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1. PREAMBULO

Este trabajo de Tesis consta de tres partes. La primera
estudia los mecanismos metabélicos que hacen que, tras la
administracién de una dosis elevada de un aminoacido, se
produzca la excrecidén de cantidades elevadas de &acido orético
[1j. Nuestrqs_estudips demuestran.que‘dichg_excrecién‘se debe
a la acumulacién en el higado de niveles muy elevados de
carbamil fosfato procedente del ciclo de la urea, y reflejan
el hecho de que el sequndo enzima mds activo de este ciclo,
la ornitina transcarbamilasa [2], puede de hecho limitar la
actividad del ciclo "in vivo", subrayando la importancia de
las diferencias entre los ensayos de actividad enzimatica "in
vitro" y la actividad real de 1los enzimas en su locus

natural.

Tal situacién tiene su correlato clinico en las
deficiencias de ornitina transcarbamilasa humana dque son
objeto de la tercera parte de esta Tesis. Como se vera, los
enfermos estudiados presentan actividades de este enzima,
medidas en el tubo de ensayo, que son comparables a las de
los enzimas menos abundantes del ciclo. Sin embargo, los
enfermos fueron diagnosticados por su dificultad en
metabolizar el amonio, y, como se verd en una de las
familias, s6lo uno de los varones afectados sobrevive. En
esta tercera seccidén de la memoria de Tesis describimos por
primera vez una nueva mutacién en el gen de la ornitina

transcarbamilasa humana, en dos familias no relacionadas.




Presenta esta mutacién la peculiaridad de ser la misma que se
ha descrito previamente en una cepa de ratones deficientes en
ornitina transcarbamilasa, los ratones "sparse-fur/abnormal
skin and hair" (spf-ash). Estos ratones son pues modelos
Gtiles para el estudio de la fisiopatologia de este déficit
congénito, como se discute en esta seccidén de la memoria de

Tesis.

La segunda seccidén de esta memoria de Tesis se ocupa de
uno de los determinantes mads importantes de la generacién de
carbamil fosfato, el N-acetil-L-glutamato, activador esencial
del primer enzima del ciclo de 1la urea (carbamil fosfato
sintetasa). Aquli nos ocupamos, sin embargo, de acetil-
glutamato "ectépico", es decir, localizado en el sistema
nervioso, donde no hay carbamil fosfato sintetasa. Este fue
un hallazgo sorprendente, ya que en mamiferos no se conoce
otra funcidén del acetilglutamato que activar 1la carbamil
fosfato sintetasa I. Investigamos aqui el origen vy

metabolismo de este compuesto en el sistema nervioso.

NOTA: La bibliografia de esta seccién se incluye en la de la

seccidn siguiente.



2. ACIDURIA OROTICA EXPERIMENTAL:

DETERMINANTES METABOLICOS DE LA

ACUMULACION DE CARBAMIL FOSFATO.



2.1 INTRODUCCION

La figura 2.1 esquematiza el ciclo de la urea, y 1la 2.2
ilustra 1los niveles relativos de los cinco enzimas clasicos
de este ciclo, en el higado humano y de rata, en condiciones
de alimentacidén normal. Los - niveles de enzimas se
determinaron en homogeneizados,. en ensayos que aproximan’_
'cbﬁdiéibﬁés de Vmax [2]. La. fiecha horizontal para el higado
humano ilustra la actividad requerida del ciclo para 1la
excrecidén normal diaria de urea en el hombre alimentado con 1

g de proteina por Kg de peso corporal, por dia.

Queda claro a partir de 1la fiqura 2.2 que existe una
considerable reserva funcional del ciclo de la urea, ya que
las actividades maximas de los enzimas son muy superiores a
las necesidades diarias de excrecidén de urea. Sin embargo, si
se considera que, al menos en el hombre, el aporte
nitrogenado se distribuye principalmente a 1lo largo del dia
en 2-4 comidas, y considerando un periodo de absorcidn
postprandial de unas 2-3 horas, el aporte nitrogenado a
convertir en urea requiere de una actividad efectiva del
ciclo 3-6 veces mayor, durante el periodo postprandial, 1lo
que corresponde aproximadamente al 80% de 1la actividad
argininosuccinato sintetasa, el enzima menos activo del

ciclo, en el higado humano [2].

El segundo punto a destacar de 1la fiqura 2.2 es la

existencia, desde el punto de vista de la actividad maxima,
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Figura 2.1. Ciclo de 1la wurea. El signo (+) inscrito en un
circulo representa activacién. La doble 1linea discontinua
representa la doble membrana mitocondrial. CPS: carbamil
fosfato sintetasa; OTC: ornitina transcarbamilasa; ASS:
argininosuccinato sintetasa; ASL: argininosuccinato liasa;

AS: arginasa; AGS acetilglutamato sintetasa.
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diaria de urea en el hombre alimentado diariamente con 1 g de
proteina por Kg de peso corporal.



de dos grupos de enzimas. El primer grupo incluye a 1la
carbamil fosfato sintetasa, argininosuccinato sintetasa y
argininosuccinato liasa, tres enzimas con actividades en el
higado humano entre 5 y 12 moles de producto/dia [2]. Por
contraposicién, los otros dos enzimas, ornitina trans-
carbamilasa y arginasa, exhiben valores de Vmax unas 20 y 300
veces mayores, respectivamente. A partir de este dato habria
que suponer due la siqtesis ‘de urea viene limitada
ﬁéfmalmente por. algunb de los tres pasos menos activos, y

nunca por ornitina transcarbamilasa o arginasa.

La figura 2.3 ilustra el hecho de que el primer paso del
ciclo, catalizado por la carbamil fosfato sintetasa, requiere
de la presencia de un activador aléstérico, el N-acetil-L-
glutamato [3,4], y que las fluctuaciones fisioldégicas de este
activador [5], representadas en la abscisa, son importantes
en determinar cudl es 1la actividad real de 1la carbamil
fosfato sintetasa en el tejido, independientemente del Kp del
enzima para este activador. El acetilglutamato se sintetiza a
partir de glutamato y acetil CoA por un enzima con valores de
Km elevados para ambos sustratos [5,8]. Ademds, el acetil-
glutamato sufre un recambio rédpido, en el rango de minutos
[9]. Ambas propiedades determinan que fluctue ampliamente en
periodos breves de tiempo y sea un buen sensor, a través de
los niveles hepaticos de glutamato, del grado de sobrecarga

nitrogenada [10-13].

Combinando todos estos datos, puede pensarse que el

control del ciclo se ejerce primariamente en periodos de
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Figura 2.3. Estimacién tedrica de la fraccién de carbamil

fosfato sintetasa en la forma de complejo enzima-acetil-

glutamato. Calculada a partir de la reaccidén E + AG <--->
EAG, para una concentracién de enzima de 0.82 mM [7] y el
rango de concentraciones indicadas de acetilglutamato (AG)
total (libre + ligado) en la matriz mitocondrial. Se ha usado
un valor de 0.06 ml para el volumen de agua en la matriz/g de
higado [6]). Se han utilizado para los calculos varios
valores de Ko (constante de disociacidén) dentro de limites
razonables ([3,4]. Se ha indicado entre 2 flechas el rango

fisiolégico de acetilglutamato [5].



escasa sobrecarga nitrogenada a nivel del primer paso,
mediante dos mecanismos primordiales: el reducido aporte de
sustrato, (el amonio) y el bajo nivel de acetilglutamato. Sin
embargo, en los periodos absortivos, de maxima sobrecarga
nitrogenada, hay que esperar elevados niveles de acetil-
glutamato, y por tanto 1la quasi-saturacién de la carbamil
fosfato sintetasa por el activador [5,10,13]. Dado el Km de
este enzima para el'amqniq (aproximadamente 1 mM [13]) y. los.
hi?éies de este metébblito en sangre portal (=0.9 mM, [14])
también hay que esperar en esta fase que el enzima funcione
al menos a la mitad de su Vmax. Por tanto en estas
condiciones hay que esperar que el paso limitante sea 1la
sintesis de argininosuccinato, produciéndose, como
consecuencia de la relacién entre las actividades carbamil
fosfato sintetasa y ornitina transcarbamilasa (21, 1la

acumulacidén de citrulina.

Obscurece algo este cuadro relativamente simple 1la
compartimentacién del ciclo de la urea [15,16] y 1la
insuficiente informacién existente sobre 1la velocidad de
transporte de ornitina y citrulina dentro y fuera de la
mitocondria, habiéndose planteado la posibilidad de que dicho
transporte limite la velocidad de operacién del ciclo
[17,18]. Precisamente este trabajo de Tesis se ocupa de
situaciones en que es posible que la utilizacién de carbamil
fosfato por la ornitina transcarbamilasa limite la velocidad
del ciclo, lo que puede implicar tanto un aporte de ornitina
a la mitocondria inadecuado como a la reaccién misma de 1la

ornitina transcarbamilasa.



La ornitina transcarbamilasa (OTC) limita la velocidad
del ciclo en los déficits congénitos de este enzima ([19-21].
Como se verad en el dltimo capitulo de esta memoria de Tesis,
para una actividad residual OTC comparable a 1la de los
enzimas menos abundantes del ciclo de la urea hay manifes-
taciones clinicas importantes de deficiencia. Estas manifes-
taciones incluyen, ademas de la hiperamoniemia }y,un,bajpl
ﬁivél dé citfuliha,.la ékcreéién dé cantidades muy elevadas
de a&acido orético. La figura 2.4 ilustra el mecanismo de esta
aciduria orética. La acumulacién de carbamil fosfato intra-.
mitocondrial determina su salida de 1la mitocondria, siendo
utilizado en el citosol en una sintesis de pirimidinas
excesiva al haber cortocircuitado el paso limitante
normalmente en esta sintesis, la sintesis de carbamil fosfato
por la carbamil fosfato sintetasa II (CPS II). Esta CPS es
citosb6lica y estd presente en el higado a un nivel uaas 1000
veces menor al de la CPS mitocondrial [22,23]. En caalquier
caso, la sintesis excesiva de pifimidinas a partir de
carbamil fosfato mitocondrial es abortiva ya que resulta en
la acumulacién de orotato, que escapa a la orina, donde
aparece a elevada concentracidén en estos déficits congénitos

de ornitina transcarbamilasa [19-21].

Pero la excrecidén de orotato no sélo se da en «casos en
que la OTC se encuentra disminuida en alto grado por un
déficit congénito. La alimentacién con una dieta exenta de
arginina, ornitina y citrulina [24-26], la administracién de

una sobrecarga de cualquier aminodcido distinto a los

10
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decarboxilasa | @
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Figura 2.4. Mecanismo de la aciduria ordética cuando existe un

déficit de ornitina transcarbamilasa. Se ilustra también el

mecanismo de inhibicidén de la ruta de sintesis de pirimidinas
por el alopurinol y sus metabolitos. CPS: carbamil fosfato
sintetasa; ATC: aspartato transcarbamilasa; PRPP: fosfo-
ribosil pirofosfato; OTC: ornitina transcarbamilasa. El signo
menos incluido en un circulo indica inhibicién. La linea
horizontal en el paso catalizado por la OTC indica déficit de

este enzima.
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anteriores [1,27], o la hiperamoniemia por administracién de
amonio o de ureasa [1,28-32] inducen aciduria orética. El
mecanismo de la aciduria orética causada por la alimentacién
sin arginina, ornitina o citrulina puede entenderse en forma
simplista suponiendo que, en el pico de sobrecarga
nitrogenada postprandial, las demandas de ornitina para el
funcionamiento del ciclo no pueden suplirse por la sintesis
endégena_de este aminoécido.y.que,.como,cpnsecuencia,,vexiste
un déficit funcional de actividad OTC. Sin embargo, en
experimentos previos de nuestro laboratorio, el nivel de la
ornitina total hepatica solo disminuyé a la mitad en estas
condiciones, mientras que el nivel de carbamil fosfato
aumenté entre 10 y mds de 100 veces [24]. Por tanto hay que
pensar que los niveles hepaticos de ornitina no reflejan el
nivel de este aminodcido accesible a la ornitina trans-
carbamilasa, lo que en dltimo término puede implicar al

proceso de transporte de ornitina a la mitocondria [17,18].

Aqui examinamos otra situacién experimental dque se
acompafta de  aciduria  orética, la inducida por la
administracién de una sobrecarga de un aminoacido,
superpuesta a la ingestién de una dieta normoproteica, en que
se utiliza una proteina de alto valor nutritivo (caseina),
que contiene arginina (4.2% de los aminodcidos de la caseina,
[33]). En esta situacién los determinantes metabdlicos de la
aciduria orética son, a primera vista, mads complejos que en
el caso de la supresién de la arginina de la dieta. Aunque la
interpretacién mi&s sencilla es que la aciduria ordtica debe

estar causada por una desproporcién entre el suministro de
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nitrégeno a metabolizar y el de los aminoAcidos reclclados'en
el ciclo de 1la urea (ornitina, citrulina, y srgimina), las
razones de esta desproporcién pueden buscarse no solo en la
estequiometria del ciclo como en las posikilidades de
inhibicién por otros aminodcidos de pasos del ciclo de la
urea ulteriores a la sintesis de carbamil fosfato, incluyendo
v
el transporte mitocondrial de ornitina-citrulina (34-38]. En
dltima instancia también consideraremos §QP1_‘ Y
déSéaftAieﬁoé; 'lé aéoéibilidad de Que‘la aciduriavorética se
deba a un aumento de la sintesis de carbamil fosfato
citosdlico por la CPS II, como consecuencia de un nivel méas
elevado de glutamina. Diferimos para apartados ulteriores la
discusién de estas cuestiones, que tan sélo hemos enumerado

aqui en forma sumaria.

En realidad existe un buen nimero de preguntas que quedan
por responder en torno a la aciduria orética inducida por
aminodcidos y que nos planteamos -y cuando ha sido posible,

respondemos- aqui:

1) ¢Es con toda sequridad la aciduria orética el resultado de

acumulacién de carbamil fosfato mitocondrial?. Ya se ha

mencionado antes la posibilidad de que fuera debida a una

génesis aumentada de carbamil fosfato citosdlico.

2) ¢Es el higado el érgano responsable de la generacidén del

orotato que se excreta?. Hay que recordar que la mucosa

intestinal es el otro tejido con capacidad de sintesis de

carbamil fosfato mitocondrial, utilizdndose normalmente este
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carbamil fosfato para 1la sintesis "de novo" de arginina,
mediante la cooperacién entre el intestino que exporta
citrulina, vy el rinén, que 1la importa, la convierte en

arginina, y exporta la arginina [39].

Experimentos recientes de terapia génica en ratones con
déficit congéntito de OTC han planteado la posibilidad de
que, en esta defiqiengia; ~sea el intestino delgado el.
fésponsable de‘la produccién ‘del orotato [40]. Esta es una
cuestidn de abordaje dificil. A la postre, sin actividad OTC
intestinal no hay sintesis "de novo" de arginina, y los
experimentos en que se restringe el aporte de arginina
demuestran la importancia del aporte de este aminoacido en la
generacidén de de la aciduria orética. La ausencia de sintesis
intestinal de citrulina en realidad disminuye el aporte de
arginina y podria resultar en una desproporcién entre el
aporte nitrogenado 'y la disponibilidad de arginina.
Precisamente nuestros experimentos investigan la importancia
de este tipo de desproporcién y permiten concluir que el

higado produce la mayoria del orotato excretado.

3) éCudl es la relacién temporal entre 1la acumulacién de

carbamil fosfato y de orotato? ¢Existe una proporcionalidad

directa entre los niveles de ambos compuestos?. Abordaremos

aqui ambas cuestiones, mediante las determinaciones seriadas
en el tiempo de ambos metabolitos en el higado. Como se vera,
nuestros resultados demuestran un curso temporal similar, y
la saturacién del proceso de sintesis de orotato a partir de

ciertos niveles de carbamil fosfato.
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4) ¢Qué importancia relativa tienen los cambios en la

actividad CPS v en la actividad OTC "in situ" en la

acumulacién de carbamil fosfato?. Esta cuestién se investiga

aqui mediante la determinacién de amonio, acetilglutamato y
ornitina hepaticos. Diferimos a mas adelante la discusidén de

estas cuestiones.

5) ¢Pueden explicarse en forma sencilla los cambios en el

nivel de acetilglutamato, el activador de la CPS al

administrar la dosis del aminodcido?. Los niveles de acetil-

glutamato desempefian un papel clave en el control del flujo a
través del ciclo de la urea. Por ello es importante entender
los determinantes metabdlicos de sus cambios de nivel y ello

se intenta, "in vivo", en nuestro trabajo.

6) iComo cambian los niveles de amonio y de aspartato tras la

administracién del aminodcido?. El aporte del nitrégeno a

convertir en urea sucede como amonio y como aspartato. Los
niveles de ambos compuestos son factores importantes due
condicionan el flujo a través de dicho ciclo. Por ello hemos
investigado los niveles de ambos compuestos, y nos hemos
cuestionado experimentalmente, cuando ha sido factible,

mecanismos de sus cambios de nivel.

7) ¢Causa la administracién del aminodcido bloqueos en el

ciclo de la urea y en qué punto y mediante qué mecanismo

tienen lugar estos bloqueos, caso de producirse?. Se

investiga esta cuestién estudiando los cambios en los niveles
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de los diferentes compuestos intermedios del ciclo de la
urea, a diferentes tiempos tras la administracién del

aminoacido.

Hay dos puntos adicionales que deseamos resaltar en esta
introduccién. Uno de ellos es la caracteristica positiva de
este trabajo de constituir un estudo "in vivo". La mayor
parte de loé estudios previos sobre el control del ciclo de
la urea vy sobre los determinantes metabélicos’ de la
produccidén de &cido ordtico se han realizado en preparaciones
derivadas del higado del animal objeto de estudio: cortes de
tejido, células aisladas, homogeneizados u organulos aislados
[6,13,41,42]. Estos estudios adolecen del problema de que es
posible que en ellos el aporte de metabolitos difiera
dramiaticamente del que tiene lugar en el tejido del animal
vivo. Los estudios realizados pre&iamente sobre aciduria
orética en animales vivos, con la excepcién del realizado
previamente en este laboratorio [10,24], se han limitado en
general, al anédlisis de 1los excretas y del plasma y al
estudio del balance metabdlico global del animal
experimental. Sin embargo, nosotros investigamos las concen-
traciones de metabolitos presentes en el tejido en el momento
mismo en que se interrumpe | sGbitamente la actividad
metabdlica del tejido mediante el procedimiento del crio-
pinzado [43]. Esta estrategia no introduce més variables en
el modelo experimental que aquellas objeto de estudio
sistemdtico. Cuando de las observaciones realizadas por este
procedimiento experimental se pueden derivar conclusiones

incontrovertibles, estas conclusiones son aplicables
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inmediatamente a la fisiologia del animal experimental, sin

requerir extrapolacién o suposicién alguna.

Sin embargo, estos estudios adolecen de la debilidad de
no permitir investigar la  compartimentacién de 1los
metabolitos estudiados. E1l higado es un sistema compleijo,
constituido por hepatocitos y otros tipos de células (de
Kupfer y endoteliales, fundamentalmente)f Los hepatoqitos
difiefeﬁ éﬁ sus propiedadés depehdiéndo de su localizacidén en
el lobulillo hepatico, siendo menos ureogénicos cuanto mas se
apartan de los vasos portales y se aproximan a la venula
centrolobulillar, inmediatemente alrededor de 1la cual los
hepatocitos son incapaces de sintetizar urea y sintetizan
activamente glutamina ([15,16]. Las concentraciones de
metabolitos determinadas aqui son necesariamente la media
ponderada de los niveles en los diferentes compartimentos:
diferentes tipos celulares y diferentes organulos sub-
celulares. No existe forma simple de cortocircuitar esta
debilidad en estudios en animales vivos, mientras que en
estudios con hepatocitos aislados si existen procedimientos
rapidos de separacidén, al menos, de citosol y mitocondrias.
Aunque para Organos completos se describieron procedimientos
de fraccionamiento en solventes organicos, tras la
eliminacidén del aqua, que supuestamente permitian la
separacién de diferentes organulos sin redistribucidén o
pérdida de metabolitos, estos procedimientos son engorrosos y
su validez no se ha demostrado concluyentemente [44]. Una
alternativa es en ocasiones la resonancia magnética nuclear

[45]. Cuando el metabolito a estudiar posee grupos ionizables
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en diferente estado de ionizacién dependiendo de su
localizacidn en la célula -es decir, dependiendo del pH del
compartimento en que se encuentre- es posible determinar la
concentracidn del metabolito en cada compartimento por
resonancia magnética, si el metabolito estéd presente a una
concentracién llo bastante elevada Yy es identificable
mediante NMR. No hemos utilizado esta técnica aqui por no
disponer de medios adecuados para abordarla, yAtgmbién por
‘dificﬁlfédés‘ihfrinéécéé.defi&adas de la concentracién de 1la
mayoria de los metabolitos estudiados. AdGn asi, las
concentraciones de carbamil fosfato observadas aqui deben
poder detectarse directamente mediante NMR, y esta técnica

debe permitir establecer qué fraccidén de carbamil fosfato

estd en la mitocondria y cudl es citosdlica.

Como se vera, ain sin datos sobre compartimentacién,
nuestros resultados permiten formarse una idea seguramente
bastante certera sobre 1los mecanismos subyacentes a la

aciduria ordética inducida por aminoacidos.
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2.2 MATERIALES

2.2.1 Productos quimicos

Acido orético, glicina, L-alanina, L-ornitina y carbamil
fosfato (sal dilitica) se obtuvieron de Sigma. La resina de
intercambio catidénico AG 50W-X8 (forma H*) y la de inter-
cambio anidénico AG 1-X8 (forma acetato), ambas de tamafio de
malla 200-400, se obtuvieron de Bio Rad. El agua desionizada
se prepardé mediante un sistema Milli-Q (Millipore) y su
resistividad fue siempre superior a 10 megaohmios (cerca de
18 generalmente). Las soluciones empleadas para cromatografia
liquida de alta eficacia fueron filtradas a través de
membranas Millipore de 0.22 um de didmetro de poro, mediante
succidn por trompa de agua, y fueron degaseadas

posteriormente a baja presién.

Na='*CO= (55 Ci/mol) y L-[carbamil-**C]citrulina (55
Ci/mol) se obtuvieron de Amersham y L-[2,3-®H]Jornitina (55
Ci/mmol) de New England Nuclear. Antes de usar la ornitina se
purificé usando una columna de intercambio catiénico AG 50W X
8 de 0.1 ml preparada en una jeringuilla de insulina. Tras
aplicar la ornitina a la columna, se lavé la columna
sucesivamente con 0.2 ml de HC1 10 mM, 2 ml de piridina al
10% y 0.2 ml de HC1 1.5 M y se eluyd la ornitina con 0.2 ml
de HC1 6 M. Este eluido se secé bajo vacio sobre pentdéxido de
fésforo y NaOH y se redisolvié en 0.2 ml de HC1 10 mM,
conservandose a 4°C hasta su uso (<1 mes). El [**C]carbamil

fosfato (55 Ci/mol), preparado con carbamil fosfato sintetasa
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a partir de NaH'*CO~s (55 Ci/mol), fue suministrado por el

Dr. Vicente Rubio [24].

La carbamil fosfato sintetasa de higado de rata
(actividad especifica 30 pmoles de carbamil fosfato/mg
proteina en 15 min a 37°C), purificada como se describe
previamente [46], se encuentra disponible normalmente en

nuestro laboratorio. La ornitina transcarbamilasa

 (Streptococcus faecalis) y la glutaminasa (Escherichia coli,

grado V, liofilizada) se obtuvieron de Sigma. La arginasa (de
higado de buey), 1la aminocacilasa I (de rinén de cerdo;
suspensién en sulfato améhico), la glutamico deshidrogenasa
(de higado de buey), la malato deshidrogenasa (de corazdn de
cerdo) y la glutamico oxalacético transaminasa (de corazdn de
cerdo, suspensidén en sulfato amdénico) se obtuvieron de
Boehringer Mannheim. La arginasa fue disuelta a una
concentracién de 3 mg/ml en tampén maleato 10 mM (ajustado a
pH 7.5 con KOH) y dializada durante 3 h (didlisis méas
exhaustivas pueden llevar a la inactivacidén de 1la enzima a
causa de la deplecién de Mn**) en el mismo tampdén [2]. La
solucidén resultante fue congelada a -20°C hasta su uso. La
glutaminasa fue disuelta (1 mg/ml) en tampén acetato sddico

50 mM pH 5.0 y fue congelada a -20°C hasta su uso.

2.2.2 Aparatos

Se utilizdé wuna centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B con
rotor SS-34; centrifugas clinicas modelos IEC o Selecta; y

microcentrifuga Eppendorf modelo 5412. El1 homogeneizador
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utilizado fue un Potter-Elvéhjem con émbolos de teflén de
diferentes tamafios. Se utilizd un espectrofotémetro de doble
haz Varian Cary Yy un espectrofotémetro convencional
Pye-Unicam SP6-300. El1 sistema cromatografico utilizado
(Millipore-Waters) estuvo constituido por dos bombas de alta
presidén (510) conectadas a una estacién de control
programable ("Programmable System Controller"), wun inyector
manual (U6K), wuna columna de fase reversa (Resolve 5 um
 Spherical Cis de dimensiones 3.9 x 150 mm), un détec£or.de
fluorescencia (420-AC) provisto de filtros para excitacidén vy
emisién de 338 e 425 nm y un registrador (Servogor 210). Se

utilizd un contador de centelleo liquido LKB 1211-~Rackbeta.
2.2.3 Animales

Se utilizaron normalmente ratas albinas macho, tipo Spra-
gue-Dawley, de 125-150 g obtenidas de Interfauna Ibérica
(Barcelona). Normalmente se utilizaron jaulas de polietileno
con enrejado superior de acero inoxidable. Cuando se
restringié el tiempo de acceso al alimento, se utilizd una
rejilla elevada de acero inoxidable en el suelo de la jaula
para evitar 1la coprofagia o el reciclado de residuos
alimenticios. Cuando se determind la excrecidén urinaria de
metabolitos, se wusaron jaulas metabdlicas de policarbonato
para ratas de hasta 300 g (modelo 1700, Tecniplast Gazzada,

Buguggiate, Italia).
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2.2.4 Dietas

La dieta de mantenimiento fue la usual para roedores de
laboratorio (14.5% de proteina) (Labsure RMM; de Biosure
S.A., Barcelona). La dieta experimentél fue la descrita por
Hatchwell vy Milner [1], modificada de modo que la glucosa se
reemplazé por azicar de mesa. La dieta estd constituida por
un gel de agar en el que se han incluido los nutrientes. ILa.

composicién fue la siguiente (g/Kg de gel):

-Caseina (Sigma) ....cieeeeecseesssccscssssasscnnssessaalbB.0
-Dextrina-maltosa (2:1)(L.A.I.S.A;; Barcelona) ........241.5
~AzZUCAY dE€ IMESA «:.vetveeeeecssoconsscssanccccsccnsenessal2?.0
—~Aceite de MALZ ...vecivreeececnscsccccssncansessnsnessds25.0
-Metionina (Sigma) ....eceeeeceesscccccccscncnnnssavsacsoaleh
-Mezcla de minerales de Hegsted (ICN) .ccceceececeeeeessa25.0
-Mezcla de vitaminas (ICN) .veeeseceessccscascsccannsaasada
~Agar (Sigma) ........ D o)

ce....485.0

~AQUA .ecceenn Ceceiecetecscteas s sssscansaans e

La dieta se prepard mezclando bien todos los componentes,
salvo el agar, y luego dispersando homogéneamente la mezcla
en un peso igual de solucidén de agar al 3%, a temperatura
suficiente para garantizar su fusidén. La dieta se suministrd
como cubos de gel de unos 2 cm de arista y se mantuvo a 4°C
en oscuridad, en recipientes _herméticos, hasta su wuso

(siempre menos de una semana).
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2.3 METODOS

2.3.1 Tratamiento de los animales

Los animales se mantuvieron a 22-24°C con ciclos de luz y
oscuridad alternantes de 12 horas de duracién. Al recibir los
animales, se les suministré "ad libitum" durante 1 a 3 dias
comida de “mantenimientoj 'Y luego se. siguié . la . pauta.
alimenticia descrita por Hatchwell y Milner [1,27],
consistente en periodos de ayuno de 22 h segqguidos de
alimentacidén con la dieta experimental durante 2 h/dia (de 10
a 12 h) para el nimero de dias indicados. El aqua se

suministré "ad libitum"”.

Transcurridos los dias deseados se administré a las ratas
mediante inyeccidén intraperitoneal, a distintos tiempos
después de retirar la comida, 3 ml de tampdén fosfato sédico
0.15 M, pH 7.4, conteniendo o no las cantidades indicadas de
glicina, alanina, ornitina etc. Después de la inyeccidn los
animales usados para determinacién de metabolitos urinarios
se colocaron eﬁ jaulas metabdélicas y se recogié la orina
sobre 4&cido sulfirico 10 N (25 ul), generalmente durante las
5 h que siguieron a la inyeccién, ya que demostramos que
durante este periodo se excreta mids del 90% del orotato (Fig.

2.5).

Para la determinacidén de los metabolitos hepaticos, a los
tiempos indicados tras la inyeccidn, se anestesié a las ratas

ligeramente con éter durante 1-2 minutos, se practicé una
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incisién abdominal y se obtuvo rapidamente aproximadamente 1
g de tejido del 1l6bulo hepatico izquierdo, mediante la
técnica del «criopinzado [43] entre bloques de aluminio

preenfriados en nitrégeno liquido.

2.3.2 Obtencidén del extracto hepatico

Excepto_cuando se indiqqe, tqdqs'los pasos se ;ealiza:qn'
a 0-4°C en la céﬁara. ffia ‘y ‘todos .los acceéorios
(homogenizadorés de Potter-Elvehijem, centrifuga, rotor,
puntas de pipetas, tubos, etc.) fueron preenfriados a 0-4°C.
Las muestras de higado se pulverizaron bajo nitrégeno liquido
en un mortero de porcelana. Tras dejar evaporar el nitrdégeno
se tard el tubo de homogenizacién, se le afiadié el polvo, se
volvidé a pesar rapidamente y se le afnadieron 2 ml de A&cido
perclérico 0.3 M por cada gramo de polvo, homogeneizando
inmediatamente la muestra, sumergida en un bafio de hielo
fundente, mediante varios ascensos y descensos del émbolo de
teflén. Se dejdé reposar 10 min el homogeneizado en hielo y se
centrifugdé en una centrifuga Sorvall (rotor SS-34) durante 10
min a 10000 rpm (12000 g). Se utilizd el precipitado para
determinar proteina (previa disolucidén en NaOH 0.2 N a 37°C)
y el sobrenadante se usé para determinacién de metabolitos.
Una muestra de 0.6 ml se usé inmediatamente para determinar
amonio, acetil CoA, ATP y carbamil fosfato, vy el resto se
neutralizd con una mezcla 3:1 de 0.2 M KOH-KHCOs. Después de
eliminar mediante centrifugacién el precipitado formado de
KClOs, una muestra del sobrenadante se usd inmediatamente

para la separacidn cromatografica de argininossuccinato, y el

24



resto se congeld a -70°C hasta el momento de la determinacién

de otros metabolitos.

2.3.3 Determinacién de carbamil fosfato

El carbamil fosfato se determindé como citrulina [47] tras
su conversién en este metabolito usando ornitina transcarba-

milasa:
Carbamil fosfato + Ornitina =----> Citrulina + Fosfato

Como normalmente la cantidad de ornitina en el extracto
es muy superior a la de carbamil fosfato [13], se utiliza la
ornitina enddgena como sustrato de la transcarbamilasa
suplementando con ornitina exdgena cuando fue necesario. Para
detectar la citrulina formada, se afiade una traza de ornitina
radiactiva antes de afiadir la ornitina transcarbamilasa, vy,
al terminar 1la reaccidén, se separa la ornitina de la
citrulina, determinando la radiactividad en ésta Gltima. La
cantidad de citrulina formada se estima por interpolacidén en
una recta patrdn construida afiadiendo cantidades variables de
carbamil fosfato al extracto deplecionado de carbamil fosfato

enddgeno mediante calentamiento previo.

Todas las operaciones, excepto 1las incubaciones, se
realizaron en la camara fria, con los tubos sumergidos en
hielo fundente y wutilizando material preenfriado a 4°C. Se
utilizaron tubos eppendorf de 1.5 ml. Se tomaron tres

alicuotas del sobrenadante Acido. Una (blanco) se calentd 1

v D
‘,m
]
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min a 100°C, para destruir el carbamil fosfato, enfriandose a
0°C inmediatamente. A otra (patrén interno) se le afiadié una
cantidad conocida de carbamil fosfato en 5 ul. La tercera
(problema) se dejé intacta. Se neutralizaron con una mezcla
3:1 de 0.2 M KOH y 0.2 M COsHK, y, tras dejar reposar 10 min,
se eliminé el perclorato precipitado mediante centrifugacidn
(2 min). La muestra hervida se distribuydé en alicuotas de 25
~ ul y se afiadieron a al menos 3 de ellas cantidades conocidas
de carbaﬁil fosfafo. Tanto de la muestra problema como del
patrdn interno se tomaron también alicuotas de 25 ul. Se
iguald el volumen a 35 ul mediante la adicidén de agqua, vy,
tras afiadir 15 pl de una solucién que contenia [**C]-ornitina
(165000 dpm, 0.35 nmoles), ornitina transcarbamilasa (7 U; 1
U es 1la cantidad de enzima gque sintetiza 1 pumol de
citrulina/min a 37°C y pH 8.5), CloMg 330 mM y tampdén tri-
etanolamina-HC1l 225 mM, pH 7.7, se incubaron los tubos 30 min

a 37°C.

Se termindéd la reaccidén mediante adicién de 5 pl de una
solucién de 4.5 mM ornitina vy 4.5‘ mM citrulina en &acido
perclérico 2.72 M, separandose ornitina y citrulina mediante
aplicacién a columnas de AG 50W-X8 de 0.1 ml, preparadas en
jeringuillas de insulina. Tras lavar la columna con 2 x 0.1
ml de 0.01 M HCl, se eluyd la citrulina, libre de ornitina,
con 1.5 ml de piridina al 10%, determinadndose la radiac-
tividad en el efluyente. La recuperacidén fue siempre superior
al 80%. Se corrigieron los valbres experimentales para la
recuperacidén, estimada en cada muestra a partir del patrén

interno.
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2.3.4 Determinacidén de acetilglutamato

Se determiné como glutamato por HPLC tras deacilacién con
aminoacilasa I [48]. Una. muestra - de 0.5 ml de extracto
hepatico neutralizado se acidificdé con HC1l 1 M hasta pH 3-4,
se afiladié una traza de [*“*Clacetilglutamato (para estimar la
recuperacién y el grado de deacilacidén; ver Métodos de la
Seccién 3 para detalles sobre la sintesis del acetilglutamato
marcado) y se aplicé a una columna de AG 50W-X8 (200-400 de
tamano de malla, forma H") de 0.2 ml preparada en una
jeringuilla de tuberculina, eluyéndose el acetilglutamato con
0.4 ml de HC1 10 mM. Esta columna retiene el glutamato y deja
pasar el acetilglutamato. El1 eluido se neutralizé con KOH 1 M
y se mezcld con 0.4 ml de tampdn citrato-fosfato sédico 0.1 M
pH 5.62. Esta mezcla se dividid en dos partes iguales; a una
de ellas se le afiadieron 25 pl de aminoacilasa (10 mg/ml;
desalada en tampén fosfato potasico 0.1 M pH 7.4 mediante
gel-filtracién centrifuga [49] para eliminar trazas de
glutamato y sulfato aménico) y se incubdé 1 h a 37°C. Al otro
tubo (blanco) no se le afiade nada y se mantiene durante ese
tiempo a 0°C. Transcurrido ese tiempo, se anadidé 1/10 del
volumen de la mezcla de HC1lOa concentrado y se afiadié luego
al blanco la aminoacilasa. Tras 10 min se llevé la solucidn a
pH 3-4 mediante neutralizacidén parcial con KOH 10 N y después
de 10 min se centrifugd la suspensidén para eliminar proteina
precipitada y KClOa. El sobrenadante se aplicdé a una nueva
columna de AG 50W-X8 de 0.1 ml. Tras lavar la columna en

sucesién con 0.2 ml de H20 y de HC1 10 mM, se eluyé el
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glutamato procedente de la deacilacién del acetilglutamato
con 1 ml de piridina al 10%. Tras evaporar la solucién de
piridina (rotavapor) se determindé el glutamato en el residuo
mediante  HPLC, utilizando orto-ftaldialdehido (OPA) vy
separacién en una columna de fase reversa (resolve C18) [48].
Los resultados se corrigieron para la recuperacidn de
[*“Clacetilglutamato como glutamato, estimada a partir de 1la
radiactividad en el .residuo‘.usadolpara analisis por HPLC.

Dicha recuperacién siempre fue superior al 80%.

2.3.5 Determinacién de ornitina y arginina

El ensayo para la determinacidén de ornitina se basa en su
conversién en ['*C-carbamil]citrulina mediante su reaccién
con ['*C]carbamil fosfato, catalizada por la ornitina trans-

carbamilasa [10,24]:
Ornitina + ['“C]carbamil fosfato --> [*“*C]citrulina + Fosfato

La reaccidén se lleva a cabo en una campana de gases con
extraccién. Muestras de 20 ul del extracto hepatico
neutralizado se incubaron a 37°C con 30 pl de tampdn
trietanolamina 0.2 M, pH 7.7, conteniendo 0.6 unidades de
ornitina transcarbamilasa y 1.5 nmol de [**C]carbamil fosfato
(6000 cpm/nmol). Tras 15 min de incubacidén, la mezcla se
acidificé con 0.5 ml de HClO« 0.5 M que contenia citrulina
(0.5 mM), se calentdé durante 60 min a 100°C (para la
destruccién del [**C]carbamil fosfato y transformarlo en

14C02, que se volatiliza), y se determind la radiactividad no
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volatil, correspondiente a la citrulina generada a partir de
ornitina. La arginina se determiné por diferencia en ensayos
paralelos con y sin 3 ug de arginasa. Cantidades conocidas de
ornitina o arginina, afiadidas a agua o a extractos de tejido,
dieron resultados idénticos " en ambos casos, tras la
sustraccidén del contenido endégeno del extracto hepatico. Los
resultados fueron lineales hasta mads de 10 nmol de ornitina o
arginina. El grado de conversién de la ornitina‘endégena del
‘tejido en‘citrulina‘(estimado é parfir dé pétrones internos)

fue siempre superior al 81% (en promedio, del 95%).

2.3.6 Determinacién de citrulina

Para la determinacién de citrulina, 0.1 ml del extracto
hepadtico neutralizado se mezcld con una traza de ['“C]-
citrulina para estimar la recuperacién, y se aplicé a una
columna de AG 50W-X8 (tamafio de malla 200-400, forma H™)
preparada en una Jjeringuilla de tuberculina y, después de
lavar con 5 ml de HCl 1 N (para eluir 1la urea y otros
compuestos que son cromogénicos en este ensayo), la citrulina
se eluydé con 0.75 ml de HC1l 6 N. Después de tomar 25 ul para
determinar la recuperacién de la citrulina radiactiva
(siempre >85%), el resto del eluido se mezcld con 0.25 ml de
solucién A (3.7 g de antipirina, 2.5 g de sulfato férrico-
aménico, 250 ml de H280a2 concentrado, 250 ml de HaPOa
concentrado y H20 hasta 1 litro), y con 0.25 ml de solucién B
(diacetilmonoxima 0.4%, NaCl 7.5%). Tras agitar la mezcla, se
incubdé 15 min a 100°C, se enfriaron lbs tubos en agua, y se

determiné la absorbancia a 464 nm. A partir de la incubacién,
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todos los pasos se realizaron en la oscuridad [2].

2.3.7 Determinacién de argininosuccinato

El argininosuccinato se determiné por HPLC (fase reversa,
tras derivatizacién con OPA [50]) después de purificarlo
parcialmente [51] mediante la aplicacién del extracto
~ hepatico neutralizado a una columna de intercambio anidnico.
de 1 ml (0.5 x 5 cm, Econo—colﬁmn, de Bio-Rad) de AG 1-X8,
tamafio de malla 200-400, forma acetato. Tras la aplicacidén de
la muestra, la columna se lavé con 6 volimenes de acido
acético 0.05 N y el argininosuccinato se eluyé con 3
volimenes de acido acético 0.1 N sobre tubos de ensayo en un
bafio de hielo fundente. La recuperacién fue estimada con
estandards internos (0.02-2 pmol/g higado; afiadidos al

extracto hepatico neutralizado) y siempre excedidé del 70%.

2.3.8 Determinacidén de orotato

Se determiné colorimétricamente seqgin el método de
Stajner y «cols. [52]. El1 método se basa en la adicidn de
bromo al doble enlace del anillo del orotato. A 0.25 ml de
orina neutralizada y convenientemente diluida (rango de
dilucidén desde 1:2 a 1:45) o a 25—225 ul del sobrenadante
hepdtico neutralizado, se le aflade 1 ml de tampén citrato
sédico 0.4 M pH 2.5. A continuacién_ se le anade, a
temperatura ambiente, 0.25 ml de agua saturada de bromo, se
agita 1la solucidén y, tras un periodo de tiempo entre 0.5 y 5

min, se reduce el exceso de bromo con 0.5 ml de &acido

30



L-ascérbico al 5% y se incuban los tubos 5 min a 40°C. Tras
afiadir 1 ml de una solucién al 2.5% de p-dimetilaminobenzal-
dehido en l-propanol, con agitacidén vigorosa, se continua la
incubacidén a 40°C durante 10 min y luego se extrae el
producto coloreado mediante la agitacién (15 s) con 2 ml de
n-butil acetato, seguida de centrifugacién (centrifuga
clinica, 5 min) para separar las fases. Se determina el color
de_la_fase}superior,(solvente) a 458 nm, restando .el . color .
obtenido en muestras identicas en que se omitidé 1la
brominacidén mediante reemplazamiento del agua de bromo por
agua destilada. Los resultados se compararon con los
obtenidos con patrones de orotato. Se analizaron en paralelo
en todos los casos muestras duplicadas conteniendo un patrén

interno de orotato, obteniendose una recuperacién de 90-110%.

2.3.9 Otras determinaciones

El glutamato se determiné espectrofotométricamente usando
glutadmico deshidrogenasa [53] y, en la misma muestra, la
glutamina se estimé por diferencia tras incubar la muestra

con glutaminasa [53].

Para la determinacién de amonio, se afiadié a 100 pl del
extracto 300 pl de &cido tricloroacético al 10% y 240 pl de
KHCOs 2 M ambos a 0°C, se centrifugé la muestra a 4°C, y el
sobrenadante neutralizado asi se guardé a -70°C hasta su uso.
El amonio se determiné espectrofotométricamente usando

glutamico deshidrogenasa [54].
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El aspartato se determiné espectrofotométricamente a 340
nm usando glutamico oxalacético transaminasa y malato

deshidrogenasa [55].

El acetil-CoA se determindé radiométricamente [56]. Para

ello, 100 ul del extracto &cido se neutralizaron con 300 pul
de una solucién de tampén fosfato 10 mM, KOH 25 mM pH 7.0, y
se congelaron a.-70°C . hasta . su determinacién. El fundamento -
del método consiste en la condensacién aldélica del acetil
CoA del extracto hepatico con [4-'“*C]oxalacetato (preparado
por nosotros a partir de a-cetoglutarato y L-[4-*'“*C]aspartato
usando aspartato transaminasa), catalizada por la citrato
sintetasa. El1 nivel de acetil CoA se estimé como la
radiactividad que queda (en forma de citrato) tras 1la
eliminacién del exceso de [4-'%C]oxalacetato mediante
calentamiento a 100°C de los tubos de reaccidén en una campana

de gases.

Para la determinacién de ATP, a 100 ul del extracto &acido
se le afhadieron 400 pl de tampén Hepes-K 0.5 M, pH 7.6 y se
congeldé a -70°C hasta su uso. La determinacidén se realizd
mediante lumihometria (lumindémetro de LKB) wusando el kit
comercial (Test-Combination, ATP bioluminiscense CLS 567736,

de Boehringer Mannheim).

La creatinina se determiné mediante el .método clasico de

Jaffé [57,58] wusando un test comercial (Test-Combination

124192, de Boheringer Mannheim).
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La urea se determiné tras su hidrdlisis con ureasa y

medida de amonio generado mediante el procedimiento de
Berthelot [59] usando un test comercial (Test-Combination

124770, de Boehringer Mannheim).

La proteina se determiné por el método de Lowry [60]

usando seroalbimina bovina como estandard.
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Induccidén de aciduria orética

La figura 2.5 demuestra que la administracién del amino-
dcido glicina tras la ingesta de wuna tdnica comida de 2 horas
de duracién induce aciduria.ordtica en la rata. La excrecidn
~de 4cido orético es de breve duracién, ya que sucede predo- |
minantemente en las 5 horas sigquientes a la administracién de
la glicina, reduciéndose mucho a partir de este periodo. Por
tanto, los determinantes metabdlicos de dicha excrecidn
tienen una corta vida. Excepto para la dosis mds elevada de
glicina, la excrecidén de orotato fué mucho mayor cuando la
glicina se administré a las dos horas tras acabar la ingesta
que cuando se administré inmediatamente tras la ingesta. La
excrecién fué minima para 0.5 mmoles de glicina, y. aumentd
con la dosis hasta 3 mmol de glicina, no creciendo e incluso
disminuyendo para dosis superiores. Nuestros resultados
reproducen, por tanto, y son cuantitativamente similares a
los de Hatchwell y Milner [1,27], quienes describieron por
primera vez la aciduria orética inducida por aminodcidos. En
los experimentos que siguen siempre se administrdé el amino-
acido 2 horas tras la terminacidén de la ingesta y se recogid
la orina durante 5 horas tras 1la inyeccién conteniendo el

aminoacido.

La figura 2.6 demuestra que, de acuerdo con los
resultados de Hatchwell y Milner [1,27], la administracién de

alanina también induce aciduria orética. En los controles en
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Figura 2.5. Influencia de la dosis de glicina, del intervalo
entre la ingesta y la administracién de glicina y del periodo
de recogida de orina sobre la excrecidén de orotato. Grupos de
ratas de 125-150 g se alimentaron 2 h/dia durante 5 dias con
dieta en gel(ver Material vy Métodos). E1l 50 dia, al final
del periodo de comida o2 horas después, se administrd a
grupos de 2 ratas (colocadas en la misma jaula metabdlica) la
dosis indicadade glicina por rata vy se recogid® la orina
durante las 5 horas siguientes (barras vacias) y durante el
periodo 5-21 horas desde la administracién de glicina (barras
llenas). La flecha externa indica la excrecidédn de orotato de
ratas tratadas igualmente pero a las que no se administréd

glicina.
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Figura 2.6. Influencia del numero de dias de ingestidén de la
dieta sobre la excrecidn de orotato tras la administracién de
3 mmoles de glicina o alanina a las 2 horas tras la
terminacién de la ingesta. Los resultados se expresan Ccomo
media * error standard. Entre paréntesis se indica, el ntmero

de animales usados.
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que se administrdé sélo vehiculo (tampdén fosfato) se observéd
una excrecioén pequefia pero sustancial de orotato en el primer
dia de ingestién de 1la dieta vy excreciones muy bajas de
orotato a los 4 y 5 dias de alimentacién durante 2 h/dia. La
excrecidén de orotato fué considerablemente mayor tras la
administracidn de glicina o alanina, observandose la

excrecidén mads elevada tras la administracién de glicina a los

4 dias de ingestién de dieta. En experimentos ulteriores se. .

utiliza siempre la administracién del aminodcido en el 4° dia

de ingestidén de dieta.

2.4.2 Orotato y carbamil fosfato hepaticos

La figura 2.7 demuestra que tras la administracién de
glicina o de alanina se acumula orotato en el higado. La
acumulacién fué rédpida, alcanzé un maximo de unos 200 nmol/g
de higado al cabo de wuna hora tras la administracidén de
cualquiera de ambos aminoadcidos, encontrandose en franca
disminucidén o habiéndose alcanzado los valores basales a las

2 horas, siendo el descenso mads lento para la glicina.

La figura 2.7 ilustra también los cambios en el nivel de
carbamil fosfato hepatico. Cuando no se administrdé el amino-
dcido el carbamil fosfato sélo alcanzdé un nivel de 4.2 nmol/g
a los 60 min del comienzo del experimento, seguramente
coincidiendo con la maxima sobrecarga nitrogenada post-
ingesta. Sin embargo, con la administracién de glicina o
alanina se produjeron aumentos muy importantes en el nivel de

carbamil fosfato, con una curva temporal similar aunque algo
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Figura 2.7. Niveles de orotato y de carbamil fosfato hepaticos a

distintos tiempos tras la administracién postprandial de glicina o
alanina” Ratas de unos 150 g, alimentadas 2 h/dia (de 10 a 12 h)durante
4 dias con la dieta conteniendo 15% de caseina en gel (ver Materiales y

Métodos) recibieron el cuarto dia, a las 2 h tras la retirada del
alimento,por via intraperitoneal, 3 mi de tampén fosfato Na 0.15 M pH 7.4
solo (controles, ), o conteniendo 3 mmoles/rata de glicina o de
alanina. A los tiempos indicados desde la administracién intraperitoneal
se sacrificaron grupos de tres ratas bajo anestesia etérea ligera,
obteniéndose muestras de tejido hepatico mediante criopinzado. Se mez-

claron las muestras de los tres animales, de modo que cada punto experi-
mental en realidad representa la media de tres higados. A ,H , niveles de
orotato. O/ O ' niveles de carbamil fosfato. niveles de orotato
calculados a partir del nivel de carbamil fosfato tal como se describe en
el texto.
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adelantada con respecto a 1los cambios en 1los niveles de
orotato, como hay que esperar si el orotato deriva del
carbamil fosfato. Los niveles midximos se alcanzaron para la
glicina a los 60 min y fueron de la misma magnitud que el
nivel maximo de orotato, mientras que para la alanina el
nivel maximo de carbamil fosfato fué unas éuatro veces menor,
distinguiéndose en este caso dos maximos, uno a los 30
mipqtqs‘y el sequndo a los 60 min. Para la glicina se observa
un hombro a los 30 min, muy inferior al maximo observado a
los 60 min. Ademas, para la alanina, el nivel de carbamil
fosfato retorné practicamente al nivel inicial a los 90 min
desde la administracién del aminodcido, mientras que con la

glicina el nivel estaba elevado todavia a los- 90 min.

Aceptando que el orotato proviene del carbamil fosfato
acumulado, la disminucién en el nivel de orotato hepéatico
entre los 90 y 120 min tras la administracidén de alanina,
cuando hay muy poco carbamil fosfato, hace posible estimar
una ti, 2 para la desaparicién del orotato de unos 10 min, que
corresponde a una constante de velocidad de pseudoprimer

orden para dicha desaparicién, k’, de 0.069 min—*.

Si se hace la simplificacién de considerar que la
concentracién de orotato hepatico es constante para cada
intervalo entre dos determinaciones, valiendo el promedio de
ellas, puede estimarse groseramente el orotato formado y

decaido en cada intervalo, mediante la ecuacidén (1):
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Orotato formado y decaido = k’ x t x [Orotato] x peso higado

(1)

(donde t es tiempo en min, k’ es 0.069 min~', y peso higado
es 12 g/rata). Sumando las estimaciones para todos los
intervalos en el periodo estudiadp de 2 horas, hemos estimado
una produccién hepatica de orotato inducida por la adminis-
traqién.del aminodcido, por rata, de.l.Q mg para la glicina y.
de 1.1 mg para la alanina. Estas estimaciones coinciden con
la observacién de que la excrecidén de orotato fue mayor para
la glicina que para la alanina (Fig. 2.6, dia 4). Las
estimaciones son del mismo orden de magnitud que las
cantidades de orotato excretadas durante las 5 horas tras 1la
administracién del aminodcido, calculadas, a partir de los
resultados de la fiqura 2.6, en 1.9 mg para la glicina y 0.5
mg para la alanina. Ello apoya la idea de que el higado
produce el orotato excretado tras 1la administracién del

aminoacido.

En cuanto a la relacidén entre las acumulaciones hepéticas
de orotato y de carbamil fosfato, hemos usado la ecuacién (2)

para estimar los niveles esperables de orotato:
d[Orotato]/dt= [CP] x k - [Orotato] x k’ (2)

[CP] representa el nivel de carbamil fosfato y k'’ es la
constante de primer orden para la desaparicién del orotato,
calculada anteriormente (0.069 min~'). Esta ecuacién supone

que el orotato deriva del carbamil fosfato con una cinética

40



de pseudoprimer orden, siendo k la constante de velocidad.
Ello es solo cierto cuando la sintesis de orotato esta lejos
de estar saturada por el carbamil fosfato. A partir de los
cambios en las concentraciones de carbamil fosfato y orotato
entre los minutos 15 y 30 tras la administracién de alanina
hemos estimado un valor para k de 0.233 min~'. Utilizando
este valor y las concentraciones de orotato y carbamil
fosfato estimadas por 1nterpolac10n en la flgura 2 7 para la
'alanlna, para tlempos correspondlentes a 5 min antes de cada
punto experimental (es decir, a 10, 25, 40, 55; 85 y 115 min)
se han estimado los valores esperados de ordtato 5 min
después (aspas en la figura 2.7, ALANINA). Para la adminis-
tracidén de alanina existe un acuerdo razonable entre las
predicciones y los valores experimentales, lo que apoya la
validez de 1la ecuacidén (2). A 45 y 60 min la prediccién es
inferior al resultado experimental, lo gque sugiere que el
valor de k utilizado para estos tiempos es inferior al real.
De hecho, se obtiene un ajuste perfecto para todos los puntos
si se supone que k vale 0.10 min~' para el intervalo 0-15
min, 0.233 para 15-30 min, 0.3 para 30-45 min, 0.39 para
45-60 min, 0.25 para 60-90 min y 0.13 para 90-120 min. Los
cambios en el valor de k indican que la eficacia de la
conversién del carbamil fosfato en orotato wvaria con el
tiempo,. siendo maxima hacia los tiempos centrales del
experimento, cuando las concentraciones de carbamil fosfato
son mas altas. Ello es lo contrario de 1lo que habria que
esperar si la sintesis de orotato se hubiera saturado por
concentraciones elevadas de carbamil fosfato. El aumento de k

se debe muy probablemente a un aumento en la eficacia de la
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reaccién de 1la aspartato transcarbamilasa, quizd como
consecuencia del aumento en los niveles de aspartato
observados en los tiempos centrales del experimento (ver mas

adelante).

En fuerte contraste con lo observado tras la adminis-
tracién de alanina, tras la administracién de glicina la
~acumulacién hepatica de QrgtatolesAmuy,inferior‘a la predicha .
por la ecuacién (2) usando valores de k y k'’ de 0.233 y 0.069
min~', respectivamente, con la excepcién de los puntos a 15 y
120 min, en que la prediccidén estd razonablemente préxima al
valor experimental. Ello indica que la eficacia de conversidn
de carbamil fosfato a orotato disminuye cuando la
concentracién de carbamil fosfato excede de 50 nmoles/g de
higado, es decir, que la sintesis de orotato se satura a
conéentraciones muy elevadas de carbamil fosfato. Hay que
senalar que tras la administracién de alanina el nivel
hepadtico de carbamil fosfato fue siempre inferior a 50
nmoles/g. De hecho, la observacién de un mismo nivel maximo
de orotato tras la administracién de glicina y de alanina, a
pesar de que en el primer caso el nivel de carbamil fosfato
alcanza valores al menos 4 veces. superiores, constituye
también evidencia de que la sintesis de orotato tiende a
saturarse a concentraciones elevadas de carbamil fosfato. Por
tanto, hemos ajustado los resultados experimentales para la
glicina a la ecuacidén (3), que supone una dependencia

hiperbélica de la sintesis de orotato con respecto al nivel

de carbamil fosfato:
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d[Orotato]/dt= [CP] X Vmax/([CP]+Km) - [Orotato] x k-’ (3)

La ecuacidén (2) es un caso paiticular de 1la (3), sélo
aplicable cuando [CP] <<Km, siendo k= Vmax/Km. Las aspas en
la figura 2.7 en el panel correspondiente a la glicina
representan los niveles calculados usando la ecuacidén (3)

utilizando valores de Vmax Y Km de 42 nmol/min-:g y de 180

- nmol/g de higado, respectivamente. Como en el caso de.la . .

alanina, se han usado para el calculo los valores
interpolados de carbamil fosfato y orotato a 10, 25, 40, 55,
85 y 115 min. Los valores usados de>Vmax y Km se han tomado
mediante prueba y error entre los pares de valores que
cumplen la condicidn k=Vmax/Km=0.233 min~'. Existe un acuerdo
razonable entre los valores predichos y 1los encontrados
experimentalmente (Fig. 2.7, GLICINA), confirmando que la
sintesis de orotato en el tejido depende hiperbdélicamente de

la concentracidén de carbamil fosfato.

2.4.3 Determinantes metabdlicos de la acumulacidn de carbamil

fosfato tras la administracidén de glicina.

La Tabla 2.1 y la figqura 2.8 comparan los niveles
hepaticos de los distintos metabolitos del ciclo de la urea y
compuestos relacionados a los 50 min tras la administracidn
de 3 mmoles de glicina, con los niveles observados si solo se
administra el vehiculo tamponado. Se observa que la adminis-
tracién de glicina se asocia a aumentos variables de todos
los metabolitos examinados, con la excepcién de urea,

ornitina y arginina, que no cambian sustancialmente, y de
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Tabla 2.1 Niveles hepaticos de metabolitos relacionados con el
ciclo de la urea tras la administracidén de glicina a la rata. Los
resultados se dan como media t* error standard de 5 "pools" de 3
higados de rata tratados de igual forma. Las ratas se trataron
como se indica en Métodos. El cuarto dia de la pauta alimenticia,
2 horas después de retirar 1la comida, se les inyectd intraperi-
tonealmente tampén fosfato sin (control) o con 3 mmoles de
glicina por rata (glicina). Las ratas fueron anestesiadas después
de transcurrir 50-60 min desde la inyeccidn, se obtuvo un trozo
de higado mediante criopinzado y se determinaron los metabolitos.
% (Orn+Arg+Cit+ASA) denota la suma de los niveles de ornitina,
arginina, citrulina y argininosuccinato. Los asteriscos denotan
"-diferencias significativas (test t de Student): * p<0.02; **
p<0.002; *** p<0.001.

METABOLITO (nmoles/qg) CONTROL GLICINA
Glutamina 5810 + 210 3710 * 505~
Glutamato 3020 £ 237 3990 + 201~
Acetil CoA ' 29.3 t 2.2 43.3 + 2.8~
Acetilglutamato 16.1 £ 1.7 38.9 + 7.2~
Amonio 331 + 67 1451 + 98**~
Carbamil fosfato 5.1 ¢ 4.3> 90.0 + 15.2%*~
Orotato 33.0 + 11.9 136.4 + 12.,9™"~
Ornitina 66.9 * 9.4 67.2 * 27.7
Citrulina 67.2 £ 8.9 292.8 * 26.77""
Aspartato 1270 + 223 3520 + 389"~
Argininosuccinato 13.0 + 1.8 27.4 * 3.4~
Arginina 34.7 * 3.3 34.9 t 4.6
Urea 2182 + 250 2368 + 228

% (Orn+Arg+Cit+ASA) 182 + 11 422 + 50**
Proteina (mg/g) 156 + 5 155 = 2
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glutamina, que disminuye 1/3. De acuerdo con los resultados
de otros estudios [10], el nivel de carbamil fosfato fue
(Tabla 2.1), cuando no se administré glicina, el ma&s bajo de
los niveles de los distintos compuestos intermedios del ciclo
de la wurea, como cabe esperar si en estas condiciones la
sintesis de carbamil fosfato 1limita 1la velocidad del ciclo.
AlGn asi, dicho nivel fue unas 10 veces superior al nivel
‘ medio.encontrado en rathes_alimentados,4,horas‘con,una_dieta,
sintética de aminoadcidos conteniendo arginina [24], y fue del
mismo orden que los niveles mds bajos observados cuando dicha
dieta carecia de arginina [24]. Puesto que las dietas de
aminodcidos sin arginina inducen acumulacién de carbamil
fosfato por déficit relativo de ornitina [24], nuestros
resultados sugieren que 1la dieta »de Milner [1] que hemos
administrado a nuestras ratas es relativamente deficitaria en
arginina. De hecho, el contenido de arginina de la caseina,
usada como componente proteico de dicha dieta, es el. 4.2% del
peso de la proteina [33], mientras que la arginina en la
dieta sintética de aminodcidos recomendada por Rogers y
Harper y utilizada en [24] representa el 8% del peso de los
aminodcidos. También apoya la idea de que la dieta de Milner
supone un aporte bajo de arginina (y por tanto de ornitina)
nuestro hallazgo de un bajo nivel hepatico de ornitina en
estas ratas controles (Tabla 2.1), comparable al observado en
ratones alimentados crénicamente con una dieta sin arginina
[61]. Todo ello apunta a que el nivel de carbamil fosfato
hepatico relativamente alto encontrado en nuestras ratas
controles se deba a una baja actividad de la ornitina trans-

carbamilasa hepatica, condicionada por un bajo nivel de
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ornitina. En este contexto hay que recordar que la ornitina
transcarbamilasa exhibe un Km para la ornitina en el rango mM
[62]. Ademas, los bajos niveles de amonio y acetilglutamato
encontrados en.los controles (comparar, por ejemplo, con los

niveles publicados en [10]) excluyen una sintesis muy réapida

de carbamil fosfato como causa de su acumulaciédn.

Con la administracidén de glicina, el _carbamil fosfato |
aumenté unas 20 veces mientras que 1la citrulina y el
argininosuccinato solo aumentaron unas 4.5 y 2 veces,
respectivamente, lo que indica que la ornitina transcarbami-
lasa fue, en estas condiciones, el paso limitante (Fig. 2.8).
Como la administracién de glicina no se acompané de
disminucién alguna en el nivel de ornitina, hay que concluir
en principio que el aumento en el nivel de carbamil fosfato
se debe a un aﬁmento en la velocidad de su sintesis que no se
acompaiia de un aumento similar en la velocidad de su
utilizacidén por la ornitina transcarbamilasa. Los aumentos en
el nivel de amonio de casi 4.4 veces y de acetilglutamato de
algo mas de 2 veces, como consecuencia de la administracidn
de glicina, Jjustifican wuna elevacidén considerable (5-10
veces) en la velocidad de sintesis de carbamil fosfato. Sin
embargo, para explicar plenamente el alto grado de
acumulacidén de este metabolito, hay que postular que con la
elevacidén del nivel de carbamil fosfato la ornitina trans-
carbamilasa se satura por este sustrato, lo que es de esperar
a partir de su Km (<0.1 mM, ([62]), particularmente si el
carbamil fosfato se encuentra, como es légico, mayoritaria-

mente en la matriz mitocondrial, donde alcanzaria una
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concentracién a los 50 min de 1.5 mM, y en el maximo (Fig.
2.7) de algo mds de 3 mM (suponiendo 1 pyl de agua en la

matriz mitocondrial por mg de proteina mitocondrial [6]).

Por tanté, son determinantes metabdlicos de la
acumulacién de carbamil fosfato hepatico tras la adminis-
tracién de glicina una actividad . de 1la carbamil fosfato
sintetasa mitocondrial muy aumentada» con. respecto a los
éohfréléé éoﬁé coﬁsecuencié dél aumento‘ del ‘amoﬁio‘ y del
acetilglutamato, y wuna actividad ornitina transcarbamilasa
baja por 1limitacién de ornitina, e independiente de la
concentracién de carbamil fosfato por saturacidén con respecto
a este sustrato. Suponiendo una distribucidén homogénea de 1la
ornitina en el higado y un Km para ornitina de la ornitina
transcarbamilasa de 1 mM [63], puede estimarse, para el nivel
encontrado de ornitina, una actividad ornitina transcarbami-
lasa en el tejido [2], a saturacién de carbamil fosfato, del
mismo orden o algo menor que la actividad carbamil fosfaﬁo
sintetasa. Los resultados implican, por tanto, a la carbamil
fosfato sintetasa mitocondrial en la generacidén del carbamil
fosfato, y no apoyan la participacién de la carbamil fosfato
sintetasa citosdélica, que usa predominantemente glutamina
[64], ya que el nivel de este aminodcido disminuye casi a la

mitad con el tratamiento con glicina (Tabla 2.1).

En cuanto a las elevaciones de amonio y acetilglutamato,
la primera puede justificarse por la sobrecarga nitrogenada
que supone la administracién de un aminodcido que genera

amonio en la mitocondria hepatica en un sélo paso (glicina
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sintetasa [65]). Las modestas elevaciones de los niveles de
acetil CoA vy de glutamato, combinados, probablemente
justifican la elevacién en el nivel de acetilglutamato, ya
que la acetilglutamato sintetasa exhibe valores muy elevados
de Km para ambos sustratos [11]. La similitud en el nivel de
arginina en los animales controles y en los tratados con
glicina no apoya que cambios en el nivel de arginina, que es

un activador dg.la aqetilglutamato.sintetasa' [111, induzcanv
cambios ‘en_ la actividad dei énzima. Sin embargo, existen
incertidumbres sobre este punto principalmente derivadas de
que la sensibilidad de 1la 'acetilglutamato sintetasa a la
activacién por arginina varia con el tiempo y con la
situacién metabdlica [66], no estando bien caracterizado

cuando es sensible y cuéndo no lo es.

La Tabla 2.1 y la figura 2.8 recogen ademéds los cambios
en los niveles de otros compuestos gque, aunque no son
directamente relevantes para explicar el aumento en los
niveles de carbamil fosfato, si son de interés para entender
el funcionamiento del ciclo de la urea tras la administracién
de glicina. La elevacién en el nivel de carbamil fosfato con
la administracidén de glicina hace esperar un aumento en la
velocidad de sintesis de citrulina que podria ser de hasta 4
veces. Tal aceleracidén en la sintesis seria compatible con la
elevacién observada en el nivel de citrulina de alrededor de
4 veces. Para un Km de 0.04 mM para la citrulina de la
argininosuccinato sintetasa (Km estimado en estudios "in
vitro" [67]), este aumento en el nivel de citrulina deberia

tener un efecto pequefo sobre la velocidad de sintesis de
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argininosuccinato. Sin embargo, estudios en hepatocitos
permeabilizados sugieren un Km de la argininosuccinato
sintetasa para 1la citrulina "in situ"” méds elevado (>0.2 mM,
[13,15]), por lo que el aumento en el nivel de citrulina es
compatible con el ascenso de 2 veces en los niveles de
argininosuccinato. Sin embargo, el aumento del arginino-
succinato parace poco compatible con la no variacién en el
nivel de arginina. Dado el elevado Km de la argininosuccinato
liasa ﬁaré el arginihésﬁcéinato [15], un aumento al doble de
este metabolito deberia resultar en uh aumento de casi
también al doble de la velocidad de sintesis de arginina vy,
por tanto, del nivel de arginina, lo que no ocurre.

Desconocemos las razones para que sea asi.

No se observa un aumento significativo del nivel hepatico
de wurea con la administracidén de glicina, lo que indica que
la velocidad de sintesis de urea es aproximadamente
constante. Ello estd de acuerdo con la constancia del nivel
de arginina, ya que el K« de la arginasa para la arginina es
muy elevado [13,38], siendo por tanto 1la velocidad de este
paso muy sensible a los cambios en el nivel de arginina. La
constancia de los niveles de uréa indica, por tanto, que, a
pesar de la existencia de aumentos importantes en los niveles
de amonio, carbamil fosfato y citrulina, la administracidén de
3 mmoles de glicina no induce un aumento sustancial en la
velocidad de sintesis de urea, al menos a los 50 min tras la
administracién’ de este aminodcido. Puesto que previamente
demostramos [10] gque tras la administracién de alanina y

ornitina hay un aumento de casi tres veces en el nivel de
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urea hepéatica, la limitacidén de ornitina en nuestros experi-
mentos actuales parece esencial en la limitacién de la

sintesis de urea.

En este contexto, es relevante sehalar que el nivel
hepatico total de compuestos intermedios del ciclo de la urea
aumenta a algo mads del doble tras administrar glicina,
debiendose la mayor parte del incremento al aumento en el
nivel de citrulina (Tabla 2.1, Fig. 2.8). Desconocemos el
mecanismo. de este aumento, que podria resultar quizas de
disminucién de la degradacién de ‘1a ornitina por la ornitina
aminotransferasa mitocondrial hepéatica [68], o de aumento en
la captacién hepatica de cualquiera de estos compuestos

intermedios.

2.4.4 Influencia de la administracién de ornitina sobre la

acumulacién de carbamil fosfato inducida por la glicina.

Milner y cols. [1] demostraron que la coadministracidén de
ornitina o arginina previene la aciduria orética inducida por
aminoacidos. La figura 2.9 ilustra los efectos de dosis
crecientes de ornitina administradas junto con la glicina,
sobre los niveles hepaticos de ornitina, orotato, carbamil
fosfato, amonio y acetilglutamato. En estos experimentos 1la
técnica del criopinzado se modificé incluyendo un lavado
rapido (=1 seqg) de 1la muestra en suero fisiolégico a 0°C
antes de congelarla entre los bloques metialicos de
criopinzado. Ello fue esencial para evitar contaminaciones

por la ornitina de la solucidn inyectada. La administracién
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Figura 2.9 Niveles Thepéadticos de ornitina, orotato, carbamil
fosfato, amonio y acetilglutamato tras la administracién de
dosis crecientes de ornitina junto con glicina a la rata. A
las 2 h de retirar el alimento se administrdé intraperitoneal-
mente una mezcla de glicina (3 mmoles/rata) junto a las
cantidades indicadas de ornitina, en 3 mi de tampdén fosfato.
A los 50 min se obtuvo una muestra hepatica (ver texto) vy se
determinaron los metabolitos. Cada punto experimental
representa la mezcla de tres higados de rata tratados de la
misma forma. Noétese que, para que sean bien visibles los
cambios en el nivel de ornitina, la escala de ordenadas para
la ornitina se ha roto en 1.3 /jmoles. E1 inserto representa

los cambios en el nivel de ornitina sin rotura de escala.
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de ornitina induce aumentos aproximadamente proporcionales en
el nivel hepatico de ornitina, que se asocian con
disminuciones en el nivel hepatico de orotato, de modo que,
para concentraciones hepaticas de ornitina de alrededor de
0.5 umoles/g dé higado el nivel de orotato hepatico alcanza
los valores de los controles que no recibieron aminoacidos
(ver Tabla 2.1) vy ya no cambia sustancialmente para
concentraciones superiqreslyde ‘ornitina. Tal_ descenso . del
orotato sucede concomitantemente con un descenso de los
valores de carbamil fosfato a niveles similares a los de los
controles. La fiqura 2.10, que relaciona los niveles
hepaticos de orotato y de carbamil fosfato para todos los
experimentos de esta memoria de Tesis, confirma que el
orotato aumenta con el nivel de carbamil fosfato y que hay
saturacién, como ya indicamos en epigrafes anteriores, a
niveles de carbamil fosfato superiores a 50 nmoles/g de

higado.

La figura 2.11 ilustra 1la existencia de wuna relacidn
inversa entre el nivel de ornitina y los niveles de orotato,
amonio y carbamil fosfato. El1 hecho de que los niveles de
carbamil fosfato sigan disminuyendo para niveles de ornitina
por arriba de 0.5 umoles/g de higado indica que ni siquiera a
este elevado nivel de ornitina estd completamente saturada la
ornitina transcarbamilasa, lo que denota un Km elevado para
la ornitina, que concuerda con nuestros conocimientos sobre

este enzima [15,64].

El amonio hepatico también desciende dréasticamente con el
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aumento en el nivel de ornitina (Figs. 2.9 vy 2.11),
alcanzandose 1los niveles de los controles cuando la ornitina
alcanza un nivel de aproximadamente 0.5 pmoles/g. ILa
disminucién del nivel de amonio como consecuencia del aumento
en el nivel de ornitina no puede explicarse en forma
sencilla, ya que 1la reaccién catalizada por la carbamil
fosfato sintetasa es irreversible [11,69] (si bien cataliza
una reversioén parcial a una velpcidad ~de hasta del 20% de la

feaccién direcfa, t?b]) vy elrcarbamil fosfato no es ’un buen
inhibidor del enzima [71]. Estos dos factores hacen que una
elevacién en el nivel de carbamil fosfato no tenga por qué
inducir retrégradamente un nivel méds elevado de amonio. La
mayor disminucién del nivel de amonio que de carbamil fosfato
observada para niveles de ornitina de 0.12 y 0.23 umoles/g de
higado (Fig. 2.11) confirma que la acumulacién de amonio no
depende directamente de la acumulacién de carbamil fosfato
como habria que esperar si se debiera a reversién de la
carbamil fosfato sintetasa o a su inhibicidén por el carbamil
fosfato, o bien fuera consecuencia de la descomposicidn

quimica o enzimatica del carbamil fosfato acumulado.

Existen evidencias de que, "in situ", la carbamil fosfato
sintetasa es activada por la adicién de ornitina, y que este
efecto requiefe de ornitina transcarbamilasa activa [72,73].
Estos efectos no se observan en preparaciones solubles de
carbamil fosfato sintetasa [73], y no se han explicado
satisfactoriamente. Una activacién de 1la carbamil fosfato
sintetasa por el aumento de flujo a través de la ornitina

transcarbamilasa inducido por el incremento de los niveles de
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ornitina explicaria la disminucién de amonio observada aqui
al administrar ornitina. Por tanto, el efecto de la ornitina
sobre el nivel de amonio parece indicar que la carbamil
fosfato sintetasa sufre cierto grado de inhibicién a 1los 50
min de la administracién de los 3 mmoles de glicina, y que la

administracién de ornitina elimina dicha inhibicién.

En comparacidén con los cambios de los metabolitos ya
comentados en esta seccidén, las variaciones en el nivel de
acetilglutamato con la administracién de ornitina (Fig. 2.9)
fueron poco importantes, no representando mds de un 27% del
valor sin ornitina. Ello indica que 1los cambios en los
niveles de acetilglutamato no son responsables (via
activacién de 1la sintesis de carbamil fosfato) de la muy
importante disminucién del nivel de amonio observada al

administrar ornitina.

En cuanto a citrulina y arginina (Fig. 2.12), ambos
aminoacidos aumentan sustancialmente su nivel con la
administracién de ornitina, si bien en el caso de la arginina
el aumento mayor se produce al aumentar la dosis de ornitina
administrada desde 150 hasta 300 umoles/rata. Como la
ornitina es un potente inhibidor de la arginasa [74], tal
aumento muy bien podria representar inhibicién competitiva de
este enzima por los elevados niveles tisulares de ornitina,

que alcanzan valores de 3 umoles/q.

Los niveles maximos de citrulina alcanzados fueron del

mismo orden de los observados previamente tras administrar al
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Figura 2.12 Niveles hepaticos de algunos metabolitos

relacionados con el ciclo de la urea tras la administracidn
de dosis crecientes de ornitina junto con glicina a la rata.
Los detalles de este experimento se dan en la leyenda de la
figura 2.9 y en el texto. Cada punto experimental representa
la mezcla de tres higados de rata tratados de la misma forma.
El inserto representa en mas detalle los cambios en el nivel
de arginina.
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ratén mezclas de alanina y ornitina [10], suponiendo un
aumento de mas de 20 veces con respecto a los niveles de
citrulina antes de administrar glicina. Aunque en los
experimentos que se presentan en esta seccién no determinamos
los cambios en el nivel de argininosuccinato con la
administracién de ornitina, experimentos previos de este
grupo indican que, al menos tras la administracién de alanina
y ornitina,_lalsintesis de_argininqsuccinatq se convierte en
el paso ilimitante del ciclo [10]. Los elevados niveles de
citrulina observados en los experimentos presentes estan de
acuerdo con que sea asi. El hecho de que la administracién de
ornitina jﬁnto con glicina induzca un aumento en el nivel de
citrulina con respecto al nivel observado al administar
glicina solamente, prueba que la ornitina transcarbamilasa no
estaba saturada por la ornitina presente en el tejido tras la

administracidén de glicina sin ornitina.

Finalmente, 1la administracién de ornitina no cambia
notablemente los niveles de glutamato, aumenta los niveles de
glutamina hepatica, sin que conozcamos el mecanismo de este
aumento, y disminuye los niveles de aspartato concomitante-
mente con los de amonio y carbamil fosfato, quiza como
consecuencia del mas rapido aporte de citrulina al paso de
sintesis de argininosuccinato. Ademds, existen mecanismos que
aseguran aportes proporcionados de amonio y aspartato al
ciclo de la urea [72]; la disminucién en el aporte de amonio
cabe esperar se acompafie de una disminucidn proporcionada en
el nivel de aspartato, que en nuestros experimentos se

observa hasta dosis de ornitina de 80 umoles/rata. Con dosis
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de ornitina superiores, particularmente para 300 umoles/rata,
vuelven a elevarse considerablemente los niveles de
aspartato, disociandose éstos asi de los niveles de amonio.
Puede justificarse esta elevacidén en el nivel de aspartato
por la metabolizacidén hepatica de 1la ornitina, que generara
cantidades elevadas de glutamato en la matriz mitocondrial
[61]. Dicho aumento en 1la generacidn intramitocondrial de
glutamato podria hacer mas activa la transaminacién int;af
ﬁifoééndrial al bxaloacetato, vexplicando asi ﬁné mayor

generacidén de aspartato [65].

2.4.5 Determinantes metabdélicos de la acumulacidén de carbamil

fosfato tras la administracién de alanina

Como la alanina difiere de la giicina en su menor potencial
amoniogénico [65], y dado el cardcter bimodal de la curva del
nivel de carbamil fosfato tras 1la administracién de alanina
(Fig. 2.7), decidimos investigar los cambios temporales en
los niveles de metabolitos del o relacionados con el ciclo de
la urea, para tratar de relacionar sus cambios con el tiempo

con los del carbamil fosfato.

La figura 2.13 ilustra dichos cambios; Cada punto corresponde
a la determinacidén en la mezcla de tres higados. Por razones
técnicas s6lo se realizaron dos determinaciones en animales
controles, a los 30 y 50 min tras administrarles el vehiculo

tamponado sin alanina.

La figura 2.13 demuestra niveles similares y bajos  de
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Figura 2.13 Niveles hepaticos de algunos metabolitos del ciclo
de la urea y compuestos relacionados a distintos tiempos tras
la administracidén de alanina. (@ ): administracidn de 3 mmoles
de alanina por rata; (@ ): controles a los que sélo se admi-
nistrd el vehiculo tamponado. Cada punto es el resultado del
andlisis del extracto obtenido a partir de tres higados

procesados conjuntamente. GLN: glutamina; ARG: arginina; CIT:
Citrulina; ORN: ornitina; AG: acetilglutamato; CP: carbamil
-fosfato; ASP: aspartato; GLU: glutamato; OROT: orotato; NHa™:
amonio; Orn+Cit+Arg: es la suma de los niveles de ornitina,

citrulina y arginina.
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ornitina en los controles y en las ratas que recibieron la
alanina, durante los primeros 60 min desde la inyeccidén, que
es el periodo en el que hay acumulacién de carbamil fosfato.
A los 90 min desde la inyeccién de alanina los niveles de
ornitina ascienden a valores unas 3 veces superiores a 1@s
observades a tiempos anteriores, y a este aumento se
corresponde un descenso del nivel» de carbamil fosfato a
valores muy bajos. Por tanto, estos resultados estan de
acuerdo con qué témbién coh la administracién de alanina el
bajo nivel de ornitina sea un determinante esencial en la

acumulacién de carbamil fosfato.

Sin embargo, el carbamil fosfato estda ya aumentado conside-
rablemente a los 15 min tras la administracién de alanina, a
pesar de que los niveles de amonio a ese tiempo son
esencialmente iguales a los de 1los controles y el nivel de
acetilglutamato ha aumentado sélo unas 2 veces con respecto
al valor basal. Como otro sustrato de la carbamil fosfato
sintetasa, el ATP, no varid a lo largo de todo el
experimento, estos resultados no permiten explicar el aumento
en el nivel de carbamil fosfato 15 min tras la adminis-
tracién de alanina como consecuencia exclusiva de aumento de
velocidad de 1la carbamil fosfato sintetasa, que como maximo
podria ser del doble con respecto al control. Para explicar
el aumento mucho mayor del carbamil fosfato a los 15 min hay
que postular la existencia de inhibicidén de la ornitina

transcarbamilasa por altas concentraciones de alanina [38].
Los cambios en el nivel de citrulina son probablemente un
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buen indicador de los cambios en la actividad ornitina trans-
carbamilasa. Como el nivel de ornitina se mantiene relativa-
mente constante entre 15 y 60 min y el nivel de carbamil
fosfato solo fluctua durante este periodo en <30% alrededor
de un valor medio de 40 nmoles/g, cabria esperar que la
produccidén de citrulina durante ese periodo hubiera sido
aproximadamente constante, mientras que en realidad el nivel
de citrulina aumenta a ritmo aproximadamente copstante .entrg
ioé .15-y lés 60 min. Una'ekplicécién simple péra tai aumento
es que refleja un aumento también constante en la velocidad
de sintesis de citrulina que, al no poder atribuirse a los
cambios en los niveles de ornitina y de carbamil fosfato,
debe reflejar disminucién con el tiempo de la inhibicidn de
la ornitina transcarbamilasa por la alanina, al descender el
nivel de este aminoacido con . el tiempo desde su

administracién.

Por tanto, el primer pico de carbamil fosfato observado tras
administrar alanina muy probablemente refleja la combinacidn
de dos factores: inhibicién de la ornitina transcarbamilasa
por la alanina y aumento de 1la sintesis de carbamil fosfato‘_
por aumento del amonio y acetilglutamato, siendo este aumento
s6lo importante para periodos superiores a 15 min desde la
administracién del aminodcido. Ello explicaria también el que
a los 45 min, cuando se alcanza el maximo de amonio y el
nivel mads alto encontrado hasta entonces de acetilglutamato,
y cuando los niveles de ornitina no han sufrido ain un cambio
importante, se produzca un descenso en el nivel de carbamil
fosfato, que debe reflejar aumento en la actividad ornitina
i
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transcarbamilasa, explicable por disminucién de un inhibidor,
que podria ser‘la alanina [38]. Aunque no hemos determinado
los niveles de este aminoadcido, los picos de amonio y de
glutamato muy probablemente reflejan aproximadamente el pico
de alanina, siendo indicativos del periodo temporal en que
cabe esperar la inhibicién de 1la ornitina transcarbamilasa

por este aminoéacido.

El segundo pico‘ de carbamil fﬁsfato sugiere que el aumento
observado en el nivel de acetilglutamato entre los 45 y los
60 min se acompafia de un aumento proporcional en la actividad
de la carbamil fosfato sintetasa, y que, por tanto, la
carbamil fosfato sintetasa no estd saturada por el acetil-
glutamato. El desfase entre 1las curvas para amonio y para
acetilglutamato, alcanzédndose el maximo antes para el primero
que para el seqgundo, y la coincidencia entre el segundo pico
del carbamil fosfato y el pico de acetilglutamato, da apoyo a
la propuesta de Meijer de que "in vivo" wuna funcidén
importante del acetilglutahato es garantizar una actividad
elevada de la carbamil fosfato sintetasa a concentraciones

subéptimas de amonio [13,62].

A diferencia de 1lo que sucedia para la administracién de
glicina, los niveles de carbamil fosfato observados a los 45
y 60 min de la administracidén de alanina son explicables
adecuadamente por los aumentos esperables de actividad
carbamil fosfato sintetasa, como cqnsecuencia de las
elevaciones observadas en los niveles de amonio y acetil-

glutamato. Los niveles de amonio y glutamato exhiben curvas
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similares con el tiempo, con maximos a los 45 min, que
representan unas 4 veces los niveles presentes en los
controles. Ello estid de acuerdo con la metabolizacidén de la
alanina via transaminacién y con generacién de amonio a

partir del glutamato [65].

El aumento en el nivel de glutamato es temporalmente anterior
e insuficiente en _magnitud‘.para .explicar por . si solo el
amplio pico de acetilglutamato, razonablemente simétrico vy
centrado en los 60 min. No hemos estimado el nivel de acetil
CoA, y por tanto desconocemos en qué medida aumentos en los
niveles de este sustrato de la acetilglutamato sintetasa han
podido contribuir al aumento en el nivel de acetilglutamato.
Otro factor a considerar por su posible papel en los cambios
del nivel de acetilglutamato es el nivel de arginina, que
aumenta 3-5 veces a lo largo del experimento, alcanzando un
maximo a los 60 min y evolucionando desde entonces aproxima-
damente en paralelo a los niveles de acetilglutamato, no
pudiendo excluirse, por tanto, que los cambios en los niveles
de arginina hayan influido en la actividad de la acetil-
glutamato sintetasa, como fue postulado previamente por

Tatibana y cols. [5].

La comparacidén de los maximos para los distintos metabolitos
indica que el médximo para el amonio precede al de la
citrulina, que éste es simultaneo con el maximo de aspartato,
Yy que ambos preceden al maximo de arginina, como hay que
esperar del orden de los diferentes pasos en el ciclo de la

urea [l1]. La suma de ornitina + citrulina + arginina revela
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la incorporacidén neta por el higado, tras la administracién
de alanina, de casi 1 pmol/g de los compuestos intermedios
del ciclo de la urea, posiblemente derivados de sintesis
intestinal "de novo" de ornitina a partir del glutamato

producido por la metabolizacién de la alanina [61,65].

2.4.6 Consideraciones finales

Hay bﬁénas razéneé péré impiiéar a ia carbamil fosfato
sintetasa mitocondrial en la sintesis de carbamil fosfato
acumulado al administrar aminodcidos: 1) no se producen
aumentos en el nivel hepatico de glutamina que puedan
justificar una activacién de 1la sintesis de carbamil fosfato
por la carbamil fosfato sintetasa II [64]; 2) la actividad

C23]
carbamil fosfato sintetasa II{es insuficiente para justificar
la veloz acumulacién observada de carbamil fosfato,
particularmente si se tiene en cuenta la rapida utilizacidn
del carbamil fosfato hepatico (ti1.,2<0.15 segq, en una
situacién de inhibicién de la ornitina transcarbamilasa
similar a la actual [24]); 3) los cambios en los metabolitos
del ciclo de la urea justifican una aceleracién importante en
la velocidad de sintesis de carbamil fosfato por la carbamil
fosfato sintetasa mitocondrial hepatica; 4) el bajo nivel de
ornitina y su constancia a pesar de la aceleracidén en la
sintesis de carbamil fosfato justifican 1la existencia de un
bloqueo relativo en el consumo de carbamil fosfato
mitocondrial por la ornitina transcarbamilasa; 5) la
administracién de ornitina resulta en una drastica reduccién

en el nivel de carbamil fosfato, que demuestra su utilizacidn
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por la ornitina transcarbamilasa; es de esperar tal eficiente
utilizacién si el carbamil fosfato se acumula preferentemente
en la mitocondria hepatica, donde se encuentra 1la ornitina
transcarbamilasa [11]; si el carbamil fosfato hubiera de
penetrar al interior de la mitocondria para tener acceso a la
ornitina transcarbamilasa, habr{a que esperar que la barrera
de permeabilidad constituida por las membranas mito-
~condriales  limitara drédsticamente la capacidad de la
ornitina transcarbamilasa para competir por el carbamil

fosfato citosdélico presente fuera de la mitocondria.

En todo <caso el carbamil fosfato mitocondrial debe
atravesar las membranas de este organulo y escapar al citosol
antes de poder ser utilizado en 1la sintesis de pirimidinas
[41 ]. Varios autores han demostrado la existencia de esta
salida [41,42] aunque no se ha aclarado su mecanismo exacto.
En estudios con mitocondrias aisladas se ha demostrado la
necesidad de que exista un gradiente considerable de carbamil
fosfato entre el interior y el exterior de 1la mitocondria
para que se de dicha salida [73]. Por tanto, la mayoria del
carbamil fosfato hepatico encontrado aqui (al menos un 90 %,
de acuerdo con [6]) debe estar localizado en la matriz
mitocondrial y por tanto la concentracidén de este metabolito
en dicho compartimiento debe ser, durante el pico de la
acumulacién, muy elevada (suponiendo 60 pyl de H20 en la
matriz por gramo de higado [6], 3.3 mM para la glicina y 0.83
mM para alanina). El hecho de que la aspartato
transcarbamilasa, que forma parte de una proteina

multienzimatica [64] junto con 1la carbamil fosfato sintetasa
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II vy la dihidroorotasa, acepte el carbamil fosfato procedente
de la mitocondria prueba que, "in vivo", la canalizacién del
carbamil fosfato desde la carbamil fosfato sintetasa II a la
aspartato transcarbamilasa no es absoluta, y que el lugar de
unién de esta dltima para carbamil fosfato estd expuesto al

medio.

Nuestros resultados también apoyan.la.p;qpqesta.dg que es
el higadd el Srgano reépbﬁsable‘de‘la génefacién del orotato
excretado en exceso al administrar glicina o alanina. Aungue
solo aproximadas, nuestras estimaciones predicen una
produccién hepatica de orotato similar o alGn superior a lo
excretadqg, justificando enteramente dicha excrecidén. Es légico
que sea asi ya que, ademds del higado, la carbamil fosfato
sintetasa I sb6lo se encuentra en la mucosa del intestino
delgado, donde s6lo se encuentra a un nivel de <5% del nivel
hepatico [75]. Ademds, a diferencia del higado, el intestino
delgado sintetiza "de novo" ornitina ~ [ 61], por lo gque es
de esperar que la sintesis de citrulina se vea menos limitada
en este O6rgano que en el higado por déficit de aporte de
ornitina, que es uno de los factores implicados en la

acumulacidén de carbamil fosfato observada aqui.

En realidad no sabemos si el carbamil fosfato
mitocondrial y la aspartato transcarbamilasa se encuentran en
los mismos hepatocitos, ya que estas células presentan
considerable heterogeneidad dependiendo de su localizacién en
el lobulillo hepatico, encontrandose los enzimas del ciclo de

la urea en el area periportal [15] y desconociendose dénde se
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localizan los de la sintesis de pirimidinas. Se ha demostrado

que el tratamiento con tetracloruro de carbono dafa
selectivamente el area perivenosa [16] e induce
hiperamoniemia [16] y aciduria ordtica [75]. La

hiperamoniemia se atribuye a 1la pérdida de la actividad
glutamina sintetasa [16] (exclusivamente perivenosa) vy la
aciduria orética seria secundaria a dicha hiperamoniemia, vy
estaria de acuerdo con 1la sintesis de‘éqidq qrétiqo.en_la

regién no perivenosa.

En cualquier caso, la excrecidén observada de orotato
representa una fraccidén despreciable con respecto al aporte
nitrogenado que supone la administracién de 3 mmoles de
glicina o alanina. Por ejemplo, 1la excrecién de 1.9 mg de
orotato tras 1la administracién de 3 mmoles de glicina
representa <1% del nitrdgeno total administrado con el amino-
acido, lo que refleja la baja capacidad de sintesis de la via
de las pirimidinas hepatica, que no puede ser considerada en
ningin caso una ruta alternativa al ciclo de la urea para la

excrecidén nitrogenada.

La dependencia aproximadamente hiperbdlica encontrada
aqui de los niveles de orotato con respecto a los de carbamil
fosfato, revela que la sintesis de pirimidinas es un proceso
saturable con fespecto a la concentracidén de carbamil
fosfato, como hay que esperar tanto del paso del carbamil
fosfato a través de 1las membranas mitocondriales como de la

reaccidn catalizada por la aspartato transcarbamilasa.

69



Si esta relacidén hiperbdlica refleja el paso del carbamil
fosfato a través de las membranas mitocondriales, puede
estimarse para él, a partir de la fiqgura 2.10, un Km del
orden de 0.5 mM carbamil fosfato. Por el contrario, si se
trata de saturacién de la aspartato transcarbamilasa, el Km
estimado seria, suponiendo que la concentracién extramito-
condrial de carbamil fosfato es el 1% de la intramitocondrial
(73], de > pM carbamil fosfato, wun valor probablemente
deﬁasiado bajo 'para‘ ia éspartato | transcarbamilasa de
mamiferos [64]. Por tanto, lo mads probable es que la relaciédn
aproximadamente hiperbdlica de la figura 2.10 refleje salida
de carbamil fosfato a través de las membranas mitocondriales,

un proceso no bien estudiado hasta el momento [62].

Nuestros experimentos ilustran la importancia del aporte
de cantidades apropiadas de ornitina y 1lo 1limitado de 1la
produccién endégena de este aminodcido, que no es capaz de
satisfacer las necesidades de ureogénesis cuando la demanda
creada por la sobrecarga nitrogenada es importante. En este
sentido una conclusién béasica ha sido que, como para la
administracién de una dieta desprovista de arginina [24], la
excrecidén de acido orético y la acumulacidén de carbamil
fosfato responden a la desproporcidn entre las ofertas de
nitrégeno y de arginina. La universalidad de la arginina en
los alimentos proteicos, y por tanto la dificultad de
exponerse, en condiciones de alimentacién normal, a sobre-
cargas nitrogenadas que no vayan acompailadas de suministro
proporcionado de arginina, seguramente justifican la ausencia

de una actividad de sintesis "de novo" de ornitina suficiente
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para hacer frente a sobrecargas nitrogenadas importantes a
corto plazo. Como hemos visto con la alanina, desempeflan un
papel relevante en la demanda de ornitina la existencia de
inhibicién de 1la ornitina transcarbamilasa por alanina vy,
probablemente, por otros aminodcidos. Siendo aminoécidos los
sustratos de los enzimas citosdélicos del ciclo de la urea,
también es concebible su inhibicidén (de hecho descrita
[34,38,62]) por aminoacidos distintos a sus sustratos
naturales. Estos procesos de inhibicién, dado su caracter
competitivo con los sustratos, deben poder ser revertidos por
los sustratos' normales, la ornitina para la ornitina trans-
carbamilasa o sus metabolitos para los pasos siguientes del
ciclo. Por ello la administracidén de ornitina es importante
tanto como sustrato en si de la ofnitina transcarbamilasa
como para desplazar a posibles aminodcidos inhibidores de 1la
ornitina transcarbaﬁilasa, y los metabolitos ulteriores del

ciclo derivados de 1la ornitina también deben desempefar un

papel similar con los pasos citosélicos del ciclo de la urea.

Una cuestidén aiin no resulta sobre la funcionalidad del
ciclo de la urea es el papel de la ornitina sobre la
actividad del paso de sintesis de carbamil fosfato. Krebs fue
el primero en postular, sobre la base de experimentos de
perfusién hepatica, que la carbamil fosfato sintetasa
hepatica es activada por ornitina [72]. Sin embargo, A-'
diferencia de la carbamil fosfato sintetasa de E. coli [77 ];
la actividad del enzima ureotélico en solucidén no se influye
por este aminodcido. Experimentos ulteriores con mitocondrias

aisladas han concluido que, en ausencia de ornitina, existe
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una sintesis inicial rapida de carbamil fosfato que al poco
tiempo declina, sin que se conozcan las razones de tal
disminucién. La adicidén de ornitina previene esta disminucién
a condicidén de que la ornitina transcarbamilasa sea activa
[73]. Este hecho vy la necesidad de que la estructura mito-
condrial permanezca intacta para que se observen estos
efectos, han hecho suponer que 1la sintesis de carbamil
ﬁosfato deqlina.cqmp gqnseguencia delsp.aqoplamientq a algin
proceso de transpdrfe a través de la membrana mitocondrial,
que es reactivado por la extrusién de citrulina desde la
mitocondria, habiéndose postulado por Meijer que la
inhibicién de 1la sintesis de carbamil fosfato se deberia a
inhibicién de 1la anhidrasa carbdénica mitocondrial por
acumulacién de protones en la matriz [62]. No existen
evidencias directas de que sea asi, pero nuestros resultados
con la administracién de cantidades razonables de ornitina
favorecen la idea de que hay inhibicién de 1la carbamil
fosfato sintetasa por bajo aporte de ornitina y que dicha
inhibicidén no est@ mediada directamente por la acumulacién de
carbamil fosfato, tal como habria que esperar si se debiera a
inhibicién de la ornitina trahscarbamilasa por este

metabolito.

En cualquier caso, nuestros resultados no apoyan la
conclusién mantenida inicialmente por Krebs, de que 1la
administracidén al higado de alanina sin ornitina ‘resulta en
acumulacién de amonio pero no de carbamil fosfato [72].
Aunque sin duda se acumula amonio, revelando una

desproporcién entre la velocidad a que se genera dicho
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metabolito y su utilizacién por la carbamil fosfato
sintetasa, también se acumula carbamil fosfato, alcanzando
muy probablemente en la matriz mitocondrial niveles
comparables a los del amonio, y, para la administracién de
glicina, mas elevados. Ello no es dObice para postular que la
carbamil fosfato sintetasa se inhibe en ausencia de ornitina.
Como han demostrado experimentos con mitocondria aislada
[73]1, tal inhibicidn no sucede desde ellp;inqipip,_sino.que
se .instauré al. cabo’Ade _ cierto“tiémpo, .cuando se han
establecido ya niveles estacionarios elevados de carbamil

fosfato en la matriz mitocondrial.
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3. N-ACETIL-L-GLUTAMATO EN EIL. SISTEMA NERVIOSO

CENTRAL: INVESTIGACIONES SOBRE SU ORIGEN Y

METABOLISMO.
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3.0 ABREVIATURAS

NAG y acetilglutamato: N-acetil-L-glutamato.
NAA y acetilaspartato: N-acetil-L-aspartato.
NAAG y acetilaspartilglutamato: N-acetil-L-aspartilglutamato.

LANAT: L-aspartato-N-acetiltransferasa.

3.1 INTRODUCCION

La dnica funcidén conocida del N-acetil-L-glutamato en
mamiferos es la de ser . el activador alostérico
fisioldgicamente esencial de la carbamil fosfato sintetasa I
[1-4], el enzima que cataliza el primer paso comprometido en
la sintesis de urea [5-8]. La funcidén principal de este ciclo
metabdélico es 1la detoxificaciéon del amonio derivado del
catabolismo proteico [8,9]. En los vertebrados ureotélicos,
tanto la carbamil fosfato sintetasa I como el acetilglutamato
se localizan en la mitocondria de los d6rganos responsables de
la sintesis de urea y citrulina (higado e intestino, respec-
tivamente), pero no se encuentran en cantidades sustanciales
en rifién, bazo, y corazdén, tres &rganos que no sintetizan
citrulina [1,10]. S6lo el higado ureotélico posee toda la
dotacidén enzimatica necesaria para sintetizar wurea; otros
6rganos poseen parte de esta dotacidn, utilizandola para la

sintesis de arginina (intestino y rinén) [11-14].

Los niveles hepaticos de acetilglutamato son, en general,

relativamente bajos (10-100 nmoles/g de tejido; ver
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Resultados de la Seccién 2 y [1,4,15,16]), si bien pueden
incrementarse de forma rapida y considerable [16,16a] en
situaciones experimentales que impliquen una mayor necesidad
de funcionamiento del ciclo de 1la urea, habiéndose descrito
valores de hasta 300 nmoles/g de higado [17]. Existe una
correlacidn entre el nivel de acetilglutamato y la sintesis
de citrulina [16,16a], por lo que se considera al acetil-
glutamato un determinante metabélico importante en el
fuhéiénéﬁiénf&vly: cénfrol  del ciclo de 1la urea (§er,Secci6n_
2), a pesar de que este punto ha sido objeto de discusidn

[18-207].

Otra funcidén que se ha propuesto en mamiferos para el
acetilglutamato es la de activar 1la glutaminasa hepatica
dependiente de fosfato [21]. Sin embargo, la Ka para esta

activacién (6-8 mM) es tan alta en relacién a las concen-

traciones hepaticas descritas de acetilglutamato (ver
Resultados de esta Seccidn, de la Seccidn 2, y
(1,4,9,15-17]), que hace improbable que esta funcidén tenga

"in vivo" algin significado real.

En microorganismos y plantas el NAG es precursor
biosintético de 1la ornitina, siendolo por tanto de 1la
arginina sintetizada "de novo" [6,11,22]. Esta es probable-
mente su funcidén filogenéticamente mas antigua. En esta via
metabdlica, el acetilglutamato es el primero de una serie de
aminoacidos N-acetilados que finaliza con la N-acetil-
ornitina, a partir de la cudl se obtiene, bien por

deacilacién o transacetilacién al glutamato, ornitina [22].
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En los mamiferos no ha podido detectarse la presencia de esta
ruta [11,12]. En estos organismos la sintesis de arginina
tiene lugar a partir de glutamato sin 1la intervencidén de

compuestos N-acetilados [11-14].

En mamiferos, por tanto, dada la presencia de carbamil
fosfato sintetasa I sélo en el higado e intestino, existia la
creencia generalizada de que la distribucidén del acetil-
éiufaha£§ érélié ﬁisma Que ia de lé siﬁtetésa [1]. Sin
embargo, hace ya casi 30 afios se describidé [23-25] la
presencia de acetilglutamato, a niveles comparables o incluso
mayores a los del higado ureotélico, en el cerebro de
mamifero, un 6rgano que no contiene cantidades sustanciales
de carbamil fosfato sintetasa I [5,26]. Este hallazgo quedd
en el olvido hasta que experimentos de nuestro grupo en que
estuvimos muy involucrados demostraron concluyentemente [27],
utilizando varias aproximaciones metodolégicas, que el
N-acetil-L-glutamato esta presente en cerebro a
concentraciones comparables a las observadas en el higado de
los organismos ureotélicos, que su localizacién subcelular en
el sistema nervioso es similar a la del N-acetil-L-aspartato,
es decir, predominantemente citosélica, y que su distribucidn
en distintas areas del cerebro difiere de la del N-acetil-L-
aspartato. También se excluyé concluyentemente en dichos
experimentos que hubiera carbamil fosfato sintetasa I en el
cerebro (limite de deteccién, 0.18% del nivel hepatico) y se
demostré 1la presencia de acetilglutamato en el cerebro de
pollo, un animal no ureotélico. Por tbdo ello se concluyd que

el acetilglutamato cerebral no esté implicado en la
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ureogénesis, quedando enteramente en el aire cémo se
sintetiza y se degrada y cudl es su funcién en el sistema

nervioso central.

Recientemente se ha descrito [28] que el NAG inhibe "in
vitro" con un Ki de 58 uM (la concentracidén de NAG en cerebro
es de este mismo orden, ~ver Resultados) a la dipeptidasa
encargada de hidrolizar el dipéptido cerebral N-acetil-
'L-éépétfiiégiufémic§'(ﬁAAG) pof el,ehléce,péptidico exiétenté,
entre el aspartato y el glutamato. Existen evidencias
importantes en favor de dque el NAAG sea un neurotransmisor
[29], por lo que seria concebible que el acetilglutamato
estuviera implicado en la modulacién de los niveles de NAAG,

influyendo en su degradacidn.

En cuanto al metabolismo del acetilglutamato, se han
descrito dos enzimas que catalizan la sintesis de acetil-
glutamato en diferentes organismos: la acetilglutamato

sintetasa [30-33] y la ornitina acetiltransferasa [22,34-36].

La acetilglutamato sintetasa (EC 2.3.1.1.) cataliza la

reaccién:
Acetil-CoA + L-glutamato ----> N-acetil-L-glutamato + CoA

Este enzima es modulado alostéricamente por la arginina.
Este aminoacido inhibe (inhibicién por producto final) a la
enzima de organismos inferiores, en 1los que 1la enzima

cataliza el primer paso en la via de sintesis "de novo" de
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ornitina [6,30,31], pero es activadora de la acetilglutamato
sintetasa en los organismos ureotélicos [32], en los que el
acetilglutamato actia como activador alostérico de 1la
carbamil fosfato sintetasa I [1,6,32,33]. En estos dltimos
organismos, el elevado Km de la acetilglutamato sintetasa
para el glutamato [33] hace de ella un buen sensor del nivel
de compuestos nitrogenados en equilibrio con el glutamato, lo
que es de importancia para modular la aqtiyidadl de.lsintesis‘

de urea [8].

La ornitina acetiltransferasa (EC 2.3.1.35), se encuentra
en la mayoria de los organismos que sintetizan ornitina a
partir de acetilglutamato [22,34-36]. Cataliza de forma

reversible la reaccién:

L-glutamato + N-acetil-L-ornitina <--> N-acetil-L-glutamato +

L-ornitina

No se ha descrito esta actividad transacetilasa en
vertebrados [37], ni se ha encontrado acetilornitina en
higado e intestino de rata [l11]. En los organismos que poseen
la transacetilasa también existe con mucha menor actividad la
acetilglutamato sintetasa, que tiene una funcidén puramente
cebadora, de iniciar la sintesis de acetilglutamato, pues
luego éste se regenera por transacetilacidén desde la acetil-

ornitina al glutamato, catalizada por la transacetilasa [36].

Otro enzima descrito recientemente [38], la L-aspartato-

N-acetiltransferasa (L-ANAT) podria participar en la sintesis
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de acetilglutamato. Este enzima cataliza normalmente 1la
sintesis de N-acetil-L-aspartato (ver mads adelante), pero
experimentos "in vitro" con andlogos del L-aspartato han
demostrado [38] que la L-aspartato N-acetiltransferasa es
capaz de utilizar también glutamato, aunque con una eficacia
considerablemente menor que para el aspartato. En
contraposicién, la acetilglutamato sintetasa es muy
especifica para el glutamato ([33], no siendq gapaz‘de‘usar

aspartato.

En cuanto a la degradacién del acetilglutamato, el enzima
que cataliza dicha degradacién en el higado es la
aminoacilasa I (EC 3.5.1.14) [37]. Esta enzima cataliza la

reaccidn de hidrélisis [39]:
N-acetil-L-aminoacido + H>0 --> L-aminodcido + resto acetilo

La aminoacilasa presenta una elevada actividad en rifién,
higado y péncreas [40], y, aunque inicialmente, dada su baja
actividad, no se habia detectado en cerebro [40], Grisolia y
cols. [41] han descrito actividad deformilasa y Marks y cols.
[42] han descrito actividad deacilasa compatibles con la
presencia de aminoacilasa I en el cerebro. La aminoacilasa I
es una enzima citosdélica que Hidroliza una variedad de
acetil-derivados de L-aminoacidos con la excepcién del
acetilaspartato, sobre el que carece de actividad [39]. El pH
optimo es diferente para cada sustrato [37,43], siendo para
el acetilglutamato 1ligeramente Aacido [27]. Como se vera en

esta memoria de Tesis, una actividad con caracteristicas de
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aminoacilasa I es probablemente responsable de la degradacién

del acetilglutamato cerebral.

Aunque la ornitina acetil transferasa es capaz de
degradar acetilglutamato, y; que cataliza wuna trans-
acetilacidén reversible, su funcién fisiolégica es 1la
contraria [36], no estando, ademds, presente en animales

[37].

Es importante centrar el tema de esta seccién con
respecto al hecho bien conocido de que el sistema nervioso
central es extremadamente rico en un L-aminodcido N-acetilado
homélogo del acetilglutamato, el N-acetil-L-aspartato. Esté
compuesto fue descubierto por Tallan y cols. [44,45] en el
sistema nervioso de diferentes especies de mamiferos, aves y
reptiles. La concentracién en cerebro de mamiferos y aves es
muy alta (6-10 mM; ver Resultados y [44,45]), siendo superada
Gnicamente, entre los aminodcidos, por el glutamato [46]. Su
nivel es menor en el cerebro de reptiles y peces que en el de
mamiferos, y es practicamente nulo en anfibios e
invertebrados [45,47]. En tejidos no nerviosos, la
concentracién de NAA es despreciable (<1%) frente a su nivel
en el sistema nervioso central (ver Resultados y [44,47]). Su
distribucién regional cerebral es decreciente en el sentido
rostro-caudal [45]. Se localiza preferentemente en la materia
gris [45,48,49], y es mayoritariamente citosélico [25,27]. Su
nivel prenatal es bajo y creciente con el desarrollo,
alcanzando el maximo, en el caso de la rata, alrededor del

vigésimo dia tras el nacimiento (ver Resultados Yy
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[45,50,51]). El NAA parece ser un compuesto neuronal
[49,52,53], aunque mAs recientemente se ha encontrado en
cantidades elevadas en células progenitoras de 1los oligo-

dendrocitos tipo 2 y en oligodendrocitos inmaduros [54].

Inicialmente se consider6 al NAA como un metabolito
inerte dado su alto nivel cerebral y su bajo recambio
metabdlico [49,55]. Aunque se le han propuestq‘desde entqnqes
nuheroéas fﬁnéiones, éomo la de ‘sér precursor del ‘neuro—
transmisor NAAG [56,57], 1la de ser un anidén para cubrir el
déficit de aniones en el tejido neural ([55] y 1la de
incrementar los niveles de cAMP [58], 1la funcién mas
ampliamente aceptada es la de ser transportador de restos
acetilo desde 1la mitocondria al citosol para la biosintesis
de Acidos grasos cerebrales ([59-61]. Aungue como hemos
comentado, su nivel es bastante constante, se ha encontrado
una disminucidén cerebral de este metabolito en individuos
infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana [62],
en la enfermedad de Huntington [63] y en la enfermedad de
Alzheimer [64], aunque la mayor alteracidén descrita en su
metabolismo ocurre en la enfermedad de Canavan, debida al
déficit de aspartoacilasa, el enzima que lo degrada especifi-
camente [65]. En esta enfermedad hay un gran aumento en los

niveles de acetilaspartato, apareciendo a concentracién

elevada en 1la orina [66], y existiendo en los enfermos
importantes anomalias neurolégicas (leucodistrofia), con
desmielinizacién.

Como ya se indicé antes, la L-aspartato-N-acetil-
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transferasa (EC 2.3.1.17), cataliza la reaccién de sintesis

de acetilaspartato:
Acetil-CoA + L-aspartato ————> CoB + N-acetil-L-aspartato

En los vertebrados, esta enzima s6lo se detecta en el
sistema nervioso asociada a 'membranas [38]. Es bastante
selectiva para el L-aspartato y sélo admite D-aspartato o
L;giufaﬁété één.uﬁl16%> Aé :efiéécié én felaciénval_aspartéto
[38]. Su nivel aumenta en sentido rostrocaudal [38], 1lo que
sorprende, pues es inverso al de su poducto [27], y su nivel
durante el desarrollo postnatal [61l] se correlaciona muy bien
con el nivel de NAA. Los resultados del presente trabajo
estdn de acuerdo con que este enzima sea responsable de la

sintesis del acetilglutamato cerebral.

La degradacién del acetilaspartato se lleva a cabo por la

aminoacilasa II [38] (aspartoacilasa, EC 3.5.1.15).
N-acetil-L-aspartato + H20 ----> L-aspartato + acetato

Este enzima es citosdlico [67] o estd muy débilmente
asociado a membrana [48]. Hidroliza el N-acetil-L-aspartato
con un alto grado de especificidad [39], por lo que también
se denomina aspartoacilasa. Estd presente en el sistema
nervioso vy, curiosamente, también en otros tejidos no
nerviosos, principalmente rindén e higado, en los cuales no
existen cantidades apreciables de NAA [67]. Como ya se ha

indicado, el deficit congénito de aminoacilasa II va asociado
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a la enfermedad de Canavan [65].

Otro compuesto N-acetilado presente en el sistema
nervioso a concentracién relativamente elevada es el
N-acetil-L-aspartilglutamato (NAAG). Fue descubierto por
Curatolo y cols. [68] y Miyamoto y cols. {69]. E1 NAAG es un
dipéptido neurotransmisor abundante y ampliamente distribuido
en el sistema nervioso de vertebrados (mamiferos, reptiles,

aves, anfibios, etc.), encontrandose también en invertebrados

(anémonas, planarias) [29]. No se encuentra, o su nivel es
<1% del nivel cerebral, en tejidos no nerviosos de
vertebrados [47,50]. La concentracién en el cerebro de

mamiferos aumenta en sentido rostrocaudal [52,68,70]. El
nivel de NAAG es mayor en la sustancia blanca que en la gris
[47]. Los niveles cerebrales neonatales son aproximadamente
iguales a los del cerebro adulto [47,50,51]. El1 NAAG estéa
concentrado en subpoblaciones de neuronas [29,71,72], aunque
recientemente se ha encontrado en células gliales en cultivo
[73]. Se ha descrito presencia de NAAG en vesiculas
sindpticas de- la retina de anfibios [74] vy es liberado
mediante despolarizacién de forma dependiente de calcio en
cortes de corteza piriforme de rata [75], en sinaptosomas de
cerebro de rata [76], y en el sistemas visual del pollo [77].
El NAAG induce una serie de respuestas neuronales dque
incluyen la activacién de baja potencia de receptores NMDA
[78], influencia la liberacién de otros neurotransmisores
[79], o disminuye los niveles intracelulares de cAMP via

receptor metabotrdépico del glutamato [80].
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Sobre 1la sintesis de NAAG se sabe muy poco [29]. Su
degradacién la 1lleva a cabo una dipeptidasa acidica de
dipéptidos N-acetilados a-unidos, que degrada el NAAG a NAA y
glutamato [28,81-85]. Esta enzima es una metalopeptidasa
clorodependiente wunida a membrana [28,81-85]; posee un Km
para el NAAG de 540 nM [28], y parece encontrarse en la cara
externa de la membrana tanto de neuronas como de células
gliales [82,83]. Asi,vla liberacién sinéptica delNAAG_puede_
_ teﬁer dos efectos. fisiolégicoé; por si mismo al uhirse a
receptores NMDA [84], o a través del glutamato resultante
tras su degradacién por la dipeptidasa en el espacio

extracelular [82-84].

La presente seccién de esta memoria de Tesis en una
continuacién de nuestro trabajo anterior sobre el acetil-
glutamato cerebral [27]. Ahora hemos investigado mas extensa-
mente la distribucidén (incluyendo estudios en tumores) y
cambios con el desarrollo de este compuesto, comparandolo con
los niveles de NAA y NAAG. De esté comparacién, y del estudio
de actividades enzimaticas con capacidad de sintetizar y
degradar acetilglutamato en el cerebro, elevaremos la
propuesta de que este acilaminoacido es sintetizado por el
mismo enzima que el acetilaspartato, la L-aspartato-N-acetil-
transferasa, y es degradado por una aminoacilasa de tipo I,

diferente a la aspartoacilasa que degrada acetilaspartato.
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Productos quimicos

Glutamato, aspartato, N-acetil-L-glutamato, N-acetil-
L-aspartato, = N-acetil-L-aspartil-L-glutamato y N-acetil-
L-glutamina se obtuvieron de Sigma. Las resinas de
intercambio catidénico AG SOW—XSH(fqrma H*) Y del_inte:cambipl
aniénico,AG 1-X8 (forma acetato), ambas de tamaﬁo.de ﬁalla.dé,
200-400, se obtuvieron de Bio Rad. La forma formato de la
resina AG 1-X8 se preparéd a partir de la de acetato tras
lavarla exhaustivamente con acido férmico 1 M y posterior
lavado con agué hasta alcanzar un pH 5-6. El agua desionizada
y las soluciones para HPLC se obtuvieron como se describe en

el capitulo anterior.

L-[2,3,4-3H]Glutamato (46 Ci/mmol), L-[U-*“C]glutamato
(285 Ci/mol), L-[4-**Claspartato (54 Ci/mol), y el Na='“COs
(50 Ci/mol) se obtuvieron de Amersham. L-[2,3-2H]Glutamato
(15-25 Ci/mmol) y L-[1-*%C]glutamato (55 mCi/mmol) se
obtuvieron de New England Nuclear. N-Acetil-L-[4-'“C]-
aspartato, N-acetil-L-[2,3,4->H]glutamato, N-acetil-
L-[{U-**C]glutamato y N-acetil-L-[{2,3-*H]glutamato de las
mismas actividades especificas que 1las de los aminoacidos de
partida se sintetizaron mediante reaccidén con anhidrido

acético [3] (ver Métodos).

La carbamil fosfato sintetasa I, 1la ornitina trans-

carbamilasa y la aminoacilasa I se obtuvieron como se indica
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en la Seccidén 2. La aminoacilasa I de rifién de rata se
purificé como describe Birnbaum [39]. La creatina quinasa (de
misculo de conejo, cristalina) se obtuvo de Boehringer.
Piruvato quinasa (de misculo de conejo), lactico
deshidrogenasa (de misculo de conejo) y albimina de suero
bovino (esencialmente libre de acidos grasos) se obtuvieron

de Sigma.

3.2.2 Animales y tejidos

Se utilizaron ratas Wistar (200-250 g de peso) y ratones
albinos tipo Swiss (20-25 g de peso), de Interfauna Ibérica
(Barcelona), alimentados "ad 1libitum" con comida estandar
para roedores con un contenido proteico del 14.5%. Los pollos
se obtuvieron de la granja avicola Penyes Males (Massanasa,
Valencia). Ranas (50-60 g de peso) se obtuvieron de Ranassa
(Orense) y fueron sacrificadas inmediatamente al recibirlas.
Se obtuvo un cerebro de cordero de un matadero local
(Mercavalencia); dicho cerebro fue homogeneizado en dicho
matadero antes de 10 min desde el sacrificio del animal.
Pollos, roedores y ranas fueron sacrificados mediante
decapitacién e inmediatamente (aproximadamente 1 min) se

extrajo el cerebro y/o el higado.

El cerebro y glandula suprarenal de un cerdo se
obtuvieron de un matadero local (Paterna, Valencia) y tanto
la sustancia gris y blanca del cerebro, como la médula
adrenal y la corteza de 1la gléandula suprarenal fueron

separadas mediante diseccidén sobre una placa petri enfriada
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sobre hielo. Los tumores humanos asi como tejido cerebral
normal (obtenido junto con el tumor) se obtuvieron en
intervenciones quiridrgicas en el Hospital Clinico
Universitario y en el Hospital La Fe (Valencia) antes de 5
min desde la ektraccién quirdrgica. Estas muestras fueron
mantenidas a 0-4°C hasta la homogenizacidén (antes de 1 h dé

la obtenciédn).

‘Péré.iﬁvéétigéri.ei .deéafroiié pre .y postnatal de los
metabolitos en cerebro de rata, se aparearon ratas hembras
con machos de la misma cepa, confirmandose la cdépula mediante
observacién microscépica de esperma en la vagina. Las ratas
prefiadas se colocaron en cajas individuales y a los -6, -2,
0, 4, 7, 15, y 25 dias con respecto al dia del parto, los
fetos o crias fueron sacrificados por decapitacidén y los
cerebros (o cabezas, para el dia -6) fueron extraidos y

homogeneizados para la determinacidén de metabolitos.

Las regiones cerebrales (corteza, hipocampo, hipotalamo,
estriado, cerébelo y el conjunto formado por puente y bulbo
raquideo) de rata fueron obtenidas mediante diseccidén del
cerebro sobre una placa de Petri enfriada sobre hielo. Dichas
regiones cerebrales se homogeneizaron antes que

transcurriesen 10 minutos desde la decapitacién.

Todos estos tejidos se homogeneizaron lo mas rapidamente
posible en 5 volimenes de HClOa. 0.5 M frio o se procesaron o
congelaron a -70°C para la determinacién de las actividades

enzimaticas. Cuando la muestra resultd muy pequefia (algin
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tumor humano, etc.), ésta se homogeneizd en 3 ml de HClO0a 0.5
M frio (el suficiente para poder usar el homogeneizador

Ultraturrax).

3.2.3 Aparatos

La mayoria de los aparatos usados en esta parte del
~trabajo se describen en este mismo apartado de la Seccidn
anterior..Eépeéificamente en‘esta parte se usé una batidora
Taurus (Madrid) para homogeneizar el cerebro de cordero en el
mismo matadero. La ultracentrifuga utilizada, modelo L8-M con
rotor angular 50Ti, fue de Beckman. El sistema cromatografico
de HPLC usado fue el descrito en la Seccidén 2, excepto por
que ademdas se usd un detector de absorcién éptica (modelo
440) y una columna de intercambio anidnico Partisil SAX (10u
Radial Pak, 8x100 mm) dispuesta en un médulo de compresidn
radial (médulo %), todo ello de Waters. Se usd posteriormente
otra columna de intercambio anidénico de alta pfesién

(Partisil 10 SAX, 25 cm) de Whatman.

97



3.3 METODOS

3.3.1 Sintesis de acetilglutamato y acetilaspartato radiac-

tivos

Se utilizaron glutamato o aspartato radiactivos de 1las
actividades especificas que se indican en "Material" y se
~acetilaron como describe Marshall y cols. [3]. Antes de
acetilar el aminoécido,rse-purificé mediante adsorcidén a  una
columna de AG 50W-X8 de 0.2 ml preparada en una jeringuilla
de tuberculina. Se lavé 1la columna sucesivamente con 0.6 ml
de HC1 0.1 Ny 0.4 ml de HC1 0.5 N, y se eluydé el aminoacido
con 1.2 ml de HC1 1 N. Este Gltimo eluido se liofilizé hasta
sequedad y el residuo se resuspendid en 100 pl de agua y se
neutralizé con KOH 0.1 M. Inmediatamente se afiadieron 100 ul
de anhidrido acético (Merck) y se agitdé vigorosamente en un
vértex hasta que se formdé una séla fase. El anhidrido acético
que no reaccioné se hidrolizé afiadiendo 100 pl de agua y
agitando (vortex) hasta la formacién de una sbéla fase. Esta
mezcla se liofilizé hasta sequedad vy el residuo se
resuspendidé en 0.5 ml de HC1l 10 mM y se aplicé a otra columna
de 0.2 ml de AG 50W-X8. En esta columna, el glutamato o
aspartato acetilados no se retienen, mientras que los
aminoacidos no acetilados quedan retenidos. Se recogié el
percolado mas un lavado de 200 pl de HC1 10 mM y las muestras
se. neutralizaron con KOH 0.1 M y se congelaron a -20°C. El
grado de acetilacién, estimado mediante la columna de AG
50W-X8, fue siempre prdéximo al 100%. E1 acetilglutamato fue

repurificado mediante adsorcién a wuna columna de AG 1-X8
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(formato) de 0.7 x 6 cm. Antes de su aplicacién, la muestra
fue acidificada con 10 mM A&cido fdérmico (concentracién
finai). La columna se lavd con 50 ml de &cido férmico 0.1 N y
se eluyé con &cido férmico 1 N (8 aplicaciones de 2 ml). Las
fracciones con radiactividad sustancial se liofilizaron, el
residuo se resuspendié en agqua y se neutralizdé como se
describié anteriormente. La pureza del acetilglutamato,
establecida mediante incubacién durante 10 min a 37°C con 0.5
ﬁgvde-aﬁinéaéiiésé éﬁ ésiﬁlldé fémﬁéﬁ-Tﬁié—ﬁélio;s M §H17.5 f
posterior adsorcidén del glutamato formado en una columna de
AG 50W-X8, fue siempre superior al 99%. Las actividades
especificas del acetilaspartato y acetilglutamato
sintetizados fueron la de 1los aminodcidos originales (ver

Material).

3.3.2 Obtencién de fracciones subcelulares

La corteza cerebral de rata se homogeneizé a 0°C en nueve
volimenes de una solucidn dé sacarosa 0.32 M llevada a pH 7.2
con NaOH, utilizando un homogeneizador de Potter-Elvenhjem
con émbolo de teflén. Todos los pasos se realizaron a 0-4°C.
El homogeneizado se centrifugé a 1000 x g durante 5 minutos
para obtener el precipitado de baja velocidad (Pi: fraccidn
nuclear cruda); el sobrenadante se centrifugé a 12000 x g
durante 30 minutos para separar el precipitado de alta
velocidad (P2: fraccién mitocondrial cruda, que incluye
ademds membranas de mielina y sinaptosomas) y el sobrenadante
final (S: fraccidén citosdlica) [86]. Estas fracciones

subcelulares se utilizaron para ensayos de actividad
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enzimdtica (ver mads adelante) o para determinar acetil-

glutamato.

3.3.3 Determinacién de acetilglutamato, acetilaspartato y

acetilaspartilglutamato (Fig. 3.1)

El procedimiento, ha sido publicado ya [27], y se
esquematiza en la figura 3.1. Excepto cuando se indica, las
6péfaéi§ﬁes se reélizaron a 0-4°C. El tejido se homdgeneizé
en 5 volimenes de HC1l0a 0.5 M, (homogeneizador Ultra-turrax
o, para muestras muy grandes, batidora Taurus). Los
precipitados (P:» y P=2) del fraccionamiento subcelular se
homogeneizaron en un homogeneizador de Potter-Elvehjem con 4
ml de HClOa 0.5 M, mientras que a la fraccidn soluble (S) se
le afiadié HClO0. del 70% hasta alcanzar una concentracién de
0.5 M HClOa, y se homogeneizd del mismo modo que los preci-
pitados. Tras 15 minutos a 0°C se centrifugaron los homo-
geneizados a 6000 x g durante 15 minutos. Los precipitados se
disolvieron en NaOH 0.2 M (200 ml/g de tejido inicial) para
determinar proteina [87]. A los sobrenadantes se les anadid
una traza de N-acetil-L-[ZH]glutamato y N-acetil-L-['“C]-
aspartato para sequir y corregir 1la recuperacién de ambos
compuestos; a continuacién se ajustd el pH a 7 con KOH 10 N
y, tras 10 minutos a 0°C, el KClOa se elimindé mediante
centrifugacién a 6000 x g durante 15 minutos. Una cantidad de
sobrenadante correspondiente a <1 g de tejido se pasdé por una
columna de AG 50W-X8 de 0.7 x 5.5 cm, para retener los
aminoacidos, pero no acetilglutamato, acetilaspartato y

acetilaspartilglutamato, recogiéndose el percolado, mezclado
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CEREBRQ

Homogeneizacién en HCIO 40.5 M

PRECIPITADO Centrifugaciéon (6000 g, 15 min)

Solubilizacion v
en NaOH 0.2 N l SOBRENADANTE

Determinacion de proteinas
(Lowry) .

Adicién de [ 3 H]Acetilglutamato
y [1 4 C|JAcetilaspartato
Neutralizacién con KOH 10 M -
~ PRECIPITADO¢—— Centrifugacién (6000 g, 15 min)

(descartar) SOBRENADANTE
AG 50W-X8 (H)

Lavado con agua
(2 x volumen de la columna)

DETERMINACION v
N-ACETILASPARTIL} ¢ EFLUENTE
GLUTAMATO AG 1-X8 (Formato)
Desarrollado con férmico 0 » 0.3M
HPLC-SAX (100 x volumen de la columna)
(fracciones con 3H) (fracciones Con14C)

DETERMINACION
ACETILGLUTAMATO

DETERMINACION
ACETILASPARTATO

HPLC-SAX vy Activacion CPS HPLC-SAX

F_igura 3.1 Determinaciéon de acetilglutamato, acetilaspartato y
acetilaspartilglutamato cerebrales
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con un lavado con agua de dos vecés el volumen de columna.
Una alicuota de este eluido se utilizé directamente para la
determinacién de NAAG mediante HPLC-SAX [52]. El eluado se
aplicé a una columna de AG 1-X8, formato, de 0.7 x 5.5 cm, vy
tras 1lavar con 10 volimenes de H20, se inicié un gradiente
lineal de 500 ml entre 0 y 0.3 M de &cidoc férmico. La
velocidad de flujo fue de 0.3 ml/min, recogiéndose fracciones
automaticamente cada 9 min. El acetilglutamato y el acetil-
éépértaﬁé lSél élﬁjefoﬁ  ¢0@6 §i§o$ édyécéﬁtés.bién.rééuélfds
(Fig. 3.2). El acetilglutémico se determiné mediante HPLC-SAX
tras reunir las fracciones de su pico y concentrar la muestra
por evaporacidén bajo presidén reducida (Rotavapor). El NAA se
determiné mediante HPLC-SAX a partir de su pico. La
radiactividad en cada pico se utilizé para estimar y corregir

las pérdidas (recuperacién >88%).

La determinacién de NAG, NAA y NAAG mediante HPLC-SAX
[27,52], se basa en la deteccién a 214 nm de los picos para
estos compuestos, separados mediante HPLC wutilizando wuna
columna de intercambio anidénico Partisil SAX y elucién

isocratica con fosfato potasico 0.05 M pH 4.6 (Fig. 3.3).

En ocasiones se determiné también el acetilglutamato por
su capacidad de activar a la carbamil fosfato sintetasa I. El
ensayo radiométrico se describe en [27]. La recta patrén

utilizada se ilustra en la figura 3.4.
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Figura 3.2. Separacidédn de acetilglutamato y acetilaspartato

mediante cromatografia en AG 1-X8.
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Figura 3.3 Cromatograma tipico obtenido por HPLC-SAX. La linea

vertical al inicio del cromatograma corresponde a la inyeccién
en el sistema. La fiqura corresponde al registro obtenido a
214 nm tras la inyeccidén de una mezcla de N-acetil-L-glutamato
(NAG), N-acetil-L-aspartato (NAA) y N-acetil-aspartilglutamato

(NAAG) comerciales (2 nmoles de cada uno).
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Figura 3.4 Dependencia de la actividad carbamil fosfato

sintetasa I con respecto a la concentracién de acetil-

glutamato. Representacién de dobles inversos. Las concen-

traciones de N-acetil-L-glutamato en nuestros problemas se

estimdé por interpolacidén en esta recta patrén.
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3.3.4 Determinacién de N-acetil-L-glutamina

La acetilglutamina se determindé como glutamina mediante
el método de HPLC-OPA [15] después de eliminar la glutamina
enddgena del tejido cerebral y de deacilar la acetilglutamina
enzimdticamente con aminoacilasa I. El procedimiento de
homogeneizacidén es el usado para el acetilglutamato (ver més
arriba). Los extractos neutralizados se aplicaron a una
édlﬁmha‘de.AGASOW;XSI(C.éé # i.isvémfflia.cbiuﬁné.sé iévé éoﬁ
0.6 ml de H=20 vy el efluente (que contiene acetilglutamina
pero no glutamina) se 1liofilizé. El liofilizado se disolviéd
en 0.2 ml de tampdén fosfato sédico 50 mM pH 7.0 conteniendo
17 ug de aminoacilasa I comercial, y la mezcla se incubé 1 h
a 37°C. La incubacidén se paré enfriando a 0°C en un bafio de
agua-hielo, y se determiné la glutamina producida mediante
HPLC, tras derivatizar la muestra con OPA [15]. Los
resultados se corrigieron para el grado de deacilacién
observada (>70%) en patrones internos de acetilglutamina

mezclados con los extractos.

3.3.5 Ensayo de las actividades aspartoacilasa y deacilasa de

acetiglutamato

Tras homogeneizar las muestras a 4°C en 9 voldmenes de
tampén Tris-HC1 50 mM pH 7.0, usando un homogeneizador de
Potter-Elvehjem, la suspensién se ultracentrifugé 60 min a
100000 g y a 4°C, y el sobrenadante se desaldé mediante gel
filtracidn a través de Sephadex G-25 (columna PD-10)

equilibrado bien con NaCl 100 mM, CaCl> 2 mM, ditiotreitol

r!"i
'
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0.2 mM, Tris-HCl 100 mM pH 8.0, para la determinacién de la
aspartoacilasa [48], bien con tampén Mes-sédico 50 mM pH 6.5,
para la determinacién de la deacilasa que hidroliza acetil-

glutamato.

Los ensayos se realizaron incubando a 37°C 0.1 ml del
tampén usado para desalar conteniendo cantidades variables
del extracto desalado y 0.1 ml de [**Clacetilglutamato o
| tlAC]écéﬁiiéépéftété‘5ﬁMV(35060 AcémA'bér-eﬁgafoj.,Se tomarbﬁ
muestras de 50 pl al inicio de la reaccién y a diferentes
periodos de tiempo y se diluyeron en 0.2 ml de HCl1 0.1 N a
0°C, determinandose el [*“C]laspartato o [**C]lglutamato
producidos mediante aplicacidén a columnas de AG 50W-X8 (0.2
ml, preparadas en jeringuillas de tuberculina), lavado con
1.3 ml de H20 y elucidén de los aminoadcidos liberados con 2 ml

de piridina al 10%.

3.3.6 Ensayo de actividad L-aspartato-N-acetiltransferasa

La actividad de sintesis de acetilaspartato se ensayd
como describen Truckenmiller y cols. [38], usando membranas
cerebrales totales obtenidas mediante ultracentrifugacién a
100000 g (véase anteriormente). Las membranas se lavaron 3
veces en 10 volimenes de tampén fosfato sédico 10 mM, pH 6.8,
a 0-4°C, homogeneizando (homogeneizador de Potter-Elvehjem)
y centrifugando 1 h a 50000 g cada vez. Finalmente, el
precipitado se suspendié mediante homogeneizacién en un
volumen del tampén fosfato igqgual al volumen inicial del

homogeneizado. Esta suspensioén fue usada para la
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determinacién de las actividades de sintesis de acetil-

aspartato y acetilglutamato.

El ensayo se 1llevé a cabo a 37°C en 200 pul de una
solucién de tampén fosfato sédico 0.1 M pH 6.8, acetil CoA
0.5 mM y [4-'"C]L-aspartato o [1-'*C]L-glutamatc 5 mM (6 x
10° cpm/ensayo). Se realizaron controles simulténeos sin
acetil CoA o sin membranas. A diferentes tiempos se mezclaron
muestras de 50 pl de la reaccién con 200 ul de HCL 0.1 N a
0°C. Las muestras acidificadas se aplicaron a columnas de AG
50W-X8 como en el epigrafe anterior, recogiéndose el efluente
junto con un lavado de 1.3 ml de H20, y determinandose en é1l

la radiactividad.

Mas del 70% de 1la radiactividad en estos efluentes
correspondid a verdadero acetilaspartato (comprobado mediante
coelucién de - la radiactividad con un patrén de acetil-
aspartato en HPLC-SAX) o acetilglutamato (determinado
mediante deacilacién con aminocacilasa I y retencién del

producto en una columna de AG 50W-X8).

3.3.7 Ensayo de transacetilasa en el cerebro

Estudiamos si el cerebro contiene actividades enzimaticas
capaces de transferir el grupo acetilo desde el acetil-
aspartato al glutamato. Para ello usamos como muestras un
extracto total de cerebro homogenéizado en 9 volamenes de
tampén Tris-HC1 50 mM pH 7.0 conteniendo 0.1% Tritén X-100;

polvos de acetona de cerebro de rata (obtenidos de Sigma)
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tratados de la misma forma; y los precipitados y el sobre-
nadante del subfraccionamiento celular (Pl, P2 vy S; ver
anteriormente). Se incubaron a 37°C 2-3 mg de proteina de
estas muestras en un volumen final de 300 wpl de tampdn
Tris-HC1 50 mM pH 7.4, conteniendo 5 mM de acetilaspartato,
[1-**C]L-glutamato (6-12 x 10* cpm) y 5 mM de glutamato no
marcado, excepto para el extracto total, en el que

aprovechamos el cpqtgnidp‘ gndégenq AenAeste‘amiﬂqéqidq._S¢_
tomaron muestras dé 100 pul Aal comienzo y a 90 y 240 miﬁ,.
mezclandose inmediatamente con 400 pl de HC1 0.1 N frio. Tras
centrifugar, se aplicaron a columnas de 0.2 ml de AG 50W-X8 y
el acetilglutamato o acetilaspartato que pudieran ser
sintetizados se determinaron como radiactividad que no era
retenida en la columna de AG 50W-X8 y que era deacilada por

la aminocacilasa I.

3.3.8 Otros ensayos

La proteina se determiné por el método de Lowry [87]; las
muestras particuladas o precipitadas se disolvieron en NaOH
0.2 N antes del ensayo de proteina. Los aminoacidos se
determinaron por el método de HPLC-OPA (ver Seccidn 2 y

[157).
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Niveles cerebrales de acetilglutamato en animales

adultos.

De las distintas especies investigadas (Tabla 3.1) todas

las ureotélicas, incluyendo la rana, exhibieron niveles

hepaticos de acetilglutamato dentro del rango de fluctuacién
désériﬁb‘hésfé éh§fé. éafé 1e§£é. écfivédéf ldé lial éérbéﬁil‘
fosfato sintetasa hepatica (ver Fig. 2.3, seccidén 2). Por el
contrario, en el pollo, que es wuricotélico, el nivel de

acetilglutamato hepatico fue muy bajo. Los niveles de acetil-

aspartato hepatico fueron del mismo orden de magnitud en

rata, rana y pollo, siendo comparables a los niveles de
acetilglutamato en los organismos ureotélicos. S6lo se midiéd

el N-acetil-aspartil-glutamato en tejido hepatico en la rana,

siendo indetectable (limite de deteccidén, 2 nmoles/g).

A diferencia de lo observado en el higado, el nivel

cerebral de acetilglutamato fue similar en todas las especies

investigadas incluida el pollo, con la Gnica excepcién de la
rana, en que no se encontré NAG en el cerebro (el valor que
se da en la Tabla es el limite de deteccidn). Excepto en este
ﬁltimoAanimal, el nivel cerebral de NAG fue del mismo orden o
incluso algo mayor que el nivel de NAG en el higado
ureotélico. El nivel mds alto se encontré en la corteza
cerebral humana. Cuando se compararon las sustancias blanca y
gris de la corteza cerebral de cerdo, el nivel de NAG mas

alto se encontrdé en la gris, siendo del orden del doble del
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Tabla 3.1 Niveles
diferentes

acetilglutamato

vy compuestos relacionados en

tejidos

especies.

mediatdesviacién

namero de

muestras.

Los valores se

Las determinaciones en la

rana,

expresan
estandard. Los nimeros entre paréntesis indican el
la médula
suprarrenal de cerdo y el higado de rata se realizaron en "pools" de
érganos: 8-12 cerebros/"pool" y 3-4 higados/"pool" para la
médulas/pool para

higado de rata. ND, no determinado. “Valor obtenido de Tuchman y
cols. [97].
ESPECIES
Y ORGANOS NAG NAA NAAG
nmoles/g de tejido

Cerebro (1) 26.6 6450 ND
RATON

Cerebro (9) 33%4 87601770 ND
RATA

Cerebro (5) 32.2%7 10052+1050 100040
Higado (6) 18.4%5.6 <15 ND
CERDO (Corteza cerebral)

Corteza (3) 53%t6.4 10133321 721105
S. Gris (3) 67+10 10567666 741%145
S. Blanca (3) 26+10 5667+404 1483+214
CERDO (Glandula suprarrenal)

Glandula (1) 1.5 210 <25
Corteza (1) 1.5 150 <30
Médula (1) 1.4 650 16
HOMBRE (corteza cerebral e higado)

Corteza (3) 86.6%15 2033+890 179+142
Higado (5) 41.6%19.3= ND ND
POLLO

Cerebro (2) 481 90801580 ND
Higado (2) 3.1%0.3 27.5%+3.8 ND
RANA

Cerebro (4) =3 221%59 153479
Higado (5) 34 202 <2
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nivel encontrado en la sustancia blanca. La médula
suprarrenal, que en realidad estd constituida por neuronas
modificadas (células cromafines) no exhibid niveles
significativos de acetilglutamato, siendo los muy bajos
niveles encontrados (confirmados ademds mediante ensayos de
activacién de la carbamil fosfato sintetasa) comparables a
los encontradbs en la corteza suprarenal, constituida por
células de estirpe y funcionalidad distintas a las de la

médula.

Las determinaciones cerebrales de NAA fueron coincidentes

con determinaciones previas de otros [45,47,50,88]: los
valores estuvieron en el rango mM, fueron mas altos en la
sustancia gris que en la sustancia blanca [45,48,49] y fueron
en la rana casi dos 6rdenes de magnitud menores que en las
demds especies investigadas. La corteza cerebral humana
examinada se obtuvo de la periferia de tumores y dié valores
de alrededor de 1/3 de los observados por otros [45] en
1lébulo occipital humano obtenido mediante necropsia.
Ignoramos las razonés de esta diferencia, aunque se ha
descrito disminucién de niveles de NAA en zonas de edema
peritumoral [64]. Los niveles de acetilaspartato en la médula
suprarrenal del cerdo, aunque elevados para un tejido no
estrictamente nervioso, fuefon un orden de magnitud menores

que los niveles encontrados en el sistema nervioso.

Los niveles cerebrales de NAAG en rata, cerdo, Yy hombre
fueron unas 10 veces menores que el nivel de NAA en el mismo

tejido, lo que esta de acuerdo con las observaciones de otros
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[29,47,50]. Sin embargo, el NAAG fue, a diferencia del NAA,
mds abundante en la sustancia blanca que en la gris
(estudiado en la corteza cerebral de cerdo). El nivel de este
posible neurotransmisor en el cerebro de rana fue similar al
nivel encontrado en los mamiferos investigados. El nivel de

NAAG en la glandula suprarenal de cerdo fue muy bajo.

Previamente hemos postulado [27] que el acetilglutamato
~ presente en el sistema ﬁerviosé Podriaﬂser sintetizado eh_el
cerebro por el enzima que sintetiza NAA [38]. Tal
interpretacién estd de acuerdo con el hallazgo simultdneo de
bajos niveles de NAA y NAG en el cerebro de rana, y con la
demostracién de niveles méé altos de NAA y de NAG en la
sustancia gris que en la sustancia blanca. Los resultados,
por el contrario, no apoyan relacidén alguna entre los niveles

de NAG y de NAAG.

Los resultados de 1la Tabla 3.1 confirman y extienden
nuestra conclusidén de que el acetilglutamato cerebral no estéa
relacionado funcionalmente con la sintesis de arginina o de
urea, ya que el pollo, que es ureotélico [89], tiene un nivel
de acetilglutamato cerebral similar al de los mamiferos,
mientras que la rana, que es ureotélica, carece de acetil-
glutamato cerebral. En contraste con estas observaciones, los
niveles hepaticos de acetilglutamato en estas especies se
corresponden estrictamente con su capacidad de sintesis de

urea.

Dada la gran diferencia entre los niveles cerebrales de
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NAA y NAG, y puesto dque sélo encontramos NAG en el cerebro
cuando habia NAA en este érgano, seria concebible que el NAG
se generara a partir del NAA, mediante algin tipo de trans-
acetilacidén anormal que s6lo se diera tras el fallecimiento
del animal. Si esto fuera asi habria que esperar aumentos en
el nivel de NAG cerebral con el tiempo tras el sacrificio.
Sin embargo, la figura 3.5 demuestra niveles similares de NAG
si el cerebro no se homogeneiza hasta 15 min desde el
saérificié,del aﬁimél, y,uﬁ iiéefé.deséeﬁéo en‘lds niveles de .
NAG con tiempos mas largos de espera. Estos resultados
indican que el acetilglutamato no es producido postmortem. La
estabilidad del NAG en el tejido a 0°C se explotdé cuando
determinamos acetilglutamato en tejidos humanos y de cerdo;
esas muestras fueron procesadas entre 30 y 60 min tras

obtenerlas, manteniéndolas hasta entonces a 0°C.

También cabria, en principio, la posibilidad de que el
NAG cerebral fuera generado durante el proceso de
homogeneizacién y purificacién, como consecuencia de la
deamidacién de acetilglutamina, un N-aminodcido que ha sido
encontrado en pequefas cantidades en el cerebro humano [90].
Determinamos acetilglutamina en cerebro de rata y encontramos
niveles de este acilaminodcido (11 y 20 nmoles/g, en dos
cerebros estudiados) inferiores a los de acetilglutamato. El
acetilglutamato no pudo generarse por deamidacién de la
acetilglutamina durante el procesamiento de las muestras, ya
que cuando afiladimos a cerebros de rata cantidades conocidas
de acetilglutamina, su recuperacidén como acetilglutamato al

final de todo el proceso de purificacién de acetilglutamato
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Figura 3.5 Cambios postmortem en el nivel de acetilglutamato.

Se sacrificaron 4 ratas a la vez, vy se dividié cada cerebro
longitudinalmente en dos mitades 1iguales. Cada mitad se
mantuvo durante el tiempo indicado a la temperatura sefialada,
antes de iniciar la determinacién de acetilglutamato. Los
resultados se han referido al nivel observado en el medio

cerebro procesado inmediatamente.
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fue sé6lo del 3% de la acetilglutamina afadida.

3.4.2 Cambios en el nivel de acetilglutamato durante el

desarrollo.

La figura 3.6 compara los cambios en los niveles

cerebrales de acetilglutamato, acetilaspartato y acetil-

aspartilglutamato con el desarrollo. Nuestros resultados para
NAA y‘NAAG confirman . obéervaciones  previas de otros autores .
(45,47,50,51], demostrando un aumento importante del NAA
durante el periodo del desarrollo examinado, con una
aceleracién en la acumulacién entre 1los dias 7 y 25 del
periodo postnatal, en que el procéso de mielinizacién en la
rata es muy activo [91]. Por el contrario, como ya se
mencioné en la introduccién, el nivel de NAAG cambid mucho
menos durante el periodo postnatal, siendo ya sustanciales
los niveles 6 dias antes del nacimiento. E1 patrén de
desarrollo del NAG se parece al del desarrollo del NAA, con
un aumento importante a lo largo del desarrollo, particular-
mente entre los dias 7 y 25 tras el nacimiento. Por tanto,
estos resultados son compatibles con que NAG y NAA se
sinteticen por el mismo enzima, y no apoyan relacién alguna

entre los procesos de sintesis de NAG y de NAAG.

También hemos estimado el nivel hepatico de NAG entre el

nacimiento y el dia 25. A diferencia de lo que sucede con el
NAG cerebral, el nivel hepdtico de este compuesto asciende
fuertemente tras el nacimiento, se estabiliza a un nivel

relativamente elevado durante la segunda semana, y desciende

116



20

-
(9]

nmoles/g de cerebro (NAG)
o

| umoles/g de cerebro (NAA o NAAG)

4]
(=
T

F =Y
o
[

HEPATICO—*

W
o
-

N
o
I

CEREBRAL

ACETILGLUTAMATO (nmoles/g de 6rgano)
-t
o

1
i

-6 -2 0 7 15 25
DIAS CON RESPECTO AL NACIMIENTO

Figura 3.6 Niveles cerebrales pre y postnatales de acetil-
glutamato (NAG), acetilaspartato (NAA) vy acetilaspartil-
glutamato (NAAG) y niveles hepaticos de acetilglutamato en la
rata. Los resultados se expresan como media t desviavidn

standard de: (-6 dias) 2 "pools" de cabezas (4-6
cabezas/"pool"); (-2 dias) 3 T"pools" de cerebros (3-4
cerebros/"pool"); (0 dias) 5 "pools" de cerebros (4-6
cerebros/"pool"); (7 dias) 1 cerebro y 4 "pools" de 2 cerebros
cada uno; (15 dias) y (25 dias) 5 cerebros. En el panel

inferior se muestran los niveles hepaticos de acetilglutamato
comparados con los cerebrales; el nimero de higados fueron 4
"pools" de 2-8 higados/"pool" para los dias (0, 7, 15) y 5
higados para el dia 25.
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a valores mas bajos en el dia 25. Estos cambios muy probable-
mente reflejan diferencias en el .contenido proteico de 1la
dieta, dependiendo de que ésta se base en la lactacién, o en
la dieta de laboratorio, como ya sucede en el dia 25. Si es
asi, la comparacidén de los niveles cerebrales y hepaticos de
NAG indica que unos y otros son sensibles a diferentes
factores reguladores, lo que apoya nuestra conclusién previa
delque el NAG perebxal, ardiferencia'del 'hepétiqo,A no esta

relacionado con el ureotelismo [27]..

3.4.3 Acetilglutamato en tumores intracraneales humanos.

La Tabla 3.2 demuestra la presencia de cantidades
sustanciales de acetilglutamato en todos los tumores
intracraneales examinados, independientemente de su
naturaleza, con la excepcién del meningioma, que no exhibiéd
niveles significativos de acetilglutamato. Este fue el dnico
tumor con niveles también extremadamente bajos de acetil-
aspartato y de acetilaspartilglutamato. Existe informacidn
previa [49,92] sobre el contenido de NAA en tumores
intracraneales. Nuestros resultados coinciden totalmente con
dichos resultados previos, que demuestran niveles variables
pero sustanciales de NAA en gliomas, ausencia de NAA en
meningiomas, y niveles considerables de NAA en tumores
vasculares y en metastasis de adenocarcinoma de pulmén.
Sorprende el encontrar NAA en la metastasis de origen
pulmonar [49], sugiriendo que el entorno cerebral tiene
capacidad inductora de la actividad de sintesis de NAA. La

ausencia de NAG en el tumor que no contiene niveles
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Tabla 3.2 Acetilglutamato

y acetilaspartato en tumores

intracraneales humanos.

TUMOR

GLIOMAS

Mediato

MENINGIOMA (1)
CAVERNOMA (1)
METASTASIS CEREBRAL DE

ADENOCARCINOMA DE PULMON

Acetilglutamato  Acetilaspartato

nmol/g

68 410

33 122

41 1405

46 3286

26 240
4316 1093%£1326

<0.3 20

18 610

(1) 59 1550
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sustanciales de NAA (meningioma) apoya la idea de que NAA y

NAG son sintetizados, en el cerebro, por el mismo enzima.

3.4.4 Actividades cerebrales capaces de sintetizar vy de

degradar acetilglutamato.

La Tabla 3.3 demuestra sintesis de acetilglutamato a
partir de glutamatq ‘y‘.aqeti1.CQA_qatalizada por membranas
Cefebrales, a una ‘Velécidad unas ‘15 veées menor que‘ié
sintesis de acetilaspartato observada en iguales condiciones
cuando se usd éspartato como sustrato. Ello es lo esperado de
la actividad L-aspartato-N-acetiltransferasa (LANAT), que,
como se ha descrito [38], se localiza en membranas y utiliza
el glutamato con una eficacia un orden de magnitud menor que
el aspartato. La adicién de 5 mM arginina, el activador de la
acetilglutamato sintetasa, enzima que sintetiza NAG en el
higado [10,32,33,93], no tuvo ningin efecto sobre las
actividades de sintesis de NAA o de NAG por las membranas
cerebrales, lo que, anadido a 1la capacidad de dichas
mémbranas de utilizar aspartato con preferencia al glutamato
en la acetilacidén, prueba que esta actiﬁidad no es del tipo
de 1la acetilglutamato sintetasa hepatica, que no es capaz de
utilizar aspartato y requiere activacidn y estabilizacién en
los ensayos por arginina [{10,32,33,93]. De hecho, estudios
recientes muy cuidadosos han sido incapaces de encontrar
actividad acetilglutamato sintetasa en cerebro o cerebelo de
rata [93]. De acuerdo con el hallazgo de niveles mayores de
acetilaspartato y acetilglutamato en la sustancia gris que en

la blanca, la actividad sintetizante de NAA y NAG se encontrd
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Tabla 3.3 Actividades enzimadticas de sintesis y degradacién de .

acetilglutamato y acetilaspartato en corteza cerebral de cerdo y en

cerebro de rana. Las actividades son la media de 3 determinaciones;

los resultados de las determinaciones no difirieron entre si mas:

del 10%. Los niveles de acetilaminodcidos se han tomado de la tabla

3.1.
Corteza cerebral de cerdo Cerebro Rana

Sustancia Gris Sustancia Blanca
ACTIVIDADES nmol/min-mg proteina en la fraccién
L-ANAT (con asp) 0.173 0.072 <0.003
L-ANAT (con glu) 0.014 0.004 <0.003
Aspartoacilasa 0.97 6.88 0.10
NAG-deacilasa 12.56 13.39 0.32
ACETILAMINOACIDOS nmoles/g
Acetilaspartato 10568 5667 221
Acetilglutamato 67 26 <3
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a un nivel unas 3 veces mayor en la sustancia gris que en la
blanca. También se acuerdo con la ausencia de acetilglutamato
y el bajisimo nivel de NAA en el cerebro de rana, no se
encontré actividad LANAT en este anfibio. Estos resultados
sugieren fuertemente que la LANAT es responsable de 1la
sintesis de NAG cerebral. Ensayos similares en los
sob;enadantes obtenidos mediante ultracentrifugacién de
homogeneizados cerebrales de cerdo no detectaron actividad

sustancial de sintesis de NAG o NAA.

Otra posibilidad de sintesis de NAG en el cerebro seria
la transacetilacidén desde acetilaspartato. Este Gdltimo
compuesto se encuentra en el cerebro a concentracién muy
elevada y seria concebible que existiera alguna actividad
transacetilasa‘capaz de catalizar la transferencia del grupo
acetilo desde el acetilaspartato al glutamato. Sin embargo,
ensayos para tal actividad con extracto cerebral total,
polvos de acetona de cerebro o fracciones subcelulares,
realizados como se describe en Métodos, fueron negativos,
siendo el 1limite de deteccidn .de 0.4 pmoles de NAG

sintetizado/min/mg de proteina.

En consecuencia, las evidencias de que disponemos estan
de acuerdo con que el enzima que sintetiza el NAG cerebral

sea la LANAT, el mismo enzima que sintetiza acetilaspartato.
En contraposicién con la sintesis, la actividad

degradativa en el cerebro (Tabla 3.3) fue mids activa para el

acetilglutamato que para el acetilaspartato, particularmente
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en la sustancia gris, donde 1la actividad NAG-deacilasa fue
mas de 12 veces mayor que la actividad aspartoacilasa. Ambas
actividades se encontraron en el sobrénadante obtenido al
ultracentrifugar los homogeneizados, 1lo que estad de acuerdo
con que sean enzimas solubles o ligados ligeramente a
membranas [48]. De acuerdo con 1lo publicado por otros
[48,49], la actividad aqurtoaqilasa fue mucho mas importante

en la sustancia blanca que en la gris.

Aunque ambas deacilasas fueron detectables en el cerebro
de rana, sus niveles fueron 1-2 6rdenes de magnitud menores
que en el cerebro de cerdo, indicando que estas deacilasas no
estan implicadas en la metabolizacién del NAAG cerebral que,
a diferencia de NAG y NAA, estd presente en el cerebro de
rana a niveles comparables a los encontrados en mamiferos.
Como 1la rana si tiene NAAG cerebral, estos resultados
sugieren que los procesos de sintesis y degradacién de NAAG y

de NAA y NAG no utilizan pasos comunes.

3.4.5 Estudios adicionales sobre la actividad hidrolitica de

acetilglutamato.

Tal como hay que esperar de una actividad soluble, esta
actividad hidrolitica se encontré exclusivamente en los
sobrenadantes resultantes de ultracentrifugar homogeneizados
cerebrales en Tris-HC1 50 mM, pH 7.0, conteniendo 1los
precipitados <20% de la actividad (resultados no
presentados). Estos sobrenadantes, desalados mediante gel-

filtracién (columna PD-10, equilibrada con el mismo tampén),
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se utilizaron para los ensayos de actividad hidrolitica de
acetilglutamato. El desalado incrementé la actividad 20-30%,
lo que indica la existencia de sustancias inhibidoras en el
extracto no desalado. Al igual que 1la aminoacilasa I renal
[27], la actividad hidrolitica cerebral exhibe un pH &ptimo
ligeramente &cido cuando se usa acetilglutamato como sustrato
(Fig. 3.7). Un estudio preliminar en diferentes tampones
(Tris, MOPS, Mes, Hepes y glicilglicina) demostré que con el
fampén Mes-éédico‘ZS ﬁM pH 6.5 se‘obtiéné ia ﬁayér acti&idad;
La dependencia de la velocidad con respecto a la
concentracién de acetilglutamato fue hiperbdlica (probado a
pHs 6.5 y 7.0), siendo la Vmax similar en ambos casos (7.86
y 7.55 nmol/min/mg proteina a pH 6.5 y 7.0, respectivamente).
Por el contrario, el Km para el acetilglutamato se influyé
fuertemente por el pH (Fig. 3.8), siendo mas bajo a pH 6.5
(2.37 mM) que a pH 7.0 (8.11 mM). Este Gltimo Km es similar
al encontrado para el acetilglutamato (12 mM) con 1la amino-

acilasa renal a pH 7.0 en tampén MOPS [43].

Cuando el cerebro se homogeneizé en un medio isotdnico y
se obtuvieron fracciones subcelulares (Fig. 3.9), 1la
actividad deacilasa de acetilglutamato se distribuyé igqual
que el acetilglutamato, predominando en la fraccién soluble,
lo que indica que, al igual que la aminoacilasa I renal [39]
Yy que el acetilglutamato cerebral, la.deacilasa cerebral del

acetilglutamato es citosélica.

La Tabla 3.4 compara la influencia de algunas sustancias

sobre la deacilasa de acetilglutamato cerebral de rata y.
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Figura 3.7 Efecto del pH sobre la actividad deacilasa cerebral

del acetilglutamato. El1 sobrenadante de corteza cerebral de

rata se desaldé mediante gel filtracidén centrifuga [98 ] en cada
uno de los tampones indicados. La actividad se determindé en
los distintos tampones a una concentracién de 50 mM (forma

potédsica). Los resultados son la media de dos determinaciones.
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Figura 3.8 Representacidén de dobles inversos para la deacilasa

cerebral del acetilglutamato.
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Figura 3.9 Distribucidén subcelular del acetilglutamato vy de
actividad deacilasa cerebral del acetilglutamato. Las
determinaciones de actividad deacilasa se realizaron en tampdn
Tris-HCl1 50 mM pH 7.0. Las fracciones Pl y P2 se suspendieron
en 10 mi de este tampdn/g inicial de cerebro, homogeneizandose
(homogeneizador de Potter) antes del ensayo de actividad
deacilasa. La fraccidén soluble se desald mediante paso por una
columna de PD-10 equilibrada con ese mismo tampdén, antes del
ensayo de actividad. Las determinaciones de acetilglutamato se

describen en Métodos.
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Tabla 3.4 Influencia de algunos compuestos sobre a la actividad

deacilasa cerebral y sobre la aminoacilasa de rifién de cerdo. Los

ensayos se realizaron por duplicado, dando esencialmente la misma

actividad en ambos,

COMPUESTO % ACTIVIDAD DEACILASA
CEREBRAL RENAL
* Control 100.0 100.0
* Acetil norvalina 1 mM 6.5 6.2
* Fosfato potéasico 25 mM 27.3 36.6
* Ditiotreitol 1 mM 27.9 5.5
* Yodoacetato 1 mM 30.7 67.0
* Glutation reducido 10 mM 211.6 27.4
* Norvalina 10 mM 110.6 79.1
* Acetilaspartato 10 mM 79.0 145.0
* a-cetoglutarato 1 mM 14.7 95.1
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sobre la aminoacilasa I de rifndén porcino, ensayadas frente a
acetilglutamato. Ambas actividades se inhibieron en el mismo
grado por N-acetil-L-norvalina y en grado similar por fosfato
potdsico. El yodoacetato y el ditiotreitol inhibieron también
ambas actividades, aunque el yodoacetato inhibidé mas el
enzima cerebral y el ditiotreitol el enzima renal. EL
glutation también inhibié el enzima renal pero, sorprendente-
~mente, activé a mis del doble la deacilasa cerebral. Otras
diferencias entre ambos enzimas son la inhibicidén ligera del
enzima cerebral pero no del renal por acetilaspartato y el
caso contrario para la norvalina. Una diferencia entre aﬁbos
enzimas es que el «a-cetoglutarato inhibié fuertemente al
enzima cerebral pero no al renal porcino. Los resultados
revelan importantes semejanzas entre.ambos enzimas, aunque
las diferencias en sensibilidad a algunos de los agentes

probados sugieren que no son idénticas.

La figura 3.10 compara la estabilidad térmica de la
deacilasa cerebral con la de la aminoacilasa renal de rata,
afladida en un pequefio volumen al extracto cerebral. El perfil
de inactivacidén no es significatiﬁamente diferente para ambas
actividades, lo que estd de acuerdo con que se deban al mismo

enzima o formas a isoenzimidticas muy parecidas.

Son rasgos adicionales de la actividad deacilasa cerebral
que subrayan su semejanza con la aminoacilasa I renal, la
elevada afinidad para la acetilmetionina (Ki=0.2 mM; estimado
a partir de la inhibicidén de la hidrélisis de acetil['*C]-

glutamato, Tabla 3.5; K= pubicado [43] 0.9 mM), y la baja
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Figura 3.10 Inactivacidén térmica de la deacilasa cerebral séla

y de 1la aminoacilasa renal purificada a partir de rifon de

rata. Se afladié a la mitad del extracto cerebral desalado en

Mes-sédico 25 mM pH 6.5, un pequefio volumen de aminoacilasa
renal purificada, conteniendo una actividad deacilasa de
acetilglutamato 10 veces mayor a la enddgena del extracto.
Muestras del extracto intacto 1y del enriquécido se calentaron
10 min a las temperaturas indicadas, y tras enfriamiento
rapido a 0°C se determindé la actividad deacilasa de acetil-

glutamato remanente tras el calentamiento.
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afinidad para N-acetil-L-histidina (Ki estimado, 12 mM, Tabla
3.5; Km publicado [43] 10 mM), y la mejor y peor afinidad,
respectivamente, por el cloroacetil [94] y el formil [95]
aminodcido que para el acetil aminoadcido (reflejados en 1la
Tabla 3.5 en una inhibicién de la hidrélisis de acetil[*“C]-
glutamato superior al 50% por 2.3 mM cloroacetilglutamato, y
solo del 31% por 10 mM. formilglutamato; actividad ensayada en
- presencia de 2.5 mM ['“C]acetilglutamato). Ademas, el EDTA
inhibe parcialmente su actividad (Tabla 3.5), wun hecho
observado previamente y atribuido al contenido en Zn del
enzima [96]. E1 acetilaspartato y acetilaspartilglutamato se
unen al enzima con menor afinidad que el acetilglutamato, vya
que concentraciones de 10 mM de los dos primeros compuestos
s6lo inhiben 21 y 50% 1la actividad del enzima, ensayada en
presencia de 2;5 mM acetil['“*C]glutamato (Tabla 3.5). Ello
confirma que la actividad deacilasa no es una actividad
secundaria de la NAALA dipeptidasa . o de la aspartoacilasa
cerebral. Ademds, la dipeptidasa es inhibida practicamente
completamente por 1 mM EDTA y en un 50% por 0.5 mM puromicina
[28], mientras que la deacilasa es inhibida solo parcialmente
por concentraciones mayores de EDTA y no es inhibida por

puromicina (Tabla 3.5).

3.4.6 Distribucién regional de la deacilasa del acetil-

glutamato y de la aspartoacilasa.

La distribucidén de ambas actividades fue no homogénea,
variando dentro de un rango aproximado de 2 veces (Figs. 3.11

y 3.12). Para ambas actividades el cortex fue la regidén menos

1
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Tabla 3.5 Influencia de algqunos compuestos sobre la actividad

deacilasa de acetilglutamato cerebral

~Concentracién % ACTIVIDAD

N-acetil-L-metionina ~ - 0.5 mM 51

1 mM 32

5 mM 6.5

10 mM 3.6
N-acetil-L-histidina 1 mM 105.3

5 mM 85.6

10 mM 65.3
N-formil-L-glutamato 10 mM 68.8
N-cloroacetil-L-glutamato 2.3 mM 36.0
N-acetilaspartilglutamato 10 mM 50
EDTA ' 5 mM 58
Puromicina 0.5 mM 100
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Figura 3.11 Niveles de acetilglutamato vy de actividad
deacilasa de acetilglutamato en varias regiones del sistema
nervioso central de la rata. Entre paréntesis se indica el
numero de animales usados para la determinacidén de NAG
(determinado mediante HPLC-SAX) y los resultados en este caso
se expresan como media * desviacidédn standard. Los hipotédlamos
fueron un "pool" de 5 especimenes. La actividad deacilasa es

la media de dos determinaciones en un "pool" de 2 regiones
cerebrales/"pool" obtenidas de 2 ratas. C: corteza cerebral;
HC: hipocampo; HT: hipotalamo; E: estriado; P-M: puente +
bulbo; CE: cerebelo.
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Figura 3.12 Niveles de acetilaspartato y de actividad asparto-
acilasa an varias regiones del sistema nervioso central de la
rata. Entre paréntesrs se indica el numero de anrmales usados
para la determinacidén de NAA (determinado mediante HPLC-SAX) vy

los resultados en este caso se expresan como media t
desviacidn standard. La actividad asoartoacilasa es la
media de dos determinaciones en un "pool" de 2 regiones

cerebrales/"pool" obtenidas de 2 ratas. C: corteza cerebral;
HC: hipocampo; HT: hipotalamo; E: estriado; P-M: puente +
bulbo; CE: cerebelo. Los hipotadlamos fueron un "pool" de cinco
especimenes.
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activa. En el caso de la aspartoacilasa la actividad tendié a
aumentar en direccidén rostro-caudal, encontrandose las
actividades mds altas en la regidén ponto-bulbar. Interesa
resaltar que,yéon la excepcidn del hipotdlamo, el nivel de
acetilaspartato tiende a decrecer en direccidén rostro-caudal.
La mAxima actividad deacilasa de acetilglutamato se encontré
en el hipotalamo, sequido de. la .regidén ponto-bulbar. No se
~observa correlacién inversa clara entre la = actividad

deacilasa y el nivel regional de acetilglutamato.
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3.5 DISCUSION

Previamente [27] demostramos concluyentemente, utilizando
diversos ensayos, que el sistema nervioso central de los
mamiferos y de las aves contiene acetilglutamato, y que los
niveles de este ccmpuesto son  comparables o incluso
superiores a los hepdticos. Concluimos ya entonces que este
acetilaminodcido no tiene en el sistema nervioso funcién
relacionada con la sintesis de urea o de arginina, vy
avanzamos algunas propuestas sobre el mecanismo de sintesis

cerebral de acetilglutamato.

Confirmamos ahora 1la no relacién del acetilglutamato
cerebral con la sintesis de urea o de arginina al demostrar
que la rana, un organismo ureotélico con niveles elevados de
acetilglutamato hepatico, donde este acilaminodcido cumple la
misién de activar la carbamil fosfato sintetasa I, que
cataliza el primer paso de la sintesis de arginina y urea,

carece de acetilglutamato cerebral.

Seguimos, por tanto, en la oscuridad con respecto a la
funcién del acetilglutamato presente en el sistema nervioso,
oscuridad que afecta también a otros acilaminoacidos
presentes en pequefia cantidad en el cerebro, (acetil-
histidina, acetilglutamina, citrilglutamato [51,88]) y que
en parte afecta también al acetilaspartato cerebral, ya que
su funcién de portador de grﬁpos acetilo para la sintesis de
dcidos grasos, aunque muy importante para la formacién de

mielina [61], no parece Jjustificar los elevados niveles de
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acetilaspartato cerebrales, ni su permanencia al mismo
elevado nivel en el adulto, cuando la actividad mielinogénica
es mucho menos importante que durante el desarrollo [91]. En
nuestro trabajo anterior, y sobre la base de que el
acetilglutamato inhibe la dipeptidasa qué degrada NAAG con un
ICso del mismo orden que los niveles cerebrales de acetil-
glutamato [28], propusimos que este compuesto pudiera modular
la actividad de esfé diéeétidésa, y asi los niveles del
?oéiblé. héﬁfdtréﬁsﬁiéoﬁl :NAAG; ” bésde 1 entonces se han
sintetizado andlogos del acetilglutamato que, inyectados en
el estriatum, inhibieron "in vivo" la dipeptidasa [85]. Hay
que destacar, sin embargo, dque hoy se piensa que esta
dipeptidasa es ectocelular, o por lo menos que su funcidén se
da en el intersticio, en un &mbito con bajo contenido en
glutamato [82,83]. Por tanto, si el acetilglutamato debiera
modularla, habria muy probablemente de ejercer sus funciones
en el intersticio, donde actua la dipeptidasa. La presencia
de NAAG y la ausencia de NAG en el cerebro de la rana no
apoya este posible papel modulador del NAG sobre la
dipeptidasa, aunque no puede excluirse que tal posible
mecanismo de modulacién sea de aparicién filogenéticamente
tardia, estando reservado a organismos con un sistema

nervioso mas complejo que el de los anfibios.

Sea cual fuere la funcién del acetilglutamato cerebral,
nuestros resultados aportan evidencias importantes en favor
de que NAA y NAG se sinteticen por 1la misma actividad
enzimatica: ambos compuestos se encuentran en la fraccién

soluble [27], predominan en la sustancia gris, aumentan a la
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vez con el desarrollo y sélo hay acetilglutamato presente
cuando el acetilaspartato estd también presente. Estas
caracteristicas difieren notablemente de las del acetil-
glutamato hepatico, que es mitocondrial [l1] y estd presente a
un nivel considerable sin que exista un nivel sustancial de
acetilaspartato. Estas diferencias apoyan nuestra visidén de
que la sintesis de acetilglutamato sucede mediante mecanismos
dlferentes en hlgado y cerebro. La flgura 3.13 relaciona los
‘nlveles de NAG y NAA en todas las muestras anallzadas en esté
trabajo con 1la excepcién de las muestras hepaticas. Como
puede verse existe una correlacidén razonablemente buena entre
los niveles de ambos acilaminodcidos para las muestras de
animales experimentales. En las muestras humanas también
parece existir correlacidén, si bien 1la dispersidén es mayor y
la pendiente es menor, indicando que a un. cierto nivel de
acetilaspartato le corresponde un nivel mas alto de NAG que a
otras especies. El predominio de tumores entre las muestras
humanas y los ﬁenores niveles de NAA de la corteza cerebral
peritumoral quizd den cuenta de estas diferencias entre el
hombre y otras especies, aunque no puede descartarse que los
mayores niveles humanos se deban a gque la LANAT, en el
hombre, exhiba mejores propiedades cinéticas frente al
glutamato que el enzima de especies inferiores, o a que la
actividad degradativa de acetilglutamato sea mucho menos

activa en el hombre que en otras especies.

La estrecha relacidén existente entre acetilaspartato vy
acetilglutamato hace muy dificil no concluir que un mismo

enzima genera ambos acetilaminodcidos en el cerebro. La
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Fig. 3.13 Correlacién entre los niveles de
acetilglutamato y acetilaspartato en las muestras estudiadas
(excepto muestras de higado) . Regresién para las muestras de

animales, r=0.9, y para las humanas, r=0.54.
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Fig. 3.14. Correlacién entre el cociente de los niveles
de acetilaspartato y acetilglutamato y el cociente de 1los
niveles de aspartato y glutamato. Se han usado algunas
muestras en que se determiné aspartato y glutamato mediante
HPLC-OPA. No se han usado muestras de higado. Regresién para
muestras procedentes de animales (Q), r=0.92, y para las

humanas (A)> r=0.95.
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existencia de una idnica actividad capaz de acetilar aspartato
Yy glutamato con diferente eficiencia viene sugerida por la
existencia también de cierto grado de corrrelacién entre el
cociente NAA/NAG y la relacién aspartato/glutamato en las
muestras en que se ensayaron estos aminodcidos (Fig. 3.14).
Nuevamente pueden trazarse dos rectas, una.para el hombre y
otra para otras especies, siendo la relacidén més favorable
para el acetilglutamétb én'-el rhbmbre. La existencia de
vcdfrélécidnési'cémbvlés‘déévélédas en las fig@rés.3;13'y 3.14
son de esperar si NAA y NAG son sintetizados en cerebro por
la LANAT, el enzima que se sabe es responsable de sintetizar
NAA y que utiliza el glutamato con menor eficacia [38]. Si se
acepta que la LANAT usa el glutamato con una eficacia unas 15
veces menor que el aspartato (Tabla 3.3), y contando con un
nivel cerebral de glutamato wunas 3 veces mayor al de
aspartato [46], puede esperarse una sintesis unas 5 veces méas
activa de acetilaspartato que de acetilglutamato. En
realidad, hay al menos unas 300 veces mids acetilaspartato que
acetilglutamato en cerebro. Para explicar esa diferencia hay
que postular que la degradacién del NAG es considerablemente
mas rapida que la del acetilaspartato, 1lo que estd en
términos generales de acuerdo con el hecho de que la
actividad deacilasa de acetilglutamato es considerablemente

mayor que la aspartoacilasa (Tabla 3.3).

En este trabajo de Tesis se ha investigado en detalle la
existencia de actividad deacilasa de acetilglutamato en
cerebro. Esta actividad se asemeja considerablemente en

propiedades, estabilidad, especificidad y localizacién
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subcelular a la aminocacilasa I, el enzima que, en el higado,
se piensa es responsable de la degradacién de acetilglutamato
[37]. Por tanto, el acetilglutamato cerebral difiere del
hepatico en su sintesis, mediada por enzimas diferentes en
cerebro e higado, pero se asemeja‘en su degradacién, mediada
por el mismo tipo de enzima. La considerablemente menor
actividad aminoacilasa en elrrcerebro que en el higado [37]
haée posible que en el primero de ambos drganos este enzima y
‘su sustrato coexistan en el mismo compartimento,  sin
desaparicidén practicamente completa del acetilglutamato. En
el higado ello no seria factible dada 1la actividad
aminoacilasa existente, lo que justifica 1la separacién de
sustrato y enzima en distintos compaftimentos: mitocondria y

citosol [37].
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4 .HALLAZGO DE LA MUTACION SPF-ASH EN PACIENTES

CON DEFICIENCIA DE ORNITINA TRANSCARBAMILASA

DE SEVERIDAD MODERADA
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4.1 INTRODUCCION

De los 5 errores <clasicos del «ciclo de la urea, la
deficiencia de ornitina transcarbamilasa (OTC, E.C. 2.1.3.3)
es el més frecuente [l]. La OTC cataliza el segundo paso del
ciclo, la formacidén de citrulina a partir de carbamil fosfato
y de ornitina. El enzima se encuentra en la matriz mito-
condrial de los hepatocitos y de la mucosa intestinal [1]. E1
gen que codifica este enzima es nuclear, localizédndose en el
brazo corto del cromosoma X (Fig. 4.1), en labanda Xp 21.1,
préximo a los genes de la distrofiamuscular de Duchenne-
Becker, hipoplasia adrenal, retinitis pigmentosa, glicerol
quinasa y enfermedad granulomatosa crdénica entre otros [2].
El gen ha sido clonado y secuenciado, abarcando un total de
73 kb. Contiene 10 exones y 9 intrones de tamafios compren-
didos entre 54 y 154 pb para los exones, y 80 pb y 21.7 kb

para los intrones (Fig. 4.2) [3,4].

Ornitina transcarbamilasa

Monoaminooxidasa A

Figura 4.1. Localizacidén del gen de la OTC en el cromosoma X.
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A partir de este gen se produce en el hombre un ARNm de
1849 bases, que se traduce en una proteina (preOTC) de 354
aminodcidos. Este precursor contiene una secuencia lider de
32 aminoacidos, con 8 aminoadcidos basicos y ninguno &acido, de
los que 1la arginina 23 se ha demostrado esencial para la
incorporacién a la matriz mitocondrial [5,6]. Esta secuencia
lider es cortada en la mitocondria, resultando un polipéptido
enzimdtico maduro de 36 kDa. El enzima funcionalmente activo
‘eh ‘ia.méfriz.mifoéoﬁdriai éé ﬁn'hoﬁbfriﬁefo'fbfmédévalpéftirl

de este polipéptido de 36 kDa.

Al ser una enfermedad 1ligada al cromosoma X, la defi-
ciencia de OTC se transmite maternalmente, una fraccién
importante de 1los casos resulta de una mutacién "de novo"
(57% de los casos [7]), y, como éonsecuencia del fendmeno de
la lionizazidén, las hembras heterozigotas pueden presentar
grados variables de la deficiencia dependiendo del nivel de
expresidén del cromosoma mutado en higado [1,8], por lo que el
espectro clinico en las hembras es muy a&mplio, desde formas
asintomaticas " hasta formas muy graves. En los varones,
hemizigotos, y por tanto enfermos obligatorios, existe una
forma temprana que de no ser diagnosticada y tratada
inmediatamente conduce al deterioro mental rapido y la muerte
del enfermo, y otra forma mds leve, de comienzo mas tardio,
que es el resultado de una actividad enzimdtica residual

sustancial.

La deficiencia de OTC es heterogénea desde el punto de

vista bioquimico. Briand y . cols. [9] identificaron 5 clases
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de defecto enzimatico en humanos. Entre los pacientes con
sintomas neonatales de la enfermedad, un grupo (37.5% de
todos los casos) no presenté actividad enzimatica, debido a
falta de proteina, y otro grupo (12.5%) exhibidé cantidad
aproximadamente normal de enzima no activo. Entre los
pacientes con sintomas tardios de 1la enfermedad, un grupo
(18.8% del total) lo formaron pacientes con una reduccién en
la cantidad de enzima y en su actividad, siendo ambas
reducciones paialelasL y detecténdoée una actividad residual
sustancial. Los pacientes de 4° grupo (18.8%) exhibieron
valores de Km anormalmente altos. El dltimo grupo (12.4%) lo
constituyeron pacientes cuyo pH O6ptimo es 9.5, mas alto del
normal (pH 8) y la actividad a pH neutro estad reducida,

siendo la cantidad de enzima normal o algo elevada.

Como ilustra la figura 4.2, y de acuerdo con lo esperado
a partir de la heterogeneidad enzimdtica de la deficiencia,
se han descrito ya 40 mutaciones en el gen, de las que el 20%
son delecciones, y el resto mutaciones puntuales asociadas a
patologia [10]. De este dltimo conjunto de mutaciones,
algunas introducen un coddén de terminacidén (19%), o cambian
la pauta de lectura al perder wuna base (6.3%), con lo que
aparece una terminacién prematura y se genera una proteina
anormalmente éorta. Se han descrito algunas mutaciones en la
zona de unidén exén-intrdén. Entre ellas, sélo se ha descrito
una mutacidén exdnica en un sitio dador para el procesamiento

del ARNm (3.1%) [1l1].
Las demds mutaciones en la zona de unién exén-intrdén, son
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intrénicas, afectando a los sitios dadores (6.3%) o aceptores
(6.3%) para el procesamiento del ARNm [10]. Una
caracteristica importante es que, a diferencia de lo que
sucede en otras enfermedades congénitas, tales como la
fibrosis quistica [7], no hay una mutacién mads frecuente que
las demds en el gen de la OTC, habiéndose descrito hasta
ahora sélamente 2 mutaciones, . en distintas bases, en el
aminodcido 92; 2 mutaciones en la misma base en el aminodcido
277; y 4 mutacionesv en el aminoacido 141, afectando a dos
bases distintas (Fig. 4.2). Nuestro trabajo, que describe dos
mutaciones idénticas en pacientes no relacionados,
constituye, por ello, un hallazgo infrecuente y de interés.
De hecho, la mutacidén descrita aqui es idéntica a la descrita
previamente en una cepa de ratén deficiente en ornitina

transcarbamilasa.

Existen dos cepas de ratén con deficiencia en OTC
[12-14]. La cepa que corresponde a nuestros casos humanos se
ha designado "sparse-fur/abnormal skin and hair" (spf-ash).
Este ratdn posee una reduccidén tanto en la cantidad de
proteina y actividad enzimadtica, como en la cantidad de ARNm
(=10% de los controles). La mutacién es un cambio de G a A en
la Gltima base del exdén 4 y trae como consecuencia 2 tipos de
ARNs tras el procesamiento. Un ARNm bien procesado contiene
un cambio de la Arg 129 por una His y se produce a un nivel
del 5% de los niveles normales; el otro ARNm producto de un
sitio criptico dador para el procesamiento, situado 48 bases
dentro del intrdén 4, produce un mensajero mds largo que es

traducido en un 5% del nivel esperado y produce un polipétido
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que no puede ensamblarse en el trimero y por tanto carece de
actividad enzimatica [14]. La otra cepa mutante, denominada
sparse-fur (spf), posee una mutacién en una Gnica base del
exén 4 que produce un cambi§ de la His 117 por una Asn. Estos
ratones producen cantidades normales o algo mads elevadas de
lo normal de OTC con un pH 6ptimo desplazado hacia la parte
basica, lo que resulta en una baja actividad (=10%) a pH
neutro. Estos ratones muestran una elevacién de amonio
plasmatico, aciaﬁria-.6f6£i§é,i‘éfeéiﬁiéﬁt§ iﬁéﬁrééado‘ yA'ﬁn 

metabolismo anormal del pelo.

El diagnéstico se basa en el cuadro clinico, y en las
determinaciones de amonio y citrulina en el plasma y de
orotato wurinario. Como ya se discutié en capitulos
anteriores, un déficit de actividad OTC, se traduce en
acumulacidén de. carbamil fosfato en la mitocondria hepatica,
escape de este metabolito al citosol y su utilizacidén en una
sintesis excesiva de orotato, que escapa Yy aparece
concentrado en la orina. La identificacién de portadoras se
ha basado clédsicamente en las determinaciones de amonio y
glutamina en el plasma y de orotato urinario después de una
sobrecarga de proteina o alanina [15,16] o, mids recientemente
en la medida de orotidina y orotato urinario después de la
administracién de una tinica dosis de alopurinol [17]. Este
dltimo compuesto es transformado in vivo en oxipurinol por la
xantina oxidasa, y el ribonucleétido del oxipurinol inhibe a
la orotidina 5'-fosfato decarboxilasa por 1lo que se acumula
orotidina monofosfato y su precursor orotato. Asimismo la

orotato fosforibosiltransferasa debe estar inhibida al
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reducir el contenido intracelular de fosforibosil pirofosfato
[18], lo que lleva a 1la acumulacidén de orotidina y orotato
generados y su aparicidén en la orina, aln sin sobrecarga
nitrogenada. El amplio rango de actividad OTC en el higado de
portadoras heterozigotas 1limita la sensibilidad de estas

técnicas [19].

_El pso.de ADN ha facilitado el diagnéstico de portadoras
y ha abierto una nuéva,puerta para el diégﬁéétiéoA bﬁeﬁéfél
[20-23]. Las técnicas usadas para establecer el patrén
hereditario de la mutacién en familias cuya madre habia sido
diagnésticada como portadora por los métodos bioquimicos ha
sido, y ain es en muchos casos, el analisis de los
polimorfismos de 1longitud de los fragmehtos de restriccidn
(RFLP) [22,24-29]. Para este gen se han detectado 4 puntos
intragénicos de restriccién polimérfica, 2 para la enzima de
restriccién Msp I (bandas polimérficas de 6.6/6.2; y 5.1/4.4
kb, respectivamente), 1 para Bam HI (18/5.2 kb), y otro para
Tag I (3.7/3.6 kb). El andlisis se basa en la digestién del
ADN con estas enzimas y la deteccién de 1las bandas
polimérficas después de un Southern blot e hibridacién con
una sonda de ADNc para la OTC [22,24-29]. Sin embargo, este
estudio es laborioso y con frecuencia el patrén de RFLP no es
informativo por ser la madre homozigota para 1los poli-
morfismos de restriccién. La alta frecuencia de nuevas
mutaciones impide utilizar este método para establecer si la
madre de un enfermo es o no portadora, pero si puede excluir
que hermanas del enfermo sean portadoras. Por otra parte esta

técnica puede permitir detectar grandes inserciones Yy/o
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delecciones en el gen [24,29].

La introduccién de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) [30], el anadlisis de polimorfismos conformacionales de
simple cadena - (SSCP) [31], y 1la secuenciacidén directa de
productos de PCR [32], han simplificado considerablemente la
identificacién de mutaciones. La figura 4.2 ilustra las
mutaciqnesvdescritas hasta ahora para este gen, la mayoria de
ellas combihando SSCPs. y .secuenciécién. Aunqué el ARN_para
OTC no es accesible en tejidos periféricos, pueden
amplificarse los exones y secuencias intrénicas flanqueantes
del gen de la OTC a partir de ADN gendmico, y analizarse lo
amplificado para buscar la mutacidén. Este tipo de anédlisis
estad sustituyendo en buena medida al de ligamiento para
RFLPs, y ya se han identificado, usando esta técnica, casi la
mitad de las mutaciones descritas (Fig. 4.2). Es esta
metodologia la que ha conducido a los resultados del presente
estudio. La identificacidén de mutaciones en enfermos permite
luego identificar portadoras y realizar el andlisis prenatal.
Ademas, la informacién obtenida, puede servir para
correlacionar la naturaleza y localizacidén de la mutacidén con
el grado de deficiencia. Esta informacién no es sélo de
interés clinico o genético, pues también puede darnos
informacién de gran valor para localizar funciones en el
enzima, particularmente si se resuelve la estructura

tridimensional de la OTC humana.

Los dos casos humanos descritos aqui han sido los

primeros detectados al introducir en nuestro laboratorio las .
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técnicas de andlisis de ADN a los enfermos de OTC que
habiamos diagnosticado previamente mediante ensayos

plasmaticos, urinarios y* enzimaticos.

“Nota al pie: Ya hemos identificado dos mutaciones

adicionales no descritas hasta la fecha, ambas en hembras
enfermas y no relacionadas. Una constituye el cambio de la

isoleucina 159 por treonina y la otra el cambio de la alanina

209 por valina.
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4.2 MATERIAL

4.2.1 Instrumentos

Las electroforesis en geles de agarosa se realizaron en
cubetas de Owl Scientific Plastics, 1Ins., de diversos
tamafios. La visualizaqiénrde lps geles tefiidos con bromuro de
etidio se realizdé con un transiluminador Chromato Vue modelo
.Tf-éd,:Sé  ﬁsér§ﬁ ‘léévisisfémésirdé éléétfof&résisi?eftiéai,
para electroforesis de poliacrilamida, Mini-Protean II vy
Protean II XL (Bio Rad Laboratories, Madrid) que permiten
usar geles de tamanios 9 x 6.5 o 17.5 x 14.5 cm (anchura x
longitud), resbectivamente. El aparato de electroforesis para
secuenciacidén de ADN fue de Kodak modelo IBI. Se usaron las
fuentes de aiimentacién LKB modelo 2103 o Pharmacia LKB
modelo ECPS 3000/150. Se usdé una cetrifuga refrigerada
Sorvall RC-5B con rotores SS-34 vy GSA; centrigugas clinicas
IEC o Selecta; y microcentrifuga Eppendorf modelo 5415. E1
homogeneizador utilizado fue un Potter-Elvehjem con émbolos
de tefldén. Se usdé un termociclador Geneamp 9600 (Perkin-Elmer
Cetus, Norwald, Conn.) y tubos para el termociclador Microamp
de 0.2 ml de la misma casa. Para el secado de geles de
secuenciacién se usé un secador Savant SGD 4050; las
peliculas usadas para la autorradiografia del gel fueron
X-Omat de Kodak. El revelado de la pelicula se realizd con un
revelador automatico modelo CURIX 60 de Agfa. La medida de
radiactividad se realizé en un contador de centelleo 1liquido

LKB 1211-Rackbeta.
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4.2.2 Compuestos radiactivos

El [®°S]dATPaS (>1000 Ci/mmol) estabilizado para su
conservacién a 4°C en una solucién coloreada (Redivue), y el
Na='%COs (55 mCi/mmol) se obtuvieron de Amersham Inter-
national, Madrid. La L-[{2,3-®H]Ornitina (55 Ci/mmol) se
obtuvo de New England Nuclear, Boston, Mass. Como las
preparaciones comerciales de [®H]ornitina contienen impurezés
que coeluyen con la citrulina en el sistema cromatografico
usado aqui, el aminodcido marcado fue purificado por
absorcién a una columna de 0.1-ml de AG50W-X8 (H", 200-400 de
tamafilo de malla; de Bio-Rad, Madrid) preparada en una
jerinquilla de tuberculina, seguido de lavados sucesivos con
0.5 ml de HC1 10 mM yv 2 ml de piridina al -10%. La ornitina
purificada se eluyé con 0.8 ml de HCl 6 N. Después de la
evaporacidén del HC1l a presién reducida sobre NaOH y P=20s, la
ornitina fue disuelta en HCl 10 mM y conservada a 4°C hasta

su uso (<1 mes).

4.2.3 Oligonucleétidos y sondas

Los oligonucleétidos usados para la amplificacién de los
exones del gen de la OTC (Tabla 4.1), fueron sintetizados por
Pharmacia Biotech (Barcelona), Gomensoro Biotech (Madrid) o
por British Bio-technology Products (Abingdon, Inglaterra).
Los oligonucledétidos wusados para la amplificacidén de los
microsatélites del gen de la distrofina y del gen de la mono-
aminooxidasa A (Tabla 4.2), fueron proporcionados

generosamente por el Servicio de Genética del Hospital La Fe.
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Una sonda de ADNc de 1la OTC completa de rata fue
proporcionada por el Dr. J. Hernadndez Yago, de este mismo
Instituto. Este clon, denominado pICU1552, 1lleva el ADNc
entero de OTC de rata clonado en pSP64 entre los sitios de

restriccién Xba I y Sma I {33].
4.2.4 Enzimas

Los enzimas de restriccién y modificacion empleados aqui
fueron de Boehringer Mannheim, Promega Biotech, Amersham
International, Pharmacia, o New England Bio Labs y se usaron
siguiendo 1las instrucciones del fabricante excepto para la
enzima Msp I, la cuidl se usé para las digestiones de ADN
gendémico a temperatura ambiente durante toda la noche. La ADN
polimerasa termoresistente usada fue Dynazyme de Thermus

brockianus y se obtuvo de Finnzymes 0Y, Espoo, Finland. La

ornitina transcarbamilasa (Streptococcus faecalis), piruvato

quinasa (misculo de conejo, tipo III, libre de sales) y la
argininosuccinato 1liasa (rifidn de cerdo, tipo II) fueron de
Sigma; la arginasa (higado de buey) fue de Boehringer. Otros
reactivos de grado biologia molecular o de grado analitico se

obtuvieron de Sigma, Boehringer o Merck.

4.2.5 Soluciones '

Las soluciones utilizadas mads frecuentemente fueron:
-TE 1X: Tris-HCl1 10 mM, EDTA 1 mM a los pHs de 7.5 o 8.0.

-TBE 1X: Tris-borato 90 mM, EDTA 2.5 mM, pH 8.0.
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-SSC 1X: NaCl 0.15 M, Citrato sbédico 15 mM, pH 7.0.
-Tampén de carga para electroforesis en gel de agarosa
(concentracién final): glicerol 10% (v/v), EDTA 5 mM, azul de

bromofenol 0.05%, cianol de xileno 0.05%.

La concentracién de estas soluciones wusada en los
distintos experimentos, se indicard en el texto mediante la
abreviatura de la solucién seguida por un factor

- multiplicador (5X, 10X,veté) pafa‘indicar la concentracién.
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4.3 METODOS

4.3.1 Marcado de la sonda con digoxigenina

El ADN plasmidico se obtuvo mediante 1las técnicas
habituales {34] y se purificé usando el kit de QUIAGEN
(Plasmid Midi Kit), basado en 1la 1lisis alcalina de las
bacterias, neutralizacidén con tampén acetato potéasico pH 5.5,
precipitacién_ del cromosoma bacteriano vy purificaéién
adicional del ADN plasmidico mediante adsorcién a una resina
de intercambio anidénico, seguido de elucién con sal. El
plasmido se precipita de la solucién de elucidn con 0.7
volamenes de iéopropanol, se lava con etanol frio (-20°C) al
70%, se seca a vacio y se resuspende en Tris-HC1l 10 mM, EDTA
1 mM, pH 8.0 (tampén TE). Aproximadamente 8 pg (concentracién
determinada a partir de la absorbancia a 260 nm) del pléasmido
pICU1552 se digirieron con las enzimas de restriccién Sac I y
Xba I para separar el ADNc de la OTC de rata del resto del
vector (plasmido pSP64). Después, se realizd una electro-
foresis preparativa en gel de agarosa al 0.7%, se corté la
banda correspondiente al ADNc de la OTC (identificada por su
tamafio, 1700 pb), se electroeluyé (tampén TBE 0.2X) y se
purificé mediante extraccidén con fenol y precipitacién con
etanol absoluto y acetato aménico [34]. Se utilizd
aproximadamente 1 ug de este ADNc para el marcado con

digoxigenina-11-dUTP mediante iniciacién al azar (random

priming), usando el kit y 1las instrucciones de Boehringer
Mannheim. Esta técnica se basa en la hibridacidén al azar de

hexanucleétidos al DNA recién desnaturalizado vy sintesis
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catalizada por el fragmento Klenow de la polimerasa (tipo 1I)
de cadenas cbmplementarias al ADNc a partir de los hexa-
nucledétidos unidos, en las que se incorpora el
desoxinucledétido marcado con digoxigenina. Se ha wusado 1la
sonda marcada sin purificar para las hibridaciones, ya que
hemos observado que de esta forma obténemos una mayor

sensibilidad sin aumento del ruido de fondo.

be étfé'éaftélsé vamﬁlifiééi ylméréé éoﬁ digbxigeﬁihé el
exén 1 de la OTC humana mediante PCR y se usdé como sonda para
detectar el polimorfismo 5.1/4.4 de la enzima MspI. Para ello
se procedié de iqual forma que se describe en el apartado de
amplificacién de ADN por PCR (ver mas adelante) excepto en
que se omitieron los dANTPs y se sustituy6é por la mezcla de
marcado con digoxigenina-dUTP (DIG-dUTP; Boehringer). La
concentracién final de los dNTPs en este caso fue de 100 uM
para dATP, déTP y dGTP; 65 uM para dTTP vy 35 uM para

DIG-dUTP.

4.3.2 Obtencién de ADN gendémico humano y deteccién de

fragmentos de restriccidén polimérfica (RFLP)

Se obtuvo el ADN de leucocitos de sangre periférica
mediante digestién exhaustiva con proteinasa K en presencia
de SDS, y posterior extraccién del ADN con fenol (mediante
tubos con una barrera de silicagel, tubos SST de 10 x 1.6 cm,
Becton Dickinson, Meylan Cedex, Francia) y precipitacién con
etanol [35]. Entre 10 y 20 pg de ADN se digirieron con 50-70

unidades de Msp I o de Bam HI a temperatura ambiente o 37°C
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respectivamente. E1 ADN digerido se sometidé a electroforesis
en gel de agarosa al 0.8% a voltaje constante (=1.5 V/cm de
gel) durante toda la noche. A continuacién, el gel se sometié
a depurinacidén (10 min en HCl1l 0.25 N), desnaturalizacién (2 x
15 min en NaOH 0.5 N, NaCl 1.5 M), y neutralizacidén (2 x 15
min en Tris-HC1 1 M, NaCl 1.5 M, pH 7.5), y se transfirid el
ADN por capilaridad a membranas de nylon Nytran-N (Scheicher
& Schuell)‘ [34,36]( _qsando como tampén de transferencia
acetato aménico i M. Ei vADN se fijé covalentemehté a la
membrana mediante irradiacidén con luz ultravioleta usando el
instrumento para entrecruzamiento (Stratalinker, de
Stratagene) y se prehibridé a continuacidén o se guardé bajo

vacio en un desecador hasta su uso.

La membrana de nylon se prehibridé con una solucién
(10-15 ml por 50 cm® de membrana) que contenia: SSC 5X (NaCl
0.75 M, citrato sédico 0.075 M), reactivo de bloqueo al 1%
(p/v) (Boehringer), N-lauroilsarcosina al 0.1% (p/v), y SDS
al 0.02% (p/v), durante 3-4 h en un bano de agua a 62°C, en
bolsitas de plastico selladas. A continuacién se hibridé la
membrana con esta misma solucién renovada (2-3 ml por 50 cm®
de membrana), conteniendo entre 50-70 ng/ml de sonda marcada
recién desnaturalizada (10 min a 100°C, y enfriamiento rapido
en un bafo de hielo fundente). La membrana se hibriddé a 62°C
(sonda de rata) o a 68°C (ex6n 1 humano amplificado y marcado
con digoxigenina por PCR), durante toda la noche. Finalizada
la hibridacién, la membrana se lavd inicialmente 2 veces (5
min cada una) con una solucidén que contenia SSC 2X y SDS al

0.1% a temperatura ambiente, y después otras dos veces (15
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min cada una) con SSC 0.5X y SDS al 0.1% a 55°C o 65°C,
dependiendo de la homologia de la sonda, para eliminar la
sonda débilmente unida. El filtro se incubdé con el anticuerpo
antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (Boehringer
Mannheim) y, tras dos lavados, se desarrolld el color al
" incubar el filtro con los sustratos del enzima (azul de

nitrotetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato).

4.3.3 Amplificacién de ADN mediante la reaccién en cadena de

la polimerasa (PCR)

Los 10 exones del gen de 1la oTc y los microsatélites
DYS-II y DYS-MSA del gen de la distrofina y MAOA del gen de
la monoaminooxidasa A de 1los pacientes y familiares se

amplificaron in vitro por PCR [30] wusando ADN polimerasa

termoresistente (Dynazyme) y pares de oligonucleétidos
sintéticos (ver Tablas 4.1 y 4.2) complementarios a las

cadenas sentido y antisentido y que definen los extremos de

las regiones a amplificar.

Las condiciones de amplificacién usadas fueron: 5 min de
desnaturalizacidén a 95°C, sequido de 35-40 ciclos de 3 pasos
de 0.5 min a 95°C, 0.5 min a 50-55°C, y 0.5 min de
polimerizacidén a 72°C. Al final de los 35-40 ciclos, los
tubos se incubaron a 72°C durante 5 min. La mezcla de
reaccién consistié en Tris-HC1l 10 mM (pH 8.8 a 25°C), MgCl-
1.5 mM, KC1 50 mM, Triton X-100 al 0.1%, 200 uM de cada dNTP,
25-50 pmoles de cada oligonucledétido, 0.5-1 ug de ADN

genémico y 2 U de polimerasa Dynazyme, en un volumen final de
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TABLA 4.1. Pares de oligonucleétidos usados para la
amplificacién de los exones del gen de la OTC humana. Los oligo-
nucledétidos se numeran con el numero de exén y las letras m
(mensaje) o ¢ (complementario). Los nimeros entre paréntesis
indican la posicién del primer nucleétido ,del oligonucledtido
con respecto al comienzo (nimeros negativos) o al final (nimeros
positivos) de 1la secuencia de cada exén que es traducida a
proteina. Los oligonucleétidos se escogieron de: 1lm, lc, 9m, 9c
y 10m [22]); 2m, 3m, 3c, 5m y 5¢c [23]; 2c [42]; 10c [53]; y 4m,
4c, 6m, 6c, 7Tm, 7c, 8m y 8c, de una comunicacidén personal del
Dr. R.J. Plante, University of Minnesota Medical School,
Minneapolis.

' TAMANO DEL
OLIGONUCLEOTIDO PRODUCTO PCR EXON
— | (pares de.baéeéf |
lm (-105)5'tcactgcaactgaacacatttcttag
217 77
lc (+35)5‘cctaaatcaaacccaagtctctgacc
2m (-14)5'atctctttttacaggtgtggacaacc
171 139
2c¢ (+18)5'agagaaaatgttacatacc
3m (-23)5’ctattcttgtccttgattta
131 82
3c (+26)5’'aagtgtgaatttggcagtgga
4m (-87)5’gttgagatgatggccaattc
’ 226 88
4c (+51)5'tatccatcagattctgaaat
5m (-22)5'tctttttcttggtttaccac
196 154
5¢ (+20)5'agacaaataaataaaccaac
6m (-23)5’ctccttcatccegtgectttt
167 123
6c (+21)5'caaggcaaaaagtttccct
7m (-33)5’cctaaataagatttaaattc
120 54
7c¢ (+33)5’aggcaataatagctttacat
8m (-22)5’'ccagcgtgtttatgtatgct
195 150
8c (+23)5’cctgagagagcatcaatttg
9m (-22)5’'ggtcttatccccatctcttt
182 138
9¢ (+22)5'ccattccttgtttcttgett
10m (-10)5’'gtgtcatcaggctgtcatggtgtc
97 60

10c (+27)5'gcttctttcttgacaagtaacacaac
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TABLA 4.2. Pares de oligonucledtidos usados para la amplificacién
de los microsatélites MAOA (repeticién CA) del gen de la
monoaminooxidasa A [54], y DYS-MSA (repeticidén TG) [55] y DYS-II
(repeticidon CA) [56] del gen de la distrofina. Estos oligo-
nucledtidos fueron una _generosa donacidén del Departamento de
Genética del Hospital La Fe. Se indica en la tabla el rango de
tamafnos de los productos de PCR de los distintos alelos de estos
microsatélites; al tratarse de repeticiones (CA)n 0O (TG)n, el
tamafio de los alelos aumenta de 2 en 2 pares de bases. Lam o ¢
indican la hebra mensaje o complementaria, respectivamente.

OLIGONUCLEOTIDO : : : : TAMANO-DE LOS ALELOS

T (pares de bases) .
Gen de la Monoaminooxidasa A

Microsatélite MAOA
m 5’agagactagacaagttgcac

112-126
c 5’'cactatcttgttagctcact

Gen de la distrofina

Microsatélite DYS-MSA

m 5’atcccatcctgttctatttt
74-88; 56 y 58
c 5’actggcatgcattattttgt

Microsatélite DYS-IT
m 5’tcttgatatatagggattatttgtgtttgttatac

214-228
c 5'attatgaaactataaggaataactcatttagce
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50 pl. La reaccidn se llevd a cabo eh tubos de 0.2 ml (tubos
Microamp, Perkin-Elmer) usando un termociclador Geneamp 9600
(Perkin-Elmer Cetus, Norwald, Conn.). El1 resultado de 1la
amplificacién se verificd mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%, y el producto restante se almacendé a -20°C

hasta su uso.

4.3.4 Polimorfismos conformacionales de simple cadena (SSCP)

La técnica de SSCP se realizé normalmente en un aparato
de electroforesis vertical Mini-Protean II (Bio Rad). La
confirmacién de los patrones se obtuvo con un sistema Protean
II XL (también de Bio Rad). 3 pul de la mezcla de reaccién de
amplificacién conteniendo el exén amplificado, se ahadieron a
17 pl de una solucién que contenia: formamida al 75%, NaOH 10
mM, SDS al 0.01%, EDTA 3 mM, glicerol al 6.25%, azul de
bromofenol al 0.03% y cianol de xileno al 0.03%. Se calenté
la mezcla 10 min a 95-100°C y se enfrié rapidamente en un
bafio de hielo-sal a -8°C. Aproximadamente 3 min después se
aplicaron las muestras al gel. Se usaron geles de entre el 11
y 17% de poliacrilamida, conteniendo glicerol al 5-10% en TBE
1X (Tris 90 mM, &cido bdérico 90 mM, EDTA 2.5 mM, pH 8.0). La
electroforesis se realizé a 150-300 V en TBE 1X. Las muestras
se aplicaron al gel estando siempre el tampén de
electroforesis a 0-4°C al comienzo de la electroforesis. Con
el aparato XL se usé refrigeracidén por agua del grifo durante
toda la electroforesis. La electroforesis duré 2-3 horas para
los minigelesv y 6-12 horas para los geles grandes hasta que

el cianol de xileno hubiese salido del gel o estuviese
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préximo.

La tincién de plata usada en este trabajo consistié en
una fijacién de 10-15 min en etanol al 10%, 3 min de
oxidacidén con acido nitrico al 1%, lavado con agua 2 veces
durante 30 seg cada vez, 20 min en solucién de nitrato de
plata de 2 g/litro, 2 lavados con agua de 30 seg de duracién
y‘revelado de color con una solucién que contenia carbonato
sédico anhidro (29.6 g/litro) y formaldehido (540 pl de
formaldehido al 37%/litro). La reaccidén de color se detuvo

con acido acético al 10%.

4.3.5 Secuenciacién directa de fragmentos de PCR de doble

cadena

Hemos secuenciado los fragmentos de PCR sin clonado
previo. El ADN.obtenido tras la amplificacién se purificé con
el kit GENECLEAN II (Bio 101, 1Inc.), sigquiendo las
intrucciones del fabricante, para eliminar nucleétidos,
oligonucleétidos, enzima y tampén. E1 ADN de doble cadena,
eluido en agqua, se usdé como molde para las reacciones de la
SEQUENASE Version 2.0 (USB), tal como describe Tsai y cols.

[37] y Casanova y cols. [32].

Cada exdn se secuencidé en las direcciones directa vy
reversa, usando los oligonucleétidos sentido y antisentido
utilizados para amplificar el exén. Para la reaccidén de
hibridacién mezclamos en un tubo eppendorf de 0.5 ml, 2 pul de

tampén sequenasa 5X (Tris-HC1l 200 mM pH 7.5, MgCl= 100 mM,
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NaCl 250 mM), 1.5 pl del oligonucleétido (0.1 mg/ml), 1 ul de
dimetil sulféxido (para evitar estructuras secundarias del
ADN) y 5.5 ul de ADN de doble cadena (entre 0.4 y 1.5 uqg).
Esta mezcla se incubé a 95°C durante 5 min, para
desnaturalizar el ADN, y tras este tiempo se enfrid
rdpidamente en un bafio de hielo seco-alcohol (-70°C) hasta

usarlo para la reaccién de sintesis.

‘A los 10 pul de la mezcla de hibridacién se le afiadié 6.5
ul de una solucidén que contenia 1 pyl de dithiothreitol 0.1 M,
0.5 pl de 3°sdaTP (10 pCi/pl; 1000 Ci/mmol), 2 ul de una
mezcla de nucleétidos diluida (dGTP 1.5 uM, 4dCTP 1.5 uM, dTTP
1.5 puM), 1 pul de solucién de manganeso (MnCl> 0.1 M,
isocitrato sédico 0.15 M), 0.25 ul de Sequenasa y 1.75 pul de
Tris-HC1 10 mM pH 7.5. Esta reaccién se incubdé 1-2 min a
temperatura ambiente. Durante este tiempo 1la reaccidén de
sintesis es lenta ya que la concentracién de nucleétidos esta
muy por debajo del Km para la enzima, incorporandose dATP
marcado. Transcurrido este tiempo se afiaden 3.5 pl de esta
solucién a cada uno de los tubos de terminacién G, A, T, y C.
Estos tubos de terminacién contienen todos ellos 2.5 ul de
una solucidén que contenia dNTPs 80 uyM, NaCl 50 mM y 8 uM de
cada dideoxinucleétido (ddGTP, ddATP, ddTTP y ddCTP) en los
tubos G, A, T, y C, respectivamente. Durante esta reaccidén la
enzima sintetiza con mayor rapidez y ademds incorpora los
ddNTPs deteniendo 1la elongacidn de la cadena. Esta
terminacién es mids eficaz si se usa la solucidén de manganeso,
como hemos hecho aqui, y esto es particularmente importante

para fragmentos de ADN de alrededor de 200 pb.

174



Los tubos de terminacién se incubaron 2-3 min a 37°C y
luego se pard la reaccién con 4 ul de una solucién que
contiene formamida al 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol al
0.05% y cianol de xileno al 0.05%. Los tubos de reaccién los
guardamos entonces a -20°C hasta su uso. Las muestras se
calentaron 2-3 minr a 90fC. y se aplicaron al gel de
~secuenciacién (aparato IBI de Kodak). Dicho gel (42 x 36 x
‘0;04 éﬁ).céﬁtéhia ébiiéériléﬁidaiaii6;8%; ﬁréa.i-é M. énv TBE‘
1X. La electroforesis se corrié a un voltaje de 2000 V
durante unas 3-4 horas y tras finalizar se secd el gel a
vacio a 80°C sobre papel de filtro Whatman durante mas de 1 h
(secador de geles Savant SGD 4050). Se procedid a
autorradiografiar el gel seco utilizando una pelicula Kodak
X-Omat en un cassette Kodak X-Omatic Regular durante 12-36
horas a temperatura ambiente. El film se reveldé automatica-

mente en un sistema Agfa.

4.3.6 Otros ensayos

El test del alopurinol se realizd como describen Hauser y
cols. [17], excepto por que la recogida de orina de 24 h se
llevé a cabo en 3 periodos de 8 h en lugar de 4 periodos de 6
h, a partir debla administracién oral de 300 mg de alopurinol
(Ziloric). Para la determinacién de orotato y orotidina, se
usd un sistema cromatogrdfico de Millipore-Waters: una bomba
modelo 520, wun inyector manual U6K, un detector de ultra-
violeta modelo 481, wuna columna de intercambio aniénico

Partisil 10 SAX (250 x 4.6 mm) y un registrador Servogor 210.
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A4 ﬁl de orina se le afadié 2 nmoles de acido 2-nitro-
benzoico, se inyecté la muestra en el sistema cromatografico
(fase mévil: Acido férmico 0.8 M en metanol al 35%, pH 2.8)
y se registrdé la absorbancia a 275 nm. La excrecién de
orotato y orotidina en hembras normales coincidié con lo

publicado en la descripcidén del test [17].

_Las‘actiyidades carbamil fosfato sintetasa (CPS) y OTC se
ensayaron en homogeﬁeizados (1/20_ eﬁ vaéuéi .dé‘biobéiésidé
yeyuno con las mezclas de reaccidén de Nuzum y Snodgrass [38]
modificadas para incluir H**COs~ (500‘cpm/nmol; preparado por
la adicidén de una traza de Na='*COz a KHCOs no marcado) en el
ensayo de CPS y de [®H]ornitina (500 cpm/nmol) en el ensayo
de OTC. La reaccién de la CPS se 1llevé a cabo en 0.15 ml
durante 15 min a 37°C y se pardé con 1 ml de HClO0. 1 M que
contenia citrulina 1 mM. El H'“COz~ no marcado se eliminé
burbujeando 10 min con CO2, y se determindé la radiactividad
en la soluciédn, correspondienté principalmente a [**C-
carbamil Jeitrulina. Los resultados se corrigieron para la
radiactividad encontrada en incubaciones idénticas en las
cuales se omitié el activador esencial de la CPS I, el
N-acetil~L-glutamato. La reaccidén de la OTC se realizd en 75
Ml a 37°C y se pard después de 10 min con 15 ul de HCl1lOa 3 M
que contenia citrulina 1 mM. La mezcla se aplicé a una
columna de 0.2-ml de AG50W-X8 preparada en una jeringuilla se
tuberculina y, tras lavar la columna éon 0.4 ml de HC1 10 mM,
la [®H]citrulina fue eluida con 2 ml de piridina al 10%. Los
resultados se corrigieron para la radiactividad encontrada én

identicas incubaciones sin carbamil fosfato. Los valores de
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Km de la OTC para ornitina y carbamil fosfato se determinaron
en un tampén maleato 0.1 M pH 7.5, variando la concentracién
de ornitina entre 0.1 y 2.5 mM en presencia de carbamil
fosfato 5 mM, y variando el carbamil fosfato entre 0.1 y 3 mM
en presencia de ornitina 2.5 mM. Cuando fue posible, el Km
para la ornitina se determiné también en un  tampdn

trietanolamina 0.3 M pH 8.5.
La proteina se determiné en homogeheizadoé_de tejido
mediante la técnica de Lowry, usando albumina bovina como

estandard [39].
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4.4 RESULTADOS
4.4.1 Historias clinicas*

Familia A (Fig. 4.3). Ambos padres (IT y 12) son de
origen wvasco, poseen buena salud, y no presentan ningun
sintoma de deficiencia de OTC. De los miembros de la segunda
generacién, 2 varones (112 y 113) fallecieron en coma con un
diagndéstico de "encefalitis", que retrospectivamente, es

consistente con un coma hiperamoniémico no diagnosticado.

GAlopurinol +

G M

Fallecido Fallecido Paciente Paciente Paciente
14 meses 3 afios Fallecido OTC intestinal
8 anos =35%

Figura 4.3. Pedigree de la Familia A . 112 y 113 fallecieron

antes del diagndstico. Las Dbarras indican presuncién de

deficiencia de OTC.

NOTA*: Ambas familias fueron remitidas por el Dr. Pablo
Sanjurjo del Dpto. de Pediatria, Hospital de Cruces. El
diagnéstico clinico y tratamiento de los enfermos se deben al
Dr. Pablo Sanjurjo. La historia clinica se ha basado en sus

datos. Nosotros hemos establecido el diagndéstico de certeza
sobre la base de las determinaciones enziméaticas y de orotato
y de aminodcidos urinarios. También somos responsables de la

realizacién de la prueba del alopurinol.
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El varén II4 fue diagnosticado de deficiencia de OTC a la
edad de tres afios y medio, durante una crisis de hiper-
amoniemia provocada por una infeccién intercurrente. E1
diagnéstico se basé en el cuadro clinico y en la elevada
hiperamoniemia, muy elevada aciduria ordética, y baja
citrulina plasmdtica, sin anormalidades especificas en los
niveles plasmaticos oru;inarios de aminoadcidos. El paciente
fue tratado con restriccién proteica, suplementacién de
drginina y}téféﬁié-dé‘.méﬁtéhiﬁiénto;. En ia'aétﬁé1idéd fiéﬂé‘
17 afios y s6lo ha experimentado 2 crisis hiperamoniémicas
adicionales que han necesitado hospitalizacién y un
tratamiento enérgico con restriccién proteica y
administracién de arginina y benzoato sédico. Su desarrollo
fisico y mental es normal y en la actualidad sélo es tratado
con una moderada ingesta de proteinas (<1 g proteina/kg/dia),
y arginina (0.2 g/kg/dia). Se le da asimismo un suplemento de
L-carnitina (40 mg/kg/dia), ya que se ha descrito deficiencia
en carnitina en pacientes con déficit de OTC [40,41]. Otro
miembro varén de la familia, II6, nacido aproximadamente 6
afios después que II4, fue diagnosticado de deficiencia en OTC
en base a la excrecién de orotato, niveles de citrulina, y
por su respuesta a un incremento en la ingesta proteica
(nivel de amonio y excrecidén de orotato). II6 experimentd su
primera crisis hiperamoniémica a los 4 afos de edad,
recuperandose rapidamente con el tratamiento. Hasta los 8
afios de edad s6lo tuvo otra crisis que requirid
hospitalizacién. Su desarrollo fisico y mental fue normal con
la misma terapia de mantenimiento que su hermano II4. A los 8

afios de edad sufridé una nueva crisis que no revertidé a pesar
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de todos los esfuerzos terapetiticos. De las 3 hembras de la
segunda generacidén, sélo II7 (que en la actualidad tiene 7
afios de edad), ha tenido manifestaciones de deficiencia de
OTC. Ella ha tenido hasta ahora 2 crisis leves de hiper-
amoniemia, la primera cuando contaba con sélo 6 meses de
edad. Estos episodios fueron rapida vy satisfactoriamente
tratados y ahora lleva la misma terapia de mantenimiento que
su hermano II4. Su desérréllo fiéiéd y mental es normél. Fue
diaénbsficédé. éoﬁo.ldéfiéiénfei.péréial"dé.OTC'én‘béée'a'lé'
excrecidén de ofotato, niveles plasmaticos de aminoacidos y
ensayo de la actividad OTC en wuna biopsia de yeyuno. El
estado de portadora de su madre (I2) fue confirmado mediante

el test del alopurinol.

Familia B (Fig. 4.4). El1 paciente (II3), un vardn de

aproximadamente 4 afios de edad, desarrolld 4-5 dias después
de nacer sintomas y signos compatibles con hiperamoniemia
(dificultades de alimentacién, vémitos, sommolencia, EEG
lento y difuso). Se le encontrd un amonio plasmatico de 350
pg/dl, asociado con elevada excrecidén de acido orético y baja
citrulina plasmatica. El paciente fue tratado satisfactoria-
mente y en la actualidad se encuentra bajo moderada ingesta
proteica y suplementacién de arginina, y ha padecido hasta la
fecha 2 crisis hiperamoniémicas adicionales que se han
superado con ei tratamiento. Su desarrollo fisico y mental es
normal. En la actualidad esta siendo considerado para
realizarle un transplante hepatico. El diagnéstico como
deficiente de OTC se confirmd mediante ensayo de la actividad

OTC en una biopsia de yeyuno. Los padres y 1las 2 hermanas
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(por parte de madre) del ©paciente poseen buena salud. Su
madre resultdé negativa en un test de alopurinol para

identificacién de heterozigotas.

Alopurinol -

3

Paciente
OTC intestinal
=13 %

Figura 4.4. Pedigree de la Familia B.

4.4.2 Actividad Ornitina transcarbamilasa

Los miembros de las familias se designardn por una letra

que identifique a la familia (A o B) seguido de un numero que

identifique a la generacidén (I o II) y por el nUmero qgue
identifique a la persona (1-7 en la familia A; 1-3 en la
familia B). La Tabla 4.3 muestra los resultados de los

ensayos enzimdticos de la CPS y la OTC en la mucosa yeyunal
de la paciente (AII7) de 1la familia A y del paciente vardn

(BII3) de la familia B. La actividad CPS fue normal en ambos
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TABLA 4.3. Actividades CPS,

OTC y Km para OTC en biopsias de

yeyunoc.
ACTIVIDAD Kem  (mM)
PACIENTE CPS oTC Ornitina " Carbamil fosfato
pmol/h/mg prot pH 7.5 pH 8.5
AII7 0.17 0.45 0.22 0.15 1.5=
Normal® 0.15 13.0 0.51 0.27< 0.40
x0.07 3. 5 +0.08 ‘ +0.04

“Valor aproximado estimado
PExcepto donde se
como media t desviacidén est

“Determinado en una biopsia
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para un ensayo de 3 puntos.

indica, n=3. Los resultados se expresan

andard
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casos. El varén mostré una actividad muy pequefia pero
detectable, que representa un 1.3% de la actividad en
controles. En la paciente hembra, la actividad representé un
3.5% de 1los controles, indicando que en este caso el
cromosoma X materno con el gen de la 0TC mutado fue expresado
preferentemente sobre el cromosoma normal, al mencs en
yeyuno. Este debe ser el caso enrellhigadorya que esta hembra
presenta sintomas similares a los observados en los varones

de esta familia.

Los valores de Km para ornitina en 1la paciente AII7
fueron similares a los encontrados en una mucosa de yeyuno
normal. El Km para carbamil fosfato no pudo ser determinado
con precisién debido a la limitacién de la muestra
disponible. El valor estimado es del mismo orden de magnitud,
aunque algo mayor, dque el valor en una mucosa normal. La
actividad a pH 8.5 fue cerca de un 25% mas alta que a pH 7.5,
de acuerdo con los resultados de Briand y cols. [9] para el
higado humano. Estos resultados excluyen que la baja
actividad en 1la paciente AII7 sea debida a la presencia de
una cantidad normal de wuna forma enzimatica con una Vmax
normal y unos valores de Km aumentados o con una actividad
anormalmente baja a pH 7.5 y una actividad normal a pH 8.5,
como se describidé anteriormente en algunos pacientes con
deficiencia de OTC [9]. Puesto que AII7 es una hembra, no
podemos saber si la actividad residual es debida a una OTC
codificada por el gen normal o ﬁutado. La actividad OTC tan
baja en la mucosa yeyunal del paciente BII3 y la pequeia

cantidad disponible de tejido, impidieron la estimacién de
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los valores de Km para 1los sustratos de 1la OTC. Una
estimacién grosera de la actividad a pH 8.5 indicé que fue
del mismo orden que la actividad a pH 7.5, excluyendo que 1la
deficiencia fuese debida a la presencia de una OTC con un pH

6ptimo anormalmente alto.

4.4.3 Analisis de la herencia de los RFLP en la familia A

rLés.iséufﬁeﬁh. biofs.idéspﬁéé Adé. la digéstiéh' de' ADN
gendémico con MspI, BamHI y Tagl excluyeron que el pacieﬁte
vardén AII4 poseyera una gran deleccidén en su gen de la OTC.
El anédlisis de los RFLP para estas enzimas resultd no
informativo para la madre (una portadora obligatoria de la
deficiencia de OTC, confirmada por la prueba del alopurinol).
La madre resultd homozigota para los polimorfismos de 6.2 kb
y también para el de 5.1 kb para la enzima Msp I, y para el
de 18 kb para la enzima BamHI, lo que significa que la madré
posee el haplotipo E (basado en la clasificacidén de Grompe vy
col. [22]). En 1la figura 4.5 se reproducen manualmente las
bandas de los blots para 1las enzimas Msp I vy Bam HI. No
presentamos los blots originales porque la debilidad de las

bandas impidié su reproduccién fotografica.

El polimorfismo descrito en el exén 2 [4] (AAA o AGA,
codén 46, correspondiendo a K46R) fue también no informativo
en esta familia. El andlisis consiste en la amplificacién por
PCR del exén 2 con el oligonucleétido OTC2m’: gtgaccttct-
cactttaa junto con el OTC2c descrito en la Tabla 1 como
describe Petty _y col. [42], y digestién del producto
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i I I I I I I

F——— II-——————————— 1 F———I———————— 1 P 1
121 745 121745 121745
6.2
- 52 I 4.4
Msp I Bam HI Msp I
Sonda: ADNc Sonda: ADNc Sonda: Exén 1

Figura 4.5 Representacién manual de las bandas reveladas en
los Southern Dblots de 1la familia A usando las enzimas de
restriccidén Msp I y Bam HI. En cada <caso se indica la
posicién de las bandas polimérficas y de la sonda utilizada.

I vy IT indican la generacidén y 1-7 indican el miembro de la

familia.
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amplificado con la enzima de restriccién Dral. Como Dra I
reconoce la secuencia TTTAAA, sélo cortard los fragmentos que
posean la secuencia AAA en el coddén 46 y no los que posean la
posibilidad alternativa AGA. Esta digestidn mostrd que todos
los miembros de la familia A poseen la secuencia mas comin
AAA. Los autores describieron .unas frecuencias en la
poblacién américana del 68% para ARA y del 32% para AGA [42].
En un estudio hecho por nosotros sobre un total de 34
cromosomas de personas‘ no relaci§nédés;v ébfﬁviméé vuﬁoé
porcentajes del 85.3% para AAA y 14.7% para AGA por 1lo due
dicho polimorfismo es relativamente poco 1dtil para 1la

pobiacién espafola.

4.4.4 An4dlisis de microsatélites cercanos al gen de la OTC en

la familia A

Amplificamos por PCR los microsatélites DYS-II y DYS-MSA
del gen de la distrofina y MAOA del gen de la monoamino-
oxidasa A, que distan un 15% de recombinacidén distal y un 10%
de recombinacidén proximal, respectivamente, del gen de la OTC
[43,44]. Los distintos alelos amplificados se separon en una
electroforesis de poliacrilamida al 15% y se visualizaron
mediante tincién de plata. El microsatélite DYS-MSA no
resulté informativo ya que la madre fue homozigota. Sin
embargo para MAOA la madre (AI2) fue heterozigota, poseyendo
el padre (AIl)‘el alelo inferior de la madre. Como el vardn
afectado AIT4 recibid de su madre el alelo inferior, en esta
familia 1la mutacién debia ir ligada al cromosoma X materno

que lleva ese alelo. Las hijas AII5 y AII7 fueron homozigotas
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para el alelo inferior, por lo que ambas son portadoras de la
mutacién. La hija asintomética ATITI1 fue Theterozigota,
heredando el alelo superior de su madre, por lo due, de no
haber ocurrido recombinaciédn, no es portadora de la
enfermedad. El1 analisis del microsatélite DYS-II confirmd
esta misma forma de transmisidén (Fig. 4.6). La madre (AI2)
fue heterozigota, poseyendo el padre (AIl) el alelo superior
de la madre. El1 hijo varén AITI4 recibid el alelo inferior de
su madre al igual que las hijas AII5 y AII7, siendo ambas,
por tanto, portadoras de la mutacién. La hija AII1 fue homo-
zigota para el alelo superior, dgquedando excluida de llevar la
mutacidén, que se transmite ligada al alelo inferior materno

(Fig. 4.6).

MICROSATELITE DYS-II

FAMITIA A

IT 12 IIT 117 114 115

Figura 4.6 Microsatélite DYS-II en la familia A.

El hecho de que los resultados obtenidos con 2
microsatélites distintos, uno distal y otro proximal al gen
de la OTC, coincidan, da mayor validez a nuestra hipdtesis,
ya que la posibilidad de una doble recombinacién estd muy

disminuida.
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4.4.5 Analisis de los SSCP

Los 10 exones del gen de 1la OTC fueron amplificados
mediante PCR en todos los miembros de 1la familia A y en el
padre y el paciente de la familia B usando 1los pares de
oligonucleétidos mostrados- en la Tabla 4.l1. Una electro-
foresis de agarosa demostré en todos los casos productos de
tamafio esperado( excluyendo grandes delecciones en algin
exén. El andlisis de los SSCP de estos pfoductos demostré en
el padre y el paciente de ambas familias, un identicd patrén
de migracién para todos los exones, con la excepcidén del exdén

4 (Fig. 4.7).

Con el exén 4 (Fig. 4.7) un retraso de una banda de
simple cadena se observé en los pacientes varones de las
familias A y B. En la familia A, la madre, la paciente hembra
(AII7) y una hermana asintomadtica (AII5) presentaron un
patrén hibrido, consistente con heterozigosis, mientras que
la otra hermana asintomatica (AIIl) mostrd un patrén idéntico
al del padre y al control, excluyendo en principio que ella
(AIIl) fuese portadora del defecto. Por otra parte, la forma
de transmisién del defecto que se deduce tras el andlisis de
los SSCP en la familia A, coincide con la obtenida mediante
el andlisis de los microsatélites. En la familia B, todos los
miembros excepto el paciente, mostraron un SSCP normal para
el ex6én 4 (Fig. 4.7), como era de esperar si la mutacién en
este ex6n estd presente exclusivamente en el paciente. Este
resultado es consistente con el resultado negativo de la

madre en el test del alopurinol.
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FAMILIA A FAMILIA B

0]

o

n 12117 U5 S 3 DB m 12

Figura 4.7. SSCP del exbén 4 en las dos familias. El1 control
es el exé6bn 4 apmplificado de una hembra sana no relacionada.
Las carreras de la izquierda y la derecha del gel muestran

la migracidén del marcador de ©pesos moleculares de doble

cadena (100 Base Pair Ladder, de Pharmacia). El1 gel usado
fue del 11 % (familia A) o del 13.5 % (familia B) en
poliacrilamida.

189



4.4.6 Secuenciacién directa del exén 4 amplificado por PCR

La secuenciacién directa del exén 4 tras amplificarlo por
PCR, wusando los mismos oligonucleétidos que en la
amplificacién, demostré que en el paciente AII4 (Fig. 4.8)
(familia A) el cambio de una G por una A en el extremo 3’ del
exén. La_secuenciacién del exén 4 en el padre y la hermana
asintomética AIT1 qﬁe pbseia' un SSCP hormal;.ldéﬁoéfré :lé
secuencia correcta en esta posicién (G), mientras que la
madre tuvo A y G (en aproximadamente iqgual cantidad) en esta
misma posicidén (Fig. 4.8). Estos resultados estadn de acuerdo
con el patrdén de SSCP, y confirman que la madre es portadora
de la mutacién, y que la hermana AIIl no lo es. La mutacidn
cambia el codén CGG a CAG en el extremo 3’ del exén 4 de 1la
OoTC, lo cual cambia la arginina-129 por histidina.
Interesantemente esta misma mutaéién es la que poseen los
ratones sparse-fur/ash [14] (ver Introduccién). Esta mutacién

no ha sido descrita en humanos hasta la fecha.

De los dos polimorfismos descritos para este exén [3,4],
el codén 101 es TTT, que codifica para fenilalanina (el coddén
alternativo es TTA, que codifica para leucina), en todos los
miembros secuenciados de esta familia; y el codén 111 es CTT,
que codifica para leucina (alternativémente CCT, que codifica
para prolina). Para averiguar la frecuencia del poliﬁbrfismo
del codén 101 en la poblacién espafiola (para estimar su
viabilidad como marcador genético), digerimos el ex6n 4

amplificado de 27 cromosomas de personas no relacionadas del
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EXON 4

Sentido

Madre
12

iwpm --

Figura 4.8. Secuenciacién de DNA del exdédn 4 amplificado por
PCR del padre (AIl), madre (AI2), una hermana no afectada
(ATI1l) vy del paciente vardén gque sobrevive (AII4) de la
familia A. La flecha indica la posicién de la mutacidn. La
unién del exén 4 (E4) con el intrdén 4 (14) se indica con una

linea horizontal.
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territorio espafiol con la enzima Dde I. Esta enzima reconoce
la secuencia CTNAG, por lo que cortaria el ADN del exén 4
s6lo en aquellas personas que poseyeran el triplete TTA. El
resultado fue inesperado ya que en todos los casos no se
produjo digestién, lo cual estd de acuerdo con la posesidn de
la secuencia TTT en ese codén. A falta de un estudio
poblacional mayor, este polimorfismo no sirve para la
- poblacién espaﬁola;‘sin embargo,.la posibilidad de un error

en la secuencia publicada del gen no se puede descartar.

El polimorfismo descrito en el intrénm 3 cerca del inicio
en 5’ del exén 4 [45] resultd ser en todos los miembros
secuenciados de la familia A la secuencia TioA (posibilidad

alternativa, TsAA).

En 1la familia B, los resultados de la secuenciacién del
exén 4 del paciente demostré (Fig. 4.9) la misma mutacidén que
en la familia A (el cambio de la G por una A en el extremo 3’
del exdén). La secuenciacidén del exdén 4 de la madre desmostrd
la secuencia normal (G) en esa posicién, confirmando que 1la
mutacién del paciente aparece ."de novo". En cuanto a los
polimorfismos, tanto la madre como el paciente poseen los
mismos alelos en los codones 101 y 111 que en la familia A.
Sin embargo, el polimorfismo del intrdn 3 [45], adopta en
esta familia la posibilidad alternativa TesAA, para la cuil la

madre es homozigota.
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EXON 4

Sentido

Figura 4.9. Secuenciacién de DNA del exbdbn 4 amplificado

PCR de la madre (BI2) y del ©paciente varédn (BII3) de

familia B. La flecha indica la posicién de la mutacidn.

unidén del exén 4 (E4) con el intrén 4 (14) se indica con

por

la

La

una

linea horizontal. La mutacidén se indica también con un

asterisco en la secuencia del exén 4 del enfermo.
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4.4.7 Digestidn del exén 4 con Mspl

La mutacién observada en 1las familias A y B causa la
pérdida del dnico sitio de restriccidén para Mspl situado en
la unién del exdénd-intrdénd. Como la amplificacién de este
ex6én con los oligonucleétidos utilizados en este trabajo
genera un producto de 226-pb que contiene 51-pb del intrén 4,
.ei‘c§r£e ¢oﬁ Mépi éiiﬁiﬁa‘ﬁn'ffégﬁehtb'dé .53¥pb,"y' asi la
digestién puede demostrarse por electroforesis en agarosa y
tincién con bromuro de etidio. la figura 4.10 confirma que el
exén 4 del paciente varén AII4 no es digerido por MspI,
mientras que el exén 4 de su padre y su hermana AIIl, dos
miembros de 1la familia A que no poseen la mutacién, fue
completamente digerido. En la madre, como era de esperar, la
mitad del ADN del exén 4 fue digerido. De esta forma, 1la
digestién con MspI se usé para caracterizar a las dos
hermanas vivas (AII5 y AII7). Ambas hermanas mostraron una
mitad de la digestién, confirmando la conclusidén alcanzada en
el anadlisis de 1los SSCP, vy, para AII7, a partir del
diagnéstico clinico, que ambas son heterozigotas para la

mutacidn.

En 1la familia B, 1la digestién del exén 4 con MspIl
confirmé la conclusidn del andlisis de los SSCP que sélo el
paciente varén posee la mutacién: excepto en al paciente,
cuyo ADN no se digirid, el ADN de todos los miembros de la
familia fue completamente digerido, excluyendo a las hembras

de esta familia de ser portadoras.
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FAMILIA A FAMILIA B

£

8 MIEMBROS g mor-m

+ 4"+ + 4"+ 4 digestion Mspl - f + 4 + 4
Pb

226

Figura 4.10. Digestién con MspI del exdn 4 amplificado en
todos los miembros vivos de las dos familias. La digestiédn
fue llevada a cabo a 37°C durante 2 h usando 2-3 @wg de DNA y
20 U de MspI, en tampédn L IX (Boehringer Mannheim). Al final
de la digestidén se realizd una electroforesis de agarosa al
2 %y se revelaron los productos de la digestidén con bromuro

de etidio.
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4.5 DISCUSION

La mutacidén en el exdén 4 (familias A y B) descrita en
este trabajo, un cambio de la G terminal por wuna A,
corresponde al cambio de la arginina por una histidina en la
posicidén 129 (R129H) en ‘lér secuencia de aminoacidos de la
enzima [4]. Sin embargo, debemos esperar, dada la
localiéaéiéﬁ 'déi‘ﬁﬁéiéétidé-eﬁ ié'ﬁhiéh-ekéﬁ;iﬁtféné QuéASéa'
perjudicial para el procesamiento del transcrito [46]. De
hecho, el ratén spf-ash, una cepa de ratones deficientes en
OTC, posee exactamente la misma mutacidén, y muestra una
reduccidén del 95% en la eficiencia del procesamiento en esta
unién exén-intrén [14]. Dado que 1la frecuencia de los
diferentes nucledtidos en el dltimo nucledétido de un exdén es
virtualmente idéntica en roedores y primates [46], el cambio
de nucledtido observado en este trabajo debe tener
consecuencias similares sobre el procesamiento del ARN en el

hombre y el ratén.

Las propiedades cinéticas y la dependencia del pH de la
OTC del ratdén mutante R129H son similares a las del enzima
normal [47]. La estabilidad del enzima mutante en el tejido
también aparece inalterada [14]. En el ratén spf-ash hay
aproximadamente un 4% de actividad residual del enzima en el
higado y un 7% en el intestino delgado [48]. Nosotros
encontramos en el paciente varén BII3 y en la paciente
heterozigota AII7, actividades intestinales que representan
el 1.3y 3.5%, respectivamente, de 1la actividad normal.

Aunque la magnitud de estas actividades son del mismo orden
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que en el ratén spf-ash, las actividades humanas son mas
bajas. Dada la alta homologia entre la OTC humana y la murina
(97% de identidad en la secuencia madura, con la conservacidn
de la argl29 y'aminoécidos cercanos; véase [3 y 13]; valores
de Km y dependencia con respecto al pH similares, véase [9]),
no parece verdad que la mutacién argl29his pueda cambiar las
propiedades cataliticaé o} Via4 ésfébilidad del‘enzima huméno.
‘Dé.hécﬁé,iléisimiiaiidadidé ias.aétiVidadés>a'lbs pHé' 7.5 y
8.5 en los dos pacientes y los datos cinéticos obtenidoé en
la paciente AII7, son consistentes con la normalidad
catalitica del enzima humano R129H. Asi, como es el caso de
los ratones spf-ash que poseen la misma mutacién, nuestros
pacientes poseen una menor cantidad de OTC mutante con
propiedades normales, y la menor actividad en los pacientes
humanos que en los ratones sugiere que la mutacién G a A en
el extremo del exdn 4 disminuye la eficiencia del

procesamiento en los humanos incluso mads que en el ratén.

En los sEf;ash, ademas de la menor cantidad (cerca del 5%
del normal) del ARNm de la pOTC normalmente procesado, esta
presente una cantidad igual de ARNm incorrectamente procesado
que contiene 48 bases extra del intrdén 4, como resultado de
un procesamiento ineficiente en un sitio dador criptico para
el procesamiento, 48 bases dentro del intrén 4 [14]. Este
ARNm mé&s largo es traducido a una OTC mutante que lleva un
cambio R129Q mads 16 aminoacidos insertados. Este polipéptido
es transportado dentro de la mitocondria Y procesado
normalmente, pero no puede ensamblarse para formar el trimero

activo y es degradado con una corta ti,= [14]. Debido a las
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diferencias en la secuencia del intrén 4 entre el hombre y el
ratén, el sitio dador criptico para el procesamiento
(GG:GTTAGT) usado por el ratén spf-ash no existe en 1los
humanos [46]. La secuencia humana correspondiente GGATAAAT
contiene, con la misma pauta de lectura, un codén de
terminacién TAA. Por tanto, la OTC alargada que contiene 16
aminoacidos extra en ios rfatohés sEf;ash no debe ser
‘siﬁtétiiadai. éh.  16$ .paéiénfés' hﬁménbé,' y' 6tfas' formas
alargadas del enzima que pudieran resultar de otros sitios
dadores cripticos para el procesamiento hacia el extremo 3’
del intrdén, estédn excluidos por la existencia de un codén de

terminacidén.

La deficiencia de OTC de los pacientes estudiados aqui se
caracteriza por un curso clinico relativamente leve. Sélo un
paciente experimenté una hiperamoniemia neonatal y episodios
posteriores de hiperamoniemia no han sido frecuentes y en
general fueron controlados tempranamente. La administracién
crénica de benzoato sédico o fenilbutirato no ha sido
necesaria, y ademads los pacientes que sobreviven muestran un
desarrollo normal. No obstante, el historial de los pacientes
de 1la familia A, demuestra que la deficiencia representa un
serio riesgo para la vida, poniendo de manifiesto 1la
importancia de un diagndéstico temprano, establecimiento
rapido de medidas de mantenimiento para prevenir las crisis
hiperamoniémicas, y répido tratamiento de las crisis si
llegan a presentarse. El riesgo que conlleva 1la enfermedad
justifica el diagnéstico prenatal, el cudl se presenta muy

simple en ambas familias mediante la digestién con MspI del
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exén 4 amplificado con los oligonucleétidos descritos aqui.

Una actividad residual de un 1.3% de la normal es
suficiente para justificar la relativa levedad de 1la
enfermedad ya que esta actividad es comparable a la de la
argininosuccinato sintetasa, la enzima que cataliza el
siguiénte paso y que posée'la>men6r actividad del ciclo de la
.uféa:[sé]; La Baja actividad que poseen estos pacientes puede
incluso ser mas reducida en higado debido a una inapropiada
suplementacién de arginina [49], lo que justifica la
suplementacién crdnica de arginina en estos pacientes [1l], vy
la determinacién de orotato urinario para monitorizar el
efecto de la suplementacidén. No obstante, para una ingestidn
de proteina diaria de 1 g/kg de peso corporal, y asumiendo
una hidrélisis de wurea del 30% por la flora intestinal, la
cantidad de sintesis diaria de urea es aproximadamente 420
mmoles para un hombre de 60 kg, o, si la sintesis se realiza
a velocidad constante durante todo el dia, de 17.5 mmol/h. Si
en el paciente varén la actividad OTC es el 1.3% de la
normal, la actividad en el higado es del orden de 0.1
mmol/h/g de higado, y por tanto, 175 g de higado deben ser
suficientes para poder alcanzar la velocidad requerida de
sintesis de urea, si las concentraciones de sustratos son las
requeridas. De hecho, el carbamil fosfato puede alcanzar en
la mitocondria concentraciones saturantes en ausencia de
hiperamoniemia (demostrado en ratones que recibian dietas sin
arginina [49] y en este mismo trabajo). De igual forma, se
esperan altos niveles de carbamil fosfato en los pacientes,

como demuestra la alta excrecidén de orotato. Por tanto, si el
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suministro de ornitina es suficiente, la actividad OTC en
estos pacientes excede considerablemente el requerimiento
basal de sintesis de urea, vy, de hecho, parece ser capaz de
poder con velocidades de hasta 8 veces la velocidad basal,
las cuales pueden encontrarse después de comidas ricas en

proteina o bajo prolongado ayuno.

Una mﬁtécién:Gvé T éh élvﬁiémé hﬁcieétido.qﬁé én.ﬂuéstrbé
pacientes fue descrita recientemente en un chico [11]. Esta
mutacién codifica para un polipéptido de OTC con un cambio
R129L, el cudl, en principio, es un cambio mas drastico que
la sustitucidén R129H descrita aqui. La actividad OTC hepatica
en este chico fue un 5.5-20% de la normal, sugiriendo que
esta mutacién es menos perjudicial para el procesamiento que
la mutacién de G a A. Aungque el paciente'ha vivido mas de 6
afios, su desarrollo mental ha sido considerablemente
retardado y tuvo pardlisis espasticas moderadamente serveras.
Las alteraciones neurolégicas sugieren hiperamoniemia
frecuente, posiblemente reflejando propiedades cinéticas
desfavorables del enzima mutante. Asi, nuestros pacientes
pueden haber sido afortunados en cuanto a la sustitucidn del
aminodcido, ya que cambios menos conservatidos pueden haber
sido més deletéreos. De hecho, en 20 de las 22 secuencias de
OTC de diferentes fuentes incluidas en 1la base de datos
Swiss-Prot (release 28), existe un residuo R o K en la
posicidén correspondiente al residuo 129 de la OTC humana,
sugiriendo un papel importante para un residuo cargado
positivamente en esta localizacién. La camparacidén con la

aspartato transcarbamilasa [50], enzima homélogo a 1la OTC,
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sugiere que el residuo 129 de la OTC humana es parte de una
alfa-hélice implicada en las interacciones con la subunidad
catalitica cercana en el trimero [51]. Asi, cambios en la
carga o en la hidrofobicidad en esta regidén pueden tener
importantes consecuencias en las interacciones entre
subunidades en el trimero de OTC, lo cuidl puede afectar
indirectamente a las éropiedadés‘ cataliticas de 1la OTC.
Déépﬁéé‘dé ﬁodd;‘lé.oTC‘ éatéhéiiéa‘(ﬁha‘OTC'Qué se encuentra
en bacterias) es ineficiente en la sintesis de citrulina vy
forma dodecameros, mientras la enzima anabdlica de la misma
bacteria, la cudl se usa sobretodo para 1la sintesis de

citrulina, es trimérica [52].
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5. CONCLUSIONES
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1. La aciduria orética inducida por aminodcidos se debe a

la sintesis excesiva de orotato por el higado.

2. La acumulacién de orotato se debe a acumulacién
hepatica transitoria de carbamil fosfato. La sintesis vy
acumulacién de orotato se satura para niveles de carbamil

fosfato superiores a 50 nmol/g de higado.

3. El carbamil fosfato acumulado se sintetiza por la
carbamil fosfato sintetasa mitocondrial (ureotélica), y llega
a alcanzar en la matriz mitocondrial concentraciones de hasta

3 nlM.

4. La acumulacién de carbamil fosfato se debe a
activacién inicial de su sintesis por aumento en los niveles
hepaticos de amonio y acetilglutamato (sustrato y activador
de la carbamil fosfato sintetasa), y a limitaciones en su
utilizacidn por la ornitina transcarbamilasa, como

consecuencia de la existencia de bajos niveles de ornitina.

5. La administracién de ornitina eleva los niveles
hepaticos de este aminoadcido, activando 1la utilizacién del
carbamil fosfato y evitando su acumulacién, y la acumulacién
de de orotato y de amonio. Este Gltimo efecto indica que la
administracién de ornitina 1libera de inhibicién la carbamil

fosfato sintetasa.

6. La acumulacidén temprana de carbamil fosfato inducida

por la administracién de alanina se debe a inhibicién "in
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vivo" de la ornitina transcarbamilasa provocada por este
aminodcido. Por tanto, la desproporcidén entre los niveles de
ornitina y de otros aminodcidos puede limitar la eficacia del

ciclo por inhibir la transcarbamilasa.

7. Excepto en la rana, encontramos N-acetil-L-glutamato
en el cerebro de todos los vertebrados examiﬁados, incluyendo
el pollo, que no sintetiza arginina o urea, lo que confirma
que, en el cerebro, el acetilglutamato né .eété rélécionédo

con la sintesis de arginina o urea.

8. Con la excepcidén del higado, en todos los animales y
tejidos examinados, incluyendo tumores endocraneales humanos
y cerebros de rata a lo largo del desarrollo pre y postnatal,
solo se ha encontrado acetilglutamato si coexistian niveles
sustanciales, normalmente mucho mayores, de

N-acetil-L-aspartato.

9. La actividad de sintesis cerebral de acetilglutamato
tiene las vcaracteristicaé del ‘enzima que sintetiza
acetilaspartato y se distribuye entre sustancia blanca y gris
de forma similar a los niveles de acetilaspartato vy

acetilglutamato.

10. Existe en el cerebro actividad deacilasa de

acetilglutamato con caracteristicas de aminoacilasa tipo I.

11. El1 acetilglutamato se sintetiza en el cerebro por el

mismo enzima y a wuna velocidad mucho menor que el
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acetilaspartato, y se degrada por la aminoacilasa tipo I,
mientras que el acetilaspartato se deacila por otro enzima,
la aspartoacilasa, que exhibe menor actividad y diferente
distribucién y especificidad. El acetilglutamato se sintetiza
en el cerebroy en el higado por enzimas diferentes y se
degrada en ambos O6rganos por aminoacilasas similares o

idénticas.

12. Hemos encontrado en enfermos con déficit de ornitina
transcarbamilasa (un déficit 1ligado al cromosoma X) de dos
familias diferentes, el reemplazo por adenina de la guanina

terminal del exén 4 del gen para este enzima.

13. Esta mutacién se describe ahora por primera vez en el
hombre, pero se ha encontrado previamente en el ratén spf-ash
(un modelo de déficit moderado de ornitina transcarbamilasa),
y causa a) el reemplazo de la arginina 129 por histidina, sin
efecto sobre la actividad; y b) el procesamiento ineficaz del
pre-mARN, generadndose sdlo una pequeia fraécién de mARN de

longitud normal.

14. Hemos demostrado mediante técnicas de SSCP,
secuenciacidén directa o digestién del exén 4 con Msp I, que
en una familia la madre y dos dé las tres hijas son
portadoras de la deficiencia. En la otra familia la mutacién

aparecié "de novo" en el varén afectado.
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1. La aciduria orética inducida por aminodcidos se debe a

la sintesis excesiva de orotato por el higado.

2. La acumulacién de orotato se debe a acumulacién
hepatica transitoria de carbamil fosfato. La sintesis vy
acumulacién de orotato se satura para niveles de carbamil

fosfato superiores a 50 nmol/g de higado.

3. El carbamil fosfato acumulado se sintetiza por la
carbamil fosfato sintetasa mitocondrial (ureotélica), y llega
a alcanzar en la matriz mitocondrial concentraciones de hasta

3 nlM.

4. La acumulacién de carbamil fosfato se debe a
activacién inicial de su sintesis por aumento en los niveles
hepaticos de amonio y acetilglutamato (sustrato y activador
de la carbamil fosfato sintetasa), y a limitaciones en su
utilizacidn por la ornitina transcarbamilasa, como

consecuencia de la existencia de bajos niveles de ornitina.

5. La administracién de ornitina eleva los niveles
hepaticos de este aminoadcido, activando 1la utilizacién del
carbamil fosfato y evitando su acumulacién, y la acumulacién
de de orotato y de amonio. Este Gltimo efecto indica que la
administracién de ornitina 1libera de inhibicién la carbamil

fosfato sintetasa.

6. La acumulacidén temprana de carbamil fosfato inducida

por la administracién de alanina se debe a inhibicién "in
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