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RESUMEN
NAVA CUELLAR CUAUHTEMOC. Determinacion de los niveles de amonio en
hepatocitos aislados y medicion de los niveles séricos de acido urico en pollos con
signologia de sindrome ascitico ( Bajo la direccion de! MVZ Antonio Diaz Cruz ,
M. C. Raquel Guinzberg Perrusquia. DR Enrique Pifia Garza. MVZ. Roberto Seflas
Cuesta ).

Como resultado de la patogenia en ¢l sindrome ascitico (SA) surge una alteracion
cardiopulmonar que repercute en la funcionalidad hepatica. En el higado se
realizan los procesos de transaminacion y desaminacion oxidativa . teniendo como
resultado la liberacion de amonio, que en las aves se destina para la formacion de
acido urico, que en ellos es la principal forma de eliminacion del nitrogeno
aminico. Dado lo anterior, el objetivo del presente trabajo fuc evaluar ¢l estado
metabdlico del higado de pollo con signologia del SA. usando como parametros
metabélicos la liberacion de amonio en hepatocitos aislados. asi como los niveles
de dcido rico séricos. Se utilizaron pollos de 6 semanas dc edad . Los hepatocitos
fueron aislados por el método de Barry y Friend y se incubaron en condiciones
Optimas para el ensayo, en presencia de eponefrina 10-6 M. glucagon 10-6 M,
adenosina 10-6 M, segun el protocolo de cada experimento. El amonio se
determino por el método de Gutman y Bergmeyer. Para la medicion de acido urico
se utilizo un kit comercial. Los resultados indican una mayor liberacion basal de
amonio cn de pollos con signologia de SA que en pollos testigos (P< 0.0001); las
hormonas y el nucledsido ensayados no modificaron los niveles de amonio en
ambos grupos experimentales. A nivel sanguineo no hay diferencias en los niveles
de dcido urico entre pollos con signologia de SA y testigos. Estos datos sugieren

una alteracion ¢n ¢! metabolismo de compuestos nitrogenados a nivel hepitico.



INTRODUCCION.

El sindrome ascitico (SA) es una entidad con caracteristicas epidemiologicas,
clinicas y anatomopatoldgicas (18). Se identifica por afectar al pollo de engorda y
a la polla reproductora pesada desde la tercera semana de edad, con una méxima
mortalidad a la séptima semana, aunque se ha llegado a encontrar en pollos de un
dia de edad (18,23). Las estirpes de crecimiento acelcrado presentan una mayor
mortalidad que las estirpes de crecimiento lento (1,12) y dentro de una misma
estirpe, los individuos que ganan peso més rapido son mas susceptibles (10,12).

Los signos clinicos del SA son: plumas erizadas, apatia, cianosis de la cabeza 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 ¢ infecciosos (4,17.19. 23,24). La
importancia de este sindrome radica en las pérdidas economicas ocasionadas por
una mortalidad en pleno crecimicnto que puede alcanzar un 5.24% en toda la
poblacion, por mortalidad en la transportacion, por una disminucion en la
conversion 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 ¢l animal un aumento en el nimero de
eritrocitos, asi como en su tamafio y una disminucion en su capacidad de
deformacion (4,16); esto produce un mayor gasto cardiaco que predispone a una
hipertrofia cardiaca derecha y a una elevacion de la presion a nivel de la arteria
pulmonar (4,15,18). La insuficiencia cardiaca ocacionada por este proceso conduce
a una congestion cronica pasiva generalizada, que da lugar a un fenémeno de

extravasacion con el consecuente hidropericardio y ascitis (10) . Las lesiones antes



mencionadas se van a presentar en diferente grado en los pollos con SA, de hecho
muchos de estos mueren sin presentar una acumulacion moderada o importante de
tiquido abdominal (17). Esta alteracion cardiopulmonar repercute en la
tuncionalidad hepdtica (10). El higado presenta las siguientes lesiones
histopatologicas: contraccion de los cordones hepiticos, individualizacion de los
hepatocitos, vacuolizacion det citoplasma de las células hepiticas, fibrosis capsular
y depdsito de material proteinaceo intracelular (14,18,26).

El metabolismo hepatico involucra procesos de anabolismo y de catabolismo de
carbohidratos , lipidos y proteinas entre otros. Dentro del metabolismo de las
proteinas es el higado et responsable de los procesos de 1) sintesis de sus propias
proteinas v de varios componentes proteicos del plasma, as{ como de 1a hidrolisis
de éstos; 2) la sintesis de varios compuestos que contienen nitrégeno tales como las
purinas, las pirimidinas, dcido urico, acido nicotinico y creatinina, que tienen
funciones importantes en Ja fisiologia celular y algunos de los cuales finalmente
aparecen ¢n la orina; 3) fa distribucion a otros drganos via sanguinea, de una
mezcla equilibrada de aminoacidos disponibles para su uso; 4) sintesis de
aminodcidos no esenciales en la medida en que sean necesarios. Dentro del
metabolismo intermedio de los aminoacidos llaman la atencion los procesos de
transaminacion y desaminacion oxidativa, que son las vias enzimaticas encargadas
del intercambio del nitrogeno aminico. El destino final del nitrogeno de los
aminodcidos es en parte el ion amonio y en mayor proporcion la molécula de urea
en los animales ureotélicos como los mamiferos, por ser ¢l amonio altamente téxico
para el animal (9,21,25). Existen reportes en la literatura de que en estas especies
e} proceso de eliminacion del nitrogeno aminico esta regulado por ta epinefrina, el
glucagon y la adenosina (7,11). En los animales uricotélicos como el ave, el
nitrogeno aminico se elimina como dcido urico y como i6n amonio (2,22)

(Figura 1).
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funcionalidad hepitica (10). El higado presenta las siguientes lesiones
histopatologicas: contraccion de los cordones hepaticos, individualizacion de los
hepatocitos, vacuolizacion del citoplasma de las células hepaticas, fibrosis capsular
y deposito de material proteiniceo intracelular (14,18,26).

El metabolismo hepatico involucra procesos de anabolismo y de catabolismo de
carbohidratos , lipidos y proteinas entre otros. Dentro del metabolismo de las
proteinas es €l higado el responsable de los procesos de 1) sintesis de sus propias
proteinas y de varios componentes proteicos del plasma, asi como de la hidrélisis
de éstos; 2) la sintesis de varios compuestos que contienen nitrogeno tales como las
purinas, las pirimidinas, acido urico, acido nicotinico y creatinina, que tienen
funciones importantes en la fisiologia celular y algunos de los cuales finalmente
aparecen en la orina; 3) la distribucion a otros organos via sanguinea, de una
mezcla equilibrada de aminodcidos disponibles para su uso; 4) sintesis de
aminoacidos no esenciales en la medida en que scan necesarios. Dentro del
metabolismo intermedio de los aminodcidos llaman la atencion los procesos de
transaminacion y desaminacion oxidativa, que son las vias enzimaticas encargadas
del intercambio del nitrogeno aminico. El destino final del nitrogeno de los
aminodcidos es en parte ¢l ion amonio y en mayor proporcion la molécula de urea
en los animales ureotélicos como los mamiferos, por ser ¢l amonio altamente toxico
para ¢l animal (9.21,25). Existen reportes en la literatura de que en estas especies
el proceso de eliminacion del nitrogeno aminico esta regulado por la epinefrina, el
glucagon y la adenosina (7,11). En los animales uricotélicos como el ave, el
nitrogeno aminico se climina como acido urico y como i6n amonio (2,22)

(Figura 1).



Siendo ¢! SA una entidad con repercusiones econdmicas negativas muy fuertes en
la avicultura, que es una fuente generadora de proteina de excelente calidad y de
bajo costo para la poblacion humana, se hace necesario el inicio de lincas de
investigacion enfocadas al estudio de los procesos metabdlicos que ayuden a
explicar las alteraciones fisiologicas causadas por el SA en el pollo de engorda.
Objetivo.

Evaluar el estado metabalico de! higado de pollo con signologia de SA utilizando
como indicador metabolico la produccion de amonio en hepatocitos y los niveles de
acido urico en suero .

Hipbtesis,

Dado que ¢l higado es uno de los drganos que se ven afectados en los pollos que

presentan SA, dicha afeccion repercutira en una modificacion en la concentracion

de amonio hepatico , asi como en los nivelcs de acido arico séricos.



MATERIAL Y METODOS.

La fase experimental de este trabajo se llevo a cabo en el laboratorio 34 de!
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina dc la UN.AM. yenel
Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UN.AM. .

Material biolégico: se utilizaron 16 pollos con signologia de SA y 18 pollos sin
signologia (testigos) de la estirpe Arbor Acres, todos con una edad de 6 semanas.

Reactivos : adenosina, glucagon, epinefrina, albumina sérica bovina (fraccion V)
, colagenasa y un Kit para determinacion de 4cido urico. todos de Sigma Chemical
Co. St. Louis Mo. US.A.. Ademas otros reactivos grado analitico de Baker Mex.

Aislamicnto de hepatocitos: Las aves antes del sacrificio tuvicron un periodo de
ayuno de 24 horas con agua a libre acceso . se anestesiaron con ¢éter etilico , se les
expuso el higado y posteriormente se obtuvieron los hepatocitos mediante ef
método de Berry y Friend (3) con modificaciones de Guinzberg et al (7), ¢l cual
consiste en incertar y fijar una canula en la vena porta lo mas cercano al hilio
hepético, a continuacion el higado es extraido de la cavidad y colocado en un
aparato de perfusion (Figura2).en donde s¢ establece una circulacion continua
a través de la vena porta con un Krebs - ringer bicarbonato y posteriormente con
una solucion de colagenasa. Durante la realizacion del método las aves fueron
sacrificadas. Ya aisladas las células sc verifico su viabilidad por el método de
exclusion de azul de tripan al .02%, (es necesaria una viabilidad minima dc un
90%).

Sistemas de incubacién: 500 microlitros de las células se incubaron en una
solucion de albimina 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 atmosfera

saturada de O,/CO, (95%/5%) y en agitacion continua, durante 60 minutos a una
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temperatura de 37°C . A las células se les adiciond epinefrina 10* M , glucagon 10*
M y adenosina 10 M | segun el protocolo de cada experimento (cuadro 1). Todos
los medios fueron enriquecidos con carbonato de amonio S mM y glucosa 10 mM .
Determinacién de amonio: Una vez concluido el periodo de incubacion las
células se colocaron en agua con hielo durante 5§ minutos y centrifugaron a 10,000
rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido fuc utilizado para determinar la
concentracion de amonio mediante la técnica de Gutman y Bergmeyer (8).
Determinacion de &cido drico: Se tomaron muestras de sangre mediante
puncion en la vena radial para la obtencion de sucro en donde se midid la
concentracion de acido trico utitizando un Kit para determinacion de acido urico
(Uric Acid 685 de SIGMA).
En ¢l analisis de los resultados sc compararon las poblaciones de asciticos y
testigos mediante la prucba estadistica de hipotesis de "I de Student resoecto de

las medias de los datos independientes .



RESULTADOS

En la figura 3 se muestra la liberacion de amonio en hepatocitos aislados de
pollos con signologia de SA y testigos. los cudles fueron incubados en presencia
de epinefrina, glucagon y adenosina a una concentracion de 10-6 M cada una . Se
observa una mayor liberacion de amonio en los pollos con signologia de SA , tanto
en ¢l estado basal como en los ensayados con las hormonas y el nucledsido en
comparacion con sus respectivos testigos, esta diferencia es estadisticamente
significativa con una P < 0.001. Ademas se aprecia que la epinefrina, el glucagon y
la adenosina a las concentraciones ensayadas no ejercen un efecto estimulador
sobre la liberacion celular de amonio, ya que las diferencias no son significativas
respecto al basal, esto succde tanto en pollos testigos como en aquellos con
signologia de SA.

En la figura 4 se obscrvan los niveles séricos de dcido urico en pollos testigos y
con signologia de SA. cn donde éstos uiltimos presentan un aumento respecto a los

testigos, sin embargo csta diferencia no es estadisticamente significativa.



DISCUSION

Maxwell et al (13) reporta una ausencia de granulos de glucogeno hepatico en
pollos con SA, esto implica una disminucién en la disponibilidad de glucosa como
sustrato energético para los procesos metabolicos. En este sentido las necesidades
energéticas de los tejidos extrahepdticos son satisfechas a través de la
gluconeogénesis, proceso enzimatico que se [leva a cabo principalmente en el
higado. Bajo éstas condiciones las proteinas se convierten en moléculas
generadoras de sustratos gluconeogénicos (aminoacidos) . en donde las cadenas
carbonadas que resultan de la desaminacion son utilizadas por la célula para la
sintesis de glucosa y el grupo funcional amino es liberado como acido Urico via
sintesis de purinas (2,21,22). El incremento de los niveles de amonio presentes ¢n
los resultados de ¢ste trabajo indican un aumento cn el catabolismo de los
aminoacidos (fig. 1). dada ésta condicion se hace limitante la disponibilidad de
aminodcidos para la sintesis de proteinas . Cabe sefialar que lo anteriormente
expuesto podria aclarar el decremento en la concentracion de albumina sérica en
pollos somctidos a una elevada altitud simulada reportada por Yersin et al. (27).
Ya que la albumina es una proteina que se sintetiza esencialmente en el higado y
que una de sus funciones es la de mantener la presion coloidosmotica de la sangre
(5), la disminucion en su sintesis y por lo tanto en la concentracion sérica favorece
la formacion de trasudados en cavidad abdominal (20).

Por otro lado el analisis de los sueros de los pollos empleados en este trabajo
muestran que el nivel de acido drico en pollos testigos no presenta diferencia al de
los pollos con signologia de SA (fig.2). Esto manifiesta que las modificaciones en
el metabolismo del nitrogeno hepdtico no se reflejan en el nivel de acido urico
sérico de los pollos . En pollos sometidos a una baja ventilacion mediante una

camara hipobirica los niveles de acido urico fueron de 11.9mg/dL y de 6..4mg/dL
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en pollos con y sin signologia de SA respectivamente (6), esta informacién no
coincide con los valores de dcido urico obtenidos en éste trabajo . Carecemos de
evidencia experimental para argumentar esta diferencia. Sin embargo podria ser
explicada por las condiciones particulares en que se realizé cada trabajo.

Es importante sefalar que en las aves no se manifesté un efecto estimulatorio de
la epinefrina, el glucagon y la adenosina, de modo distinto a lo reportado en ratas a
la misma concentracion de las hormonas v el nucleosido (7,11,25).

Ya que no se encontré una relacion directa entre la concentracion de amonio
hepatico ¥ los valores séricos de dcido urico, se proponen para la continuidad de
éste trabajo: a) revisar los procesos enzimaticos de sintesis de proteinas y de dcido
urico, asi como la concentracion hepatica de éste ultimo; b) determinar los niveles
séricos de amonio; c) ensayar la cpinefrina el glucagon y la adenosina en una curva
dosis-respucsta para confirmar si éstas moléculas presentan efecto sobre los niveles

de amonio o encontrar su concentracion adecuada en las aves.
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Figura 1 .- Eliminacién del nitrogeno aminico. I: T inacion. El destino del grupo
a-amino de los aminoacidos se transfiere al a-cetoglutarato para formar glutamato. Il :
Desaminacion. Por desaminacion oxidativa de! glutamato se forma el ion amonio, 11 :
Formacion del dcido drico. El ién amonio se une al  plutamato para formar glutamina,
que funciona como vehiculo del amonio debido a que este es altamente téxico.
Posteriormente la glutamina reacciona con cl 5- fosforibosil-1-pirofosfato para iniciar la
sintesis de dcido Grico. los dtomos de nitrégeno provienen de la glutamina, a glicina y el
aspartaio. El primer anillo de purina en formarse es el dcido inosinico.
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5-FOSFORIBOSIL-4-CARBOX-$-
GLUTAMINA AMINOIMIDAZOL

ASPARTATO

$-FOSFORIBOSIL-4-4N-
SUCCINOCARBOXAMIDA -5+
AMINOIMIDAZOL

S-FOSFORIBOSIL-4- > §-FOSFORIBOSIL-4-
CARBOXAMIDA.5. CARBOOXAMIDA-S-

FORMAMIDOIMIDAZOL i AMINOIMIDAZOL
10-FORMM.-FH4

NAD
ACIDO INOSINICO HIPOXANTINA ———C.A XANTINA

< ——————

ACIDO URICO

NAD

Figura 1 .- Eliminacién del nitrogeno aminicoe. 1: Transaminacion. El destino del grupo
a-amino de los aminoacidos se transfiere al a-cetoglutarato para formar glutamato. ! :
Desaminacion. Por desaminacion oxidativa de) glutamato se forma e! ion amonio. 1l :
Formacion del acido arico. El ion amonio se une ai glutamato para formar glutamina,
que funciona como vehiculo del amonio debido a que este es altamente toxico,
Posteriormente la glutamina reacciona con el S- fosforihosil-(-pirofosfato para iniciar la
sintesis de acido drico. Jos atomos de nitrégeno provienen de la glutamina, {a glicina y el
aspartato. El primer anillo de purina en formarse es el acido inosinico.



AGUA#1C l

~ A COLAGENASA

SALIDA
BANO DE RECIRCULACION BOMBA PERISTALTICA

Figura 2.- Aparato de perfusién utilizado para el gislamiento de hepatocitos, Consta
de tres piczas de cristal con doble fondo (A) por los cuales circula agua tibia, para
mantener una temperatura constante de 37°C en las soluciones que contienen. Una
bomba peristaltica para reciclar una solucion de colagenasa y un baflo de recirculacion
que moviliza agua a una temperatura de 41°C por un sistema de mangucras (B) a través
de las piczas de cristal



LIBERACION DE AMONIO EN HEPATOCITOS AISLADOS
DE POLLOS ASCITICOS Y TESTIGOS
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Fig.3.- Las céiulas fueron Incubcdu con do io SmM, en p 10°M
(E), glucagon 10"M(G)ymm10"M(A) Lunlom-nﬁonnlhrmdhdoludm
independientes. * P< 0.001 . Testigos n= 18, asciticos n= 16.
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NIVELES SERICOS DE ACIDO URICO EN POLLOS
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Fig.4.- La determinacion se lisvé a cabo mediants un kit comercial . Los valores se refleren al
promedio de los datos independientes. Testigos n=11 asciticos n=11 .
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Cuadro 1.- Sistemas de incubacion pars la liberaciéon de amonio.
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