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AL‘NQ_UE NO SIEMPRE que existe insuficiencia hepitica se produce hiperamo-
nemia, es frecuente que una importante alteracién funcional del érgano se
asocie con elevada concentracién de amoniaco®*¥* en la sangre.l Esto ha llevado
a considerar que este compuesto juega algtin papel importante en la patogenia
del coma hepitico.2 Sin embargo, en contra de esta afirmacién, existe la evi-
dencia de aquellos casos en los que, a pesar de no haber niveles aumentados
del metabolito en sangre, se presentan los sintomas neurclégicos caracteristicos
del coma hepético v del que algunos enfermos no se recuperan a pesar de que
por alguna medida terapéutica se disminuya la amonemia a valores cercanos
a lo normal.3

En cualquier forma es posible afirmar que, puesto que el higado tiene un
papel predominante en el metabolismo intermedio, la alteracién del érgano se
traduce en importantes perturbaciones, una de las cuales puede ser la incapa-
cidad de la fijacién de amoniaco, fundamentalmente en sintesis de glutamina
v de urea. Por otra parte, existe cvidencia clinica v experimental que indica
que otros tejidos son capaces de contribuir de manera importante a la fijacién
del amoniaco.4- 5 6

El miusculo tiene un papel relevante a este respecto, La captacién por el
cerebro es de importancia, ya que, como se ha explicado anteriormente, los
sintomas caracteristicos de la intoxicacion amoniacal son de tipo neurolégico.”

Cuando el higado estd afectado no se tolera la administracién de amoniaco

* Leido en la sesidén del 9 de mayo de 1962.

#% Depto. de Bioquimica, Hospital de Enfermedades de la Nutricién. México, D. F.
*¥%% En el presente trabajo amonfaco implica la suma de NHy-+ y NHa.
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o de otras substancias nitrogenadas susceptibles de transformarse en dicho
compuesto,® ¥ este conocimiento es la base de la prueba de la tolerancia al
amoniaco como medida de la lesién hepética. sea que la carga se administre
por via intravenosa o por via oral10#13 Se ha explicado que en aquellos pa-
cientes en los que hay un incremento anormal en la concentracién de amoniaco
después de una carga del metabolito. ello puede deberse a la alteracién del
hepatocito o bien a la existencia de comunicaciones directas entre los sistemas
porta v suprahepaticas.10

Es facil entender la posicién relevante que ocupa el higado en relacién con
la fijacién del amoniaco. ya que el érgano contiene los elementos necesarios
para la sintesis de carbamil fosfato, precursos de pirimidinas y de urea, para
la sintesis de glutamina y para la reaminacién reductiva del 4cido acetoglu-
thrico.’* Ademds, se han descrito otros procesos que fijan amonfaco y que
existen en el higado, aunque no de la misma trascendencia que los anteriores,
como son la reaminacién reductiva del dcido pirvico,15 la sintesis de 4cido
acetil asparticol8 (probablemente como continuacién de la reaminacién re-
ductiva del 4cido alfacetoglutirico con transaminacién posterior del oxaloacé-
tico eon el dcido glutdmico resultante y acetilacién del 4cida aspartico formado)
¥, por dltimo, la oxidacién de amoniaco hasta hidroxilaminal? (que forma
entonces la oxima correspondiente del 4cido alfacetoglutarico, el cual poste-
riormente puede convertirse en 4cido glutdmico).

Este trabajo fue hecho con el objeto de estudiar cual es la distribucién en
el animal normal de una carga de amonfaco a fin de establecer la importancia
relativa del higado y de otros tejidos. principalmente cerebro y misculo en la
afectan los sistemas enziméticos presentes en higado en situaciones experimen-
tales que pueden ser comparadas a enfermedades que se presentan en el hu-
mano.

MATERIAL v METODOS

Se emplearon ratas machos de la cepa Wistar, alimentadas con una dieta
comercial (Purina Chew): el peso de los animales varié de 200 a 240 g.
(promedio 228 g.). Para el estudio de la distribucién de amonfaco en los dife-
rentes érganos se inyecté una carga de cloruro de amonio directamente en
la porta y se hicieron determinaciones de amoniaco y glutamina en supra-
hepatica, cerebro, higado y musculo. Las ratas fueron anestesiadas con nem-
butal (inyeccién intraperitoneal de 0.1 mg. por kilo de peso corporal), se les
hizo una laparatomia media y se rechazé el higado hacia arriba para exponer
el pediculo hepético. Para poder efectuar la inyeccién intraportal se hizo nece-
sario emplear agujas BB No. 26, dobladas en un 4ngulo de 105°. La dosis
varié de 125 a 2,000 micromolas de cloruro de amonio en forma de una solu-
cién 0.5 a 1 M., previamente ajustada a pH 7. A los tiempos indicados para
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cada cxperimento se obtuvo sangre de la vena suprahepitica; para este efecto
el higado se rechazé hacia abajo v se corté el ligamento falciforme teniendo
cuidado de no herir el diafragma, pues de ser este el caso la rata muere rapi-
damente por neumotérax. De esta manera se expone la suprahepatica en su
desembocadura en la cava inferior, inmediatamente por debajo del diafragma,
en este sitio se punciond con una aguja acodada en la forma indicada, teniendo
la precaucién de dirigir la punta hacia la arcada crural izquierda del animal
a fin de tener la seguridad de que la sangre se toma de suprahepitica y no
de eava. Se extrajeron 0.5 ml de sangre que se afiadieron a un velumen igual
de una solucién al 10% de 4cido tricloroacétilo.

Simultineamente con la obtencién de sangre se extirpé un fragmento de
higado y de musculo (cara posterior de muslo) y se extrajo el cerebro, Los
tejidos mencionados se congelaron de inmediato en una mezcla de alcohol v
CO, sdlido; el tiempo necesario para efectuar la maniobra completa fue de unos
cuantos segundos para el higado de, aproximadamente, 30 segundos para el
miscule y nunca excedié de 90 segundos en el caso del cerebro. Se homoge-
neizaron 1 a 2 g. de cada tejido en cloruro de potasio isoténico, la propor-
cién de la homogeneizacién fue de | g. de tejido mds 9 vollimenes de solucién
homogeneizante, se empleé un aparato del tipo Potter-Elvehjem en el caso de
cerchro e higado y una licuadora para el muisculo. A 2 ml de cada uno de
estos homogeneizados se les afiadié un volumen igual de 4cido tricloroacético
al 10%. La proteina precipitada fue separada por centrifugacién y en el sobre-
nadante se midieron amoniaco y glutamina, Se determiné ameniaco por el
método de Coonway;18 puesto que la cantidad de amoniaco aumenta ripidamente
en la sangre extraida, la difusién se inicié en todos los casos des minutos des-
pués de la extraccién, y se prolongé por 20 minutos, tiempo en el que los
resultados de recuperacién fueron satisfactorios. La glutamina fue determinada
midiendo el amoniaco liberado después de hidrélisis, calentando a 70°C v du-
rante 75 minutos una mezcla a partes iguales de sangre vy #dcido tricloroacético
al 209, segin se ha descrito anteriormente.!¥ En algunos grupos experimenta-
les se hizo el estudio después de la ligadwa del pediculo hepitico. En estos
casos la carga se administrd en vena cava inferior v en el mismo sitio se tomé
Saﬂgl‘t‘.

Antes de la inyeccién en porta se efectud la ligadura del pediculo renal
a fin de eliminar la participacién del rifibn en la depuracién, ya que este
4rgano juega importante papel a este respecto.20. 21

Para el cilculo de la distribucién de la carga se tomaron en cuenta los
siguientes valores: higado 9.4 g., cerebro 1.5 g., (obtenidos experimentalmente
pesando estos érganos en un buen niimero de los animales procesados), miasculo
v espacio extracelular 50922 y 209 del peso corporal respectivamente,
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Los grupes experimentales escogidos para producir alteraciones semejantes
a ciertas condiciones patolégicas que se ven en el humano fueron las siguientes:

a) Ratas alimentadas durante 20 dias con una dieta que contenia zeina
(deficiente en triptofano y lisina) como fuente de proteina,

Composicién de la dieta: carbohidrato. 700 g.; zeina 170 g.; aceite de
maiz, 50 g.; mezcla de sales IV, 40 g.: mezcla de vitaminas 3 g. (la
mezcla de vitaminas contiene para 30 Kg. de dieta: colina, 30 g.; panto-
tenato de salcio, 0.600 g.; niacinamida 0.300 g.; menadiona 0.120 g.:
riboflavina, 0,090 g.; tiamina, 0.180 g.; piridoxina, 0.075 g.; biotina
cristalina, 0.003 g.: acido félico. 0.006 g.; dilucién 1:10 de vitamina Bqs
en sacarosa, 0.300 g.: sacarosa. 58,326 g.).

b) TRatas en quienes se produjo cirrosis de tipe postnecrosis mediante la
administracién intraperitoneal de una solucién de tetracloruro de car-
bono 1 a 2 en nujol (1.1 ml por 100 g. de peso corporal. dos veces por
semana ).

¢) Ratas en las que se produjo una anemia de tal magnitud que el valor de
hemoglobina se redujo aproximadamente al 40 é 50% de lo normal
(15 g. por 100 ml.). Esto se logré extrayendo 5 ml de sangre 24 v 48
horas antes del estudio.

d) Ratas en las que se indujo hipoxia al inyectarles una dosis mayor de
nembutal (0.2 mg/Kg. peso corporal) y hacerles respirar en un matraz
Erlenmeyer de 125 ml. Mediante estas maniobras se logré que la fre-
cuencia respiratoria disminuyera hasta ser de 4 a 9 por minuto (normal
para la rata 80).

El nimero de animales en cada grupo experimental varié de 10 a
20, la mitad de ellos fue usado para estudiar la depuracién de una car-
ga de amoniaco y la otra mitad para el estudio de las actividades enzi-
méticas,

Las enzimas que se determinaron fueron las siguientes:

Glutamina sintetasa mediante el procedimiento de Elliot.23 Deshidrogenasa
glutdmica, segin el método descrito por Strecker.24 Carbamil fosfato sintetasa.
ornitino trascarbamilasa. arginino sintetasa (enzima condensante y de escisiéon
del sisterna deserito por Ratner) y arginasa, Las altimas 4 enzimas se determi-
naron mediante el procedimiento descrito por Brown y Cohen.25

A fin de estar razonablemente seguros de que las actividades determinadas
eran funcién de la concentracion de las proteinas especificas, se hicieron estu-
dios cinéticos previos en los homogeneizados, Se investigd la influencia de pH,
temperatura, concentracién de substrato v cofactores, condiciones que es indis-
pensable conocer a fin de poder interpretar correctamente los resultados, de
acuerdo con el criterio establecido por Knox, referente a adaptacién meta-
bdlica.26
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La concentracién de trifosfato de adenosina (ATP) se determind por dos
procedimientos: en el primero se absorbieron los nucleétidos sobre carbén acti-
vado que después de ser levigados se separaron por cromatografia en resina
Dowex 2 de intercambio i6nico, segiin lo ha descrito Ondarza;27 en el segundo
se midié espectrofotométricamente la desaparicién de adenina piridina dinu-
cledtido reducido en un sistema que contenia dcido 3-fosfoglicérico quinasa,
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y 4cido 3-fosfoglicérico.?8 En ambs ca-
sos la determinacién se hizo en el sobrenadante que se obtiene después de pre-
cipitar proteinas con 4acido perclérico 0.5 M. y eliminacién ulterior del exceso
de perclorato ajustando con potasa y centrifugando en frio el perclorato de
potasio formado.

REsvLTADOS

La concentracién normal en sangre de la vena porta es tres veces mayor
que la de la vena suprahepitica (7.7 = 0.3 y 2.5 = 0.3 ug NH; N/ml., res-
pectivamente; la dispersién es dada en error estandar).

En la tabla 1, se presentan las concentraciones de amoniaco obtenidas en
sangre de la vena suprahepatica a los 2. 5. 10 y 20 minutos después de la

Tapra 1

CONCENTRACION DE AMONIACO EN VENA SUPRAHEPATICA DESPUES DE
LA INYECCION INTRAPORTAL DE DIFERENTES DOSIS DE CLLORURO

DE AMONIO
T
g;’;zii;—i ! 2 minutos 5 minutos 10 minutos 20 minutos
250 micromoles | 75 g 3.5 * 1.3 4 & 0.5 4 * 02
500 micromoles 29 = 20 20 = 05 8 £06 4+ 08
1,000 micromoles 60 = 6.5 - == |

18 = 09 6 * 05

Los valores se dan en NHy N/ml, El ndimero de animales procesados varia de 6 a 8
para cada punto experimental.
* Error estindard del promedio.

administracién de diferentes dosis de cloruro de amonio. Puede verse que la
concentracién mdxima se encuentra a los 2 minutos, primera determinacién que
fue posible hacer después de la introduccién de la solucién amoniacal en la
vena porta. A los 20 minutos el nivel ha vuelto pricticamente al normal atn
con la dosis de 500 micromoles, El incremento inicial es muy ligero con la
dosis de 250 micromoles. La administracién de 125 micromoles no fue suficiente
para causar ninguna alteracién, en cambio, la mayor parte de los animales
fallecieron en unos cuantos minutos con la dosis de 1,500 a 2,000 micromoles.
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Las ratas inyectadas con 125, 230, 500 y 1,000 micromoles se recuperan satis-
factoriamente.

En la tabla 2 se observa que una vez inyectadas 500 micromoles de cloruroe

Taera 2
DISTRIBUCION DE AMONIACO Y GLUTAMINA EN DIFERENTES TEJIDOS

0 minutos 2 minutos 10 minutos 20 minutos
Tejidos T [
Amo- | Gluta- | Amo- | Gluta-  Amo- | Gluta- | Amo- | Gluta-
niaco ming | niaco | mina niaco mina niaco mina
Liquido extra- |
celular 35 | 10 | 24 (7.9) | 4 10 3 10
157 (12.5%) (0.3) | (- ‘ (—) (—)
Miiseula 11 62 | 59 58 | 50 38 33
|(51.5 ¥ e (50) (—) | (34.7) | (—37D)
Higado 22 57 | 41 75 25 | 85 16 | 58
(25) | (2) | () | (I | £ 1 D
|
Cercbro 8.5 82 30 72 7 122 3.5 33
(0.5) (—1} =3 (0.9) (—)
Totales (77%) (10.3)  (50.3) (2.0} (34.7) (1—37
(87.3) (52.3) (—2.3)

* Los numeros en paréntesis indican el porciento de la cantidad administrada pre-
sente en el tejido,

Los resultados se dan como NHaN o amida glutamina N por ml. de sangre o por g
de tejida.

Para cada tiempo indicado se sacrificaron tres animales, En todos ellos se ligd el
pediculo renal. A las ratas usadas para el tiempo cero se les inyectaron 300 micromoles
de cloruro de sodio por via intraportal e inmediatamente se tomaron: sangre de supra-
hepdticas, fragmentos de higado y misculo (cara posterior del muslo) y se extrajo el
cerebro. La sangre (0.5 ml) se abadié a un volumen igual de dcido tricloroacético al
10% y los otros tejidos se congelaron en una mezcla de aleohol etilico y CO» sélido,
hasta que fueron homogeneizados en KC1 isoténico. A los otros animales se les adminis-
traron 500 micromoles de clorure de amonio por via intraportal y se procedié en la misma
forma a los tiempos indicados. Los tejidos y la sangre de cada grupe se procesaron en
conjunto.

de amonio, la mayor parte del metabolito se localiza en tejido muscular, existe
también una cantidad importante en el espacio extracelular, y solamente una
pequena fraccién del total administrado permanece en el higado (2.5%) vy en
el cerebro (0.5%). Cabe hacer notar, sin embargo, que aungue en estos dos
tltimos organos se localiza sblo una pequefia parte de la carga administrada
ésto se debe a que su masa es relativamente pequefia en comparaciéon con la
del musculo v la del liquido extracelular, puesto que en higado la concentracién
de amoniaco se elevé al doble de la normalmente presente v en cerebro el
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incremento fue de 4 veces el original. Desde los 2 minutos, parte del nitrégeno
administrado se encuentra presente en forma de glutamina, 8% en el espacio
extracelular y 2.5% en higado. A los 10 minutos se ve que la mayor parte de
la carga administrada permanece todavia en misculo, solamente una pequefia
parte se localiza en el espacio extracelular, donde todavia existe una pequefia
elevacion de glutamina y aparece también un pequefio incremento en cerebro.
A los 20 minutos solamente el misculo retiene parte del amoniaco introducido.
La suma de amoniaco y glutamina en los diferentes tejidos analizados representa
el 88% de la carga administrada a los 2 minutos, el 52% a los 10 minutos y
el 35% a los 20 minutos. La parte restante no encontrada se debe a fijacién
en otros tejidos y a la fraccién canalizada hacia la sintesis de urea por el
higado; efectivamente, experimentos preliminares indican que en las condicio-
nes experimentales sefialadas, la urea empieza a elevarse 10 minutos después de
la administracién de la carga.

Si se liga el pediculo hepatico la situacién es completametne diferente (Ta-
bla 3). Por una parte estos animales no toleran la dosis de 500 micromoles y
mueren entre 10 y 20 minutos. La introduccién de 250 micromoles ensefia que

TasLa 3

DISTRIBUCION DE AMONIACO Y GLUTAMINA EN DIFERENTES TEJIDOS
DE ANIMALES CON PEDICULO HEPATICO LIGADO

|
0 minutos | 2 minutos 5 minutos
Tejidos !
{ Amontaco C;ﬁ-ﬁz' Amoniaco Cn’ig-f:’ Amoniaco i‘iﬁ:z
| - |
|
Liquido extra- |
celular 4 10 28 11 BG 12
g b (—) (29.4) (—)
Misculo 11 68 &l \ 69 44 68
{51.5) | =) (85) —)
Cerebro 8 | 85 18 95 22 94
(0.5) (0.51) (0.6) (0.5)
l £
ToTALES (83 (0.5) (115) (0.5)

| (83.5) (115.5)

* Los nfimeros en paréntesis indican el porcentaje de la cantidad administrada pre-
sente en el tejido.

Tres animales se sacrificaron para cada tiempo indicado. En todos se ligé pediculo
hepatico. Las condiciones experimentales son las mismas que las sefialadas en el experi-
mento de la tabla 2, excepto que la administracién de las soluciones, y la toma de sangre
se hicieron en vena cava inferior.
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a los dos minutos una parte del amonfaco se ha fijado en museulo, pero tam-
bién gran proporcién del metabolitc permanece en el espacio extracelular,
también hay un incremento en cerebro y la glutamina se eleva en este tltimo
érgano. A los 15 minutos la concentracién en el espacio extracelular permanece
elevada y en misculo todavia aumenta mas. En el cerebro se ve aproximada-
mente lo mismo que se ha descrito anteriormente, Es de hacerse notar que en
este tltimo tiempo la suma de los compuestos analizados es mas que la cantidad
esperada por la dosis administrada, lo que se debe a que en estas condiciones
probablemente hay liberacién de amonfaco proveniente de proteinas y de otras
substancias nitrogenadas.2? La administracién de una dosis suficiente para ma-
tar al animal en unos cuantos minutos (Tabla 4), muestra que cuando el pe-

Tasra 4

CONCENTRACION DE AMONIACO Y GLUTAMINA EN DIFERENTES TEJIDOS
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE UNA DOSIS LETAL

Pediculo hepdtico libre Pediculo hepdtico ligado
Tejidos
Amoniaco Glutamina Amoniaco Glutamina
Espacio extra-
celular 220 400 420 | 20
(42.5) (61) (130) | (0.6}
Mousculo 100 210 85 115
(32.8) | (54.) (6.3) (4.1)
Higado 270 390 - =
(8.1) (11)
Cerebro 80 110 | 50 80
(0.4) (0.6) (0.4) (0)
ToTALES (83.8) (126.8) | (136.7) (4.7)
(210.6) (141.4)

Se_ inyectaron 2,000 micromoles a los animales con pediculo hepitico libre y 1,000 mi-
cromoles a los que se les ligd el pediculo hepético. Se procesaron 3 ratas en cada punto
experimental. Otras indicaciones y condiciones experimentales son las mismas que las de las
tablas 2 y 3.
diculo hepatico esta libre, existe una gran proporcién de la carga y la forma-
cién de glutamina, lo cual es indicador de la répida sintesis de este compuesto,
el nitrégeno inyectado estd localizado en gran proporcién tanto en el espacio
extracelular como en misculo, en cerebro y en higado. En estas condiciones
hay también liberacién de amoniaco a partir de substancias nitrogenadas, puesto
que los aumentos observados en los tejidos estudiados representan mucho més
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de lo que pudiese ser explicado por la dosis administrada. Cuando se inyecta
una dosis letal en animales a quienes se ha ligado el pediculo hepatico (es
suficiente la mitad de la dosis necesaria para matar los animales con pediculo
hepético libre) la mayor parte del amonfaco permanece como tal en el espacio
extracelular y en estas condiciones no penetra en misculo en la proporcién que
se ha visto anteriormente. En esta situacién también hay produccién de amo-
niaco a partir de substancias endégenas. Con la inyeccién de la dosis letal los
animales murieron en 3 a 4 minutos. Al principio la respiracién se hizo més
acelerada, pero en poco tiempo se instal bradipnea. Pronto se instalaron con-
vulsiones clénicas generalizadas e inmediatamente antes de la muerte aparecié
una contractura tonica.

Los animales en los que se ha lesionado el higado por diferentes medios no
depuran una carga de amonfaco de la misma manera que lo hace el animal
normal (Tabla 5). Esto es aparente en aquellas ratas en las que se ha ocasio-

TasrLa 5

CONCENTRACION DE AMONIACO EN VENAS SUPRAHEPATICAS DESPUES
DE LA INYECCION INTRAPORTAL DE CLORURO DE AMONIO A RATAS
SOMETIDAS A DIFERENTES CONDICIONES EXPERIMENTALES

Grupo ,nf’-);;?;l;fm 2 minutos | 5 minutos | 10 minutos | 20 minutos
Normal 1000 60 = 6% 32 £0D5 18+ 05 5+ 1.5
Normal 500 20k § 20+ 05 8§82 4=*05

Intoxicacién crénica
con CCja 500 675 L 13 5035 40.5 = 4 48 £ 0.5

Alimentadas en zei-
na | 500 5.2 343 20 =1 14+ 0.5

48 hs. después de
hepatectomia  par- |

cial [ 500 60205 | 30+3 25+ 4 12+3
Anemia | 1000 6605 | 46 =4 37 £ 9 38+ 2
Anemia [ 500 24+ 15| 14=1 7405 gl
Hipoxia inducida 500 30 g | cgmn 23 %4 =

. * Las condiciones en las que se traba2jé cada grupo se describen en el texto. Otras
indicaciones son las mismas que las de la tabla 1.
=+ Error estindar del promedio,

nado cirrosis de tipo postnecrosis mediante la administracién crénica de tetra-
cloruro de carbono, en aquellos alimentados con zeina y en los que la masa
hepatica se ha restringido por la hepatectomia parcial. Durante el eurso de
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la investigacién fue aparente que aquellos animales que por algéin motivo des-
arrollaban hipoxia eran incapaces de depurar el amonfaco administrado, esto
hizo incluir en la investigacién el grupo experimental de animales con hipoxia
ben controlada, los cuales no depuran el metabolito y generalmente mueren en
un corto plaze. Esta observacién indujo también a estudiar animales anémicos,
en estos altimos se ve que son capaces de depurar una dosis de 500 micromoles,
pero no lo pueden hacer con una desis de 1,000 micromoles.

El estudio de las actividades enzimaticas en estos grupos experimentales
muestra que aquellos alimentados con zeina, en los que sc ocasiond cirrosis de
tipo postnecrosis y en los que se quité un fragmento de higado tienen menor
actividad que el normal (Tabla 6). Esta disminucién es muy notable sobre

TapLA 6

ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LOS DIFERENTES GRUPOS
EXPERIMENTALES

Enzimas
Grupo

CPS ore AS ARG G.D.H. G. S.

Normal (21) |6.3 = 4.5* | 3000 = 175 |11.5 £ 0.625| 2575 =% 150 | 24 = 35| 21 = 1
Intoxicacién |
crénica con

CCia (8) 5.7 23 90+ 35 35+ 03 470 £ 21 16+ 2.3 1.5+ 03

48 hs. des-
pués de
hepatecto-
mia par-
cial (9) 24+ 15

wn
b
=)
I+

33 6.3 = 0.4 1420 £ 83 | 7.2+ 115503

Alimentadas
con zema

24X 1.7 1185 = 54 $i-=£09 990 £ 38 |[7.0=*=09|5.7 =02
Anemia (7) 50 = 3.7 | 3100 £ 182 14 = 0.9 2450 = 140 | 20 = 3.2 | 14 = 0.8

* Error estindar del promedio.
El nimero entre paréntesis indica el niimero de animales estudiados. Los valores se dan

en unidades por higado total. Las unidades se definen como micromoles de producto for-
madas en un minuto.

Garbamil fosfato sintetasa CPS, Ornitino transcarbamilasa OCT, Arginino sintetasa

AS, Arginasa ARG, Deshidrogenasa glutdmica GDH, Glutamina sintetasa GS. :
todo en el caso de las ratas en las que se les administré en forma crénica tetra-

cloruro de carbono. Los animales anémicos ensefian solamente discreta dismi-
nucién en algunas de las enzimas como la carbamil fosfato sintetasa, la deshi-
drogenasa glutimico y la glutamina sintetasa y sorprendentemente otras enzi-
mas muestran una actividad mayor de la normal.
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Ya que la incapacidad de la depuracién de amoniaco en los animales hips-
xicos es manifiesta de inmediato, se pensé que este efecto no podria ser oca-
sionado por un cambio en las enzimas correspondientes, es por ello que no
fueron analizadas y puesto que también en las ratas anémicas no se demostré
disminucién importante en las actividades enziméticas, se pensé en investigar
cofactores de las reacciones enzimaticas que podrian ser limitantes. El ATP
es necesario para la fijacién de amonfaco, puesto que tanto la sintesis de gluta-
mina como la sintesis de urea son procesos endergénicos; asimismo la reami-
nacién reductiva del 4cido cetoglutdrico requiere la inversién de una molécula
de niacina adenina dinucledtido reducido (DPNH) que, por lo tanto, no estd
en disponibilidad para fosferilacién oxidativa. Los resultados obtenidos por el
método enzimitico indican que la hipoxia durante 7 minutos baja el nivel de
ATP aproximadamente a la mitad y si este perfodo de hipoxia se prolonga
durante 20 minutos, baja hasta el 7%. En los animales anémicos se ven un
descenso de ATP hasta el 30% de lo normal. El método cromatogrifico en-
sefié una mancha apenas perceptible en el animal anéxico, ligeramente apa-
rente en el anémico en control con la mancha bien contractada de los controles
normales.

Discusion

Los resultados obtenidos sefialan diariamente el papel trascendente del hi-
gado en la depuracién de amoniaco. En efecto, la coneentracién del amoniaco
en la sangre es tres veees mayor que la que se encuentra en venas suprahepi-
ticas, lo cual significa que en condiciones normales el higado es capaz de depu-
rar dos terceras partes del amoniaco que le llega por la porta; los animales
en los que se produjo cirrosis hepatica tuvieron gran dificultad en Ia depuracién
de una carga de amoniaco; lo mismo se observd en aquellas ratas en las que
se les quité parte del higado y en aquellas que fueron sometidas a una dieta
que contenia zeina proteina de bajo valor biolégico, situacién que ocasiona
alteracién de algunas enzimas del 6rgano,3¢

Esto pudo ser corroborado, puesto jue en los grupos experimentales men-
cionados se encontré una disminucién de las actividades enzimiticas involu-
cradas en la fijacién de ameniaco, tanto en la sintesis de glutamina como en
la reaminacién reductiva del dcido glutidmico y en la sintesis de urea. A este
respecto es importante mencionar que se ha calculado que la capacidad del
higado de rata para fijacién de amoniaco es mis baja que la del humano.31
En todos estos grupos estd disminuida la actividad de la enzima arginino sin-
tetasa, que es el que marca paso en el ciclo de Krehs-Henseleit de sintesis de
urea y también la glutamina sintetasa; estas dos enzimas juegan un papel im-
portante, puesto que los estudios de Duda y Handler32 con el uso de amoniaco
marcado con N13, han puesto en claro que el metabolito se fija rdpidamente
mediante la sintesis de glutamina y que posteriormente se liberado lentamente
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y fijado en forma de urea. La distribucién de la carga administrada a los 2,
10 y 20 minutos es compatible con esta observacién, puesto que se vio que el
porcentaje de nitrégeno no encontrado por el andlisis de amoniaco y glutamina
en sangre, higado, misculo y cerebro aumenta a medida que transcurre el
tiempo, lo que probablemente se debe en parte a que el amoniaco que penetra
en los tejidos y se fija en forma de glutamina es movilizado paulatinamnte
hacia la sintesis de urea.

Otros datos experimentales también afirman de manera clara la importante
participacién del hizado en la fijacién de amoniaco; Drapanas®¥ encontré que
en perros en los que se administraba amoniaco por la porta, la concentracién en
suprahepdtica aumentd hasta que el nivel en porta se elevé a 5 veces el valor
inicial; este mismo investigador relata que en los perros en los que se adminis-
traba tetracloruro de carbono en forma repetida hasta causarles seria alte-
racién hepética, la capacidad de depuracién del higado estaba disminuida en
un 38% vy a la mitad en los animales en los que se quitaba el 70% del érgano
por hepatectomia parcial, hallezgos que concuerdan con los experimentos rela-
tados en el presente trabajo, cfectuados con ratas en condiciones experimenta-
les similares. Por otra parte, se ha visto que en aquellos perros en los cuales
se hace una [istula de Eck y que, por tanto, no toleran la administracién de
una carga de amoniaco en porta, la intoxicacién se evita si antes se hace pasar
el liquido de infusién por un higado donador extraido de otro animal.34

En cuanto a observaciones clinicas, existen numerosos informes en los cua-
les se ha visto que la hiperamonemia guarda cierta relacién con el grado de
suficiencia hepética;1-13 en un estudio reciente, efectuado en nuestro medio
con material del Hospital de Enfermedades de la Nutricién, Gutiérrez Sacasa®?
encuentra una correlacién directa entre la hiperamonemia, el grado de insufi-
ciencia hepitica, las alteraciones electroencefalograficas y el estado de la con-
cincia.

Por lo demds, no cabe duda que los tejidos periféricos son capaces de fijar
amoniaco. A este respecto parece ser que la participacién del musculo es la
de mas trascendencia, debido a la gran masa de este tejido. Efectivamente, en
nuestros estudios se ha visto que en musculo es donde se fija con mucho, la
mayor parte del metabolito administrado. Basados en las diferencias de con-
centraci6n de arterias y venas que van hacia territorio muscular se han des-
crito que el masculo es capaz de fijar del 40% del amoniaco que le llega.®
Ademds, se ha visto que en el animal completamente eviscerado el amoniaco
administrado en arteria desciende con cierta rapidez, lo cual implica que los
tejidos no extirpades son capaces de fijarlo en alguna forma.8

Parece ser, no obstante, que atn en lo que respecta a la capacidad de fija-
cién de amoniaco por tejidos extrahepaticos el higado tiene una influencia de-
finitiva.37 38 En efecto, la ligadura del pediculo hepitico, en experimentos a
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tan corto plazo como los realizados en este trabajo indica que en estas condi-
ciones el animal es menos tolerante a la dosis administrada y a pesar de que
la concentracién sanguinea se eleva ain més que cuando el pediculo esta
libre la cantidad de amoniaco que el musculo retiene es menor. Esto es sobre
todo notable en experimentos en los que se administraron dosis letales, cuando
el pediculo hepético se mantiene libre el amoniaco se distribuye como tal y
en forma de glutamina, tanto en sangre como en musculo, higado y cerebro; en
cambio, cuando el pediculo hepatico estd ligado, la mayor parte del amoniaco
permanece en la circulacién,

Cualquiera que sea el mecanismo fundamental que opera en la captacién
de amoniaco, se satura con la administracién de la carga, ya que necesita
transcurrir cierto tiempo para que se pueda disponer de una segunda carga.36. 39

Dos territorios no explorados en este trabajo intervienen preponderantemente
en el metabolismo del amoniaco. La mayor parte del amoniaco que llega al
higado proviene del intestino, en donde la flora microbiana es muy activa
en la desaminacién oxidativa de los aminoicidos.40 Se ha demostrado también
que hasta el 209 de la urea pasa al intestino, donde da origen a amoniaco
al ser hidrolizada por la ureasa intestinal.41 En condiciones normales el rifion
contribuye a la amonemia, puesto que la concentracién del metabolito es ma-
yor en la vena renal que en la arteria que llega al 6rgano.2l Cuando existe
hiperamonemia esta relacién se invierte de modo que el rifién activamente
depura parte del amoniaco circulante y deja de secretar hacia vena renal
para derivar el metabolito a la orina independientemente del pH de la sangre
arterial 42

Se ha deserito que el pH sanguineo juega un papel importante en la regu-
lacién del paso de amoniaco a través de membranas, pricipalmente a través
de la barrera hematoencefdlica. Efectivamente Warren ha sefialado que las
sales mas téxicas de amonio son aquellas de tipo alcalino como el hidréxido
o el carbonato;43 esta observacién condujo al mismo autor a la administracién
de infusiones 4cidas y alcalinas en pacientes hepiticos con el fin de modificar
la relacién de las concentraciones en liquido cefalorraquideo vy en arteria,
ciertamente hubo un aumento de esta relacién en estados de alcalosis y una
disminucién cuando se produjo acidosis;** sin embargo, debe hacerse constar
que paraddjicamente Eiseman observé que el pH arterial no tenia alguna rela-
cién con el paso de amoniaco a través de la barrera hematoencefilica.38 Este
problema parece no estar completamente aclarado.

Por demés interesante es la observacién que se informa en el presente tra-
bajo, que la deficiente depuracién de amoniaco observada en los grupos expe-
rimentales en los que se indujo hipoxia o anemia, puede explicarse mas bien
por la baja concentracién de ATP que se produce en estas condiciones. Efecti-
vamente la actividad de las enzimas en el grupo de anemia no es muy diferente
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de la que se observa en el animal normal y puesto que, como se ha dicho an-
teriormente, la deficiente depuracién encontrada en los animales hipéxicos es
inmediata, no es de esperarse ningin cambio en las proteinas especificas encar-
gadas de la fijacién de amoniaco. Ya que, como se ha mencionado antes, la
reaccién de amoniaco con 4cido glutimico para formar glutamina requiere una
molécula de ATP y la sintesis de urea requiere 3, el proceso de fijacién de
amoniaco es altamente endergdnico. ademas, la reaminacion reductiva del dcido
cetoglutarico requiere una molécula de niacina adenina dinucledtido reducido
¥, por lo tanto, no esta en disponibilidad para que se genere ATP por el pro-
ceso de fosforilacién oxidativa. A mayor abundamiento, se ha descrito que la
anoxia produce una deficiente eliminacién de la fluoresceina por el higado colo-
1ante que es excretado activamente en bilis; ademads, se ha visto que rebanadas
de higado sometidas anoxia tienen un deficiente consumo de oxigeno en pre-
sencia de diferentes substratos y que este consumo de oxigeno se restaura cuando
los tejidos son incubados en presencia de ATP, pero dicha recuperacién se ve
mais comprometida a medida que el tiempo de anoxia es mds prolongado.16
De esta manera, la interpretacién que hace Drapanas?? de que la anoxia no
tiene ningtn efecto porque los animales en los que ligd la arteria hepética no
tuvieron una deficiente depuracién de amonfaco, parece no tener bases firmes
para ser sustentada.

La anoxia también causa un descenso dréastico en el contenido de ATP cere-
bral4?:- 48 y se ha descrito, asimismo, que la anoxia causa una potenciacién
de la toxicidad del amoniaco.4? De esta manera puede afirmarse que la limi-
tacién de oxigeno causa un efecto similar en el contenido de ATP del cerebro,
observacion relatada anteriormente, y del higado, hallazgo que se informa ahora.
La fijacién de amoniaco en glutamina ocurre tanto en cerebro como en higado,
su incorporacién a urea solamente en este Gltimo; por tanto, es légico suponer
que cuando hay anoxia el amoniace no puede ser fijado en ninguno de los
dos 6rganos y manifiesta més su aceién téxica directa.

Se ha emitido la hipétesis de que la toxicidad del amoniaco se debe a que
en el cerebro el dcido acetoglutarico es desviada del ciclo de Krebs y, por tan-
to, disminuye el consumo de oxigeno y no es posible que se sintetice ATP.6: 50
Esto también explicaria el aumento en la concentracién de Acido pirtvico que
se observa en caso de intoxicacién amoniacal52 y en la insuficiencia hepatica
severa.37 No obstante, esta hipdtesis que tuvo gran auge en el pasado y que
es por demds atractiva, encuentra la objecién de que si bien en la intoxicacién
por amoniaco se ve un aumento considerable de glutamina, este incremento no
corresponde al descenso esperado de écido acetoglutarico y de 4dcido gluti-
mico.51 Esto parece indicar que el aumento de concentracién de glutamina en
en el encéfalo podria ser ocasionado por glutamina exégena, es decir, produ-
cida en otros territorios, por ejemplo en higado, la glutamina atraviesa fécil-
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mente la barrera hematoencefilica. EI cerebro es, sin duda, capaz de sinte-
tizar glutamina, puesto que contiene la enzima glutamina sintetasa y ademis la
inyeccién intracerebral de Acido glutimico radicactivo marcado con Cyy pro-
duce glutamina de la misma actividad especifica.52 El enigma parece haber
sido aclarado en fecha reciente, puesto que Welsch53 ha encontrado que la
inyeccién de amoniaco marcado con Nz produce glutamina que contiene el
isétopo pesado, tanto en el grupo alfa-amino como el grupo amidico; la con-
centracién isotépica en cada uno de estos grupos indica que el dcido glutdmico
precursor de la glutamina se encuentra en un compartimiento particular dentro
de la célula cerebral o bien que el esqueleto hidrocarbonade de la glutamina
es sintetizado de novo en el momento en que se produce este metabolito,

En cualquier forma, se ha demostrado que el amoniaco tiene una accidn
directa que impide que se realice la descarboxilacién oxidativa del Acido pirt-
vico y probablemente también del dcido acetoglutarico.54 Esta perturbacién, por
supuesto ocasionaria también un defecto en el funcionamiento del ciclo de Krebs
¥, por tanto, no se formaria el ATP necesario para procesos biosintéticos. La
reaccién enziméatica mencionada requiere de una coenzima que es el pirofosfato
de lipotiamida, de modo que esto podria preporcionar una base firme para los
que tratan del coma hepético con la administracién de cocarboxilasa. No obs-
tante, en los mismos experimentos mencionados, se refiere que al afiadir esta
coenzima no se evitd el bloqueo descrito.

Otro punto de interés, que vale la pena sefialar, es ¢l hecho de que el
misculo retiene en forma aparentemente activa el amoniaco que ha fijado,
puesto que a pesar de que 10 minutos después de la administracién de una carga
la concentracién en el espacio extracelular ha regresado a lo normal, en el tejido
muscular ain existe una concentracién aumentada. Es de suponerse que si la
entrada de amoniaco se hizo en forma de amonio, deba salir un catién y segu-
ramente el que lo haria serfa el potasio. Experimentos preliminares efectuados
en este laboratorio no permitieron probar esta hipétesis, sin embargo, seran
repetidos en el futuro en condiciones mds criticas, Lo que si es un hecho es que
los amincéicidos bdsicos, principalmente lisina, penetran a la célula muscular
mucho més facilmente en animales previamente depletados de potasio por me-
dios dietéticos.55 Se ha demostrado también que la corteza cerebral puede inter-
cambiar activamente amoniaco por potasio.36 Esto daria base a la tendencia que
existe en la actualidad de tratar el coma hepitico con la administracién de
grandes cantidades de potasio.

Muchos enfermos cirréticos que tienen hipertensién portal y, por tanto, va-
rices esofdgicas sangran, y ésta es una de las causas més frecuentes de que entren
en coma. Se ha invocado que en estos casos la sangre vertida en el interior del
intestino es hidrolizada por la flora intestinal produciéndose gran cantidad de
amoniaco libre que es absorbido y causa los sintornas neurclégicos caracteristicos.
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A la Juz de nuestros resultados podemos pensar que un factor importante para
que estos enfermos entren en coma es la hipoxia consecutiva a la hemorragia
que, como se ha visto, causa un descenso en la cantidad de ATP tanto en higado
como en cerebro. Si se toma en cuenta que muchos de estos enfermos presentan
ascitis a tensién y por tanto condiciones de hipoventilacién pulmonar, creemos
que se justifica en estos casos la administracién mmediata de oxigeno.

ResuMEN

Se han estudiado en ratas los cambios de concentracién de amoniaco y glu-
tamina en cerebro, higado, misculo y sangre después de la administracién intra-
portal de una carga de cloruro de amonio. Esto ha sido efectuado en animales
normales con o sin ligadura del pediculo hepatico.

También se ha estudiado la depuracién de la carga de amoniaco en ratas
en las que se ha producido una cirrosis de tipo postnecrosis mediante la admi-
nistracién crénica de tetracloruro de carbono, en animales sometidos a hepatec-
tomia parcial, en otros alimentados con dieta cuya fuente de proteina es zeina,
deficiente en triptofano y lisina. En estos animales se estudié la actividad de las
enzimas que participan en la fijacién de amoniaco, en la sintesis de glutamina,
en la reaminacién reductiva del 4cido alfacetoglutirico y en la sintesis de urea.

También se investigé la depuracién en animales anéniicos y en otros some-
tidos a hipoxia, en quienes se determiné ademés la concentracién de ATP del
higado.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se ha hecho una valoracién de la
participacién del higado y de los tejidos periféricos para la fijacién de amonfaco.
Se ha visto cémo la baja actividad de las enzimas estudiadas explica la depu-
racion deficiente en ciertos grupos experimentales. En los animales anémicos e
hipéxicos, la depuracién disminuida se explica por el descenso en la concentra-
cién de ATP. Se discuten los hallazgos anteriores en relacién con observaciones
de otros autores y se hacen algunas implicaciones clinicas.
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COMENTARIO AL TRABAJO
“HIPERAMONEMIA E INSUFICIENCIA HEPATICA”*

Dr. Jorce Frores Espinosa

E ES PARTICULARMENTE GRATO comentar este trabajo, por su excelente cali-
dad y por el interés que he tenido en los problemas que estudia en forma
experimental el Dr. Soberén.

De sus investigaciones se desprende que, en efecto, hay una relacién directa
entre la insuficiencia hepitica y el aumento de amonio en los tejidos particular-
mente: cerebro, higado y misculos.

A este aumento de amonio se ha atribuido la produccién de coma, problema
de sumo interés en las hepatopatias, especialmente en cirrosis. Personalmente he
estudiado con detenimiento el coma y, en dos publicaciones,1- 2 he reportado
mis observaciones clinicas y la seguridad de que el coma hepatico es producido
por maltiples causas que, incluso, pueden variar de un paciente a otro. Entre
todas ellas: hipoxia, acidosis o alcalosis, perturbaciones de electrolitos, aumento
de amonio, aumento de 4cido pirtvico, anemia posthemorrigica e incluso pro-
blemas asociados como: infecciones, insuficiencia renal por nefrosis colémica
demostrada en 3 casos en autopsia y en uno més por puncién biopsia de rifiién3 4
en 70 casos de cirrosis del higado, estudiados el afio de 1961 en el Pabellén No.
20 del Hospital General. También cisticercos cerebrales y hemorragias intra-
craneanas actuaron en algin caso. Es seguro que el amonio desempeiia un papel
dominante en algunos casos, como cuando se ha practicade derivacién portocava
y la sangre del intestino pasa directamente a la circulacién general. Uno de
nuestros casos, operado por E. Flores Espinosa con anastomosis portocava latero-
lateral, murié un mes después de la intervencién en coma, coincidente con
clevacién notable de amonio en la sangre. En la autopsia no se demostré que
hubiera ningtn otro problema y la anastomosis estaba perfecta.

De particular interés me parecen las investigaciones del Dr, Soberén y sus
colaboradores en relacién con la anoxia y la explicacién de que ésta acta al

* Leido el 9 de mayo de 1962.



222 GACETA MEDICA DE MEXIGO

través de la baja concentracién de ATP, del mismo modo que lo harfa Ia anemia.
Estos dos elementos: disminucidn de oxigeno y baja del volumen sanguineo son,
en la clinica humana, problemas muy frecuentes dada la facilidad con que se
producen hemorragias en los enfermos hepaticos. Esto no sélo tiene interés aca-
démico sino también practico, Ppues la administracién de sangre en transfusion
y de oxigeno deben formar parte habitual del tratamiento del coma.

Otro punto que desea destacar es el referente al aumento del 4cido pirtvico
en sangre y liquido cefalorraquideo, como lo demostramos en las investigaciones
realizadas por Irma Gutiérrez5 en su tesis recepcional. Por ello he recomendado
que en el tratamiento del coma se incluyan diversas enzimas. Desde luego, la
cocarboxilasa, como el Dr. Soberdn lo indica, pero ademds 4cido lipoico nece-
sario para que se forme pirofosfato de lipatiamida y también coenzima A, con
lo cual se administran los sistemas enziméticos en cadena. Los resultados obte-
nidos por nesotros justifican, por lo menos, la utilizacién de estas enzimas. Es
frecuente ahora en nuestro Servicio del Hospital General, observar recuperacién
de enfermos que duran en coma hasta 4 dias.

Esto no quiere decir que la mortalidad se haya modificado, pues la mayoria
vuelve a tener hemorragias y de nuevo coma, No ha sido raro el caso en que
hemos asistido a verdaderas resurrecciones en dos o tres ocasiones para ver
morir a nuestro enfermo en un cuarto ataque. Por ello he pensado que el
tratamiento légico serfa prolongar la administracién de las enzimas durante un
tiempo muy prolongado ¥ no sélo para sacarlo del coma. Desgraciadamente
no he podido contar con una dotacién suficiente de los medicamentos que me
permitiera sostener el tratamiento por varias semanas o, incluso, por meses y no
puedo informar nada al respecto,

También encuentro en el trabajo del Dr. Soberén justificacién para el uso
de ATP en ¢l tratamiento del coma hepiético, pero desgraciadamente los resul-
tados que hemos ohtenido son muy dificiles de valorar, dado que siempre usamos
diversos métodos en una lucha desesperada por salvar a los enfermos y, en
consecuencia, no podria sélo usar uno o dos recursos terapéuticos, sino todos
los que ¢l caso va aconsejando.

La explicacién que el Dr. Soberén da de la patogenia de coma, después de
hemorragia gastrointestinal, parece muy bien pensada y aceptable; es decir, no
sélo la posibilidad de que en el tubo digestivo se forme una cantidad elevada
de amonfaco derivado de la putrefaccién de Ia sangre, sino la importantisima
condicién de la hipoxia o anoxia con baja de ATP y ruptura del ciclo de Krehs
a nivel de 4cido pirivico. Resulta imposible decir cuil factor serd el dominante,
pero desde luego me inclino a pensar que la anoxia es de mayor interés.

He tenido la suerte de obtener informacién complementaria del trabajo del
Dr. Soberén en la tesis recepcional de R, Maggio Couturier,’ en la cual se
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describen en detalle los exactos y laboriosos métodos que se siguieron en la
investigacion.

Es muy agradable saber que en nuestra patria existen grupos de trabajo tan

estimables como los Bicquimicos, que ahora mos han traido el fruto de sus

esfuerzos.
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