido nicotínico y creatinina, que tienen 

funciones importantes en la fisiología celular y algunos de los cuales finalmente 

aparecen en la orina; 3) la distribución a otros órganos vía sanguínea, de una 

me-lela equilibrada de aminoácidos disponibles para su uso; 4) sintesis de 

aminoácidos no esenciales en la medida en que sean necesarios. Dentro del 

metabolismo intermedio de los aminoácidos llaman la atención los procesos de 

transaminacion y desaminación oxidativa, que son las vías enzimáticas encargadas 

del intercambio del nitrógeno amínico. El destino final del nitrógeno de Jos 

aminoácidos es en parte el ión amonio y en mayor proporción la molécula de urea 

en Jos animales ureotélicos como los mamíferos, por ser el amonio altamente tóxico 

para el animal (9,21,25). Existen reportes en la literatura de que en estas especies 

el proceso de eliminación del nitrógeno amínico está regulado por la epinefrina, el 

glucagon y la adenosina (7, 11 ). En los animales uricotélicos como el ave, el 

nitrógeno amlnico se elimina como ácido úrico y como ión amonio (2,22) 

(Figura 1 ). 



Siendo el SA una entidad con repercusiones económicas ncgati\'as muy fucncs en 

la a\'icultura. que es una fuente generadora de protcina de excelente calidad y de 

bajo costo para la población humana, se hKC necesario el inicio de lineas de 

im·estigación enfocadas al estudio de los procesos metabólicos que ayuden a 

explicar las alteraciones fisiológicas causadas por el SA en el pollo de engorda. 

Objtd\'o. 

E\'aluar el estado metabólico del higado de pollo con signologia de SA utilizando 

como indicador metabólico la producción de amonio en hepatocitos y los ni\'eles de 

ácido úrico en suero . 

Hlpótt1i1. 

Dado que el hígado es uno de los órganos que se \'en afectados en los pollos que 

presentan SA, dicha afección repercutirá en una modificación en la concentración 

de amonio hepático , así como en los ni\'elcs de ácido úrico séricos. 



MATERIAL V METODOS. 

La fase experimental de este trabajo se llevó a cabo en el laboratorio 34 del 

Departamento de Bioquímica de la Facultad de Medicina de la U.N.A.M. y en el 

Departamento de Nutrición Animal y Bioquímica de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M .. 

Matula! blol6tleo: se utilizaron 16 pollos con signologfa de SA y 18 pollos sin 

signología (testigos) de la estirpe Arbor Acres, todos con una edad de 6 semanas. 

Rtaetlvos : adenosina, glucagon, epinefrina, albúmina sérica bo\'ina (fracción V) 

, colagenasa y un Kit para determinación de ácido úrico. todos de Sigma Chemical 

Co. St. Louis Mo. U.S.A .. Además otros reactirns grado analítico de Baker Mex. 

Aislamiento de hepatodtos: Las aves antes del sacrificio tuvieron un período de 

ayuno de 24 horas con agua a libre acceso . se anestesiaron con éter etílico . se les 

expuso el hígado y posteriormente se obtuvieron los hepatocuos mediante el 

método de Beny y Friend (3) con modificaciones de Guinzberg et al (7), el cual 

consiste en incertar y fijar una cánula en la vena pona lo más cercano al hilio 

hepático, a continuación el hlgado es extraído de la cavidad y colocado en un 

aparato de perfusión (Figura 2). en donde se establece una circulación continua 

a través de la vena porta con un Krebs - ringer bicarbonato y posteriormente con 

una solución de colagenasa. Durante la reali7.ación del mctodo las aves fueron 

sacrificadas. Ya aisladas las células se verificó su viabilidad por el método de 

exclusión de azul de tripán al .02%, (es necesaria una viabilidad mlnima de un 

90%). 

Sl1tem19 de ineubadón: 500 microlitros de las células se incubaron en una 

solución de albúmina sérica bovina al 1 % disuelta en Krebs ringer-bicarbonato 

adicionado con cloruro de calcio al 1.2 mM con un pH de 7.4. en una atmósfera 

saturada de O/CO, (95%/5%) y en agitación continua, durante 60 minutos a una 
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temperatura de 37'C . A las células se les adicionó epinefrina 1 O .. M • glucagon 1 O'' 

M y adenosina 10'' M , según el protocolo de cada experimento (cuadro I ). Todos 

los medios fueron enriquecidos con carbonato de amonio S mM y glucosa 1 O mM . 

Dtterm1Hd6• de 1mo•lo: Una vez concluido el periodo de incubación las 

células se colocaron en agua con hielo durante S minutos y centrifugaron a I0,000 

rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido fue utiliiado para determinar la 

concentración de amonio mediante la técnica de Gutman y Bergmcycr ( 81 

Determln1cl6• de 6ddo úrico: Se tomaron muestras de sangre mediante 

punción en la vena radial para la obtención de suero en donde se midió la 

concentración de ácido úrico utili1.ando un Kit para determinación de ácido úrico 

(Uric Acid 685 de SIGMA). 

En el analisis de los resultados se compararon las poblaciones de ascíticos y 

testigos mediante la prueba cstadistica de hipótesis de "T" de Student rcsoecto de 

las medias de los datos independientes . 
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RESULTADOS 

En la figura J se muestra la liberación de amonio en hepatocitos aislados de 

pollos con signologia de SA y testigos. los cuáles fueron incubados en presencia 

de epinefrina, glucagon y adenosina a una concentración de I0-6 M cada una . Se 

observa una mayor liberación de amonio en los pollos con signologia de SA , tanto 

en el estado basal 1.'0mo en los ensayados con las hormonas y el nucleósido en 

comparación con sus respectivos testigos, esta diferencia es estadisticamente 

significativa con una P < O.DO I. Además se aprecia que la epinefrina, el glucagon y 

la adenosina a las concentraciones ensayadas no ejercen un efecto estimulador 

sobre la liheración celular de amonio, ya que las diferencias no son significativas 

respecto al basal, esto sucede tanto en pollos testigos como en aquellos con 

signologia de SA. 

En la figura 4 se ohscrvan los niveles séricos de acido urico en pollos testigos y 

con signologia de SA. en donde éstos ultimos presentan un aumento respecto a los 

testigos, sin emhargo esta diti:rencia no es estadísticamente significativa. 
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DISCVSION 

Maxwell et al (13) reporta una ausencia de gránulos de glucógeno hepático en 

pollos con SA, esto implica una disminución en la disponibilidad de glucosa como 

sustrato energético para los procesos metabólicos. En este sentido las necesidades 

energéticas de los tejidos extrahepáticos son satisfechas a través de la 

gluconeogénesis, proceso enzimático que se lleva a cabo principalmente en el 

higado. Bajo éstas condiciones las proteinas se convierten en moléculas 

generadoras de sustratos gluconeogénicos (aminoácidos) • en donde las cadenas 

carbonadas que resultan de la desaminación son utilizadas por la célula para la 

sintesis de glucosa y el grupo funcional amino es liberado como ácido ilrico vla 

síntesis de purinas (2,21.22 ). El incremento de los niveles de amonio presentes en 

los resultados de éste trabajo indican un aumento en el cataholismo de los 

aminoácidos {fig. 1 ). dada ésta condición se hace limitante la disponibilidad de 

aminoácidos para la síntesis de proteínas . Cabe senalar que lo •mtcriormcntc 

expuesto podría aclarar el decremento en la concentración de albúmina sérica en 

pollos som,tidos a una elevada altitud simulada reportada por Yersin et al. (27). 

Ya que la albumina es una proteina que se sintetiza esencialmente en el hlgado y 

que una de sus funciones es la de mantener la presión coloidosmótica de la sangre 

(5), la disminución en su síntesis y por lo tanto en la concentración sérica favorece 

la formación de trasudados en cavidad abdominal (20). 

Por otro lado el análisis de los sueros de los pollos empleados en este trabajo 

muestran que el nivel de ácido úrico en pollos testigos no presenta diforencia al de 

los pollos con signología de SA (fig.2). Esto manifiesta que las modificaciones en 

el metabolismo del nitrógeno hepático no se reflejan en el nivel de ácido úrico 

sérico de los pollos . En pollos sometidos a una baja ventilación mediante una 

cámara hipobárica los niveles de ácido úrico fueron de 11. 9mg/dL y de 6 .. 4mg/dL 
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en pollos con y sin signologla de SA respectivamente (6), esta información no 

coincide con los valores de ácido úrico obtenidos en éste trabajo . Carecemos de 

evidencia experimental para argumentar esta diferencia. Sin embargo podrfa ser 

e"plicada por las condiciones particulares en que se realizó cada trabajo. 

Es importante sellalar que en las aves no se manifestó un efecto estimulatorio de 

la epinefrina, el glucagon y la adenosina, de modo distinto a lo reportado en ratas a 

la misma concentración de las hormonas y el nucleósido (7, 11,25). 

Ya que no se encontró una relación directa entre la concentración de amonio 

hepático y los valores séricos de ácido úrico, se proponen para la continuidad de 

éste trabajo: a) revisar los procesos enzimáticos de síntesis de protefnas y de ácido 

úrico, así como la concentración hepática de éste ultimo; b) determinar los niveles 

séricos de amonio; e) ensayar la cpínefrina el glucagon y la adenosina en una curva 

dosis-respuesta para confirmar si éstas moléculas presentan efecto sobre los niveles 

de amonio o encontrar su concentración adecuada en las aves. 
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1 AUA AMINOACIDO .UFA CETOACIDO 

~ 
ALFA ~ 

CETOOLl:TAIUTO ~ GLUTAMATO 11 
111 e"~'º ·NADH ~ NAD·ll20 GLICINA 

Ql.UfAMAfO Gl.UTAMINA ~ '· FOSfORIBOSILAMISA ) 
+Allf'• H20 ( 
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('02 t ,,Jll·ANHIDROFOR\llL·FH4 
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ASflA~::~FORIBOSIL·4·1N· 
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FOi~~:.s,~~~g~~Ol :;;<::::,:;:::: é.~~l~~~f~~~L<· 
lll 0 FOR.lf11 .• fH4 

HIPOXANTINA e:~~ 
ACIDOURICO 

NAO 

Figur• 1 •• Eliminación del nitrógeno •mlaico. 1: Transaminación. El destino del grupo 
a-amino de los aminoácidos se transfiere al a-cetoglurarato para formar glutamato. 11 : 
Dcsaminacióo. Por desaminación oxidativa del glutamato se forma el ión amonio. 111 : 
Formación del ácido úrico. El ión amonio se une al glutamato para formar glutamina, 
que funciona como vehículo del amonio debido a que este es altamente tóxico. 
Posteriormenle la glutamina reacciona con el S- fosforibosil-1-pirofosfato para iniciar la 
sintesis de ácido úrico. los átomos de nitrógeno provienen de la glutamina, Ja glicina y el 
aspartalo. El primer anillo de purina en formarse es el ácido inosinico. 
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figura 1 •• tlimin•ción del nitrógeno amlnico. 1: Transaminación. El destino del b'TllJIO 
a-amino de los aminoácidos se transfiere al a-cetoglutarato para formar glutamato. 11 : 
Desaminación. Por desaminación oxidativa del glutamato se forma el ión amonio. 111 : 
Formación del ácido úrico. El ión amonio se une al glutamato para formar glutamina, 
que funciona como vehiculo del amonio debido a que este es altamente tóxico. 
Posteriormente la glutamina reacciona con el S· fosforibosil-1-pirofosfato para iniciar la 
síntesis de ácido úrico. los átomos de nitrógeno provienen de la glutamina, la glicina y el 
aspanato. El primer anillo de purina en formarse es el IiciJo inoslnico. 
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....... UAlll!TM:lllWI •'11111·--· 

SALIDA 

SAIQO DE RECIRCULACION 

COl.AGENASA 

BOMBA PERISTALTICA 

Flpn J •• Apn•to de perlllli6n utiliudo pan el •i•l•miento de lleplltocitOI. Consta 
de tres piezas de cristal con doble fondo (A) por los cuales circul• agum tibia, parm 
mantener una temperatura constante de 3 7"C en las soluciones que contienen. Una 
bomba peristáltica para reciclar una solución de colagenasa y un ballo de recirculación 
que moviliu agua a una temperatura de 41ºC por un sistema de manpcras (8) 1 traWs 
de las piezas de cristal 



LIBERACION DE AMONIO EN HEPATOCITOS AISLADOS 
DE POLLOS ASCITICOS Y TESTIGOS 

&. 
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51,01 

E G A 

¡,;:;,·-;¡;~¡;¡r;;~q.;)¡j:i!Ji~i~-~'i'!!i11:• 

Fig.3.- Las ctllulaa fueron lncubed• con cerbona1o ele emonio limM, ., _... .. dll.......,,.,. 10 .. M 
(E), glucegon 10.e M (G) y_¡,. 10 .. M (A). Loa velo,_• 191ieren • • medill de loe~ 
lnd_,clientes. • P< 0.001 . T•igoa n• 18 , acftlco9 n• 16. 

ü: 
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1UIOI 1·2 M , .. 7-1 

CELULAS 500111 500111 500111 500111 

CARB. DE 100111 100111 100111 100111 
AMONIO 
IOmM 

GLUCOSA 100111 100111 100µ1 100111 
IOmM 

EPINEFRINA 100 µI 
10 .. M 

GLUCAGON 
IO,.M 

IOO µI 

ADENOSINA 100µ1 
IO .. M 

KREBS· 300111 200 µI 200µ1 200µ1 
RINGER+ 

ALBUMINA 
Y CALCIO 

MICROLI • 1000 1000 1000 1000 
TROS 
TOTALES 

CHdro 1.- Slattm•s dt lncubuión pu• I• libtr•dó• de ••o•lo. 
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