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CENERALIDADES

*

Ei metabolismo es un conjunte de reacciones guimicas gue se -

tlevan acabo en un organismo vivo, por medio de s:stemas muitignzi

méticos ( 1 ). El papel pricipal de las enzimas, las cuales son ca

es disminuir la energia de activacién de &1 6 los sus
{
tratos (reactivos) en el complejo enzima sustrato, ocasionandc que

tal izadoras,

———

la reaccién entre ellos sea mé&s adecuada y refle jandose pcr una

parte un cambio en la velocidad de reaccidn, sin modificar la cons

tante de equilibrio de la misma ( 2 ).

El metabolismo comprende el anabolismo y el catabolismo. El
primero incluye las rescciones por medio de las cuales, los orga--
nismos sintetizan los componentes moleculares relativamente gran--
des: proteinas, &acidos nucléicos, lipidos y polisacsridos, el pro-
ceso es termodindmicamente desfavorable, por lo que requiere ener-
gia (ATP) y poder reductor {NADPH).

El segundo (catabolismo) implica todas las reacciones por me-
dio de las cuales, los arganismos degradan las mo lécul as combusti-
bles, para obtener energia y precursores de procesos biosintéticos,
la mayorfia de las reacciones son termodindmicamente favorables, ge
nerando energia ( 1 ).

E! contirol del metabolismo es llevado a cabo por las enzimas
las cuales, son moduladas alostérica y geneticamente ( 3). Ei con
trol genético, es debido a cambios en la velocidad de sintesis de
la enzima, reflejandose en la concentracidn de ésta, en la que tam
bién influira el proceso degradativo ( 4 ). E! controt alostérice

.

puede ocasionar-inhibicidén & una estimulacidén de ls enzima marcapa
so, por accién de efectores ( 2 ). $
Todos los organismos vivos utflizan amonio 6 productos deriva

dos de éste para la forimacidn de aminodcidos y de otros comfuvestos

nitrecgenados. La pirncipal fuente de produccidn de amonio €s el csa
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tabolismo de los amincécidos ern la que intervienen reacciones de
transcminacién, desaminacién no oxidativa y desaminacién oxidativa.
El amonio formado es precursor de la biosintesis de urea 6 u-
tilizado en la amidacién del acido glutémico 6 sea la formacidén de
glutamina, cuyo préedominio depende de las necesidades de la célula.
Las variaciones en el recambio del amonic pueden estar media-
das por alteraciones en los niveles 6 en las actividades de las en
zimas relacionadas con el metabolismo del amonio. Enzimas que han
mostrado cambios adaptativos; en respuesta a variaciones ambienta-
les, como seria el ayuno & cambios en el contenido de proteina en
la dieta 6 afecto hormonal, han sido alanina aminctransferasa (5)
aspartato aminotransferasa (6), glutamina deshidroganasa ( 7 )
glutamina sintetasa ( 8 ) vy las involucradas en la sintesis de urea

( 9.

Alanina aminotransferasa (L-alanine-Z2-oxoglutarato aminotrans-

ferasa EC 2.58.1.2) cataliza la reaccién:
L-alanina + alfa-cetoglutarato m—®piruvato + glutamato

En esta reaccidén se observa la transferencia de un grupo ami-
no del aminodcido L-alanina quedando asi el cetoécido piruvato y a
su vez la aminacién del alfa-cetoglutarato formandose glutamato,
es ccmpletamente reversible con una constante de equilibrio de -
0,67 caracterfistica comiin a otras transaminasas (5, 10 ). La enzi
ma requiere fFosfato de piridoxal como coenzima, la que estd unida
intimamente a la parte portéica ( 11 ) .

a Existen wvarias formas de |la enzima en la misma célula, como

en el hepatocito, ocupando sitios diferentes (mitocondria y cito-
s01) pero muy relaclionadas entre si (isoenzimas). Y se ha reports -

do que su concentracién y su respuesta a cambios ambientales es

di ferente ( 12,13).



=3

En e! hfgado de rata, la isoenzima mitocondrial predomina, la
cual, es la responsable de la conversién de L-alanina a piruvato y
presenta una respuesta adaptativa a situaciones ambientales, con el
fin de favorecer cambios metabdlicos acordes { 5 ). Se ha reportado
que la actividad de la iscenzima es afectada por el tipo de dieta,
asi como la estimuiacién hormonal, cuya respuesta no es paralela a
la que presenta la isoenzima citosSlica ( 14 ).

Esta enzima ademas de responder a estimulos hormonales y dieté
ticos presenta un efecto aditivo entre ambos. Se postula que el au-
mento en la actividad de la enzima después de la administracién de
glucocorticoides se debe al aumento de l!s protefna ( 14 ). lgualmen
te la actividad de esta enzima se ve influenciada por el ayuno pro-
longado ( 14 ). La habilidad gluconeogénica del higado a partir de
la L-alanina al someter al animal de experimentacidén a 24 horas de
ayuno, y el decremento de los niveles de L-alanina circulante des--
pués de dicho periode permiten suponer que el paso en el que inter-
viene ls alnina aminotransferasa no es un paso limitante en la glu-

conecgénesis a partir de L-alanina en el higado de la rata ( 5 ).

- Aspartato aminotransferasa (L-aspartato-2-oxoglutarato amino

transterasa EC 2.6.1.1) cataliza la reaccién:
L—aspartat6 + alfa-cetoglutaratoz—=oxalacetato + glutamato

Esta es una reaccidén reversible entre el aspartato y el oxala-
cetato y entre el alfa-cetoglutarato vy el glutamato.

Como en e! caso de la alania aminotransferasa, {a aspartato a
minotransferasa presenta dos formas de isoenzimas, una localizada
en el citosol y la otra en la mitocondria ( 15 ). Un estudio elec-

troforético de esta enzima en misculo cardiaco humano, de cerdo y

perro, mostréd la existencia de dos formas, una de las cuales migré
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hacia el c&todo y la otra hacia el &nodo ( 14 ). Otros estudios --
demcstraron en hfigado de rata que la fraccién catidénica correspon--
dia a la isoenzima mitocondrial, mientras que la anidénica a la iso-
enzima citosélica (fraccién soluble) ( 16 ).

La actividad de la enzima es regulada por fa dieta y por trata
mientos hormonales, Ila isoenzima catiénica no cambia esencialmente
cuando se encuentra en las mismas condiciones que la aniénicé. La -
regulacién adaptativa de la isocenzima catidénica ocurre en un perion
do de dfas ( 14,16,17,18 ).

Los estudios cinéticos muestran que la isocenzima catidnica tie
ne una actividad constante en el rango de pH de 6.0 - 7.7, y una -
mayor afinidad para el aspartato, mientras que la isoenzima aniéni-
ca, tiene mayor afinidad para el oxalacetato ( 17 ).

La aspartato aminotransferasa al igual que otras transaminasas
requiere de su coenzima unida, para proteger de la degradacién de -~
su molécula ( 6 ). La actividad de esta enzima representa la activi
dad de las dos isocenzimas, localizadas en compartimentos diferentes
de las células hepaticas y miocardicas ( 19 ).

En el citosol, la transaminasa del aspartato, el cual dona su
gupo amonio para la biosintesis de urea, y ademis genera oxalaceta-
to, el cual, a través de la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa
da la formacién de glucosa. La presencia de esta enzima en las dos
fracciones mitocondrial y citosSlica es necesaria para que el aspar
tato efectae su funcién ( 10,16 ).

i La isoenzima mitocondrial tiene un punto is;eléctrico de 9.6,
mientras que la isoenzima citosélica tiene subformas con valores de
punto isoeléctrico de £.22, 5.42, 5.62 a 4°¢ ( 15 ).

La aspartato aminotransferasa est& compusta por dos subunida-—-
des idénticas cada una de las cuales, tiene cinco residuos de ciste

ina; dos de esos residuos, la cis 45 y cis 82 son ampliamente accea-

sibles a modificaciones quimicas ( 20 ).-
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La aspartato aminotransferasa es importante en el metabolismo
de!] nitrégeno y carbono. Estudios estructurales han demostrado que

son isoenzimas codificadas por genes distintos ( 21 ).

- La glutamato deshidrogenasa (L-glutamato-NAD-eoxidoreductasa

EC 1.4.1.3 ) cataliza la reaccién :

+

NH4

+ H+ + NADH + alfa-cetoglutarato =ml-glutamato + NAD+ + H20

Esta reacci5n consiste en.la aminacién reductiva del alfa-ceto
glutarato y en la oxidacién del NADH ( 22 ).

La glutamato deshidrogenasa actta sobre el glutamato, e] cual,
sufre una rapida desaminacién oxidativa y cede los grupos amino re-
eogidos de otros amino&cidos en forma de iones amonio ( 23 ), y pue
de utilizar NAD+ ) NADP+, como coenzima con la misma eficiencia --
( 24).

La glutamato deshidrogenasa se utiliza como marcadora mitocon-
drial ( 16,25 ). Esta ernzima obedece a efectos alostéricos, los --
cuales dependen de la concentracién de NADY o NADH, asi comodel glu
tamato ( 1 ). El amonio actGa como producto inhibidor y como sus--
trato ( 26 ).

La actividad de la glutamato deshidrogenasa estd orientada ---
princivalmente hacia la sintesis de glutamato, mas que la desamina-
cién oxidativa ( 16, 27,28 ). E4 glutamato que no Gnicamente sir-—
ve como precursor de los grupos amonio incorporados a la urea, sino
que tambiés facilita su disposicién para la actividad de la enzima
carbamil fosfato sintetasa | (29).

' Con respecto al diferenté contenido de proteinas ( 15 - 60% ),
esta enzima en el higado de la rata no sufre cambios significativos
( 29 ). La actividad de la glutamato deshidrogenasa, tampoco se ve

modificada por el ayuno de 24 horas, pero sf, en ayunos m&s prolon-
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gados ( 30 ). Algunos autores han reportado que es inducida por --

glucocorticoides { 7 ).

- Glutamina sintetasa ( L-glutamato-amino ligasa (ADP),EC 6.3.
1.2) cataliza la reaccién:

L-glutamato + NH, + ATP —sglutamina + ADP + Pi

3

-

La formacién de la glutamina a partir de glutamato y amconio en
presencia de ATP es catalizada por esta enzima.

El grupo amida es fa principal fuente de nitrégeno para la sin
tesis de nucleéfidos de purinas y pirimidinas, amino&cidos y gluce
saminas. La glutamina sintetasa juega un papel central en el meta-
volismo del nitrégeno.

La glutamina sintetasa est8 constituida por ocho subunidades, -
predominando en la fraccién microsomal-cit.sdlica, ésta enzima ac~-
tGa sobre el L-glutamato { 31 ). La enzima es inhibida en fecrma no
aditiva por la glicina y la alanina ( en presencia de Mg++), tam---
bién es inhibida por un incremento en {a concentracién de glutamato
( 31,32 ). Dependiendo de la concentracidén del catién divalente --
presenté, el alfa-cetoglutarato y el citrato activan o inhiben la -
actividad catalfitica de la enzima ( 33 ).

La interaccién directa o indirecta det catién divalente en el
comple jo enzima-sustrato, puede ser de mayor significado en la regu
lacién celular de la glutamina del higado de la rata { 32 ).

La actividad de la enzima dependerd de cambios en la velocidad
de sfntesis o cambios en su velocidad de degradacién, o bien, por -
modi fFicaciones covalentes de la enzima por un cambio catalitico -
asociado con su eficiencia ( 33 ).

La glutamina sintetasa es inducida por glucocorticoides e insy

lina, pero su actividad disminuye por dibutiri! AMPc y glucagén ( 8,
34 ).
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La glutamina sirve como sillar para las proteinas y, como dona
dor de nitrégeno en varias vias biosintéticas ( 31 ). Los iones a-
monio tienen un efecto modulador en la disposicién de la glutamina,
por lo tanto, estimula la liberacién de nitrégeno derivado de la --
misma ( 35 ).

E! papel del higado en el metabolismo de la glutamina, es regu

lar la sintesis y su degradacién, dependiendo del estado metabélico
de la célula ( 8 ).

- Carbamil fosfato sintetasa | (Diéxido de carbomo amonio-1liga
sa EC 6.3.4.16 ) cataliza la siguiente reaccién:

+ 2 ADP + HPO . + 2 H'

NHT + HCO. +'2 ATP ——» NH 3 i

4 3 002P0

2

la enzima requiere para su maxima activid;d dos moles de ATP,-
iones magnesio, potasié y de N-acetil glutamato, como activador -~-
( 36 ). E1 producto carbamil fosfato es esencial para la biosfinte-
sis de la urea ( 37 ).

La carbamil fosfato sintetasa | es una enzima mitoconfrial y,-
estd acoplada a la glutamato deshidrogenasa ( 383 ). La activacién
de ta carbamil fosfato sintetasa |, por el N-acetil glutamato es --
una etapa potencial para la rapida activacidén de las enzimas del ci
clo de la urea ( 16, 29, 39 ). E! N-acetil glutamato es requisito
para que la carbamil fosfato sintetasa | actue, siendo el N-acetil-
glutamato un cofactor para su’ actividad, actuado como cofactor alos
terico positivo ( 39 ).

En los polisomas libres del higado de la rata, es sintetizada
la carbamil fosfato sintetasa mitocondrial, en forma de un precur--
sor (pCPS 1 ), éste es mas grande que la enzima madura ( 39 ). Se

postula que los péptidos hidrolizados a partir de los precursores —

de la carbamil fosfato sintetasa | y de la ornitina transcarbamila-
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sa, pueden servir como sefiales de retroalimentacion en la transcrip
cién de los genes involucrados, o bien, que tengan un efecto sobre
algGn gen regulador ain no demostrado, el cual controla la transcrip

cién de las cinco enzimas que intervienen en el ciclo de la urea --

:( 39 )-
Es posoble que la carbamil fosfato sintetasa | esté en el sitio
de control regulatorio, ya que la carbamil fosfato sintetasa | es el

paso inicial de la ureogénesis ( 29 ).

- Arginino succfnico sintetasa ( L-citrulina-L-aspartato figa-

sa EC 6.3.4.5 ) cataliza la reaccién:
L-citrulina + L-aspartato + ATP ——sargininosuccinato + AMP 4+ PPi

La enzima es poco estable tanto en extractos crudos como en pu-
rificados, la estabilidad de la proteinas pura, es la misma congelada
o precipitada con sulfato de amonio ( 40 ). E| magnesin ejerce un -
efecto protector sobre la enzima y se ha observado que presenta inhi
bicién por iones calcio y magnesio a una concentraciéon de 0.001 M -
( 41 ), asf como AMP y PPi ( 39 ).

Tres formas moleculares de arginino succinico sintetasa, denomi
nadas I, Il y 111, segin el orden de elucidén, han sido separadas por
cromatografia de DEAE-Sephadex A-50, presentando pesos moleculares -
similares { 41 ). .

Hay evidencias de que la arginino succtnico sintetasa sea lao en
zima limitante de la sintesis de urea, ya que en la mitocondria la -
produccién de citruline es mas répida que su utilizacién en la sinte
sis de urea; sin embargo, hay que considerar también que ls tasa de
transporte de la citrulina y la sintesis y transporte del aspartato

al citosol, puzsde influir, en la produccién de urea ( 39 ). Ademas

el ritmo circadiano de la arginino succinico sintetasa en el higado
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de la rata, es la directamente responsable de los cambios del ritmo,
en la concentracién de la urea hepatica, sangufnea y urinaria ( 40 ).

Por otro fado, la arginino succinico sintetasa se ve fuertemen-
te afectada en su actividad por los cambios en el contenido protéico
en la dieta, una concentracién alta de proteinas ean ésta, aumenta -
la actividad de la enzima. EIl cortisol y el glucagén aumentan tam--

bién su actividad; la cual, es debida a incrementos en los niveles -
de la enzima { 40 ).

- Arginasa ( L-arginino amino hidrolasa, EC 3.5.3.10 ) cataliza

r

la reaccién:

Arginina ——————29p Ornitina + Urea

Esta enzima cataliza la reacciédn a partir de arginina para la -
formacién de urea ( 42 ). ¢

La arginasa es activada por iones magnesio en una relacidén de -
cuatro moléculas de catidén por una molécula de enzima ( 43 ), asfi, -
como por cobalto y niquel ( 44 ). Es muy estable a 4°C,conservandose
aproximadamente durante dos meses y puede mantenerse liofilizado du--
rante algunos aﬁés a 4°C ( 42 ). Esta enzima es altamente especifica
para la arginina ( 16 ).

El curso de la reaccién no parece ser lineal a la concentracién
de la enzima, debido probablemente a la inhibicién que presenta por -
la ornitina formada, en tanto que, la reaccién es linea! a la urea --
formada durante un tiempo prolongado ( 43 ).

Hay evidencias de que las proteinas de la fase soituble de! pG---
cleo y del citoplasma pueden estar en equilibrio de difusidén; las mem
branas de los nicleos de las células de los mamiferos, contienen poros

suficientemente largos que permiten el paso de moléculas protéicas, lo

Jue explica que la arginasa sz haya encontrade en el nicleo y en el cij
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tosol del higado de la rata, y que después de la separacidén de las --
fracciones celulares se hayan encontrado concentraciones seme jantes —
de; 1a enzima en dichas fracciones ( 45 ).

Se ha observado un aumento en los niveles de la arginasa, como -
consecuencia de un aumento en su velocidad de sintesis, en los casos
en los que la dieta la concentracién de proteina. es de 60%; cuando -
es una dieta pobre en protefnas, disminuyen los niveleé de la enzima,
debido @ un aumento en su velocidad de degradacién ( 45 ). Por lo --
tanto, se postula, que un aumento &n la asctividad de arginasa, puede
ser un factor de adaptacidn de la %ariacién de la dieta ingerida (29,
46 ). )

Existen tres formas de arginasa hepética, denominadas I, ! v 11|
segin su orden de elucidén en cromatografia de CM-cetuloss ( 47 ).

La actividad de las tres formas moleculares de la enzima en caso
de dieta con proteinas con 8.8%, fué baja con ausencia de la forma —--
I1l, y. alta cuando la dieta contenfa’64% de protefna con mayor activi
dad de la forma Il1; lo que indica, que en condiciones de mayor dispo
nibilidad de sustrate ( aumento de proteina de la dieta ), la enzima
podré sufrir cambios que le permitan ser m&s estable ( paso de la for

ma il a fla 181 ) ( 46 ).



] P

ANTECEDENTES

sLa regulacién del metabolismo en un organismo multicelular es
llevado a cabo fundamentalmente por accidén hormonal, por controtlar
actividades de enzimas marcapaso, tanto a nivel genédtico como por
modi ficaciones en su molécula, como fosforilacidén-desfosforilacién
( 48 ), igualmente la dieta tiene una participacién en este con---
trol. En el metabolismo del amonio, sin embargo los controles hor-
monales y dietéticos son distintos, aunque la magnitud de la res--
puesta del control hormonal es frecuentemente dependiente del con-
tenido de proteinas, que es mas pronunciado cuando ésta es baja -
(9). '

Las enzimas que intervienen en la biosintesis de la urea, es-
tan sujetas tanto a control dietético como hormonal ( 49 ). lLa pro
duccién de urea aumenta cuando el catabolismo de los aminoacidos -
es mayor ( 50 ).

FPS requisitos de energia de una célula se obtienen a partir
de los carbohidratos de la dieta. Durante el ayuno prolongado la e
Aergfa deriva de las proteinas propias del organismo, {las cuales -
se degradan a aminoacidos que a su vez, son utilizadas como fuente
de energfé al catabolizarse; presentandose por lo tanto, un aumen-
to en Ia‘excrecién de urea ( 51 ). Una dieta rica en proteinas tam
bién lleva a un aumento en !a degradacién de aminoacidos ( 52 ) co
mo mecanismo compensatorio, con el fin de obtener el balance ade--
cuado.

Schimke ern 1963 ( 52 ) demostré, que la admninistracién de do-
sis farmacolSgicas (25 mg/Kg de peso) de cortisona a ratas intac—-
tas y adrenalectomizadas causé un aumento en las actividades de -
las cinco enzimas del ciclo de la urea, junto con un aumento en la
produccién de ésta ( 52 ). Los glucocorticoides y una relacién --

baja de insulina/glucagén, estimula la formacién de las enzimas —--

carbamil fosfato sintetasa y arginasa dnicamente antes del naci
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miento, tembié€én estimula la formacién de glutamato deshidrogenasa
antes y después del nacimiento ( 53 ).

La adrenalectomia bilateral en ratas, disminuye la actividad
de carbamil. fosfato sintetasa |, pero solamente en la cuarta sema
na de vida pesnatal ( 53 ). La prednisclona y el glucagén estimu-
lan la actividad de esta enzima en todas las edades investigadas
( 533 ). La hormona del tircides, aumento la actividad de esta en-
zima antes del nacimiento. Unicamente, insulina no afecté la acti
vidad de la misma antes y después del nacimiento {( 53 ).

Por otro lado, se ha observado un incremento en la actividad

de carbamil fosfato sintetasa | en higado de fetos de rata, por -
efecto de glucocorticoides ( 54,55 ). La actividad de carbamil -
fosfato sintetasa | en el periodo fetal tardio, es dependiente de

la presencia de glucocorticoides ( 54 ).

Lin y Col. ( 56 ) observarén en un medio de cultive de mono-
capa de hepatocitos de rata adulta, conteniendo bacitracina y ccn
cenitraciones de IO‘SM de dexametasona a las 29-77 horas y poste -
riormente afadiendo glucagdén 10‘9M a las 29,45,53 y 69 horas, se
observo que la carbamil fosfato sintetasa | aumentd 1.5 veces su
actividad, pero concentrqciones masl altas de glucagén no tuvieron
gran efecto ( 56 ). Dexametasona sola, no aumenta la actividad de
la enzima, en un rango de dosis de 10-8M - 10~ 5n (56 ). El! aumen-
to de la sctividad de carbamil fosfato sintetasa | por glucagén
( 1009 6 10-8M) y por dexametasona (10‘8M) se debe a un efecto si
nergista ( 56 ).

Este mismo ensayo se hizo con las tres enzimas citosélicas

del ciclo de 1a urea ( 56 ). Cen glucagon ( 10~8) o dexametasona

10-8M mas bacitracins, se observé Unicamente un aumento de 1.2 -~
veces en la actividad de arginino succinico sintetasa, pero cuan-
do las dos hormonas estuvieron prescntes durante 48 horas se ob -

servé un aumento en la actividad de las tres enzimas, dos veces
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sobre la arginino succinico sintetasa, 2.1 veces sobre la argini=
no succinasa y 1.8 veces sobre la arginasa ( 56 ). El efecto de -
la combinacién de las dos hormonas también fué sinergista sobre -
arginino succinico sintetasa ( 56 ). La dexametasona causo un pe-
queiio aumento de la actividad dependiente del tiempo, sobre la ar
ginino succinico sintetasa y arginino succinasa pero no de argina
sa ( 56 ).

' La adrenalectomia disminuyé la actividad de la enzima argina
sa en la cuarta semana posnatal ( 53 ). La actividad de arginasa
fué estimulada por prednisolona y glucagén a todas las edades es-
tudiadas. La hormona del tiroides tiene su mayor efecto antes del
nacimiento e insulina, inhibe la actividad de ésta antes del naci
miento { 53 ).

Por otro lado, la sintesis de urea es regulada también por -
la concentracién de ornitina y N-acetil glutamato en el higado
( 57 ). Ademés, la administracién de una dieta rica en proteinas
aumenta los niveles de la enzima que participan en la biosintesis
de la urea, y también aumentan los de N-acetil glutamato ( 58 ).
Por otro Jlado la biosfntesis de la urea es regulada por el sumi--
nistro de protefnas en la dieta( 59,60 ) y por las hormonas glu-
cocorticoides y glucagén { 61 ), pero en este ultimo caso, es una
forma lenta el incremento de la actividad debido a que las enzi--
mas del ciclo de la urea tienen una vida media larga ( 62 ) .

Por lo anterior esta bien establecido que la sintesis de u--
rea es un proceso perfectamente regulado, cuya finalidad metabéli
caes la conversién de cantidades potencialmente téxicas de amo--
nio a urea. Esto implica, que tal via es una de las principales,
en el camino que puede seguir el amonioc, stn embargo, la veloci--
dad de la ;ia dependeré también de la produccién de este metaboli

to ¥y de su utilizacidén por otras vias, por lo cual, es importante

considerar algunas de las enzimas que intervienen y adem&s tienen

relevancia en estos .aspectos.
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Como ya se indicé, existen dos isoenzimas de alanina amino--
transferasa en la célula hepatica, la mitocondrial esta involucra
doy en la conversidén de alanina a piruvato, mientras, qgue la iscen
zima citosSlica estd relacionada en la formacidén de alanina a par
tir del piruvato ( 25 ).

Se ha observado que la isoenzima mitocondrial, es mds suscep
tible a cambios en su actividad por el tipo de dieta, asf como la
estimulacién hormonal y dietética presenta un efecto aditivo en—-
tre ambos ( 63 ). Se ha postulado que el aumento en la actividad
de la enzima después de la administracidén de glucocorticoides, se
debe a un aumentd en la actividad de sus moléculas ( 63 ). La ac-
tividad de la alanina aminotransferasa total, se ve aumentada por
el efecto de la hidrocortisona y una dieta que contiene vitamina

86'

Swick ¥ Col. en 1965 ( 13 ), observaron una disminucién de la ac-

debido a un incremento en la sintesis de la enzima ( 64 ).

tividad especifica de las dos isoenzimas de la alanina aminotrans
ferasa, cuando se administro la hidrocortiscona a ratas intactas.
En condiciones de diabetes por aloxano, se observé un incremento,
en la actividad de las dos isoenzimas, aunque el efecto de ta iso
enzima mitocondrial fué menos claro que lo observado en la frac--
cién soluble { 13 ). Estus datos muestran que fa actividad de la
isoenzima mitocondrial puede ser sqbstancialmente modi ficada por
la dieta y por interacciones hormonales pero ta respuesta, de la
forma mitocandrial no siempre es paralela a aquella de la frac~-
cién soluble. La alanina aminotransferasa mitocondrial, a dife--
rencia de otras enzimas estudiadas en ratas adrenalectomizadas,
no es inducible por la hidrocortisonas . en ratas jovenes, pecro

87 lo es en ratas viejas, y la induccién de alanina aminotransfe
rasa citosélica disminuye después de haber lYlegado a la madurez

el animal ( 65 ).
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fos niveles normales de alanina aminotransferasa mitocondrial
son dos veces mas altos qua la alanina aminotransferasa citosélica
en ratas inmaduras, pero tal diferencia no existe en ratas adultas
y viejas ( 66 ).

Es interesante hacer notar que la adrenalectomia causa una --
considerable disminucién de la actividad dela alanina aminotrans--
ferasa mitocondrial, em higado de ratas viejas ( 63 ), sin embargo
al administrarles hidrocortisona la actividad aumenté tres veces,
en una accién que es bloqueada por actinomicina D ( 65 ).

La actividad de alanina aminotransferasa citosélica, disminu-
y6 después de la adrenalectomia y aumenté importantemente después
de la administracién de hidrocortisona, ambos efectos son mayores
en ratas adultas, en las cuales los niveles endégenos de fa enzima
son también altos. La actinomicina D, también inhibe esta induc---
cién ( 65 ). Estos estudios muestran que la hidrocortisona induce
la sintesis de ambas isoenzimas por la estimulacidn de la trans---
cripcién de los correspondientes ARNm; también parece ser, que es-
ta hormona adrenal por lo menos en parte, mantiene los niveles de
las isocenzimas ( 65 ).

La aspartato aminotransterasa es una enzima gluconeogénica.
Existen como ya se indico dos isoenzimas en hepatocitos de rata,
la aspartato aminotransferasa mitocondrial, que corresponde al --
84% de la actividad total y la citosélica corresponde al 16% -
( 67 ). El amino-oxiacetato es un inhibidor de las transaminasas
e inhibe 'a gluconeogénesis a partir de lactato, pero no inhibe -
la sintesis de glucosa a partir de piruvato, que es un precursor
para la gluconcogénesis formando oxalacétato, que es transferido

Jde la mitocondria al citosol por medio de la aspartato aminotrans

ferasa { 67 ). -
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La transamonacién del piruvato no estd involucrada en la sali-
da del malato mitocondrial, gue es un precursor mediato del oxalace
tato citosélico y de los equivalentes reductores de la sintesis de
glucosa ( 67 ). La aspartato aminotransferasa es una enzima que es
. inhibida por amino-oxiacetato, aunque la inhibicién puede ser rever
tida por piruvato en presencia de cloruruo de amonio y ornitina co-
mo sustratos ( 68 ).

Deacuerdo a nuestros conocimientos no existen datos en la lite
ratura que indiquen que la aspartato aminotransferasa mitocondrial
presenta cambios significativos en su actividad enzimatica, por --
efecto de diferente contenido de proteina en la dieta { 68 ), & por
efecto hormonal, significando gque no es una enzima completamente a-
daptativa.

La glutamato deshidrogenasa de higado de rata, tiene un peso -
molecular de 320 000 daltones, y contiene seis subunidades idénti-=
cas, cada una de las cuales tiene dos sitios de unién para la coen-
zima, estas subunidades no forman polfmeros ( 66,69 ). La adrenalec
tomia después del nacimiento, disminuye la actividad de la enzima,
pero la prednisolona, el glueagén y la hormona del tiroides tienen
un efecto estimulante sobre dicha actividad a cualquier edad { 53 )
La adrenalectomia en la segunda semana de vida postnatal disminuye
el efecto de la hormona del tiroides.

El amonio funciona como sustrato de la enzima y a la vez como
producto inhibidor de ésta. El amonio inhibe competitivamente el es
tado de equilibrio en la oxidacién del glutamato catalizado por Ia
glutamato deshidrogenasa ( 26,70 ).

La reversible desaminacién oxidativa de L-glutamato, cataliza-
da por la glu amato deshidrogenasa ha sido demostrado ser un proce-
so multifasico a alta concentracién de la enzima ( 26 ).

La glutamina sintetasa, predomina en las fracciones microsomal

Yy citos6lica ( 31 ). La actividad de glutamina sintetasa en el cul-
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tivo de adipocitos es mediadoa por cambios en el contenido celular
de las moléculas de glutamina sintetasa, y no por cambios en la ac-
tividad de cada molécula ( 33 ).

El efecto de hidrocortisona ( 10‘7M )., sobre la enzima glutami
na sintetasa produce un ‘aumento en el rango «de sintesis de la enzi=
ma en cultivo de céluias de hepatoma ( 71,72 ), y en el cultivo de
células 3T3-L1 ( 8 ), pero no tiene efecto en ta degradacién de glu
tamina sintetasa ( 72 ). )

Cuando un cultivo de células 3T3-L1, se trata con dibutiril --
AMPc, se produce una disminucién en la actividad de glutamina sinte
tasa que es casi el reverso de los incrementos de la actividad enzi
matica causada por la insulina 6 por la hidrocortisona ( 8 )}, y es-
tos resultados estan de acueirdo con los obtenidos en el cultivo de
células V-79 de higado de hamster chino ( 34 ), las cuales al incu-
barse con dibutiril AMPc provoca un aumento de casi seis veces la -
actividad de glutamina sintetasa ( 8 ).

Schinidt y Thompson ( 73 ), observaron que la dexametasona T
( 107

aproximadamente dos veces en células leucemicas de sézary, las cua-

M ) aumenta la actividad especifica de glutamina sintetasa en

les contienen receptores citoplasmicos de glucocorticoides ( 73 ).
Llos niveles de glutamina sintetasa en cultivo de tejido ( hepatoma )
de hamster chino, son aumentados por la concentracidn de glutamina
disminuyendo la actividad de la enzima, ya sea por ace leramiento de
su inactivacién ( 71 ), 6 por oxidacién de una forma modificada 6 -
‘inestable de la misma ( 43 ).

En cultivo de células de la glia expuestas a glucocorticoides
provoca una induccidén efectiva de la glutamina sintetasa, pero pro-
gesterona y testosterona no tienen ningan efecto ( 74 ).

Se ha reportado que la insulina acelera la conversién de fibro

‘Jasto a adipocito, en cultivo de células 3T3-L| y durante esta con—-

versién la actividad de gliutamina sintetasa aumenta mas de seis ve-
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ces, este incremento procede a cambios morfoldgicos y al incremento

de proteinas en el cultivo ( 8 ).

, Estudios iniciales llevados a cabo en este laboratorio (46, 68)
relacionados con e) efecto en el contenido de proteina en la dieta,
mostraron los siguientes resultados: la alanina aminotrainsferasa mi
- tocondrial y cotosélica presentaron un aumento en su actividad cuan
do el animal fué alimentado con dieta hiperprotéica, y una leve dis
minucién después de una dieta hipoprotéica ( 68 ). La aspartato ami
notransferasa presentd el mismo patrén aunque estos efectos se ¢b -
servaron menos pronunciados ( 68 ). Las enzimas glutamato deshidrc-
genasé y glutamina sintetasa, no fueron afectadas por el diferente
contenido protéiéo en_la dieta, sino que respondieron solo a la pre
sencia de sus efeckores slomtericos ( 68 ).

Carbami ¢ fosfato sintetasa |, arginino succinico sintetasa y
arginasa mostraron un patrén bastante notable con un gran aumento en
sus actividades después de una dieta hiperprotéica y una clara dis-
minucién de las mismas con una dieta hipoprotéica ( 68 ).

Esfudios previos indicaron la presencia de tres formas molécu-
lares de arginasa de hfgado de rata por cromatograffa en CM-celulo-
sa ( 47 ); la primera eluye en el volimen vacio y las otras dos con
arginina 50 mM y 100 mM respectivamente. Con una dieta patrén (27%
de proteina) 6 una dieta hiperprotéica {(64% de protefna), las tres
formas moleculares ‘de fa enzima ( designadas i, Il y 11l de acuerdo
8 su posicién de elucidn) eluyeron con una distribucién semejante.
En el caso del grupo que se alimentdé con una dieta hipoprotéica so-
lo las formas | y |l fueron obtenidas por cromatografia y con una.
actividad me;or'( 46 ). Estos Ultimos datos podrian suponer que las

tres formas de arginasa estén relacionadas con cambios en su forma-

cién & con el recambio de la enzima ( 46 ).
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HIPCTESIS

Es conocido que el estado diabético estd asociado con un gran -
aumento en la excrecién del nitrégeno ( 75 ), ¥ que el glucagén es -
una hormona fntimamente relacionada con el catabolismo de proteinas,
aumentando su degradacién al igual que la de los aminodcidos y por =
lo tanto la sintesis de urea {( 75 ). Lo anterior indica que las dos
hormonas secretadas por el péancreas ( insulina y glucagén ) tienen ~
un poderoso y antagonista efecto sobre ei metabolismo de! nitrégeno.
Se supone un intimo paralelismo en las modificaciones producidas -~
por la insulna y el glucagén ( 75 ).

La adrenalectomia disminuye la excrecién del nitrégeno y la -~
actividad de todas las enzimas del ciclo de la urea, asf como. la -~
actividad de la glutamato deshidrogenasa, glutamina sintetasa y de -
alanina aminotransferasa. Los cambios en la actividad de las enzimas
dei ciclo de la urea localizadas en la fraccién soluble de la gélula
fueron mas marcadas que aquellas de la Fraccién mitocondri?i; en cam
bio, la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa no se mod i
fica. .

Sin embargo, estas actividades son cambiadas al administrarle -
al anima! hidrocortisona, pero solo por un tratamiento de 2.5 mg de
hormona diarios, durante dos dias ( 76 ).

Nuestra hipbétesis de trabajo establece, que los glucocorticoi--
des éumentan la actividad de las enzimas del ciclo de la urea, de -
la aspartato aminotransferasa y de la alanina aminotransferasa, como
consecuencia de un aumento en el catabolismo de protefnas esto en ra
tas intactas,cuando las ratas son adrenalectomizadas el efecto de --
glucocorticoides no es inmediato, sino que es necesario un tiempo pa
raque la enzima tenga su actividad normal y ademéas aumente.

Si el estado diabético aumenta la excrecién de nitrégenoc en for

ma de urea, también aumenta las enzimas relacionadas con su biosinte
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sis, esta situacién es cambiada para algunas enzimas, principalmence
para givtamina sintetasa la cual, su actividad estd disminuida, lo

que ocasiona que la mayor parte del amonio sea utilizado para la big
sihtesis de urea. Por efecto de la insulina se podria observar un au
mento en I; actividad de la enzima glutanaina stntertasa con ningan -

cambio en la biosintesis de la urea, en relacion al animal no diabé-

tico.

En sfntesis la interacciédn hormonal de los glucocorticoides e -
insulina deberfa ser tal que (a primera hormona indugera enzimas cu-
ya actividad ocasionarfa produccién de amonio y urea ( aminotransfe-

rasas y enzimas del ciclo de la urea) y la insulina enzimas re'acio-

nadas con la utilizacidédn del amonio con fines anabdélicos, glutamato
deshidrogenasa y glutamina sintetasa esto fundamentaimente en el pe
rfode postnatal, especificamente en el estade adulto, dado que el

tipo de dieta puede sufrir cambios y las Tinalidades metabélicas dJde

la céluila estén encaminadas a la adaptacion del organismo.
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OBIETIVO

El presente estudio esti encaminado a establecer el efecto de
hidrocortisona e insulina en la rata adulta, sobre las actividades
de algunas enzimas relacionadas con el metabolismo del amonio. Las
enzimas que hemos esccgido para tal fin son: alanina aminotransfe-
rasa y aspartato aminotransferasa, por tratarse por dos transamina
sas maés adaptativas al medio y estar mas directamente relacionadas
con los cambios aparentes en la concentracién del amonio; glutama-
to deshidrogenasa por ser una enzima clave en la produccidén 6 uti-
lizacién del amonio; glutamina sintetasa por considerarse una enzi
ma anabdélica, que al! formar glutamina,'en este metabolito se puede
almacenar el amonio y a la vez utilizarlio segin las necesidades. -
Esta enzima es controlada por efectores alostéricos. Y por adltimo
las enzimas relacioradas con el ciclo de la urea: carbamil fosfato
sintetasa |, arginino succinico sintetasa y arginasa; la primera,
por depender tanto de fa cantidad de amonio, que es uno de los sus
tratos, asi como de N-acetil glutamato, metabolito que refleja a -
su vez un aumento de la concentracidn de glutamato del medio, y en
cuyo caso la glutamato deshidrogenasa est8d orientada a la forma---
cién de amonio y alfa-cetoglutarato, de esta manera, forméndose --
fosfato de carbamilo, que es principalmente el que ocasiona el -
in}cio delciclo de la urea; la arginino succinico sintetasa, por
tratarse de una enzima limitante de la biosintesis de la urea, y
arginasa, por ser una de las enzimas wéds adaptativas que se conoce,
y a la vez de que por su accién se forma la urea.

Por consiguiente, la finalidad del proyecto, es correiacionéﬁ
las actividades de las enzimas mencionadas, bajo las condiciones -
indicadas, para tratar de obtener una integracién mejor del me tabo

lismo del amonio y su reveilacidén; y que, como se observa en los an

tecedentes no hay un estudio que integre el efecto del contenido -
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de proteina en la dieta, y el efecto hormonal sobre las activida--
des de las enzimas del metabolismo del amonio; los que existen se
enfocan a cada enzima por separado. El modelio que se obtenga se -
usard como patrén para establecer, en la misma forma, lo que po --

dria suceder en el tejido transformado ( hepatoma ).
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MATERIALES

. L-alanine, L-aspéartico, L-citrulina, L-ornitina, L-glutamine,
L-grginina, L-glicina, alfa-cetoglutarato, NAD, ATP, ADP, hidroxil!
aminé, N-acetil glutémico, gamma monohidroxamato, lactato deshidro
genasa, malato deshidrogenasa, HEPES, PIPES, Trizma base, fueron

obtenidos de Sigma Chemical Co. (Saint louis Missouri, USA ).

Acido perclérico, &cido sulfarico, 8cido fosférico, cloruro

de magnesio, acido clorhidrico de Meirrck México.

Cloruro de amonio, EDTA, cloruro de manganeso, cloruro de po-
tasio, fosfato disédico, fosfato -monosédico, bicarbonato de pota -

sio y sacarosa de Baker de México.

Arsenato de sodio de Mallinckrodt Chemical Works (Sain Louis,

New York).

Succinato de hidrocortisona de Productos Gedeon, Richter Mé -

xico (América).
lnsulina cristalina de Lilly E1i, México.
El resto de los reactivos fueron de la mas alta calidad.

Animales. Ratas albinas Wistar machos, de 150 a 200 g de pe-
so corporal, criadas en nuestro laboratorio, fueron utilizadas en
todos los experimentos. los snimales se sometieron a una dieta a
base de 27% de proteina (dieta patrén) en un régimen 8 +.16, y =
ritmo circadiano invertido ( 77 ), obscuridad de las 8:00 a 20:00

horas y agua "ad libitum”.
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METODOS

Tratamiento hormonal de los animales.

Cluc —orticoides: Ratas machos adultas, fueron adrenalectomi
zadas bilateralmente por via abdominal (laparotomia), en condicie
nes de asepsia y previa anestesia con éter. Lor rificnes se visua-
lizaron, las capsulas suprarrenales se identificaron y la arterig
renal se ligo. Posteriormente las cipsulas suprarrenales fueron
extrafdas. Los animales adrenalectomizados fueron mantenidos en
las condiciones antes mencionadas, pero ademds con solucién de clgo
rure de sodio al 0.85%4. Cinco a siete dias después de la adrena.-
lectomia, a un grupo se les administré por via intraperitoneai, --
succinato de hidrocortisona 10 mg/100g de peso;a otro grupo, que -~
sirvié como control.se les administré el solvente de la hormona.
Un grupo, al que no se le hizo ningin tratamiento, fué consideradoe
como normal (integro).

Los animales fueron sacrificados a Tos tiempos indicados en =~
los resultados.

Insulina: Ratas machos adultas, se les provocé diabetes, por
ia administracién de aloxano, por via intravenosa ( 80 mg/Kg de pe
s0). Se considerdé diabético el animal con niveles de 400 mg %€ 6 -
mavor de glucosa plasmitica (generalmente ocurrié 24 horas después
de la administracién de aloxano).

A un subgrupo de ratas diabéticas se les administré 2 U.l. de
insutina cristalina (accién rapida), por via subcutérea y a otro -
subgrupo (diabético) fué considerado como control, Gnicamente ad--
ministrandole solucién salina. Otro grupo de ratas, a las que ne -
se les administré aloxano ni insulina fuercn consideradas como nor
males (intearas).

Los animales fuercn sacrificados dos horas después de la admi

nistracién de la hormona.



-25-

Preparacidén de fracciones celutares.

Las di ferentes fracciones celulares, fuercn obtenidas de a---
cugrdo al mé todo descrito por De Duve y Col. ( 78 ). modificado -
por Rodriguez y Pitot ( 79 ). En sintesis, las ratas fueron sa--
crificadas por decapitaciédn, los hfgados extrafdos y divididos en
tres partes, que fueron homogenizadas de la sigusente manera:

Una tercera parte del higado fué homogenizada en tres vo lume-
nes de amortiguador de fosfato de potasio 0.05 M , pH 7-5 , conte-
niendo sacarosa 0.44 M . El homogenado se centrifugé a 600 xg9, -~
por 10 minutos para separar la fraccién nuclear {(centrifuga refri-
gerada de alta vélocidad, modelo Sorvaill RC-5 B8). El sobrenadante
fué centrifugado a3300 xg por 10 minutos, sedimentandose la firac--
cién mitocondrial, la cual, fué resuspendida en el mismo amortigua
dor pero sin sacarosa, y centrifugéndose nuevamente a 3300 xg por
10 minutos. E! sedimento se disolvié en el minimo volumen, usando
la solucién de homogenizacibén, pero sin sacarosa. Esta preparacién
se denomina ta fraccién mitocondrial.

El sobrenadante de la sedimentacidén mitécondrial, fué centri--
fugado a 24300xg por 45 minutos, y el sobrenadante (fraccién micro
somal-citosélica), se utilizé como fuente de enzima de la glutami-
na sintetasa.

Otra tercera parte del higado fué homogenizada en tres vo jume -
nes de amortiguador de fosfato de potasio 0.05 M , pH 7.5 ; el ho--
mogenado se centrifugé a 105 000 xg, durante una hora, el sobrena--
dante asi obtenido, se utilizé como Ffuente de las enzima; citoséli-
cas de nuestro estudio; alanina aminotransferasa, aspartato amino;-
transferasa y arginino succinico sintetasa.

Y una Gltima tercera parte del higado, fué homogeni zada en 2.5
volumenes de amortiguador Tris 10 mM, pH 7.5, con cloruro de pota--

sio 0.15 M y cloruro de magnesio 0.05 M; este homogenado se centri-

fugé a 105 000 xg durante una hora y el sobrenadante obtenido se --



~26-

utilizé como fuente de enzima de la arginasa.
Todos los pasos anteriores se efectuaron a 4°C . La homoge--
nizacién se realizé en un homogentizador tipo Potter-Eivenhjeim --

NS1-12, con un pistén de teflén a 1 200 rpm con 2-3 golpes.

Sonicacitén

tas suspensiones mitoc0ndriale§ fueron sonicadas a 250 W duran
te 15 segundos y a 4°C, en un “Sonicador Cell Disrupter B-307, uti-
lizando la suspensién sonicada como fuente de las enzimas; alani-
na aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, glutamato deshidro

genasa y carbamil fosfato sintetasa. 1

Ensayos enzimaticos

Alanino aminotransferasa. Su actividad fué ensayada de acuer-
do al método descrito por Swigk y Col. ( 13 ). La mezcla de reac--
cidn cpntenfa:‘ -

- 2 ml de amortiguador de fosfato de potasio { 200 mM ), pH 7.6
- 200 micromolas de L-alanina ( 100 mM )
- 40 micormolas de alfa-cetoglutarato ( 20 mM )

En un volumen final de 2 m!

Los tubos fueron preincubados durante 5 minutos a 37°C. La ~--
reaccién fué iniciada anadiendo 0.1 ml de la fraccién mitocondrial
o citosélica dilafdas 1:10, como fuente de la enzima, y se incubd -
durante 8 minutos a 37°C, después de los cuales se afadié 0.1 ml --
de una solucién de NADH (4 mM ) y la lactato deshidrogenasa ( 3 uni
dades ). Se dejé incubar 5 minutos mas y se midié ia absorbancia a
340 nm en un espectrofotdédmetro Beckman modelo 25. Los tubos contro
les se hicieron sin alfa-cetoglutarato. La cantidad de piruvato --
formada, fué medida por la oxidacién del NADH catalizada por la pos

terior adicidn de la enzima lactato deshidrogenasa; acoplando asi,

las dos reacciones enzimdticas, Una unidad de actividad enzimatica
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se &eFino, como la oxidacién de una molécula de NAPH por minuto a
37°C ( 13 ). Lla actividad de esta enzima y de todas fas que em=--
plean NADH se calcularon en base a una curva previa de concentra--
cién usando el valor de 6.22 X 106 como coeficiente de extincidn -~
molar de NADH ( 80 ). '

Aspartato aminotransferasa. Su actividad fué medida por una -
modificacién del wmétodo de Karmen ( 81 ), la mezcla de reaccién --
contenfa: ) .

- 3 ml de amortiguador de fosfato de potasio ( 50 mM ) pH 7.5
— S0 micromoias de &acido L-aspartico ( 16 mM )
— 20 micromolas de alfa-cetogliutarato {.6.6 mM )
- 300 micromolas de NADH ( 0.14 mM )
- 5 unidades de malato deshidrogenasa
En un volumen final de 3 mh

La mezcla se preincubé a 25°C durante § minutos, y se inicidé 4
la reaccién por la adicién de 0.1 ml de fuente de enzima ( mitocon
drial o citos6lica ), diluida 1:10. La disminucién de la absorban=
cia fué medida a una longitud de onda de 340 nm después de 5 minu--
tos de incubacién, usando como control una mezcla de reaccién sin -
alfa-cetoglutarato. Una unidad de actividad de esta enzima se defi
ne como la oxidacién de una micromola de NADH por minuto a 25°C, co
mo se indicé para alanina aminotransferasa.

G1utamato deshidrogenasa. Su actividad fué determinada de a=-
cuerdo al método de Shachter y Col. ( 80 ), la mezcla de reaccién -
contenia: - '

- C.4 ml de amortiguador de fosfato de potasio ( 125 mM } pH 7.4
- 0.25 micromolas de NADH ( 2.5 mM )

- 5 micromolas de cloruro de amonio ( 50 oM )

- 1 micromola de alfa-cetoglutarato ( 10 mM )

- 10 micromol!as de EDTA ( 100 mM )

- 0.1 ml de Tritén X-100 dilufdo 1:100
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En un volumen final de 1 ml

La reaccién se inicié agregando 0.1 ml diluido 1:10 de 1la frac
cifn mitocondrial sonicada, se incubdé durante 10 minutos a 25°C, --
después se midié la desaparicién de NADH a 340 nm, utilizando como
. control una mezcla de reaccién sin alfa-cetoglutarato. La activi--
dad se expresé en micromolas del producto formado por minuto en con
diciones ya mencionadas para la afanina aminotrénsFerasaf

Glutamina sintetasa. La actividad de glutamina sintetasa fué
descrita por una modificacién del método de Levintow ( 82 ), la —---
mezcla de reaccién contenfa:

- 1.0 ml de Pipes ( 25 mM ) ph 6.8

— 50 micromolas de hidroxilamina ( 50 mM )

- 100 micromolas de glutamina ( 100 mM )

- 25 micromolas de arsenato de sodio { 25 mM )

- 0.1 micromolas de ADP ( 0.2 mM )

- 0.5 micromolas de cloruro de manganeso ( 0.05 mM )
En un volumen final de 1 ml.

Se disuelven todos los reactivos en el amortiguador, en el ca-
so de los controles, exceptuéndo el arsenato de sodio. Las mezclas
de reaccidén se preincuban a 38°C, durante 5 minutos, y se intcia la
reaccién enzimatica, adicionando 0.1 ml de la fuente de enzima di--
luida 1:20. Se incubd durante 12 minutos y se detiene la reaccién
afaniendo 1 ml de solucién de Himbler ( TSA 1.457%, FeCI3.2.42%, —
HCI 1.82 N ), se centrifuga y el sobrenadante se lee a 505 nm. Una
unidad de actividad enzimatica, se define como la cantidad de enzti-
ma que cataliza Jla reaccién de una micromola de gamma-glutamilhidro
xamato en 12 minutos a 38°C, de acuerdo a la curva patrén que se --
muestra en la figura 1.

Carbamil fosfato sintetasa |I. Esta enzima fué ensayada por el

método descrito por Mori y Cohen ( 83 ), la mezcla de reaccidn con-

tenfa:



-20.-

0.6

0.4

ABSORBANMNCIA A 505 am

0.2

o ! 2 3 4

[ Mona -H1DROXAMATO DEL AcCIDO
GLUTAMICO ] MICROMOLAS

Fig. 1 CURYA PATRON DE GAMA-MONO-HiDROXAMATO
DEL ACIDO GLUTAMICO. EL MONOHIDROXAMATO DEL -
ACIDO GLUTAMICO FUE DETERMINADO COMO SE DES -
CRIBE EN "MATERIALES Y METOLOS” (82).CADA Pun
TO REPRESENTA LA MEDIA ARITMETICA DE DOS DE--
TERMINACIONES,
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- 0.05 ml de Hepes (50 mM) ph 8.0
- 5 micromolas de ATP(10 mM)
- 7.5 micromolas de cioruro de cloruro de magnes:o (15 mM)
- 2.5 migcromolas de N-acetilglutamato (5mM)
- 5 micromolas de cloruro de amonio (10 mM)
- 25 micromolas de bicarbonato de potasio (50 mM)
- 2.5 micromolas de L-ornitina (5 mM)
En un volumen total de 0.05 mli.

La reaccién se inicidé agregindo 0.1 mi. de !a fuente de en -
zima e Incubando durante 10 minutos a 37°C., después de Jlos cua -
les la reaccién fué detenida afiadiendo 2 ml. de acido percidrico
2.49 M. El material precipitado fué removido por centrifugacién,
el sobrenadante se utilizé para medir la cantidad de citrulina pro
ducida. La determinacién de citrulina fué efectuada por el método
descrito por Hunninghake y Col. (84): A 2 ml. de sobrenadante an-
terior. se le agregé 2 ml de mezcla crémica (1 parte de &acido sul-
farico y 3 partes de acido fosférico). Posteriormente se agitd vi
gorosamente, se agregdé 0.25 ml de diacetilmonoxima al 3%, se colo
cé en un bafio de agua hirviendo en obscuridad durante 15 minutos,
después de los cuales se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se
determiné la abosrbancia a 490 nm.Una unidad enzimatica se defire
como la cantidad de enzima que produce una micromola de citrulina
"por minuto a 37°C, de acuerdo a la curva patrén de concentracién,
como se muestra en la figura 2.

Arginino succinico sintetasa. Su actividad se midié por el
método de Tabor y Col. (85), la mezcla de reaccién se preparo de
la siguiente manera:

- 0.1 ml de buffer de fosfato de potasio (1 M) pH 7.4
- 13.2 micromolas de sulfato de magnesio (66 mM)

- 2.5 micromolas de ATP (25 mM)
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Fig. 2 CURVA PATRON DE CITRULINA. LA CITRULINA FUE
DETERMINADA COMO SE DESCRIBE EN "MATERIALES Y METO-
DOS {84), CADA PUNTO REPRESENTA LA MEDIA ARITMETICA
DE DOS DETERMINACIONES.




- 5 micremolas de citrulina (50 mM)
- 10 micromolas de L-aspirtico (100 mM) pH 7.4 -KOM
- 1.3 ml de H,0

En un voldmen final de 2 mi

La mezcla de recacciédn se preincubé a 38°C durante 5 minutos,
la reaccién enzimatica se inicién eifadiendo 0.1 6 0.2 m!{ de fa -
fuente de enzima citosélica, se incuba durante 20 minutos a 38°c,
se detuvo la reaccidn afadiendo 3 m! de acido tricloracético al
8.5%, El material precipitado se removfo por centrifugacidn, e! s0
brenadante Ffué utilizado para la determinacién de citrulina por el
método descrito para cerbamil fosfato sintetasa |, pero utilizando
0.2 ml de sobrenadante {( 84 ) como se observa en la figura 2.

Arginasa. La actividad de esta enzima fué determinada por el -
método de Tarrab y Col. ( 47 ), 1a mezcla de reaccidén contenfa:
- 0.1 ml de amortiguador de glicina-hidréxido de sodio

(250 mM) pH 9.5

- 25 micromolas de L-arginina (129 mM)
- 0.25 micromolas de cloruro de magnesio ( 2.5 mM)

En un volGmen final de 1 m! i

Se preincubé la mezcla de reaccién de 2 a 5 minutos a una
temperatura de 37°C , se inicibé- la reaccién afiadiendo 0.2 ml| de la
fuente de enzima, incub&ndose 2 minutos a 37°C y la reaccién fué
parada por la adicidn de 5 ml de &cido perclérico 0.5 M, los con -
troles fueron realizados agregandoles antes el 4cido perclérico, -
que l|la fuente de enzima, el precipitado se removio por centrifuga-
cidn y el acbrenadante se utilizé para la determinacién de urea.
Para la determinacién de urea se utilizé un reactivo cromSgeno que

estaba constituido:

l.- Solucién acido férrica: 100 ml de acido fosférico (85% y
d= 1.67). se afadicron a 300 ml de &cido sulfirico (95-98% y
d= 1.84), lievandoeste voldmen a 600 mi, disolviendo en esta

solucién 100 mg de cloruro férrico.
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2.~ Solucién de diaceti imonoxima-tiozemicarbazida, se disolvid

500 mg de DAMO y 10 mg de TSC en agua destilada y llevan-

do a un volumen de 100 ml.

3.- Reactivo cromégeno: Mezclar dos partes del reactivo 1, con
una parte de! reactivo 2, Inmediatamente antes de usarse.

Segin el método descrito por Archibaid ( 86 ).

Para !a determinacidén clorimétrica de urea, a 0.05 ml de fla
muestra desproteinizada se le afadio 3 ml del reactivo cromégeno.
La mezcla se agité vigorosamente y se calenté en un bafio de agua
hirviendo por 5 minutos, posteriormente se enfrié a temperatura -
ambiente y se determind la absorbancia a 525 nm . Una unidad de
asctividad enzimatica de arginasa, es definida como la cantidad de
enzima que cataliza la produccidén de 1 micromola de urea por minu-
to a 37°C De .acuerdo a la curva patrén de urea que se ilustra en
la figura 3.

Determinacién de proteinas. En todos los experimentos la de-
te;minacién de proteinas fué hecha por el método de lowry y Col.
( 87 ), usando como patrén albimina de suero bovino con un E% 280=
6.67 (Fig. 4 ).

Tratamientos estadisticos. Se emplearon los métodos comunmen-
te conocidos de centralizacién, medidas de dispersién y distribu -

cién "t~ de Student de muestras pareadas.
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Fig. 3 CURVA PATRON DE UREA FUE DETERMINADA COMO SE DES
CRIBE EN ~“MATERIALES Y METODOS~ (86), CADA PUNTO REPRESEN
TA LA MEDIA ARITMETICA DE DOS DETERMINACIONES.
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Fig. 4 CHRVA PATRON DE ALBUMINA BOVINA PARA
LA DETERMINACION DE PROTEINAS. LA PROTEINA
FUE DETERMINADA POR EL METODO DE LOWRY COMO
SE DESCRIBE EN MATERIALES Y METODOS (87), CA
DA PUNTO REPRESENTA LA MEDIA-ARITMETICA DE

DOS DETERMINACIONES.
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RESULTADQS

Preparacién y tratamiento de los animales

Los animales fueron adrenalectomizados bilateralmente por lo
general a las 8:00 horas del dfa, y para el caso de los diabéti -
cos el aloxano se les administro entre las 11:00 y 13:00 horas del
dia. Después de ser mantenidas como ya se indico en materiales y -
métodos, la hidrocortisona fue administrada entre las 8:00 y 9:00
horas del dfa a loé primeros y a los segundos. De esta forma se ob
tuvo, a la hora del sacrificio de los animales una concordancia en
relacién al ritmo circadiano con respectc a las actividades de las
enzimas estudiadas segin el pico de maxima actividad como ya fue
reportado previamente ( 68 ).

Efecto de la adrenalectomia bilateral o el estado diabético

de! animal sobre el peso corpora!, el peso hepatico y el con-

tenido protefco del hfgado.

El peso de los animales en todas las condiciones fue de 150-
200 gr inicialmente, mostrand en general un aumento del 10% des -
pu€s de 5 a 7 dias que duro el animal adrenalectomizado. Para el
caso de los diab&éticos no hubo cambio debido a que solamente se -
mantuvieron 24 horas en esa condicién. )

Como puede observarse en la Tabla | no hubo cambios signifi-
cativos en el peso del higado, en la relacién de é&ste con el peso
corporal v en el contenido de proteina hepatica en mg de tejido
hiimedo de los animales fntegros (normales) en comparacién de los
animales adrenalectomizados y diabéticos. lLos mismo puede indicar

se por el efecto de hidrocortisona durante 2 a 6 horas o por insu

lina para los casos respectivos (Tabla 1).
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Efecto de hidrocortisona sobre las actividades de algunas en-

zimas de! metabolismo del amonio.

En la tabla ], se muestra el efecto de hidrocortisona a di -
ferentes tipos de accién sobre la actividad de algunas enzimas hepa
ticas, relacionadas con el metabolismo del amonio en animales adre-
nalectomizados sin hidrocortisona e fntegros, en ratas adrenaleéto—
mi zadas (control) en comparacién con animales fntegros (normales).

La actividad de la afanina aminotranaferasa mitocondrial no fue
detectable en el animal adrenalectomizado sin o con hidrocortisona.
En el animal fntegro fue de 0.03 unidades de enzima/mg de protefna.
Alanina aminotransferasa citosélica ecn el animal adrenalectomizado
mostré un aumento significativo del 49% en sy actividad en relacién
a jlos animales fntegros; aumento que fue mas aparente a las 2 horas
después de haberles administrado la hidrocortisona, siendo €ste ade-
mas la actividad maxima que se observé (Tabla I, Fig 5§ Panel AATc).

Los resultados obtenidos en relfacién con la activided de aspar-
tato aminotransferasa, indican que la iscenzima citosblica presenta
un comportamiento similer a la alanina aminotransferasa citosélica,
con un aumento del 754 a 213% entre et animal adrenalectomizado sin
hidrocortisona y el adrenalectomizado 6 horas después de haber reci
bido hidrocortisona en relacién con las ratas fntegras (Tabla I,
Fig 5 Panel ASTc). La adrenalectomfa no influyo en la actividad de
aspartato aminotranaferasa mitocondrial y la administracién de hi-
drocortisona en los periodos cortos disminuyo su actividad pars mos
trar una recuperacién 86 horas después de la administracién de la
hormona (Tabla !, Fig. 5 Panel ASTm). Estos datos en general nos
indican que las isoenzimas de las transaminasas estudiadas reapon -
den di ferentemente a la adrenalectomfa y al efecto de hidrocortiso-
na segin as¢ trate de la mitocondrial o citosélica pero similar para

alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA RELATIVA
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Fig 5. Efecto de hidrocortisona sobre la actividad especifica "

relativa (% micromolas. min~1l. mg de protefna~l) de algunas enzimas
de! metabolismo del amonio. Ratas machos de 150-200 gramos, se man-—
tuvieron en un cuarto regulado de luz-obscuridad, obscuridad de las
8:00 a tas 20:00 horas del dfa, las cuales fueron alimentadas con
una dieta estandar (23% de proteina) en un regimen de 8+16 y agua -
Tad Iibitum’: Un grupo de ratas fueron adrenalectomizadas bilateral
mente y se les mantuvo con dieta estandar y' solucién salina "ad 1i-
bitum”, después'de.s a 7 dias un grupo de estas ratas fueron inyec-
tadas con hidrocortisona (10 mg/100 g de peso) y sacrificadas des -
pués de . 2,4 y 6 horas. Las ratas adrenalectomizadas sin hidrocorti-
scna fueron consideraﬂas como controles, y otro grupo de ratas in -
tactas se consideraron normales. Los higados de todos los grupos de
animales fueron extrafdos, separandose las fracciones subcelulares
como‘;; indica en "Materiales y Metodos”™ y la actividad de las di -

ferentes enzimas fue determinada como se mencioné en "“Materiales y

Me todos”™.



-42-

Al igual que con el diferente contenido de protefna en la
dieta ( 68 ) las enzimas glutamato deshidrogenasa y glutamina sin
tetasa no mostraron cmabios significativos en sus actividades (Ta
bia 11, Fig 5 Panel GDH y GS) por efecto de la adrenalectomia o
por efecto de hidrocortisona a diferentes tiempos de accién en ani
males adrenaiectomizados.

De las enzimas relacionadas con la biosintesis de\urea se ob
serva que la adrenalectomia ocasiona un cambio muy significativo
en las actividades de carbamil fosfato sintetasa y arginino succi
nico sintetasa, que por el-eFécto de hidrocortisona y el ensayo
de las actividades de estas enzimas a di ferentes tiempos después
de la administracién de fa hormona solamente carbamil fosfato sin
tetasa | presenta actividad mayor a las 4 haras, que los encontra
dos en los animales integros (Tabla 11, Fig 5 Panel CPS 1); pues
arginino succinico sintetasa se mantuvo con una actividad muy por
debajo en prese&éia de hidrocortisona de la presentada en el ani-
mai integro (43%) (Tabla Il, Fig 5 Panel ASS). El estudie de la
actividad enzimatica de arginasa muestra que la adrenalsctomia y
la administracién de hidrocortisona a animales adrenalectomizados
no tuvieron efecto significativo en su actividad ya que esta co -~
rresponde a un 82.6% y 97% (4 horas) respectivamente; sin embargo,
se observa una disminucién significativa (53%) en su actividad -

" por efecto de hidrocortisona 6 horas después de su admimastracién
(Tabia {1, Fig 5 Panel ASA).
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Ffecto de insulina sobre la actividad de alaunas de las

enzimas del metabolismo del amonio.

En la Tabla (1l, se muestra el efecto de insulina en las ac-
tividades de las enzimas estudiadas en el presente trabajo, en a-
nimales diabéticos en comparacién con las actividades encontradas
en los animales integros sin insulina exdgena.

Alanina aminotransferasa mitocondrial muestra un 226% de au--
mento en su actividad en animales diabéticos y por accidén de insu-
lina esa actividad aumenta adn mas (42%) en relacién al animal Tn-
tegro ( Tabla I§l, Fig 6 Panel AATm ). Por otro lado, la iscenzima
de la fraccién soluble no muestra cambios significativos en fas --
condiciones estudiadas ( Tabla 111, Fig 6 Panel AATc ).

Efectos similares a los obtenidos para alanina aminotransfera
sa mitocondrial y alanina aminotransferasa citosélica se observan
en aspartato aminotransferasa mitocondrial y aspartato aminotrans-
ferasa citosS8lica, es decir la isoenzima mitocondrial de esta Gltji
ma enzima aumenta 3.3 veces en el animal diabético y 4.3 veces al
administrarle insulina y la isoenzima citosélica no muestra cam--~--
bios significativos ( Tabla |11, Fig 6 Paneles AATm, AATc, ASTm y
ASTc ). Estos datos nos indican que las isoenzimas mitocondriales
de ambas aminotransferasas responden al efecto de insulina y tam--
bién al estado diabético a diferencia de la adrenalectomia y el --
efecto de hidrocortisona en que las isoenzimas citosélicas de es~-
tas aminotransferasas son mé&s adaptables a estas condiciones.

Las enzimas glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa no
muestran cambios significativos en sus actividades en las tres con
diciones estudiadas.

La glutamato deshidrogenasa presenta un 70.3% de la actividad
en el estado diabético ¥ 90.7% en el animal diabético con insulina

en relacién a la actividad de +~la enzima en el animal fntegro ( Ta

bla 11!, Fig 6 Panel GDH )
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Fig 6. Efecto de insulina sobre la actividad especifica reia
tiva (%hicromolas.min-l.mg de protefna_l) de algunas enzimas del
metabolismo del amonio.A un grupo de ratas machos,mantenidas en -
las condiciones que se indican en la Fig 5, se les provocé diabe-
tes por la administracién de aloxano (80 mg/Kg de peso) por via -
intravenosa y fueron consideradas diabéticas cuando los niveles -
de glucemia alcanzaron valores mayores de 400 mg% (generalmente -
ocurrid 24 horas después). A un subgrupo de las ratas diabéticas-
se les administréd 2 U | de-insulina cristalina por via subcutanea
y otro subgrupo fue considerado como control.Ambos subgrupos fue-
ron sacrificados 2 horas después de la administracién de la hormo
na. Qtro subgrupo de ratas a las que no se les administré aloxano
ni insulina, fueron consideradas como integras. Los higados de to-
dos los grupos de animales fueron extrafdos y determinadas las ac
tividades de ias enzimas mencionadas en su fraccién subcelular --

correspondiente como se indicé en “"Materiales y Metodos”.
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Glutamina sintetasa muestra una actividad de 81.4% y 107% en
el animal diabético y 100% en el animal integro (Tabla 111, Fig 6
Panel GS).

De las enzimas estudiadas con relacién a la biosfntesis de u-
rea, carbamil fosfato sintetasa | no presenta cambio alguno en las
tres condiciones estudiadas { Tabla i1}, Fig 6 Panel CPS I ). Argi
nino succinico sintetasa en el animal diabético, su actividad ay -
menta significativamente en un 52%, que por efecto de insulina dis
minuye hasta presentar el 84% de Ia actividad observada en el ani-
mal fntegro (Tabla 111, Fig 6 Panel ASS).

En el animal diabético, la actividad de arginasa aumenta 32%
y por efecto de insulina disminuye 62% y 49% en relacién at animal

diabético y al animal integro respectivamente (Tabla 111, Fig 6
Pane i ASA) -
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DISCUSION

Los estudios del presente trabajo son complementarios de dos
anteriore§, previamente elaborados en el departamento de Biologia
_Molecular de ta Facultad de Medicina de San Luis Potosfi S.L.P. --
( 46,68 ), y en conjunto estén encaminados a encontrar una correla
cién entre las actividades de algunas enzimas hepéticas de rata --
que participan en el.metabolismo del amonio con el fin de estable-
cer una integracién del proceso en el tejido normal como el punto
de partida y de base para tener un mejor entendimiento en lo que -

“podrfa suceder en el tejido transformado.

E1 presente estudio se enfocé al efecto de las hormonas; hi--
drocortisona e insulina sobre las actividades de las enzimas; ala-
nina aminotransferasa mitocondrial ¥y citosélica, aspartato amino+-
tranaferasa mitocondrial y citosélica, glutamato deshidrogenasa, -
glutamina sintétasa, carbami |l fosfato sintetasa !, arginino succi-
nico sintetasa f arginasa de hfgado de rata adrenalectomizadas 6 -
diabéticas respectivamente en comparacién al anima! fntegro ( nor-
malt ), que no recibié ningin tratamiento.

A diferencia del diferente contenido de protefna en la dieta
( 68 ); los animales adrenalectomizados sin hidrocortisona y adre-
nalectomizados con hidrocortisona, como los diabéticos sin insuli-
na y diabéticos con insulina no presentaron cambios significatives
en el peso del hfgado y en el contenido de proteina hepatica ( Ta
bla | ), to que indicarfa que estas condiciones no modif;carfan en
forma genaral la cantidad de protefina hepitica, aunque no se des--
carta que tengan un efecto especifico.

Al igual que =n otros reportes {( 14 ), hemos encontrado que -
la actividad de alanina aminotransferasa citosélica aumenta dos ho

ras deses de la administracién de hidrocortisona a animales adrena
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lectomizados ( Tabla li, Fig 5§ Panel AATc ), lo cual se podria es-
plicar porque los glucocorticoides (hormona que tiene un efecto en
el catabolismo), aumenta la produccién de amonio ( 52,71 ), el --
cual se incorpora al higado formando parte del glutamato, que es =
uno de los sustratos de la alanina amoniotransferasa citosélica en
el que el equilibrio de la reaccién est& desplazado hacia la forma
cién de L-alanina ( 25 ).

Por otro lado, en el estado diabstico esta isoenzima tiende a
aumentar su actividad ( Tabla I1l, Fig 6 Panel AATc ), probablemen .
te por ausencia de insulina por una accién de antagonismo fisiolé-
gico, ya que en presencia de la hormona la actividad de la isoenzi
ma tiende a “regresar” a los valores de la actividad encontrados ~
en el animal integro ( Tabla 111, Fig 6 Panel AATc ).

E) exceso de glutamato proveniente de una dieta hiperprotéica
( 68 ), puede ser sustrato para la formacién de glutamina & la sin
tesis de amonio, por fa accién catalftica de glutamina sintetasa y
glutamato deshidrogenasa respectivamente, ambas enzimas importane-
tes en el metabolismo del) amonio. La actividad de las dos erzimas
no es mo&iFicada después de la adrenalactomia, ni después de la ad
ministracidén de hidrocortisona a animales adrenalectomizados. Es--
tos datos refuerzan en parte e! hecho de tratarse de enzimas no ae
daptativas y cuyas actividades est&n controladas por la.concentra~
cidén de amonio actuando como efector alostérico positivo para la -
glutamina sintetasa y como producto inhibidor de la glutamato des-
hidrogenasa.

Llos resuftados del efecto de insulina en relacidén a glutamina
sintetasa y glutamato deshidrogenasa ( Tabla i1}, Fig 6 Panel GS,
GDH ), el comportamiento fué muy similar para las dos enzimas ya =~
que en animales diabéticos sus actividades disminuyeron ligeramen-
te pero mientras que para glutamina sintetasa podrfa deberse a la
necesidad de la insulina, puesto que en presencia de la hormona la

actividad es regenerada a la presentada a los animales fntegros.
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hechos por otro lado se pone de manifiesto en algunos estados de =
la di ferenciacién celular ( 8 ), en caso de glutamato deshidrogena
sa la actividad de la enzima estsd disminuida en el animal diabéti-
co debido a que en esta situacién disminuye la glucSlisis y por lo
tanto, efectores alostéricos positivos también estén disminufdo;,
como es el NDAH lo que originqrfa'cambios conformaciomales de fa -
enzima refle jandose en una menor actividad enzimdtica y se ha mani
festado mas estable al ser ensayada .in vitro . Al adminitrar insu-
lina al animal diabético glutamato deshidrogenasa tiende a alcan--
zar la actividad mostrada en el animal fntegro por revertirse las
condiciones anteriores que dan lugar a un conformero mas activo de
la enzima y poaiblemente este aumento en la actividad no sea debi-
do a una modificacién en ia cantidad de la enzima.

La aspartato aminotransferasa mitocondrial tiene mayor afini-
dad por et aSpar?ato que la isocenzima de la fraccién soluble ( 17 )
y .junto con alfa-cetoglutarato que puede transportarse de una mane
ra facilitada dentro y fuera de la mitocondria, cataliza la forma-
cién de oxalacetato y glutamato. De esta manera la cantidad de glu
tamato mitocondrial se ve favorecida contribuyendo a una manifesta
cién de Jla actividad tanto de la glutamina sintetasa como de la --
glutamato deshidrogenasa. ] -

Llos resultados del presente estudio muestran que la administra
cién de hidrocortiscna a animales adrenalectomizados disminuyé la -
actividad significativamente de la aspartato aminotrnsferasa mito--
condrial ( Tabla ti, Fig 5 Panel ASTm ), y en conjunto con los re-—-
sultados mostrados con una dieta Hipe}protéica ( 68 ) hacen pensar
que esta isoenzima no participa importantemente en la donacién de -
grupos amino para la formacién de ureca. los datos de la Tabla 111,
Fig 6 muestran que en el animal diabético y diabético mas iﬁsulina,

la actividad de aspartato aminotransferasa mitocondrial aumento sig

.nificativamente, y es mayor en el dltimo ctaso en reiacién a la actji
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vidad expresada en el animal integro, pcdrian interpretarse como -
cambios adaptativos de la isocenzima. Los productos formados por es
ta,}eaccién: oxalacetato y glutamato; la utilizacién del primero -
formado par; fines gluconeogénicos por prevalencia de la accidén de
.glucagén en el caso del animal diabético sin insultina y, para fi--
nes energéticos la utilizacién del glutamato para la formacidén de
glutamina en el caso del animal diabético més insulina.

La alanina.aminotransFerasa mi tocondrial presenta una mayor -
afinidad por L-alanina y la consecuente formacién de piruvato {( 5 ).
Una dieta hiperprotéica favorecera disponibiilidad de susératos y -
por lo tanto aumenta la acti;idad de la enzima ( 68 ), la adminis~r«
tracidén de hidrocortisona a animales adrenalectomizados, no se de-
tecté actividad de esta isoenzima como lo reportan ( 65,), cuya es
plicacién no es del todo clara que quizas debido a cambios coforma
cionales inactivos 8 aumento en la velocidad de degradacién de és-
ta, 6 por la disponibilidad de sustrato no adecuado .

Sin embargo en el animal diabético sin insulina y diabético -
mas insulina la actividad de alanina aminotransferasa mitocondrial
aumenta similarmente como se observa en aspartato aminotransferasa
mitocondrial ( Tabla 111, Fig 6 Pane! AATm y ASTm ).

En el primer paso para la biosintesis de la urea esti& catal.i-
zada por la carbamil fosfato sintetasa |, enzima muy adaptativa cu
ya actividad aumenta después de una dieta hiperprotéica ( 6% ), ¥
en este estudio 4 horas después de la administracién de hidrocort:
sona a animales adrenalectomizados, ¥ en la ausencia de la hormona
fu€ muy pobre ( Tabla il, Fig 5 Panel CPS | ). Estos resuitados --
concuerdan con otro autores . 54,55 ). los que hace suponer que un
aumento en la actividad de la enzima es debido a un aumento en la
cantidad de la misma 6 bien de N-acetil glutamato que es el princ:

pal efector positivo de ella ( 57 ), utilizando de esta manera el

amonio producido por la catslisis de glutamato deshidrogenasa.
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Insulina no muestra ningin efecto en 1la actividad de carbamil
fosfato sintetasa | va que epn el anrmal integro, drabético sin i1n-
sulina y diab&tico mas insulina ( Tabla 111, Fig 6 Panel CPS | ),

- fué muy similar, puesto que su papel es capturar amonio con fines
. teleolégicos, si la insulina tuviera unefecto inhibitorio le dismi
nuirfa "potencia”.

La aspartato aminotransferasa citosélica, su equilibrio de --
reaccién estd desplazado hacia la formacién de aspartato, el cual
sirve para la donacién de grupos amino para la sintetsis de urea.
En dietas hiperprotéicassla actividad de esta enzima esta aumenta-
da por disponibilidad de oxalacetato proveniente de la mitocondria
formada por la catalisis de la aspartato aminotransferasa mitocon-
drial ( 68 ). Esta esplicacién se refuresa con los datos de! pre--
sente estudio y que tanto insulina comc hidrocortisona no modifi--
can la actividad de asparatato aminotransferasa citosé6lica ( Tabla
1l y 11!, Fig 5 y 6 Panel ASTc y ASTm ) P

La arginino succinico sintetasa es uns enzima adaptativa cuya
actividad aumenta importantemente después de una dieta hiperprotéi
ca {( 68 ), dado que la adrenalectomia disminuye significativamente
su actividad ( Tabla JI, Fig 5 Panel ASS ) se esperaba que el efec
to de hidrocortisona en estas condiciones aumentara la actividad -
ya sea por inducir la enzima como ha sido repo;tado por otros auto
res 6 de una manera directa por aumentar la disponibilidad de sus-
trato, sin embargo los resultados no fueron asfi ( Tabla Il, Fig 5
Panel ASS ) debido a que para que se obtenga e! efecto deseado se
requericria mas tiempo y més dosis de glucocorticoides ( 56 ).

El efecto de insulina sobre argininoe succinico sintetasa se -
observé una inhibicidén ya que en e! animal diabético sin irsultna
se observa un aumento notable en su actividad posiblemente a un ¢

fecto de glucagén que no es antagonizado por insulina ya que algu

nos autores han reportade también una inducibilidad de la enzima
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pos glucagén ( 61 ).

Estudios previos en relacién con dietas hipoprotéicas e hiper
protéicas har mostrado que lta arginasa es una enzima muy adaptati-
va { 46,68 ), su actividad aumenta significativamente después de -
una dieta hiperprocéica probablemebte por disponibilidad de sustra
to ( 46,68 ). En esta estudio la adrenalectomia y la administra---
cién de hidrocortisona a animales adrenalectomizados no mostrdé en
general cambios en la actividad de Iz enzima ( Tabla Il, Fig 5 Pa-
nel ASA ) aunque seis horas después de la administracién de hidro-
cortisona mostrd una disminucién significante cuya esplicacién no
estd8 muy clara. Estos resultados no estén de acuerdo con los repor
tados por otsros autores ( 56 ), debido probablemente en nuestro ca
so a que no se utilizaron dosis repetitivas de la hormona v tiem--
pos mas prolongados. EI comportamiento.de la arginasa en animales
diabéticos sin insulina y diabéticos m&s insulina es similar por -
la arginino succinico sintetasa pero en el caso de la arginasa la
insulina inhibid mds importantemente que la arginino succinico sin
tetasa. Las mismas consideraciones para arginino succinico sinteta
sa podrfan aplicarse para explicar el comportamiento de arginasa

en estas condiciones.
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CONCLUSIONES

>

1 , La adrenalectomia bilateral, la diabétes por aloxano y la admi-
nistracién de hidrocortisona e insulina respestivamente, no tuvie-

ron efecto significante en el peso corporal y contenido de protei-

na hepatica.

2. La adrenalectomia tuvo por efecto una disminucidn significativa
en las actividades de de carbamil fosfato sintetasa I, arginino su

ccinico sintetasa y arginasa.

3. La adrenalectomia no mostréd cambio significante en las activida
des de alanina aminotransferasa citosélica, aspartato aminotransfe
rasa mitocondrial y citosélica, glutamato deshidrogenasa y glutami_

na sintetasa.

4. La administracién de hidrocortisona a animales adrenalectomiza-
dos mostré cambios significativos sélamente en la actividad de car

bami |l foasfato sintetasa |, 4 horas después de la administracién de

la hormona.

5. La administracién de hidrocortisona a animales adrenalectomiza-
dos no mostrd cambios significativos en las actividades de argini=
no succinico sintetasa y arginasa como otros autores han reportado,
debido probablemente a un requerimiento de dosis repetitivas y tiem

pos mas prolongados de accién de la hormona.

6. La diab&étes por aloxano ocasiond aumentos significativos en las
actividades de alanina aminotransferasa mitocondrial, aspartato ami

notransferasa mitocondrial y citosélica, arginino succinico sintetsa

sa y arginasa.



-55-

7. En la diabétes por aloxano la glutamina sintetasa mostr6 una po

bre disminucidén que fué revertida en presencia de insulina,

8. La administracién de insulina a animales diabéticos por aloxano
tuvo efecto significante subre ja actividad de alanina aminotrans-

ferasa mitocondrial y aspartato aminotransferasa Gnicamente.

9, El efecto de insulina en animales diabéticos por atoxano mostré

una inhibicién de arginino succfnico sintetasa y arginasa.

Generalmente las enzimas involucradas en el catabolismo estén
: aumentadas, conn una dieta hiperprotéica y en el estado diabé
tico el cual esté relacionado con un aumento en la excrecidn

de nitrégeno.

Insuiina siendo una hormona anabélica tiende a revertisr este
efecto por uns disminuci6bn en las actividades de arginino suc
cfnico sintetasa y aumentando las actividades de alanina ami-

notransferasa y aspartato aminotransferasa.
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