
N<? 65 Arch. Biol. Med. Exper. 4:237-243, 1967 

ENZIMAS DEL CICLO DE LA UREA EN EL CEREBRO DE RATAS 
NORMALES Y CIRROTICAS 

(Urea cycle enzymes in the brain of normal and cirrhotic rats) 

GUILLERMO UGARTE, ONOFRE GONZÁLEZ y MARÍA EUGENIA PINO 

Cátedra "A" de Medicina, Universidad de Chile. 
Hospital San Francisco de Borja. Santiago, Chile. 

Recibido para su publicación el 23 de Noviembre de 1 9 6 6 . 

R E S U M E N 

S e e s t u d i ó l a s í n t e s i s d e u r e a , l a s e n z i m a s d e l c i c l o d e l a u r e a y l a s í n t e s i s 
d e c i t r u l i n a a p a r t i r d e l á c i d o c a r b a m i l a s p á r t i c o y d e o r n i t i n a e n e l c e r e b r o d e 
r a t a s n o r m a l e s y c i r r ó t i c a s . 

N o s e o b s e r v ó s í n t e s i s d e u r e a a p a r t i r d e N H 3 n i a c t i v i d a d d e c a r b a m i l f o s -
f a t o - s i n t e t a s a n i o r n i t i n c a r b a m i l t r a n s f e r a s a . S ó l o s e o b s e r v ó a c t i v i d a d d e a r g i -
n i n o - s i n t e t a s a y d e L - a r g i n i n o - u r e o - h i d r o l a s a . 

L a a c t i v i d a d d e l s i s t e m a a r g i n i n o - s i n t e t a s a f u e m u y b a j a c o n u n p r o m e d i o 
d e 0 , 2 1 ± 0 , 0 6 n m o l e s d e u r e a p o r h o r a y g r a m o d e c e r e b r o . 

L a a c t i v i d a d a r g i n i n o s u c c i n a t o - l i a s a f u e d e 1 ,47 ± 0 , 1 4 n m o l e s / g / h o r a e n 
e l e n c é f a l o d e r a t a n o r m a l y 1 ,50 ± 0 , 0 9 7 n m o l e s / g / h o r a e n e l d e l a s r a t a s 
c i r r ó t i c a s . 

L a a c t i v i d a d L - a r g i n i n o - u r e o - h i d r o l a s a e n l a s r a t a s n o r m a l e s f u e d e 3 6 , 2 ± 
1 ,82 n m o l e s / g / h o r a . L a s r a t a s c i r r ó t i c a s s e d i f e r e n c i a r o n d e l a s r a t a s n o r m a l e s 
s ó l o e n u n a a c t i v i d a d a r g i n á s i c a , s i g n i f i c a t i v a m e n t e m á s a l t a c o n u n p r o m e d i o 
d e 4 9 , 8 ± 2 , 4 m i c r o m o l e s d e u r e a g / h o r a ( p e s o h ú m e d o ) ( p < 0 . 0 1 ) . 

E n a u s e n c i a d e o r n i t i n c a r b a m i l - t r a n s f e r a s a n o s e d e m o s t r ó s í n t e s i s d e c i 
t r u l i n a a p a r t i r d e c a r b a m i l a s p a r t a t o y o r n i t i n a . 

INTRODUCCIÓN 

El hallazgo frecuente de hiperamonie-
mia en pacientes en coma hepático ha es
timulado el estudio del metabolismo del 
amonio en el cerebro de individuos con in
suficiencia hepática (1, 2, 3) . 

En los (mamíferos el amonio desapare
ce a través del ciclo de la urea o por for
mación de ácido glutámico a partir de a-
cetoglutarato, catalizada por L-glutámi-
co-deshidrogenasa, o por síntesis de glu
tamina. 

El primero de estos mecanismos es la 
vía principal del metabolismo del amonio 
en el hígado, la que se ha encontrado al
terada en pacientes en coma hepático en
dógeno (28). En cambio en el cerebro, el 
amonio sigue principalmente la vía de in-

A b r e v i a c i o n e s u s a d a s : 
A T P : A d e n o s i n t r i f o s f a t o . 
C T B : B r o m u r o d e h e x a d e c i l c e t i l a m o n i o . 

O C T : O r n i t i n a c a r b a m i l t r a n s f e r a s a . 

corporación en el sistema ácido glutámi-
co-glutamina (4, 5, 6) . 

Sin embargo, en 1959 Sporn e t al. (7) 
han comunicado que en el cerebro de ra
ta se produce urea a partir de arginina 
1 5 N . Diversos autores han comunicado ac
tividad de algunas de las enzimas del ci
clo de la urea en el cerebro de diversos 
mamíferos (8, 9, 10, 11). 

Por otra parte Gendrangolo (12) y De
lia Pietra (13) han sugerido que la trans
ferencia directa de grupos amino desde 
aminoácidos a intermedios del ciclo de la 
urea en el hígado puede ser otra vía de 
síntesis de urea. Así Delia Pietra (14, 15, 
16) ha observado síntesis de citrulina y 
de urea a partir de ácido carbaimilaspárti-
co y ornitina en extractos de polvos ace-
tónicos de hígado. 

Considerando la importancia que pue
de tener en la patogenia del coma hepá
tico la inactivación del amonio en el ce
rebro, a través de la síntesis de urea, se 
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ha estudiado en homogeneizados de en
céfalo de ratas normales y cirróticas la 
síntesis neta de urea a par t i r de amonio, 
bicarbonato y ATP, la síntesis directa de 
citrulina por el camino señalado y las si
guientes enzimas del ciclo urecgénico de 
Krebs-Henseleit, carbamilfosfato sinteta-
sa (2.7.2.2.EC), L-ornitina carbamil-trans-
ferasa (2.1.3.3.EC), sistema arginino-sin-
tetasa. L argininosuccinatoarginina-liasa 
(4.3.2.1.EC), L. arginina-urea-hidrolasa 
(3.5.3.l.EC). 

M A T E R I A L Y MÉTODO 

S e e s t u d i a r o n l a s e n z i m a s d e l c i c l o d e la 
u r e a e n e l c e r e b r o d e 10 r a t a s n o r m a l e s y 
d e 1 0 ratas c o n c i r r o s i s a v a n z a d a d e l h í g a d o 
d e o r i g e n a l i m e n t a r i o . L a c i r r o s i s s e o b t u v o 
m a n t e n i é n d o l a s cor. l a d i e t a d e s c r i t a p o r H o f f -
b a u e r et al. ( 1 8 ) ( T a b l a I ) d u r a n t e 1 7 - 2 0 s e 
m a n a s . E n t o d a s e l l a s s e c o m p r o b ó h i s t o l ó g i 
c a m e n t e la c i r r o s i s . L a s c a r a c t e r í s t i c a s m o r 
f o l ó g i c a s d e l a s a l t e r a c i o n e s h e p á t i c a s p r o 
d u c i d a s e n n u e s t r o e x p e r i m e n t o h a n s i d o d e s 
c r i t a s a n t e r i o r m e n t e ( 2 7 ) . L a s r a t a s t e s t i g o s 
r e c i b i e r o n la d i e t a n o r m a l d e l l a b o r a t o r i o * 
y n o p r e s e n t a r o n a l t e r a c i o n e s h i s t o l ó g i c a s d e l 
h í g a d o ( 2 7 ) . 

L a s r a t a s f u e r o n m u e r t a s p o r t r a u m a t i s m o 
c r a n e a n o . L o s c e r e b r o s s e e x t r a j e r o n i n m e 
d i a t a m e n t e y s e m a n t u v i e r o n e n e l c o n g e l a 
d o r a - 2 0 ° C h a s t a l a i n i c i a c i ó n d e l o s a n á l i 
s i s e n z i m á t i c o s . T o d a s l a s d e t e r m i n a c i o n e s s e 
h i c i e r o n d e n t r o d e l a s 2 4 h o r a s , s a l v o l a d e 
a r g i n a s a q u e s e d e t e r m i n ó a n t e s d e 5 d í a s . S e 
s a b e q u e t o d a s l a s e n z i m a s d e l c i c l o d e l a 
u r e a s o n e s t a b l e s c u a n d o s e c o n s e r v a n l o s 
ó r g a n o s e n f r í o p o r u n p e r í o d o d e h a s t a u n a 
s e m a n a ( 8 , 1 9 , 2 8 ) . 

P a r a l a p r e p a r a c i ó n d e h o m o g e n e i z a d o s , s e 
u t i l i z ó u n a s o l u c i ó n d e C T B . a l 0 , 1 % e n a g u a 
u s a n d o l a p r o p o r c i ó n d e 1 g d e c e r e b r o p o r 
9 m i d e C T B 0 , 1 % . L a s o l u c i ó n d e C T B n o 
d e b e m a n t e n e r s e h e l a d a , d e b i d o a s u p o c a 
s o l u b i l i d a d a b a j a s t e m p e r a t u r a s . L a h o m o -
g e n e i z a c i ó n s e e f e c t u a b a e n h o m o g e n e i z a d o r 
V i r t i s a 1 6 . 0 0 0 r . p . m . d u r a n t e 2 m i n u t o s . N o 
e s n e c e s a r i o r e m o v e r p r e v i a m e n t e l a s m e n i n 
g e s . E l h o m o g e n e i z a d o s e v e r t í a e n t u b o s d e 
c e n t r í f u g a h e l a d o s y s e c e n t r i f u g a b a a 3 , 5 0 0 
x g d u r a n t e 2 0 m i n u t o s a 2 ° C . E l s o b r e n a d a n 
t e o b t e n i d o ( S I ) s e m a n t e n í a e n h i e l o h a s t a 
s u u s o . L a c a p a d e m a t e r i a g r a s a q u e s e f o r m a 
e n la s u p e r f i c i e s e e x t r a í a c o n l a a y u d a d e 
u n a p i p e t a f i n a . A l r e s i d u o s e a g r e g a b a l a 
m i s m a c a n t i d a d d e C T B a l 0 , 1 % y s e p r o c e 
d í a c o m o e n la v e z a n t e r i o r ( S 2 ) . 

D i e t a d e l o s t e s t i g o s : 
C o m p o s i c i ó n : h a r i n a d e p e s c a d o 8 % ; l e c h e 
d e s c r e m a d a 3 % ; l e v a d u r a s e c a 1 % ; s a l c o 
m ú n 1 % ; h a r i n a n e v a d a ( h a r i n a d e s e 
g u n d a ) 5 %; h a r i n a d e m a í z 4 0 % ; h a r i n a 
d e t r i g o y a v e n a ( t r i g o e n t e r o m o l i d o p o r 
p a r t e s i g u a l e s ) 4 2 % . 

T o d a s l a s m e d i c i o n e s e n z i m á t i c a s e n l o s 
g r u p o s d e r a t a s n o r m a l e s y c i r r ó t i c a s s e e f e c 
t u a b a n a l o s p o c o s i n s t a n t e s d e p r e p a r a d o e l 
h o m o g e n e i z a d o . 

Preparación de polvos acétenteos de cere
bro: S e u t i l i z a b a c e r e b r o d e r a t a o b t e n i d o 
r e c i é n m u e r t o e l a n i m a l y s e s e g u í a e l m é t o 
d o d e R a t n e r ( 2 0 ) p a r a l a p r e p a r a c i ó n d e 
p o l v o s a c e t ó n i c o s . E n a l g u n o s e x p e r i m e n t o s 
s e u t i l i z ó c e r e b r o d e v a c u n o , d e s p r o v i s t o d e 
m e n i n g e s , o b t e n i d o d e n t r o d e l a s d o s h o r a s 
q u e s i g u e n a l a m u e r t e d e l a n i m a l . L o s p o l 
v o s a c e t ó n i c o s d e h í g a d o s e o b t e n í a n d e i g u a l 
m a n e r a . E l m a t e r i a l s e c o s e a l m a c e n a b a e n 
d e s e c a d o r s o b r e s i l i c a g e l , m a n t e n i e n d o l a p r e 
s i ó n r e d u c i d a y e n e l c o n g e l a d o r a - 1 8 ° C . 

Preparación de L-ornitina carbamiltransfe-
rasa (OCT) de hígado: S e s i g u i ó l a t é c n i c a 
d e B u r n e t t y C o h e n ( 3 0 ) . P a r a s u u s o e n l a 
d e t e r m i n a c i ó n d e c a r b a m a t o q u i n a s a n o s e e s 
t i m ó n e c e s a r i o u n a p u r i f i c a c i ó n m á s a l l á d e l 
f r a c c i o n a m i e n t o c o n s u l f a t o d e a m o n i o , c o l e c 
t á n d o s e la f r a c c i ó n q u e p r e c i p i t a c o n s a l 2 ,0 -
2 ,5 M e n 0 , 0 0 2 0 M b u f f e r T r i s - H C l p H 8 ,0 . L a 
a c t i v i d a d e s p e c í f i c a e n e s t a s c o n d i c i o n e s f u e 
d e 8 0 , 2 i t m o l e s p o r m g d e p r o t e í n a y p o r h o r a . 
L a O C T s e a l m a c e n a b a e n c o n g e l a d o r , e n v a 
r i o s t u b o s a - 1 8 ° C . L a e n z i m a s e m a n i f e s t ó 
e s t a b l e d u r a n t e d o s m e s e s . 

L a h i d r o x i l a p a t i t a n e c e s a r i a p a r a l a p r e p a 
r a c i ó n s e e l a b o r a b a d e a c u e r d o c o n l a t é c n i 
c a d e T i s e l i u s et al. ( 3 1 ) . 

Preparación de carbamil D-L aspártico: S e 
u t i l i z ó l a t é c n i c a d e U m b r e i t ( 3 2 ) . E l á c i d o 
c a r b a m i l a s p á r t i c o o b t e n i d o e n f o r m a i m p u r a 
c o m o p r o d u c t o d e l a r e a c c i ó n e n t r e c i a n a t o d e 
p o t a s i o y á c i d o a s p á r t i c o , e n m e d i o f u e r t e 
m e n t e a l c a l i n o , s e l a v ó c o n p a r t e s i g u a l e s d e 
a g u a y e t a n o l a b s o l u t o a l a t e m p e r a t u r a d e 
3 ° C p a r a e l i m i n a r d e e s t a m a n e r a l o s r e s t o s 
d e á l c a l i , c i a n a t o y á c i d o a s p á r t i c o . E l c a r b a 
m i l D - L - a s p á r t i c o p r e p a r a d o n o s e d i s u e l v e 

T A B L A I 

Composición de la dieta cirrógena 

I n g r e d i e n t e s p o r c i e n t o 

C a s e í n a ( e x e n t a d e v i t a m i n a ) 8 , 0 0 

G r a s a 3 7 , 9 5 

S a c a r o s a 4 8 , 3 8 

M e z c l a d e s a l e s * 4 , 0 0 

L - c i s t i n a ( M e r c k ) 0 , 6 2 

M e z c l a d e v i t a m i n a s ** 1 ,00 

A . D . T . * * * ( e n a c e i t e ) 0 , 0 5 

* Mezcla de sales: Lactate calcio . 5 H 2 0 , 39,15%; 
CaH„P0 4 . 2H.,0; 14,60%; CaOO,, 5,28%; H„P0 4 , 
NaH¡F0 4 , 2¡H2Ó, NaOl, MgSO,, F e S 0 4 , M n S 0 4 , 
2IH.,0, Z n S 0 4 . 7 H 2 0 , C u S 0 4 . 5H a O, KI. 

'* Mezcla vitaminas: tiamina, 0,3125%; riboflavina, 
0,05%; piridoxina, 0,03125%; panto tenate calcio, 
0,125%; menadiona Ü1SF, 0,03125%. 

'* En aceite: 6,25 mg Vitamina A (20.000 TJ/g aceite). 
0,78125 mg Vitamina D (400.000 U/g aceite). 
25,0 mg de dl-a-tecoíerol. 
17,96873 m g de aceite de maní para 50 mg de so
lución. 
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T A B L A I I 

U r e a e n e l c e r e b r o ( u m o l e s / g ) 
R a t a A n t e s d e i n c u b a r D e s p u é s d e i n c u b a r 

1 4 , 2 5 4 , 1 8 
2 4 , 1 6 4 , 1 5 
3 3 , 7 5 3 , 8 0 

4 3 , 7 5 3 , 7 5 

5 * 3 , 0 0 2 , 9 5 

6 • 2 , 8 0 2 , 9 0 

0,5 mil homogeneizado de cerebro al 10% en CTB ( S y 
S 2 partes iguales) se incuban con 0,5 mi de mezcla: 50 
micromoles buífer Tris^HCI pH 8; 20 micromoles KHiC0 3; 
10 micromoles NH4C1, 10 micromoles MaCl 2. 5 micromo
les ATP pH 7.35, 5 micromoles Ornitina HC1, 5 micro-
moles ácido N-acetll D-L glutámico. Tiempo de incuba
ción 30 minutos a SSfK!. 
* Sin ornitina. 

f á c i l m e n t e e n e s t a m e z c l a . S e r e c r i s t a l i z a b a 
d o s v e c e s e n a g u a c a l i e n t e , e n f r i a n d o r á p i d a 
m e n t e p a r a e v i t a r l a f o r m a c i ó n d e h i d a n t o i -
n a - 5 - a c é t i c o . E l p r o d u c t o s e l a v a b a f i n a l m e n 
t e c o n e t a n o l a b s o l u t o y s e s e c a b a s o b r e s i l i 
c a g e l . N o s e e n c o n t r ó r e s i d u o d e á c i d o a s p á r -
t i c o e n e l p r o d u c t o r e s u l t a n t e . 

E l á c i d o c a r b a m i l a s p á r t i c o p r e p a r a d o n o d a 
r e a c c i ó n c o l o r e a d a c o n e l r e a c t i v o p a r a la 
u r e a , p e r o s í c o n e l q u e s e e m p l e a b a e n l a 
d e t e r m i n a c i ó n d e c i t r u l i n a . 

Medio de incubación. 

1. Síntesis neta de urea: L a s í n t e s i s d e u r e a 
a p a r t i r d e a m o n i o y b i c a r b o n a t o s e e s t u d i ó 
e n u n s i s t e m a c o m p u e s t o d e 0 ,5 m i d e h o m o 
g e n e i z a d o d e c e r e b r o d e r a t a ( p a r t e s i g u a l e s 
d e f r a c c i o n e s S i y S 2 s e g ú n B r o w n y C o h e n , 
1 9 ) y 0 ,5 m i d e s u b s t r a t o c o m p u e s t o d e 5 0 
u m o l e s b u f f e r T r i s - H C l p H 8; 2 0 u m o l e s 
K H C O a ; 10 n m o l e N H 4 C 1 , 10 u m o l e M g C l 2 ; 
5 u m o l e A T P , p H 7 , 3 5 ; 5 u ,mole o r n i t i n a H C 1 ; 
5 u m o l e N - a c e t i l D - L - g l u t á m i c o , v o l u m e n t o 
t a l 1,0 m i . S e i n c u b ó a 3 8 ° d u r a n t e 3 0 m i n u 
t o s . L a r e a c c i ó n s e d e t u v o a g r e g a n d o 4 m i d e 
á c i d o p e r c l ó r i c o 0 ,8 M ( T a b l a I I ) . 

2 . Carbamil fosfato sintetasa: S e s i g u e l a 
t é c n i c a d e J o n e s et al. ( 9 ) . I n m e d i a t a m e n t e 
a n t e s d e l e x p e r i m e n t o s e p r e p a r a u n a s o l u 
c i ó n q u e c o n t i e n e 5 0 u m o l e T r i s - H C l p H 8 , 0 ; 
2 0 u m o l e d e b i c a r b o n a t o d e p o t a s i o ; 1 0 u m o l e 
d e c l o r u r o d e a m o n i o ; 10 u m o l e d e c l o r u r o 
d e m a g n e s i o ; 5 ¡xmole L - o r n i t i n a - H C l ; 5 ( u n o -
l e d e A T P p H 7 , 3 5 ; 5 u m o l e d e N - a c e t i l D - L 
g l u t á m i c o ; 1 1 3 u n i d a d e s f r a c c i ó n s u l f a t o d e 
a m o n i o 2 , 0 - 2 ,5 M d e O C T d e h í g a d o d e 
v a c u n o ; u r e a s a 3 m g p o r t u b o . S e u s a n 0 , 4 5 
m i d e e s t a m e z c l a . E l v o l u m e n t o t a l d e l i n 
c u b a d o f u e d e 1,5 m i . L a r e a c c i ó n s e d e t u v o 
c o n 4 m i d e á c i d o p e r c l ó r i c o 0 ,8 M . 

L a a c t i v i d a d c a r b a m i l f o s f a t o s i n t e t a s a s e 
d e t e r m i n ó p r e i n c u b a n d o 2 0 m i n u t o s c o n u r e 
a s a ( s u s p e n s i ó n b u f f e r T r i s - H C l p H 8 ,0 0 , 0 2 0 
M ) a g r e g a n d o l u e g o l a m e z c l a d e s u b s t r a t o s , s e 

i n c u b a p o r 3 0 m i n u t o s a d i c i o n a l e s a 3 8 ° C . L a 
a c t i v i d a d s e o b t u v o d e l a d i f e r e n c i a e n t r e l a 
c i t r u l i n a f o r m a d a e n e l t u b o i n c u b a d o 3 0 m i 
n u t o s c o n e l t e s t i g o c o r r e s p o n d i e n t e a l i n s t a n 
t e d e a d i c i o n a r l a m e z c l a d e s u b s t r a t o . 

E n a l g u n o s c a s o s s e e s t u d i ó p a r a l e l a m e n t e 
l a a c t i v i d a d c a r b a m i l f o s f a t o - s i n t e t a s a d e l o s 
h o m o g e n e i z a d o s c o n e l m é t o d o d e s c r i t o p o r 
B r o w n y C o h e n ( 1 9 ) . 
3 . Ornitinacarbarnil-transferasa: E l m e d i o d e 
i n c u b a c i ó n c o n t i e n e 1 0 u m o l e d e L - o r n i t i n a -
H C 1 ; 1 0 u m o l e d e c a r b a m i l f o s f a t o d e L i t i o ; 
9 0 u m o l e b u f f e r g l i c e r a t o d e s o d i o p H 8 ,0 ó 
5 0 u m o l e d e b u f f e r T r i s - H C l p H 8 , 0 ; s u s p e n 
s i ó n d e u r e a s a e n b u f f e r T r i s - H C l p H 8 ,0 , 
0 , 0 2 0 M . 3 m g p o r t u b o . E l v o l u m e n t o t a l d e 
i n c u b a d o f u e 1,5 m i . L a r e a c c i ó n s e d e t u v o 
c o n 4 m i d e á c i d o p e r c l ó r i c o 0 ,8 M . L a d e 
t e r m i n a c i ó n s e r e a l i z ó p r e i n c u b a n d o 2 0 m i 
n u t o s c o n u r e a s a b u f f e r T r i s y o r n i t i n a , a l 
c a b o d e e s t e t i e m p o s e a g r e g a b a e l c a r b a m i l 
f o s f a t o d e l i t i o y s e i n c u b ó n u e v a m e n t e d u 
r a n t e 3 0 m i n u t o s . L a a c t i v i d a d s e o b t u v o p o r 
l a d i f e r e n c i a d e la c a n t i d a d d e c i t r u l i n a f o r 
m a d a e n e l t u b o i n c u b a d o 3 0 m i n u t o s y e l 
t e s t i g o c o r r e s p o n d i e n t e a l i n s t a n t e d e a g r e g a r 
e l c a r b a m i l f o s f a t o . A e s t e r e s u l t a d o s e r e s t a 
e l v a l o r d e l a a c t i v i d a d n o e n z i m á t i c a . P a r a 
e s t e o b j e t o s e i n c l u í a n d o s t u b o s q u e c o n t e 
n í a n s ó l o s u b s t r a t o p r o c e s a d o s e g ú n l a s c o n 
d i c i o n e s a n t e r i o r e s . 

4 . Sistema arginino sintetasa: L a m e d i c i ó n 
s e r e a l i z ó e n p r e s e n c i a d e u n e x c e s o d e a r g i 
n a s a , p a r a c o n v e r t i r la a r g i n i n a f o r m a d a e n 
u r e a . E l m e d i o d e i n c u b a c i ó n c o n t i e n e s e g ú n 
B r o w n y C o h e n ( 1 9 ) : 5 ¡xmole d e L - c i t r u l i -
n a p H 7; 5 u m o l e d e L - a s p á r t i c o p H 7; 5 u m o -
l e A T P p H 7 , 3 5 ; 5 u m o l e d e s u l f a t o d e m a g 
n e s i o ; a r g i n a s a h e p á t i c a d e b o v i n o 0 , 6 m g p o r 
t u b o ; 5 0 u m o l e d e f o s f a t o d e p o t a s i o p H 7 . 3 . 
S e p r o b ó l a a c t i v i d a d d e l e x t r a c t o S , . S e i n 
c u b ó 1,5 m i d u r a n t e 1 h o r a a 3 8 ° C . L a r e a c 
c i ó n s e d e t u v o c o n 2 m i d e á c i d o p e r c l ó r i c o 
2 N . L a a c t i v i d a d s e e x p r e s ó e n m i c r o m o l e s 
d e u r e a f o r m a d a p o r h o r a y g r a m o d e c e r e 
b r o ( p e s o h ú m e d o ) . 
5. L-argininosuccinato-argininaliasa: E l m e 
d i o d e i n c u b a c i ó n c o n t e n í a á c i d o a r g i n i n o s u c -
c í n i c o l i b r e p r e p a r a d o s e g ú n R a t n e r ( 3 4 ) d e 
s u s a l d e b a r i o , u t i l i z a n d o e n l a i n c u b a c i ó n 
a p r o x i m a d a m e n t e 4 u m o l e ; 5 0 u m o l e b u f f e r 
f o s f a t o d e p o t a s i o p H 7 , 3 ; a r g i n a s a h e p á t i c a 
d e b o v i n o 0 ,6 m g p o r t u b o . E l v o l u m e n t o t a l 
d e l i n c u b a d o f u e d e 1,5 m i . L a i n c u b a c i ó n s e 
m a n t u v o d u r a n t e 4 0 m i n u t o s a 3 8 ° C . S e d e 
t u v o l a r e a c c i ó n c o n 2 m i d e á c i d o p e r c l ó r i 
c o 2 N . 

6. L-arginina-urea hidrolasa: S e h a u t i l i z a 
d o e l m é t o d o d e G r e e n b e r g ( 2 1 ) c o n a l g u 
n a s m o d i f i c a c i o n e s r e l a t i v a s a l v o l u m e n d e 
i n c u b a d o y a l a d e t e r m i n a c i ó n d e u r e a , q u e 
s e r e a l i z ó e n e s t e t r a b a j o p o r u n a a d a p t a 
c i ó n d e l a t é c n i c a d e C r u z - C o k e et al. ( 2 9 ) . 

E l m e d i o d e i n c u b a c i ó n c o n t i e n e 4 2 5 u m o -
l e s d e L - a r g i n i n a - H C l p H 9 , 5 ; 0 , 0 5 m i s u l f a 
t o d e M n - m a l e a t o 0 ,1 M p H 7. V o l u m e n d e 
i n c u b a d o 1,5 m i . L a e n z i m a s e p r u e b a s o b r e 
l a p o r c i ó n d e s o b r e n a d a n t e S i y S 2 e n u n a 
m e z c l a 1 / 1 . L a d e t e r m i n a c i ó n s e r e a l i z a p r e 
i n c u b a n d o 3 0 m i n u t o s a 3 8 ° C c o n l a m e z c l a 
s u l f a t o d e M n - m a l e a t o . A l c a b o d e e s t e t i e m -

Síntesis de urea por cerebro de ratas 

normales 
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po se agrega la arginina, prolongándose la in
cubación 30 minutos. La reacción se detiene 
con 1 mi de ácido perclórico 2N. La activi
dad se establece por diferencia en la urea 
formada entre un tubo incubado 30 minutos 
y un tubo detenido al instante de agregar la 
arginina. 
7. La síntesis de citrulina a partir de carba-
milaspartato y ornitina se estudió en homo-
geneizado de encéfalo y en polvos acetónicos 
de hígado y cerebro de rata y buey según el 
¡método de Delia Pietra (14, 15). 
8. La urea se determinó mediante el método 
de Archibald (29) y la citrulina por el mé
todo de Archibald y Ratner (20) . 
9. Las proteínas se analizaron por el méto
do de Biuret (35) . 

Todas las determinaciones se efectuaron en 
duplicado aceptándose una variación no supe
rior al 5% en cada duplicado. 

RESULTADOS 

1. Síntesis neta de urea. Los resultados 
obtenidos con respecto a la síntesis neta 
de urea que aparecen en la Tabla II 
muestran que no se observó síntesis de 
urea a partir de amonio, bicarbonato y 
ATP en experimentos con homogeneiza-
dos de cerebro. 
2. Carbamilfosfato sintetasa: En ningu
no de los experimentos realizados por el 
método de Brown y Cohen se pudo de
tectar actividad de esta enzima en el ce
rebro. En cambio usando el método de 
Jones (9) se encontró una actividad ba
ja, pero discutible que no se observó 
cuando se repitió el procedimiento agre
gando ureasa al medio. 
3. Ornitincarbamil-transferasa: Tampoco 
se encontró actividad de esta enzima en 
ningún experimento con homogeneizados 
ni con polvos acetónicos de cerebro. 
4. Sistema arginino-sintetasa: La media 
de 10 determinaciones realizadas en ratas 
normales fue de 0,21 ± 0,06 umoles de 
urea por hora y gramo de cerebro, peso 
húmedo; para las ratas cirróticas el va
lor correspondiente fue 0,19 ± 0,05 umo
les. 
5. L-argininosuccinato-arginina-liasa: La 
actividad de la argininosuceinasa fue ba
ja, tanto en ratas normales como cirróti
cas, en relación con los valores publica
dos por otros autores. En el grupo normal 
la actividad (media fue de 1,47 ± 0,14 y 
en el cirrótico de 1,50 ± 0,10 umoles 
urea/hora/g cerebro, peso húmedo (Ta
bla III). 
6. L-arginina-urea-hidrolasa: La activi
dad arginásica cerebral en ratas normales 

T A B L A I I I 

Normales Cirróticas Normales Cirróticas 

1,8 1,6 0,043 0,064 
1,3 1,8 0,092 0,094 
1,2 1,4 0,032 0,044 
2,0 1,2 0,098 0,052 
1,4 1,3 0,051 0,042 
1,1 1,7 0,037 0,090 

*1,47± 1,50± 0,059± 0,064± 
0,14 0,097 0,012 0,001 

* Media aritmética ± su error tipleo. 

fue de 36,2 ± 1,82 .micromoles urea/ho
ra/g cerebro peso húmedo (actividad es
pecífica 1,52 =t 0,07 micromoles urea/ 
hora/mg proteína). En ratas cirróticas la 
actividad arginásica fue de 49,8 ± 2,4 
micromoles urea/hora/g (actividad espe
cífica micromoles urea/hora/mg proteína 
1,85 ± 0,24). La diferencia de actividad 
arginásica cerebral de ratas normales y ci
rróticas fue estadísticamente significativa 
(Tabla IV). 

7. Síntesis de citrulina a partir de ácido 

T A B L A I V 

Actividad específica de L-argininourea-hidro-

lasa cerebral en ratas normales y cirróticas 

(expresada en \x,mole de urea por hora) 

A c t i v i d a d e s p e c í f i c a 

Por g cerebro húmedo Por mg proteína 
Normales Cirróticas Normales Cirróticas 

49 58 1,5 1,9 
31 54 1,7 2,0 
30 63 1,1 2,4 
33 48 1,4 1,5 
37 56 1,7 2,1 
33 48 1,7 1,8 
40 45 1,5 1,7 
36 40 1,4 1,7 
37 42 1,7 1,7 

44 1,7 

*36,2± 49,8± 1,52± 1,85± 
1,82 2,4 0,07 0,24 

* Media aritmética ± su error típico. 

Actividad argininosuccinato-liasa en ratas 

normales y cirróticas (expresada en 

\imole de urea por hora) 

A c t i v i d a d e s p e c í f i c a 

Por g cerebro húmedo Por mg proteína 

file:///imole
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Pig. 1: Comparación de la síntesis de cltrullna a par
tir de carbamil-aspartato y omi t ina en polvos acetó
nicos de cerebro antes y después de agregar ornitincar-
bamiltransferasa (OCT), con la síntesis de citrulina en 
polvos acetónicos hepáticos sin adición de- OCT. Ex
tracto de polvo de acetona de cerebro o hígado, pre
parado extrayendo con buffer fosfato de potasio 0,050 
M pH 7.4; en la proporción de 1 g de polvo de acetona 
por 20 mi de buffer. Se preincuba 20 minutos con 
ureasa (suspensión en 0,020 m buffer de fosfato de po
tasio pH 7,4), 3 mg por tubo. Al cabo de este tiempo 
se agrega una mezcla que contiene: 50 mlcromoles de 
oarbamil D-L aspártico pH 7,3; 25 mlcromoles de L-or-
nitlna-HCl y 203 unidades de OCT, hígado de vacuno, 
preparado según Burnett y Cohen (30). Volumen de In
cubado 2,5 mi. La reacción se detiene con 4 uní de ácido 
perelórico 0,8 M. Cerebro: I substrato + polvo acetó
nlco de ceretoro + OCT. II substrato + polvo acetónlco 
de cerebro, s in OCT. Ill substrato solo. Hígado: subs
trato + polvo acetónlco. La síntesis de citrulina a 
partir de cartaamilaspártico y o m i t i n a se observa sólo 
en homogeneizados hepáticos. También en homogenei
zados d e cerebro a los cuales se agrega OCT previa

mente . 

carbamilaspártico y omitina: Delia Pietra 
y colaboradores han encontrado que el 

polvo acetónico de hígado sería capaz de 
realizar esta síntesis. 

Estudiamos esta reacción con polvos 
acetónicos de hígado y comprobamos sín
tesis de citrulina (Fig. 1). En cambio, en 
10 experimentos con polvos acetónicos de 
cerebro de rata y buey no obtuvimos sín
tesis en ausencia de OCT. Cuando esta 
enzima se agregó al medio de incubación, 
se observó síntesis y la reacción se desa
rrolló como en el hígado (Fig. 1) . 

DISCUSIÓN 

Nuestros resultados sugieren que el ce
rebro de las ratas es incapaz de inactivar 
amonio a través de la síntesis de urea. 
Esta posibilidad fue sugerida por Chal
mers (2) , basado en los trabajos de Sporn 
et al. (7) quienes demostraron liberación 
de urea in vivo por el encéfalo de ratas a 
las cuales se les administraba arginina 
1 B N. 

En nuestro estudio no hemos consegui
do reconocer síntesis de urea a partir de 
NH 3 , C 0 2 y ATP ni pesquizar actividad 
de carbamilfosfatosintetasa ni de ornitin-
carbamil-transferasa. 

Jones et al. han demostrado una peque
ña actividad de carbamilfosfato-sintetasa 
en homogeneizados de cerebro de rata. 
Obtuvimos resultados similares emplean
do el método preconizado por ellos, pero 
parece que la actividad de esta enzima 
que así se observaría constituye un arti
ficio de técnica causado por la urea en
dógena presente en el homogeneizado, la 
cual da una reacción eromógena con el 
reactivo para la citrulina, que provoca 
lecturas elevadas de los blancos. Apoya 
esta hipótesis el hecho de que después de 
agregar ureasa al medio de incubación no 
se registró actividad carbamilfosfatosinte
tasa y que tampoco se pudo reconocerla 
con el método de Brown y Cohen. Nues
tras determinaciones sólo han demostrado 
la presencia de arginasa, de argininsucci-
nato-liasa y del sistema arginino-sinteta-
sa. La actividad del sistema arginino-sin-
tetasa fue muy baja y difícil de medir, 
lo cual sugiere que aún si hubiera en el 
encéfalo síntesis de ornitina y carbamil
fosfatosintetasa, esta etapa sería limitan
te en la síntesis de urea. 

La actividad arginásica de los homoge
neizados de encéfalo de rata es importan
te y fácil de medir y ello explica la libe-
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T A B L A V 

ración in vivo de urea a partir de Argini-
na- 1 3 N observado por Sporn et al. (7) . 

La única diferencia encontrada entre 
las ratas normales y las ratas con cirrosis 
avanzada fue un aumento significativo de 
la actividad arginásica en los homogenei-
zados de cerebro de estas últimas (Tabla 
V) . No disponemos de informaciones que 
permitan explicar este aumento de la ar-
ginasa en el cerebro de las ratas enfermas. 

Es posible que la presencia de argina-
sa en el encéfalo intervenga en la regu
lación del metabolismo de la arginina en 
el cerebro impidiendo la formación exce
siva de ácido guanidoacético y guanido-
butírico. Estos coimpuestos, que son inhi
bidores de la transmisión neuronal y que 
han sido aislados en el encéfalo, se for
man por transamidinación de la argini
na (22, 23, 25). La arginina que intervie
ne en este proceso puede provenir de la 
dieta, de su biosíntesis en el hígado u ori
ginarse en el cerebro a partir de citruli-
na. Debe considerarse que en la rata ci-
rrótica la dieta hipoproteica empleada 
hace difícil pensar que el aumento de ar-
ginasa encontrada en el cerebro haya sido 
inducido sólo por la arginina de la dieta. 

En apoyo de la posibilidad que la argi
nina se origine en el cerebro a partir de 
citrulina o sea aportada por el hígado, es
tán las deficiencias enzimáticas hepáticas 
en el ciclo de la urea descritas en el coma 
hepático endógeno y el aumento de citru
lina en la sangre descrito en este síndro
me (24, 28). 

No hemos observado en el cerebro de 
ratas la formación de citrulina por trans-

carbamilación directa de la ornitina por 
el ácido carbamilaspártico descrita por 
autores italianos en el hígado. En cambio, 
hemos comprobado que esta reacción ocu
rre en presencia de polvos acetónicos de 
hígado de rata y vacuno. 

Estos hechos sugieren que la síntesis de 
citrulina comunicada por esta vía en el 
hígado por Delia Pietra et al., no sea una 
transcarbamilación directa, sino la resul
tante de dos fases en las que intervienen 
respectivamente la aspartilcafbamil-trans-
ferasa y la ornitincarbamil-transferasa, 
enzimas que existen en el hígado, mien
tras que la última falta en el cerebro (15, 
33). Estas fases son las siguientes: 
1. Carbamil aspártico + Pi Aspárti-

co + Carbamil-P 
2. Carbamil-P + Ornitina -» Citrulina 

+ Pi 
Crokaert y Baroen empleando substratos 
radiactivos y otras técnicas de determi
nación (cromatográficas y radiocromato-
gráficas) no han conseguido verificar la 
formación de citrulina a partir de carba
milaspártico y ornitina en presencia de 
'homogeneizados de hígados (3i4). Ellos 
atribuyen esta discrepancia con los resul
tados de Delia Pietra a la inespecificidad 
de los métodos colorimétricos de análisis 
de la citrulina, los cuales dan reacción 
coloreada también con urea y alantoina. 
Por lo tanto, la aparente formación de ci
trulina que se observaría en esta expe
riencia en polvos acetónicos de hígado y 
de cerebro adicionados de OTC podría co
rresponder a un artificio de técnica. 

En todo caso, estos resultados demos
trarían que en el cerebro de rata no ope
rarían los mecanismos de formación de 
citrulina propuestos para la formación de 
urea. 

Los resultados discutidos permiten con
cluir que el cerebro de la rata no sería 
capaz de sintetizar urea a través del ciclo 
ureogénico y sólo es posible observar en 
él liberación de urea a partir de citruli
na o de arginina. Estos resultados con-
cuerdan con los comunicados por Englert 
(27), quien no consiguió observar sínte
sis de urea en el cerebro de perros en 
coma hepático. 

SUMMARY 

Formation of urea from arginine- 1 5N 
has been demonstrated in vivo in normal 
rat brain by Sporn et al. In this study net 

Enzimas del ciclo ureogénico en el cerebro 

de ratas normales y cirróticas. Las 

actividades se expresan en ¡imoles 

de urealhora/g tejido húmedo 

E n z i m a s N o r m a l e s C i r r ó t i c a s 

C a r b a m i l f o s f a t o 

s i n t e t a s a 0 0 

L - o r n i t i n a c a r b a m i l -

t r a n s f e r a s a 0 0 

S i s t e m a a r g i n i n o -

s i n t e t a s a 0 , 2 1 ± 0 , 0 7 0 , 1 9 ± 0 , 0 5 

A r g i n i n o - s u c c i n a t o -

l i a s a 1 , 4 7 ± 0 , 1 4 1 , 5 0 + 0 , 0 9 7 

L - a r g i n i n a - u r e a 

h i d r o l a s a 3 7 , 0 4 ± 2 , 3 2 4 9 , 6 4 ± 2 , 3 2 
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synthesis of urea from ammonia, the level 
of urea cycle enzymes and alternate path
ways of urea synthesis suggested by Ita
lian workers have been investigated in 
the brain of normal and cirrhotic rats. 

Advanced dietary cirrhosis histologically 
proven was produced in rats with the 
method described by Hoffbauer e t al. 
(Table I ) . 

Synthesis of urea from NH 3 was not 
demonstrated and no activity of carbamil-
phosphate synthetase and ornithine car-
bamyltransferase was detected (Table 
ID. 

A low argininesynthetase activity aver
aging 0.21 ± 0.06 micromoles of urea per 
hour and gram of brain (wet weight) was 
found. A slightly higher activity of argi-
ninosuccinase (mean: 1.47 ± 0.14 in nor
mal rats brain and 1.50 ± 0.10 micro-
moles of urea per hour and gram wet 
weight in cirrhotic rat brain) was recor
ded (Table III). 

Cirrhotic rats differed from normals on
ly in a significantly higher L-arginine 
ureohydrolase activity averaging 49.8 ± 
2.4 micromoles of urea per hour and gram 
of brain (wet weight), (Table IV), against 
36.2 ± 1.82 in normal rats (p < 0.001). 

No synthesis of citrulline in the brain 
through the reaction of carbamylaspar-
tate and ornithine in the absence of or
nithine cartbamyltransferase was obser
ved. (Fig. 1). 

Our results suggest that urea synthesis 
in the brain of normal and cirrhotic rats 
is only possible from citrulline and spe
cially from arginine. A higher arginine-
ureohydrolase activity in the brain of 
cirrhotic rats was shown. 
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C A C C I N I , S . — G i o r n . B i o c h i m . 6 : 3 3 7 , 
1 9 5 7 . 

1 5 . — D E L L A P I E T T R A , G . , R O G L I A N I , E . , P R O -
C A C C I N I , S . y R O G L I A N I , C . — B o l l . S o c . 
I t a l . B i o l . S p e r . 3 3 : 7 7 1 , 1 9 5 7 . 

1 6 . — D E L L A P I E T R A , G. y D E L O R E N Z O , F . — 
G i o r n . B i o c h i m . 1 0 : 4 6 8 , 1 9 6 1 . 

1 7 . — C O H E N , P . P . y S A L A C H , H . J . — I n M e 
t a b o l i c P a t h w a y s , v . 2 p . 5 3 . 1 9 6 1 . N e w 
Y o r k . 

1 8 . — S A K I , F . J . , B A R N U M , C. P . y H O F F B A U E R , 
F . W . — A r c h . P a t h o l . 6 8 : 1 7 1 , 1 9 5 9 . 

1 9 . — B R O W N , G. W . y C O H E N , P . P . — J . B i o l . 
C h e m . 2 3 4 : 1 7 6 9 , 1 9 5 9 . 

2 0 . — R A T N E R , S . I. — E n " M e t h o d s i n E n z y -
m o l o g y " ( C o l l o w i c k , S . , K a p l a n , N . O. 
e d s . ) v . 1 2 . p . 3 5 8 . A c a d e m i c P r e s s . 1 9 5 5 . 
N e w Y o r k . 

2 1 . — G R E E N B E R G , D . — E n " M e t h o d s i n E n z y -
m o l o g y " ( C o l l o w i c k , S . , K a p l a n , N . O. 
e d s . ) v . 2 . p . 3 6 8 . A c a d e m i c P r e s s . 1 9 5 5 . 
N e w Y o r k . 

2 2 . — W A E L S H , H . y L A J T H A , A . — P h y s i o l . 
R e v . 4 1 : 7 0 9 , 1 9 6 1 . 

2 3 . — P I S A N O , J . J . y U D E N F R I E N D , S . — F e d . 
P r o c . 1 7 : 4 0 3 , 1 9 5 8 . 

2 4 . — P E A R L , D . C. y M c D E R M O T T , W . V . — 
P r o c . S o c . E x p . B i o l . M e d . 9 7 : 4 4 0 , 1 9 5 8 . 

2 5 . — E D W A R D S , C. y K U F F L E R , S . W . — • J . N e u 
r o c h e m . 4 : 1 9 0 3 , 1 9 5 9 . 

2 6 . — E N G L E R T , E . — G a s t r o e n t e r o l o g y 4 4 : 4 8 2 , 
1 9 6 2 ( a b s t . ) . 

2 7 . — I T U R R I A G A , H . , P I Z Z I , T . , U G A R T E , G. y 
L O R C A , F . — B i o l ó g i c a 3 5 : 3 3 , 1 9 6 3 . 

2 8 . — U G A R T E , G. , P I N O , M . E . , V A L E N Z U E L A , J . 
y L O R C A , F . — G a s t r o e n t e r o l o g y 4 5 : 1 8 2 , 
1 9 6 3 . 

2 9 . — C A B E L L O , J . — L a A r g i n a s a H e p á t i c a . 
1 9 5 5 . U n i v e r s i d a d d e C h i l e . S a n t i a g o . 

3 0 . — B U R N E T T , G . H . y C O H E N , P . P . — J . B i o l . 
C h e m . 2 3 9 : 3 3 7 , 1 9 5 7 . 

3 1 . — T I S E L I U S , A . , H J E R T E N , S . y L E V I N , O . • — 
A r c h . B i o c h e m . B i o p h y s . 6 5 : 1 3 2 , 1 9 5 6 . 

3 2 . — - U M B R E I T , W . W . , B U R R I S , R. H . y S T A U F -
F E R , S . F . — M a n o m e t r i c T e c h n i q u e s , 
B u r g e s s P u b l i s h . C o . M i n n . U . S . A . 1 9 6 7 . 

3 3 . — L O W E N S T E I N , J . M . y C O H E N , P . P . — J . 
B i o l . C h e m . 2 2 0 : 5 7 , 1 9 5 6 . 

3 4 . — C R O K A E R T , R. y B A R O E N , J . P . — B u l l . 
S o c . C h k n . B i o l . 4 6 : 6 8 7 , 1 9 6 5 . 

3 5 . — G O R N A L L , A . G. , B A R D A W I L L , C. L . y D A 
V I D , M . M . — J . B i o l . C h e m . 1 7 7 : 7 5 1 , 
1 9 4 9 . 


