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MONIACO y urea son dos compuestos de extraordinaria importancia en

el metabolismo nitrogenado. En unién de dcido trico constituyen la
principal forma de eliminacién del nitrdgeno proveniente del catabolismo de pro-
“teinas, y acidos nucleicos.

Existen especies animales como los invertebrados que excretan principalmente
amoniaco y por tanto llamados amonotélicos, otras como las aves y reptiles que
eliminan primordialmente 4cido fdrico y que se les Hama uricotélicos y por altimo
otras como los mamiferos en que la mayor parte de la excrecién del nitrégeno
se hace en forma de urea y en consecucncia sc les designa como ureotélicos. Por
supuesto que estos Ultimos eliminan las 3 formas pero en ellos ¢l acido dUrico o
su producto de oxidacién alantoina se originan a partir de la degradacién de
las bases paricas.

En ¢l mamifero, el amoniaco debe considerarse no solamente como un pro-
ducto de excrecidén que es eliminade por el rifién sing también come un com-
Puesto intermedio de gran importancia en metabolismo ya que participa en la
sintesis de otras substancias fundamentales. (Figura 1).

Los principales caminos que se siguen para la produccién y utilizacién del
amoniaco en ¢l mamifero son les siguientes:

A. Produccién de amoniaco.

1} La desaminacién oxidativa de los D-aminoacidos.
2} La desaminacion oxidativa de los L-aminoécides.

* Trabajo de ingreso leido en la sesién ordinaria del 29 de julio de 1959,
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Es por demés interesante mencionar en relacidén con las dos vias anteriores
la aparente paradoja biolégica que existe ya que los compuestos naturales son
los L-aminodcidos y las enzimas responsables de su oxidacién tienen tan poca
actividad que no explicarian la conversion del grupo amine de los aminoicidos
en amoniaco Lbre a la velocidad que normalmente se observa, en cambio la
D-oxidasa de los aminoacidos, enzima que cataliza la oxidacién de los D-amino-
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Fig. 1. Vias metabdlicas que producen y gue utilizan amoniaco. Solamente la deshi-
drogenasa glutimica cataliza la reaccién en ambos sentidos, en las otras reacciones sefia-
ladas con doble flecha existe una enzima para la sintesis y otra para el catabolismo,

acidos {que no existen normalmente en la naturaleza formados por sistemas
animales) tiene una actividad mucho ‘mayor y estd ampliamente distribuida.

3) La desaminacién oxidativa de la glicina,

4}  La desaminacién oxidativa del acide glutamico.

5) La hidrélisis de. la glutamina.

La hidrdlisis de la glutamina produce amoniaco libre, que en ¢l rifién se
combina con ¢l ion hidrégeno para formar ion amonio, mecanismo que juega
un papel relevante en el control del equilibrio icido bdsico. En esta forma la
cantidad de amonio excretada es funcién del pH de la otina; se ha informado
que la acidosis y la alcalosis provocan un aumente en la actividad de glutami-
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nasa de algunas especies animales hallazgo que no ha sido plenamente con-
firmado.

6} El catabolismo de las pirimidinas.

B. Utilizacién de amoniaco,

1) Debe citarse en primer lugar a la deshidrogenasa glutamica, mencionada
anteriormente (4 en los caminos de producciéon), via metabdlica de gran tras-
cendencia, pues en contraste con las otras vias de produccidn es reversible, de
modo que el icide alfa ceto glutarico producto de la reaccidn oxidativa puede
fijar amoniace al misme tiempo que se reduce para dar acide glutdmico, proceso
que es llamado aminacién reductiva.

Ademsds la deshidrogenasa glutamica cs ¢l camino indicado que se sigue para
la conversién del grupe amine de los aminoicidos en amoniaco libre. Efecti-
vamente, ya que como se ha explicado con anterioridad la l.-oxidasa de los
aminodcides, tiene una actividad limitada ne es posible la conversién directa
del grupo amino en amoniaco lo que sucede es que el amigeno es cedide al
acido alfa ceto glutirico por el procese de transaminacién para formar Acido
glutimico que ya es capaz de desaminarse oxidativamente. La suma de los dos
procesos transaminacién mas desaminacidn oxidativa del glutamico se le ha lla-
mado transdeaminacidn oxidativa. La secuencia de las dos reacciones en sentido
inverso es la manera en que amoniaco puede formar el grupe amino de los
aminoacidos y se le llama transreaminacion reductiva. Esta es también la via
que siguen los vegetales para la fijacion de nitrégeno,

2}  La sintesis de glutamina,

De gran importancia también porque proporciona un mecanismo mediante
ef cual es posible disponer de grandes cantidades de amoniaco libre, lo cual serd
objeto de comentario especial mas adelante.

3} La sintesis de purinas.

El 4Acide {rico que en el hombre y los primates es el principal proeducto del
catabolismo de las purinas es excretado en la orina; no obstante, s¢ ha indicado
que quizd el icide drico no sea un producto {inal del catabolismo de las purinas
sino que una parte de ¢l puede ser transformada en otros productos.

4} La sintesis de las pirimidinas.

La incorporacién de amoniaco en el esquelcto de las purinas y de las piri-
midinas ¢s la via de incorporacién del compuesto e¢n dcidos nucleicos y la via
inversa de la deshidrogenasa glutimica (aminacion reductiva) y la sintesis de
glutamina son los camines para la integracién del amoniaco en proteinas, efec-
tivamente, se ha descrito que glutamina se utiliza de manera importante para
la sintesis de la molécula proteica.

3) La sintesis de la urea que serd analizada cn mayor detalle.

Este proceso metabélico, que es de extraordinario interés en mectabolismo
intermedio, estd formado por un sistema multienzimdtico, es decir, se encadenan
varias reacciones enziméiticas en forma tal que el producto de una reaccién es
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substrato de la siguiente: ademas una vez que se han completado las diversas
reacciones que intervienen en la sintesis de la urea se restituye el compuesto
que inici6 el proceso, es decir, la urea se sintetiza en un cicle que ha sido llamado
Ciclo de Krehs-Henseleit en recuerdo de los investigadores que lo integraron
al reunir resultados de sus investigaciones y de las de otros autores. Aunque en
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Fie. 2. Ciclo metabdlico de la sintesis de la area, Indica el nitrédgeno de la Grea que pro-
vicne del amoniaco y el que tiene su origen en jcido aspartico.

la actualidad el conocimiento de este proceso metabdlico es por supuesto mis
amplic y preciso de como fue concebido por Krebs y Henseleit sigue conocién-
dosele de esta manera. Es mis comin su designacion como ciclo de la urea, lo
que en rigor no es muy preciso cn €l sentide de que la urca no forma parte
del ciclo sino que més bien es producto colateral del mismo; es por esto que
algunos autores sugieren ue mejor se le llame ciclo de la ornitina.
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Las reacciones enziméticas que forman el ciclo de la urea se han esquema-
tizado en la figura 2.

a} Ultilizacién de ameniaco libre y de anhidride carbénico para la sintesis
del fosfato de carbamilo.

El fosfate de carbamilo formado puede seguir dos caminos metabdlicos, la
sintesis de pirimidinas cuando es transferido al 4cido aspirtico o la sintesis de
la urea de acuerdo con la reaccién gue se describe a continuacion.

B} Transferencia del fosfato de carbamilo a la ornitina para dar citrulina
y 4cido fosférico.

¢) Adicién del icido aspartico a la citrulina para dar el acido arginino
suecinico, que también requiere energia {ATP}.

d) Separacién del compuesto anterior en arginina y en Acido fumérico.

¢) Hidrélisis de la arginina para dar urea y nuevamente ornitina que fue
el compuesto que inicid el ciclo.

En la figura 2 se puede apreciar c6mo une de los nitrégenos de la urca tiene
su origen en la poza metabélica del amoniaco y el otro provicne del écido
aspartico.

Es un hecho conocido que el amoniaco es una substancia téxica. Se encuentra
en muy baja concentracién en los liquides del organismo y hay poca tolerancia
para su elevacién, pues con niveles por encima de lo normal aparecen sintomas
neurolégicos caracteristicos, tanto ¢n el hombre como en ¢l animal de experi-
mentacién. Esto implica nccesariamente que las vias metabdlicas mencionadas
con anterioridad que son responsables de la depuracién del amoniaco tienen que
ser eficientes pues de otro modo si existe perturbacién en los mecanismos encar-
gados de fijar o climinar el amoniaco habri un aumento en la concentracién
del metabolito, aunque por otra parte estc efecto también podria lograrse si hay
un aumento en su producci6n.

La participacién que la intoxicacién por ameniaco pucda tener en la etiologia
del coma hepitico ha side ampliamente discutida. Efectivamente se sabe que
muchos enfermos con insuficiencia hepitica agua y crénica presentan hiperamo-
nicerma. La causa de esta perturbacién no se debe solamente a una incapacidad
funcionzl del érgano que falla en su cometido de fijar ameoniaco libre en la
sintesis de urea o de glutamina sino también a quc se establecen vias colaterales
er la corriente sanguinea que pasa a través del higado de modo que al no haber
contaclo entre el amoniaco presente en sangre y el hepatocito, el compuesto
nitrogenado se sustrae a la accidén de las enzimas presentes en la celdilla hepatica.

La Dira. Sherlock ha ideado una prueba de tolerancia al amoniaco en la que
la dosificacién del metabolito se hace en sangre obtenida por cateterismo de las
venas suprahepéticas: esta prueba proporciona informacién en relacién a cudl
componente estd involucrado en la falta de depuracién, deficiencia de los meca-
nismos responsables de la fijacién o bien existencia de vias colaterales que hacen
que la sangre no se ponga en contacta con la celdilla hepatica.
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Por lo demas, se ha establecido que el amoniaco en sangre estd frecuente-
mente elevado en el coma hepitico, pero no siempre, es decir, hay enfermos que
con altos niveles de amonicemia no presentan sintomas neuroldgicos y otros que
estin en coma o precoma con concentraciones normales, a mayor abundamiento,
trastornos neurolégicos similares se han producido mediante la administracién
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Fig. 3. Excrecidn de drea y amoniaco en un ajolote de 64 g de peso. El animal sc
colocé en un litro de agua destilada. Las barras indican la camldad relativa de los com-
puestos que es excretada, sc toma el 100% como lu suma de trea mas amoniaco.

de metionina sin que se altere la amonicemia, de modo que se ha- invocado
que las cifras de amonio circulante pudieran ser mas bien un indice de los tras-
tornos neuroldgices de la misma manera que la uremia lo es de la insuficiencia
renal,

El amoniaco es pues una substancia téxica aunque su intervencion en el
coma hepitico es materia de debate.

Las discrepancias seflaladas anteriormente pudieran deberse a otros factores.
Se ha dicho por ejemplo que hay mejor correlacién del estado neurolégico con
la amonicemia en sangre arterial y también con la captacidn de amoniaco por
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los tejidos, fundamentalmente por el cerebro, determinada por las diferencias
en concentracién en la sangre arterial y en la sangre venosa; la medida de la
concentracién de oxigeno en sangre de carétidos y en sangre de yugular también
ensefia que el consumo de¢ oxigeno estd disminuido en sujetos con elevada cap-
tacién de amoniaco por ¢l encélale, se ha sugerido entonces, que el amoniaco
se combine con el Acido alfa ceto glutdrico (reaminacién reductiva, proceso
inverso de la deshidrogenasa glutamica, 4 en la figura 1), de modo que lo deriva
a otras vias diferentes del ciclo de los Acidos tricarboxilicos que juega un papel
fundamental en las oxidaciones biolégicas las que al realizarse proporcionan la
energia necesaria para la célula cerebral. -

Recientemente se han mencionado otros factores que parecen tener una in-
fluencia definitiva en la toxicidad por amoniaco. Warren demostré que la accidén
toxica estaba en relacién con el tipo de sal de amonio administrada, siendo mas
nocivas aquéllas que en selucién tienden a cambiar el medic hacia el lado
alcalino y en efecto, en estos casos sc observd modificacion del pH sanguineo.
Stabenau, Warren y Rall han demostrado esta influencia del pH de una manera
més directa ya que estudiaron la distribucién de amoniace en sangre, liquido
céfalo raquideo, cerebro y miscule en sujetos experimentales en quienes se habia
inducido acidosis y alcalosis. Encontraron una relacion directa entre la difusion
de amoniaco en liquido céfalo raquideo y la magnitud v direccién del gradiente
en pH entre sangre y liquido céfalo raquideo, en la alcalosis metabélica o res-
piratoria aumenta dos o tres veces la concentracién de amoniaco en los tejidos
en comparacion a los valores encontrades en los sujetos controles, en cambio
disminuyé por debajo de éstos en aquellos en quienes se indujo acidosis meta-
bélica o respiratoria.

El efecto observado pudiera deberse al hecho de que en medio alcalino se
forma méis amoniaco gue ion amonio siendo la primera especie la que difunde
o bien a un efecto directo de la concentracién de iones hidrégeno sobre la ba-
rrera sangre-liquido céfalo raquideo.

Esto implica necesariamente que la acidosis podria ser de efectos henéficos
en aquellos enfermos que presentan insuficicncia hepatica con hiperamonicemia
y trastornos neurolbgicos.

El conocimiento de los diversos compuestos que participan cn las vias meta-
bélicas que fijan amoniaco ha hecho que algunes de ellos hayan sido empleados
con éxito para depurar la sangre de clevadas concentraciones de amoniaco; en
¢l hombre se han empleado fundamentalmente arginina, acido glutdmico y la
combinacidn de ambos, el glutamato de arginina.

Ahora bien, si se toma en consideracidn que ¢l amoniaco es una substancia
téxica, que existe normalmente en concentraciones bajas, que la administracién
de diversos metabolitos que participan en los sistemas enziméaticos que fijan amo-
niaco es efectiva para disminuir la hiperamonicemia, s¢ hace necesario el conocer
cual es la importancia relativa de las vias metabdlicas enumeradas con anterio-
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ridad, en lo que se refiere a su capacidad de transformar amoniaco en com-
puestos que ya no son taxicos o que pucden ser eliminades.

A ecste respecto es muy ilustrativo el trabajo de Duda y Handler quienes admi-
nistran a ratas amoniaco con N18 a fin de determinar en qué productos se fija
el isétopo. Sus resultados demuestran gque en concentraciones fisiolégicas de
amoniaco en sangre la sintesis de glutamina es el proceso favorecido ya que la
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Fig. 4. Variacién en la excrecidn de drea y de amoniaco en relacién al peso del
ajolote. Los animales grandes (G) y mediane {M) fuecron colocados en 1 litro de agua
destilada, ¢l pequefio (P) en 100 ml., los valores de este {ltimo se presentan como si se
hubiera colocado en 1 litro de agua destilada {dividida por 10} para fines de comparacién.
Las otras indicaciones son las mismas que las de la figura 3.

concentracidn del nitrégeno pesado es siete veces mayor en glutamina que en
urea y acido glutimico. Observaron también que la administracién de amoniaco
en cantidades necesarias para producir niveles mayores al experimento o sea
hiperamonicemia llegé a saturar el sistema de la sintesis de glutamina; en cambio
la sintesis de urea prosiguié en forma ascendente con una ligera disminucién
en su velocidad.
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En el departamento de bioquimica del Instituto Nacional de la Nutricién
hemos iniciado la investigacién del comportamiento de las enzimas que partici-
Pan en la sintesis de urea y de la glutamina, la deshidrogenasa glutdmica y la
glutaminasa en diversas condiciones fisiologicas y patolégicas.

En este trabajo queremos presentar solamente, y a manera de informacién
preliminar, algunos hallazgos que nos han parecido de interés concernientes a
ciertos aspectos del metabolismo de urea y amoniaco cn el ajolote (Sircdon
mexicanum, Shaw), batracio que ticne la peculiaridad biolégica de que no
alcanza su metamorfosis hasta el estado adulto sino que permancce durante toda
su vida como larva v en este estadio se reproduce.

El interés de usar el ajolote como sujeto de experimentacién se origing en
los hallazgos de Cohen y Brown, quienes demostraron gue el renacuaje durante
la etapa inicial de su desarrollo es puramente amonotélico o sea que excreta
solamente amoniaco y que al llegar a cierto grade de madurer empieza a excretar
urea lo que se debe, naturalmente, a que se inicia la actividad de las enzimas
correspondientes, lo cual comprobaron experimentalmente.

Este cambio en el patrén metabdlico acontece en forma muy rapida, de modo
que es extraordinariamente dificil ¢l conocer cudles son los factores que lo con-
dicionan; en cambio, el ajolote que tiene la caracteristica de que permanece en
estado larvario durante varios afios, presenta cl atractive de que de existir esta
transformacién de amenotélico ¢n ureotélico o sea que excreta urea, proporcio-
narfa un sistema biolégico muy apropiado para ¢l cstudio de diversos factores
sobre las enzimas del ciclo de la urea.

Esta sucesiéon de amonotélico a ureotélico tiene también su contraparte en el
marniferc si bien en grado cuantitative y no cualitativo, efectivamente McCance
y colaboradores encontraron que el animal recién nacide (humano, perro y
cerdo) excretan proporcionalmente mas amoniace y dcido drico que urea en rela-
cién a lo que se ve en el adulto. Aunque los autores interpretan la observacién
como debida a que en esa edad el anabolismo predomina sobre el catabolismo se
puede también pensar que la sintesis de la urca no estd aun completamente
desarrollada. '

MATERJIAL Y METODOS

Los ajolotes fueron obtenidos en los canales de Xochimilco, D. F., llevados
al laboratorio en donde se dejaron varios dias en un recipiente grande de vidrio
con agua de la Have a fin de que sc adaptaran a las condiciones del nueve medio
ambiente ya que algunos de ellos mueren del primero al tercer dia de su-.captura;
fueron alimentados con fragmentos de corazén e higado de rata que no aceptaron
de inmediato. . E .

El peso de los animales fluctuéd dentro de ciertos limites, no obstante, va que
como se verd en resultados las diferencias de peso son importantes, se distribu-
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yeron los animales de acuerde con 3 pesos diferentes: grandes, de 55 a 65 g.;
medianos, de 16 a 23 g. y pequefios de 3 a 6 g.

Para ohtener los patrones de excrecién se colocaron los ajolotes en recipientes
individuales en un volumen de 1 litro de agua destilada para los grandes y
medianos y de 100 ml. para los pequefios,
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Fro. 5. Variacién en la exrecién de drea y amoniaco en el ajolote sometido a inanicién
durante 28 dias. Mismas mdma.c:ones que en la figura 3.

Se determiné urea por el método de la isonitroso-propiofenona y amoniaco
con el reactivo de Nessler,

- Los animales en los que se hizo determinacién de actividad enzimética, fueron
sacrificados por decapitacién e extrajo el higado con rapidez y se separ con
cuidado la vesicula biliar ,se colocé inmediatamente el higado en solucién de
cloruro de potasio isoténico frio para lavarlo y en el cuarto frio se homogeneizé
un fragmento (3} partes) en una solucién de bromuro de cetil-trimetil amenio
al 0.19% en una proporcién de 1 g. de tejido mas 9 ml. de liquide de homoge-
neizacién; otro fragmento (1 parte) se homogeneizé en cloruro de potasio
isoténico en la misma proporcion,
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Se usé un homogeneizador de Potter-Elvehjem, las maniobras se efectuaron
en el cuarto frio. Los homogeneizados se sometieron en centrifuga refrigerada
a 2,000 veces la aceleracién de la gravedad para sedimentar los nticleos. Ninguna
de las actividades enzimiticas estudiadas disminuyen al separar la fraccién
nuclear.

Los higados de los animales pequefios fluctuaron de 60 a 90 wg. de modo
que fué necesario homogeneizar cuatro juntos para peder reunir suficiente ma-
tertal para el ensayo de la actividad enzimética.

En el sobrenadante del homogeneizado de bromure de cetil-trimetil-amonio
se determinaron las siguientes enzimas; carbamil fosfato sintctasa; carbamil
fosfato ornitina transcarbamilasa, la enzima de adicién que forma el arginino
succinato y la que lo desdobla se determinaron como una sola actividad llamada
arginino-sintetasa, arginasa y deshidrogenasa glutimica. En el sobrenadante
del homogeneizado de cloruro de potasio se determinaren glutamina sintetasa
y glutaminasa,

Para la carbamil fosfato sintetasa, ornitina y transcarbamilasa arginino sin-
tetasa, glutamina sintetasa y glutaminasa, se define una unidad de actividad
como la cantidad de enzima necesaria para formar una micromola de producto
en un minruto; en la arginasa el tiempo considerado ¢s de 30 segundos. Para
la deshidrogenasa glutimica se definc la unidad como la cantidad de enzima
que se requiere para producir un cambio cn densidad éptica de 0.001 a 340 my
por minuto.

La actividad enzimdtica se expresa como actividad especifica, unidades arbi-
trarias de actividad por miligrame de proteina. Esta se determiné por el método
de Lowry.58

Para todas las enzimas, se establecieron las condiciones 4ptimas de curva de
progreso, pH, temperatura, concentracién de enzima y de substrato en los dos
homogeneizados descritos.

Se determiné actividad de ureasa en el medio de incubacién de algunos
ajolotes en un sistema formado por lo siguiente: liquide de incubacién, 4.9 ml.;
de buffer acetato pH, 6.0; 400 micromolas; urca, 100 micromolas ; volumen
final, 5.0 ml; tiempo de incubacién, 2 horas; temperatura, 37°C. La reaccién
s¢ detuvo al afiadir Ja mezcla sulftirico-fosférico que se usa para la determinacién
de urea o el reactivo de Nessler requerido para la cuantificacién del amoniaco.
Muestras “tiempos cero” sc obtuvieron al agregar los reactivos mencionados
antes de afiadir la fuente de enzima. _

Tedas las determinaciones fucron hechas por duplicado que no discreparon
mas del 29z, .

Ademids de ajolotes se usaron ratas con fines de comparacién. Estas fueron
de la cepa Wistar, machos de 150 a 200 g, de peso alimentadas con dieta comer-
cial (Purina Chow). Los métodos seguidos en rata fueron los mismos que se han
descrito para el ajolote,
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REsULTADOS

Debe hacerse notar que el nimero de animales estudiados no es lo suficiente-
mente grande para permitir hacer ,tratamiento estadistico de los datos, de modo
que se presentan solamente observaciones individuales que son representativas de
las tendencias observadas.
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Fie. 6. Exrecién de firea y amoniaco en ajolotes colocados en un medio cue contiene frea
desde el principio del expenimento.
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En la figura 3 se presenta la climinacién de urea y amoniaco observada en
un animal de los més grandes que se pudieron capturar {64 g.). Es aparente
que ¢l nitrégeno es eliminado en mayor proporcién en forma de urea que de
amoniaco, lo cual se puede apreciar mejor en la parte inferior de la grafica que
presenta el porcentaje de amoniaco y de urea que se acurmulan en el medio
de incubacién, la urea representa del 55 al 75% de la suma de los dos compo-
nentes.

Se estudié entonces el tipo de eliminacién nitrogenada de animales mas peque-
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fios y se corroboré efectivamente, como puede verse en la figura 4 que los anima-
les més pequefios excretan mayor proporcién de amoniaco que Jos adultos. Es
necesario aclarar que las curvas de excrecién del animal pequefio fueron obtenidas
en una concentracion diez veces mayor (se colocaron en 100 mi. de agua
destilada) pero para poder comparar mejor los valores representados en la
proyeccién se han ajustado como si se hubiera colocado el ajolote en un litro
de agua destilada que fué lo que se hizo con los animales, mediano y grande. Ei
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Fio. 7. Excrecién de firca y amoniace en ajolotes colocados en un medio que contiene
urea desde el principio del experimento. La concentracién inicial de este compuesto_ es
18 veces mayor que la gue se presenta en el experimento de la figura 6,

animal de tamafio mediano excreta del 40 al 609 vy el pequetio del 10 al 456
de urea, como en el caso anterior el 1009 corresponde a la suma de urea y
amoniaco. '

La inanicién tiene una influencia definida sobre el tipo de excrecién nitro-
genada. La figura 5 muestra las curvas de eliminacién de urea y amoniaco antes
y después de un periodo de 28 dias de inanicién; las primeras (A) ensefian que
se elimina mas urea que amonjaco con era de suponerse {60 a 80%), peso del
animal 58 g.}, en cambio después del periodo en que ne recibié alimento se eli-
miné amonfaco en mayor proporcién (70 a 90%%). En esta misma figura aparece
otro hecho interesante que repitié con frecuencia en otros experimentos: hay
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un descenso marcado con la concentracién de urea en el medio del séptimo al
octave dia, esto significa necesariamente que la urea es consumida y no solamente
que ha cesado de ser excretada; se investigd entonces la presencia de actividad
uredsica en el medio por posible contaminacién bacteriana y aunque se demosird
que efectivamente existe muy discreta actividad, ésta no explicaria de ninguna
manera la magnitud del descenso observado y por otra parte cada molécula de
urea hidrolizada por la enzima produce dos moléculas de amoniaco, el aumento
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Fig, 8. Excrecién de {rea y amoniaco en un ajolote colocade en un medio de incubacién
que contenia citrulina desde ¢l principio del experimento.

en la concentracidn de este compuesto tampoco corresponde a la cantidad de
urea que fué consumida,

Para comprobar la obscrvacidén anterior se colocaron los ajolotes en un
medio de incubacién que contenia urea desde un principio a una concentracién
similar a aquellas a las que se ohservé previamente se iniciaba la desaparicién
del compuesto. La figura 6 muestra el resultado obtenido en tres ajolotes some-
tidos a las condiciones descritas y se ve que solamente en uno de ellos (el ni-
mero 3) aparecid ¢l descenso inicial que fud importante, en los tres por lo deméas
existen algunos descensos menos marcados.

Cuando los animales se colocan ¢n un medio con una concentracién inicial
de urea mucho mayor, dieciocho veces la del experimento anterior; el descenso
inmediato aparecié desde un principio en los tres y también otros descensos
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subsecuentes, como en los casos anteriores la actividad de ureasa encontrada no
explicaria la magnitud del descenso ni se observa elevacién concomitante . del
amoniaco (figura 7). '

Ya que de acuerdo con lo que se ha mostrado anteriormente, al parecer
existe cierta diferencia en los productos nitrogenados que son excretados por el
ajolote grande {55-65 g.} y el pequefio {3-6 g.) se decidié explorar la actividad
de las vias metabdlicas relacionadas en forma principal a Ja produccién o a la
fijaciébn de amoniaco, a saber: la deshidrogenasa glutamica, la glutamina sin-
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Fio. 8. Excrecién de drea y amoniaco en un ajolote colocade en un medio de incubacién
que contenia arginina desde el principio del experimento.

tetasa, la glutaminasa y las del cicle de la urea, carbamil fosfato sintetasa, orniti-
na transcarbamilasa, arginino sintetasa y arginasa,

Pareci6 interesante ademds estudiar estas mismas actividades cuando el ajolote
estaba colocado en un medio de incubacién que contenia alguno de los metaboli-
tos que ha probado su eficacia en el humano para disminuir la hiperamonicemia.

Se escogieron ornitina y citrulina para ser probadas per separado. Fué por
demés extrafio ver la eliminacién de urea, fué menor que la de amonfaco y
ademas que la urea que habia sido excretada al medio practicamente fué con.
sumida. La citrulina también disminuy$ rapidamente de concentracién y es de
pensarse que lo mismo debe haber sucedido con la arginina date que no se pudo
obtener pues desgraciadamente fueron estropeadas las determinaciones. En ambos
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casos el medio de incubacion se torné turbio, por contaminacién bacteriana y
se pudo demostrar una actividad de uredsa mucho mayor que en los animales
previamente estudiados lo que explica la desaparicién de urea y la mayor pfo-
duccién de amoniaco; en lo que se refierc al consumo de citrulina no es posible
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Fig, 10, Actividades enziméiticas estudiadas en higado de ajolote. La ordenada repre-
senta la actividad especifica {unidades arbitrarias por mg. de proteina). La letra G se usa
para designar los anirales que fueron colocados en el medio con citrulina, la letra A para
los que fucron colocados en arginina; el nimere que precede la letra indica el nimero de
dias que estuvieron sometidos a las condiciones experimentales descritas hasta gue fueron
sacrificados, '

discernir la fraccién de la misma que es tomada por el metaholismo del ajolote
y la que corresponde al metabolisrno de las bacterias contaminantes (figuras 8
y 9}. La contaminacién existid en cinco experimentos dilerentes, pues citrulina y
arginina faverccen. la proliferacién bacteriana,

- En la figura 10 se condensan los resultados obscrvades cn las actividades
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enzimaticas estudiadas. No estan incluidas arginino sintetasa, glutamina sinte-
tasa ni glutaminasa por no haberse obtenido ninguna actividad demostrable con
jos métodos usados. Como se hicieron determinaciones simultineas con homo-
geneizado de higado de rata y con homogeneizado de rifidn de rata se excluye
la posibilidad de que la falta de actividad observada en los higados de ajolote
pudiera deberse a algin defecto de procedimiento.

Se puede apreciar que el ajolote pequefio tiene una actividad especifica de
deshidrogenasa glutimica de la misma magnitud que la de los ajolotes grandes,
menor actividad de carbamil fosfato sintetasa y aparentemente mas elevada de
ornitinag transcarbamilasa y de arginasa.

En lo que se refiere a la actividad de las enzimas de los animales colocados
en medios de citrulina y de arginina respectivamente, al parccer no hay dife-
rencias importantcs en deshidrogenasa glutdmica y ornitina transcarbamilasa,
si acaso parecen estar elevados los valores de la carbamil fosfato sintetasa corres-
pondiente a los animales sacrificados después del cuarto dia ¢n el medio con
citrulina, La arginasa en cambio muestra una actividad aumentada tanto en los
animales colocados 9 dias en citrulina como en aquellos que se colocaron 6 dias
en arginina.

Debe hacerse notar que los ajolotes que se colocaron 9 dias en arginina
tienen otra vez la actividad inicial, es decir, la de los animales controles.

Es por demis intcresante comparar las actividades especificas de las enzimas
estudiadas en el ajolote con las que se encuentran en el higade de la rata
(figura 11}. Valores semejantes ¢n las dos cspecies se encuentran en la carbamil
fosfato sintetasa y ornitina transcarbamilasa, quiz4 un poco mds bajos cn la rata
que en el ajolote para la arginasa y para la deshidrogenasa glutimica. En el
higado de la rata se demostré actividad apreciable de arginino sintetasa y de
glutamina sintetasa que no fueron encontradas cn el ajolote. En ninguno de los
dos se encontré glutaminasa.

COMENTARIO

Cabe insistir que por el corto nimero de determinaciones los resultados
presentados no ticnen significacion estadistica y solamente son gquizd representa-
tivas de tendencias observadas. Aunque ne se encontraron en el ajolote las
caracteristicas deseadas de que en una etapa de su vida fuese amonotélica y como
ta] permaneciera durante largo ticmpo para hacersc después ureotélico se obtu-
vieron algunos dates referentes a la excrecion nitrogenada y a las enzimas que
participan cn el metabolismo de urea y amoniaco que nos ha parecido de interés
informar,

Es probable que ajolotes mas pequefios que los estudiados (3-6 g., para el
grupo pequefio) excreten puramente amoniaco tal como lo hace el renacuajo,
sin embargo esta posibilidad no pudo ser comprobada ya que no fué posible
ohtener animales suficientemente chicos. Por lo demas, de ser este el caso, el
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ajolote en todas formas no tiene el atractivo sefialado antes de iniciar la investi-
gacién ya que el tamafio del higado serfa un factor limitante, en efecto, para
poder tener suficiente material de estudio para las enzimas en el grupo pequefio
fué necesario homogeneizar juntos los higados de cuatro animales.

No obstante, se pudo corroborar que en la misma forma que el mamifero
recién nacido, ¢l ajolote pequefio excreta proporcionalmente mayor amoniaco
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Fic. 11. Comparacidon de actividades enzimé&ticas en el higado del ajolote con las de higado

de rata. La ordenada representa la actividad especifica.

que urca, Estos cambios en el patrén de excrecién del animal pequefio vy del
adulto tienen que tener su contrapartc en las enzimas que intervienen en las vias
metabdlicas de urea y de amoniaco, los estudios realizados muestran que el ajo-
lote pequefio tiene una actividad de deshidrogenasa glutimica comparable a
la del animal adulto y al parecer mds elevada de ornitina transcarbamilasa
y de arginasa, En cambio la carbamil fosfato sintctasa estd disminuida en el
anima] pequefio y quizd este hallazgo sea el Gnico que explique la menor pro-
duccién de urea aunque por otra parte es dificil de aceptar esta situacién ya que
el producte de csta enzima el fosfato de carbamilo es usado para la sintesis de
pirimidinas que ¢std activa en un animal en periode de crecimiento ¢s decir
en el que el anabolismo predomina sobre €l catabolismo.

El hecho de que el ajolote sometido a inanicidn excreta proporcionalmente
mayor cantidad de amoniaco pudiera ser debida en parte a que en estas condi.
ciones se excretan mayor cantidad de productos 4cidos.
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La arginasa aumenté de actividad tanto cn los animales que se colocaron
en un medio con arginina como en aquellos gue estuvieron en cl medio con
citrulina, es por demés interesante que el aumento en actividad aparece el 62 dia
en los primeros y hasta €l 9 en los segundos. No se tienen datos respecto a la
velocidad a Ia que es consumida la arginina, la citrulina disminuye rapidamente
hasta casi desaparecer al séptimo dia, probablemente debido a la baja actividad
de arginino sintetasa no se acumulen concentraciones efectivas de arginina que
puedan inducir la formacién de arginasa; Ja excrecion de urea no es indicadora
de la actividad de su sintesis debido a que, como se indicé anteriormente hay
gran actividad de ureasa en el medio. En el caso de la arginina la elevacion
de la arginasa c¢s méas temprana por que el inductor se administra en forma
directa.

El problema de la induccién de arginasa ha sido estudiado en otras especics
animales, se sabe que en la rata aumenta cuando se administra una dieta elevada
en proteinas y hay también trabajos que indican que la arginina misma no
induce la arginasa en la rata normal. En nuestro laboratorio se ha visto que
en ratas sometidas a inanicién baja la actividad en las primeras 24 horas y luego
asciende nuevamente.

Ya que ¢l amoniaco s¢ utiliza para la sintesis de urea en un sistema multi-
enzimatico ha parcecido interesante comparar las actividades relativas de las en-
zimas participantes en esta sintesis en el ajolote y en la rata; se encontrd que
son sorprendentemente comparables las de carbamil fosfato sintetasa, ornitina
transcarbamilasa y arginasa pero no s¢ encontr6 actividad demostrable de argini-
no sintetasa por el método empleado y si en la rata. Necesariamente tiene que
existir esta accién catalitica si hay sintesis de urea a menos que se invoque que
esta substancia es producida por otras vias diferentes que la del ciclo de Krebs
Henseleit, posibilidad que ya ha side sefialada por algunos autores.%*

Nos parece que ¢s necesario conocer cudl es la actividad de las enzimas que
participan en una via metabdlica y la manera en que se modifican en diversas
condiciones fisiolégicas y patoldgicas para poder aplicar los recursos a nucstro
alcance que pudieran utilizarse para corregir, evitar o disminuir aquellas pertur-
baciones del metabolismo intermedio que se manifiestan como enfermedad.
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ALGUNOS ASPECTOS DEL METABOLISMO DE UREA Y AMONIACO

COMENTARIO AL TRABAJO DEL DR. GUILLERMO SOBERON*

Dr. Roserto LLaMAS

N EL TRABAJO que el Dr. Soberén, ha preparado para ingresar a la Aca-

demia Nacional de Medicina, se principia por recordar que el amoniaco,
la urea y el Acido drico, constituyen substancias importantes por ser los produc-
tos de eliminacién catabélica de proteinas, aminoacidos y acidos nucleicos. Nos
recuerda también que, de acuerdo con su posicién en la escala zooldgica, los
animales se dividen, en relacién con estas caracteristicas metabdlicas, en amo-
notélicos como los invertebrados, uricotélicos como las aves y los reptiles, y ureo-
télicos como los mamiferos,

Una amplia parte del trabajo se¢ destina a revisar, en forma acuciosa, lo
referente a los mecanismos que el organismo de los mamiferos pone en juego
para producir y aprovechar el amoniaco, cuerpo que, como sefiala el autor,
no es solamente una substancia de excrecién que se elimina por la via renal,
sino que también constituye un compuesto intermedio que interviene en la sin-
tesis de otras substancias de gran importancia metabdlica.

Ciertamente la desarninacién de los aminodcidos, incluyendo a la glicina
y al 4cido glutdmico, la hidrélisis de la glutamina y la degradacién metabélica
de las pirimidinas, son fuentes importantes de amoniaco, a las cuales habria
que agregar la asparagina, que como es bien sabido, se transforma, mediante
la intervencién de la asparaginasa, en amoniaco y en 4cido aspartico.

Por lo que se refiere a la utilizacién del amoniaco por el organismo, se
mencionan los aspectos mds importantes, o sea la sintesis de glutamina y la
intervencién de ésta en la formacién del esqueleto de las purinas, y ademas,
la participacién de esa substancia en la sintesis de las pirimidinas, procesos

* Leide en la sesidén ordinaria del 29 de julio de 1959.
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metabélicos que se efectdan en sentido contrario a los relatados en los meca-
nismos de producecién,

Es evidente quc una de las vias metabdlicas mas importantes seguidas por el
amoniaco, es la formacién de urea, el principal representante, desde el punto
de vista cuantitativo, del nitrégeno ne proteico circulante y el principal com-
puesto de eliminacion catabolica de los prétidos.

El Dr. Soberén revisa a continuacién las reacciones enzimaticas que cons-
tituyen el llamado ciclo de'la firea.

1 Sintesis del fosfato de carbamilo, a expensas del amoniaco libre y del
anhidrido carbénice, medianie la intervencidén del trifosfate de adenosina como
donador de fésforo.

2¢  Transferencia del fosfato de carbamilo a la ornitina con formacién de
citrulina y de acido fosférico.

3 Unién de la citrulina con ¢l icido aspartico v formacién de icido argi-
nne succinico.

4" Transformacion de este dcido cn arginina vy en dcido fumirico.

5*  Hidrolisis de la arginina, con formacién de trea y de ornitina.

El Dr. Soberén menciona después diversos hechos perfectamente establecidos
cerca de la toxicidad del amoniaco y de la frecuente elevaciéon de éste en la
sangre del paciente en coma hepdtico; esta circunstancia, de evidente valor
clinico, ha despertado el interés para utilizar diversas substancias capaces de
hacer descender las elevaciones anormales de amoniaco en la sangre. Creemos
pertinente sefialar que la formacién de glutimina, como ya lo indicé ¢l Dr. So-
berén, es un proceso de la mis elevada importancia fisioldgica; efectivamente,
la cantidad de glutdmina en la sangre es considerablementc mayor que la de
icido glutdmico, y por la orina no se elimina este 4cido, o por lo menos es
insignificante dicha eliminacién, en cambio la glutimina se excreta en cantida-
des hasta de 40 mgrs. en 24 hs. En los tejidos normales, incluyendo rifién, hi-
gado y cerebro, la concentracién de glutimina es elevada. La combinacién del
acido glutamico con el amoniaco para formar glutamina representa, por lo tanto,
uno de los més importantes mecanismos para mantener normal el contenido
en amoniaco de la sangre y el efecto del glutidmato o del dcido glutdmico en la
prevencion de las convulsiones producidas experimentalmente en el perro por
el amoniaco, puede deberse a su transformacién en glutimina y a la disminu-
cidn correspondiente del amoniaco en el iejido cerebral. La accién del amo-
niaco es indiscutible, v ademis de los factores que parccen explicarla, como la
acidosis o la alcalosis, s de recordarse que el aumento de glutimina o sea la
disminucién de glutimato cn la sangre, pudiera privar a los tejidos del trifosfato
de adenosina necesario para otras reacciones enzimdticas, o hien interferir con
el ciclo del acido citrico como se seilala en el trabajo de Bessman, citado por
el Dr. Soberén.

En la parte experimental se tratd de correlacionar la caracteristica amono-
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télica de los animales pequefios y la ureotélica de los grandes, con las activi-
dades de las diversas enzimas que intervienen en la sintesis de la drea y con
la deshidrogenasa glutémica, capaz de formar amonfaco a expensas del 4cido
glutimico con transformacién de este acido alfa-ceta glutarico.

Una circunstancia desfavorable la constituye, efectivamente, el hecho de que
los animales pequefios utilizados no eran exclusivamente amonotélicos, sino que
también producian drea; en estas condiciones es de esperarse que la presencia
y actividad de las enzimas que intervienen en la produccién de amoniaco y en
la sintesis de la area, tengan solamente diferencias de grado en relacién con
la via metabédlica predominante. Los resultados de la medicién de dichas ac-
tividades enzimaticas concuerdan pareialmente con lo légicamente esperado, efec-
tivamente, la actividad de la deshidrogenasa glutamica {produccién de amonia-
co) es sensiblemente igual en el animal pequefio, de predominic amenotélico,
que en el grande, de predominio urectélico. Sin embargo, este hallazgo no impide
aceptar que en el animal grande el amoniaco preducido, prosiga su transfor-
macién metahdlica hasta tirea.

En los animales pequefios se encontré disminuida la actividad de Ja carbamilo
fosfato sintetasa, es decir, se forma menor cantidad de fosfato de carbamilo
a expensas de amoniaco, anhidride carbénico y trifosfato de adenosina, y es de
aceptarse que st esta reaccién inicial del ciclo de la 1irca se encuentra compro-
metida, la sintesis del compuesto serd menor, asi sea normal la actividad de los
sisternas enzimdticos que intervienen posteriomente,

En los animales pequefios se encontré aumento de actividad de la carmabil
fosfato ornitina transcarbamilasa, o sea que existe mayor produccién de citru-
lina. Sorprendentemente no se evidencié actividad arginino sintetasa, que en
Gltimo término conduce a la formacién de arginina y paradéjicamente se de-
mostrd mayor actividad argindsica en estos mismos animales.

Es dificil interpretar este tltimo hecho, es decir, la no formacién de arginina
y la existencia de actividad arginisica elevada.

Pero es aln mds extrafo el no haber encontrado actividad de la arginino-
sintetasa en los ajolotes grandes, de predominio ureotélico. Es evidente que esto
no parece debide a errores de técnica, puesto que con el mismo procedimicnto
la actividad mencionada pudo ser demostrada en el higado de rata.

Considero importante una aclaracién: la caracteristica amonotélica de los
ajolotes es mayor en los animales pequefios, pero debe entenderse que este tér-
mino significa animales de poca c¢dad y con el término animales grandes debe
entenderse que se trata de animales de edad mavor, es decir, mas evolucionadas
en su proceso natural de desarrollo; porque puede suceder que los animales de
tamafio pequefio scan tan viejos como los animales grandes, dependiendo esto
de las diversas condiciones del medio en que se encuentren. Por esta razén, v
desde un punte de vista estrictamente experimental, si es que estas dudas que
formulo son aceptables, hubiera sido deseable conocer exactamente Ia edad de
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los animales, para lo cual hubiera sido necesario que se reprodujeran en el pro-
pio laboratorio.

Para finalizar, quiero comentar el hecho de que la arginasa aumentd la acti-
vidad cuando los animales fueron colocados en medic con arginina. Al parecer
esto representa un fenémeno adaptative que se manifiesta después de algin
tiempo, al 6 dia, pero cabe preguntar si este aumento de actividad no es debido
a la arginasa misma o sea al aumento en la concentracién del substrato. Esta
objecién no parece importante si se considera que la actividad arginisica no
se eleva de inmediato, sino, como va se ha dicho, hasta el 6° dia.

E! aumento de la actividad arginisica, cuando el medio se enrique en citru-
lina, no es explicable como fenémeno adaptativo y habri que intentar otra in-
terpretacién que por el momento no se puede formular.

He tenido mucho gusto en comentar, asi sea brevemente, el intevesante tra-
bajo del Dr. Soberén, y me complazco en felicitarlo cordialmente por su ingreso
a la Academia Nacional de Medicina.



