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RESUMEN 

.La arginasa (E.e. J.5.J.l) cataliza la reacción de hidróli

sis de la arginina en ornitina y urea tanto en el h1gado como en 

diferentes tejidos extrahepáticos . 

• Las isoenzimas de la arginasa presentan propiedades bioqu1-

micas distintas; sus concentraciones y su localización intrace

lular varian dependiendo del tejido u órgano . 

• La importancia de la arginasa extrahepática radica en su 

relación con la biosintesis de poliaminas pues se sabe que estas 

moléculas son factores de crecimiento, división, proliferación, 

y diferenciación celular . 

• La arginasa se encuentra presente en 70 % de los sueros hu

manos normales en una concentración muy pequena. La actividad de 

esta enzima aumenta en el suero de pacientes con distintas en

fermedades por lo que se ha sugerido que su determinación puede 

ser utilizada en el diagnóstico clinico . 

• La actividad de arginasa hepática "in vivo" está influen

ciada por la ingestión de proteina, concentración de glucagón, y 

por hormonas esteroides . 

• Los diferentes estudios inmunológicos y genéticos realiza

dos en deficiencia de arginasa en el higado y eritrocitos humanos 

han revelado la existencia de dos genes estructurales que codif i

can para dos enzimas distintas; una identificada en el rifión y 

la otra en el hlgado y eritrocitos humanos. 



INTRODUCCION 

La arginasa (L-arginina amidinohidrolasa, E.e. J.5.J.l) es 

la enzima que cataliza la hidrólisis de L-arginina a L-ornitina 

y urea. su función principal y mejor conocida es la que realiza 

dentro del ciclo de la urea, mecanismo que tiene lugar en el hí

gado de organismos ureotélicos (excretan el nitrógeno amlnico 

en forma de urea). 

Además de la función hepática, la actividad de arginasa es

ta asociada con la regulación de diversos procesos celulares. 

Esta enzima se encuentra presente en diferentes tejidos de mamí

feros y en otros sistemas vivientes, lo que constituye un indi

cativo de que su presencia es escencial para la realización de 

procesos básicos de la función celular. 

La arqinasa es m~s abundante en el hígado de mamiferos, en 

donde su actividad es mayor, mientras que cantidades menores y 

variables se detectan en tejidos no hepáticos. 

En el hombre se ha demostrado actividad de arginasa en el 

rifión (1), placenta (2,J), corazón (4), sangre (5), eritrocitos 

(6-lJ), linfocitos y granulocitos leucémicos (14), en lineas de 

células tumorales en cultivo (15), en suero, tanto en personas 

sanas (16,17), como en pacientes con enfermedades del hígado 

(18,19) y otros padecimientos diversos (20-23), asi como los 

factores de suero requeridos para la inducción de arginasa 

en macrófagos (24) etc. 

A la arginasa distribuida ampliamente en diferentes tejidos 

(10) extrahepáticos se le atribuye la función principal, entre 



otras, de facilitar la disponibilidad de ornitina para la 

bioslntesis de poliaminas tales como la espermidina en la glándu

la mamaria lactante además de estar involucrada en éste tejido 

en la slntesis de prolina incrementando la producción de la leche 

(25); participa también en la bioslntesis de putrescina en la 

epidermis asociada a la producción de prolina, glutamato y 

proteínas queratinosas (26);sintesis de esperrnidina y espermina 

en el intestino delgado para la proliferación de células 

epiteliales (27); bioslntesis de putrescina en tiroides (28), 

etc. 

En estos y otros tejidos como el cerebro (29), el ciclo de 

la urea no es operativo ya que no todas las enzimas que partici

pan en este mecanismo están presentes o algunas de ellas sólo 

se detectan en cantidades muy bajas. 

El posible papel de la arginasa extrahepática en la biosln

tesis de poliaminas parece especialmente atractivo ya que estas 

moléculas policatiónicas tienen un papel clave en el crecimiento 

de células y tejidos (JO). 

Una variedad de especies de ratas y ratones son los que han 

servido para realizar la mayor parte de los estudios existentes 

sobre arginasa debido a la disponibilidad de sus tejidos en 

cantidades adecuadas, a tiempos convenientes y bajo condiciones 

experimentales propias. Estos mamiferos inferiores son utiliza-

dos como una herramienta para facilitar los estudios definitivos 

en material humano. 

En ratas se ha detectado actividad de arginasa en el intes-



tino delgado (27,31), pulmón y cerebro (33,34), tiroides (28), 

bazo, corazón, piel, músculo esquelético y glándula submaxilar 

(33), páncreas (32, 33), rifi6n (32, 35), glándula mamaria lac

tante (36-38), útero (39), etc. 

En ratones la enzima se ha localizado en la epidermis (26), 

cerebro (29) y otros tejidos. Además se ha observado que la ar

ginasa es inducida en macr6fagos mediante el cultivo de células 

peritoneales (40,41) y células de bazo de ratón (42). 

Otros mamíferos que han sido mejor estudiados son los bovi

nos (42-46), terneras (47), cabras (48), conejos (49) y cerdos 

(50). 

Las distintas formas moleculares o isoenzimas de arginasa 

identificadas en los tejidos presentan diferencias en algunas 

propiedades básicas como por ejemplo movilidad electroforética, 

solubilización, sensibilidad al calor, etc. Se ha considerado la 

posibilidad de que éstas isoenzimas puedan formarse a partir de 

una forma nativa durante los procesos de aislamiento y purifica

ción utilizados (4). 

La comprensión del papel fisiológico de las isoenzimas de 

arginasa conferidas a un compartimento celular dado es de espe

cial interés debido precisamente a la función catalítica que 

éstas puedan desempefiar. 

Los estudios cl1nicos y biológicos del control genético y 

origen de la arginasa realizados recientemente con relación a la 

argininemia (deficiencia de arginasa en el higado) e hiperargi

ninemia (deficiencia de arginasa en eritrocitos), han servido 



como base para el tratamiento y comprensi6n de éstas y otras en

fermedades congénitas relacionadas con el ciclo de la urea. 

5 



OBJETIVO 

Revisar y comparar las propiedades de la arginasa y sus 

isoenzimas presentes en los diferentes tejidos de mamlferos, 

particularmente en el hombre ya que la actividad de esta enzima 

en procesos metabólicos distintos al ciclo de la urea, ha sido 

relacionada con fenómenos de crecimiento y proliferación celular 

asi como con diferentes enfermedades. 



Generalidades 

La arginasa cuya existencia sospechó Richet en 1894, fue 

descubierta y descrita por Kosel y Dakin en 1904. Su presencia 

fue primeramente detectada en el higado de los mamiferos como la 

enzima terminal del ciclo de la urea mecanismo postulado por H. 

A. Krebs en 1932 (51). 

En 1941 Vincet encontró arginasa en el plasma humano o sue

ro (SARG). A partir de entonces la actividad de esta enzima en 

suero y en los diferentes tejidos se ha venido midiendo en re

lación con diferentes enfermedades del higado y de otros 6rga

nos para su diagnóstico. 

De una manera general, la arginasa esta ausente en el hl

gado de organismos uricotélicos: reptiles (lagartos y serpien

tes) y aves cuya excresión de nitrógeno aminico escencialmente, 

se hace en forma semisólida como suspensi6n de ácido Urico sóli

do. Entre las aves, con poca actividad de arginasa hepática 

(52), se la encuentra abundantemente en el rifi6n. Muchos anima

les acu&ticos, tales como los peces teleosteos, excretan nitró

geno proteico en forma de amoniaco (organismos amonotélicos). 

Los anfibios ocupan una pcsición intermedia. 

El renacuajo que es un animal acuático, excreta amoniaco. 

Después de la metamorfosis la rana adulta excreta urea, ya que 

el h1gado adquiere las enzimas necesarias para ésto. 

Los granos en germinación, levaduras, ciertos mohos (Neu

rospora crassa) y bacterias contienen gran cantidad de arginasa. 

7 



La naturaleza qu1mica de la enzima no se conoce totalmente; 

su actividad se aumenta o se disminuye en presencia de algunos 

cationes (cofactores), principalmente con Mn+ 2 

El rango de pH óptimo para la arginasa está entre 9.3 y 

lo.o. Es una enzima que hidroliza uniones C-N no pept1dicas y 

que tiene afinidad por el sustrato L-arginina y no as1 por los 

!someros D-arginina y L-hornoarginina. Un gran número de sustra

tos portadores de un resto guanidinico-sustituido han sido ensa

yados para señalar la especificidad de la arginasa; los deriva

dos monosustituldos, no pueden ser sustratos de la arginasa si 

no cumplen las siguientes condiciones: 

-Tener en el grupo guanidinico un radical NH2 libre y un 

carboxilo asociado a un grupo NH 2 u ~H en alfa. 

-Que haya una cierta separación entre el primero y el 

segundo. Se tiende a admitir que la arginasa se combina al resto 

guanidinico de una parte y otra y que la orientación de su grupo 

activo descansa sobre una atracción que el manganeso parece 

ejercer sobre el grupo carboxilo y amino o hidróxilo del 

sustrato. El metal se comportara corno un agente coordinador 

entre la enzima y el sustrato por medio de sus ültirnos grupos 

(52). 

Fuera de la arginina la arginasa actüa sobre la canavanina, 

de forma moderada sobre cupleina (protarnina de Hareng) y la rno

nobenzoil-arginina. No ataca a la dibenzoil-arginina, al ester 

metílico de la arginina, al ácido guanidin acético (glicociarni

na), a creatina y a la creatinina (52). 



La arginasa tiene una estructura oligomérica, siendo un te

trámero que consiste en cuatro mon6meros, cada uno de los cuales 

tiene un peso molecular de 30 1 000-40 1 000 y un ión Mn+' intima

mente ligado. 

La arginasa mejor caracterizada es la enzima de higado de 

rata la cual tiene un peso molecular de 120,000 Daltones (53,54) 

y un pH óptimo alrededor de 9.5 (55). La enzima de hígado huma

no tiene un peso molecular de 107,000 y su pH óptimo es 9.3 (8). 

La arginasa de hígado de rata tiene la propiedad de no ser 

desnaturalizada fácilmente por ácido. Esta resistencia a la des

naturalización por ácido se considera como una indicación de la 

existencia de isoenzimas. De todas maneras el proceso de inacti

vaci6n por ácido a una temperatura de OºC, causa la disociación 

de la enzima en subunidades que tienen pesos moleculares de 

64,000 y 32,000 a pH 4 y 2, respectivamente (55). La reactiva

ción depende de la temperatura (37°C en amortiguador neutro) y 

de la concentración de iones Mn+' en el medio (55). 

El tratamiento con ácido etilen diamino tetra acético (EDTA) 

ocasiona la inhibición de la arginasa por remoción de Mn+', di

sociándola en 4 subunidades enzimáticamente inactivas con un pe

so molecular cercano a 30,000. La inhibición puede ser completa

mente reversible con la adición de i6nes Mn+2 en el medio (54). 

-catabolismo de aminolcidos. 

Para la degradación oxidativa de los 20 diferentes amino

ácidos que se encuentran en las prote1nas, existen 20 secuencias 

multienzimáticas diferentes en los vertebrados. Todas estas 



secuencias convergen en unas pocas rutas terminales que conducen 

al piruvato, al acetil-CoA o a los intermediarios del ciclo de 

los ácidos tricarbox1licos. Tal como se muestra en la Fig.l, los 

esqueletos carbonados de diez de los aminoácidos rinden en último 

término acetil-CoA, bien por la v1a del piruvato o la del aceto 

acetil-CoA, otros cinco aminoácidos se convierten en a-cetoglu

tarato, tres rinden succinil-CoA y dos producen oxalacetato. Dos 

aminoácidos, la tirosina y la fenilalanina, se degradan de modo 

que una porción de su esqueleto carbonado se incorpora al ciclo 

de los ácidos tricarbox1licos como acetil-CoA y la otra como fu

marato. Sin embargo, no todos los átomos de carbono de cada uno 

de los veinte aminoácidos se incorporan al ciclo de los ácidos 

tricarbox1licos, ya que algunas se pierden en la ruta median-

te reacciones de descarboxilaci6n. 

Las rutas catabólicas de los aminoácidos son largas y com

plejas, con muchos intermediarios. Los diversos grupos amino 

terminan por ser incorporados al a-cetoglutarato para formar 

glutamato, que es desaminado oxidativamente por la glutamato 

deshidrogenasa para dar NH3 y a-cetoglutarato. El catabolismo 

de aminoácidos tiene lugar, en gran parte, en el h1gado, aunque 

el rifión también es significativamente activo. 

Les átomos de nitrógeno de los grupos a-amino, separados 

de los aminoácidos durante su degradaci6n oxidativa, son final

mente excretados por la orina de los vertebrados en forma de 

urea {organismos ureotélicos), de amoniaco (organismos amonoté

licos) o de ácido úrico {organismos uricotélicos), según las 
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F1g, 1 Rutas de entrada de los aminoácidos en el ciclo 
de los ácidos tricarboxílicos. (51) 
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especies. 

Ruta del a-cetoqlutarato. 

Los esqueletos carbonados de cinco aminoácidos (arqinina, 

histidina, qlutamina, ácido qlutámico y prolina) se incorporan 

al ciclo de los ácidos tricarboxilicos por la v1a del o-ceto

glutarato; todos ellos son qlucoqénicos (Fig.2). 

Aroinina f 

~ 
1 Prolina f 

/ Acldo Glutdmlco 
! -simia ldohi'do ! 1 ...... ; .. 1 

1 Acido glulámlco 1 / 

t 

1 Hl1tfdino ( 

~ 
°" .. Cetoolutaroto 

Fig. 2 Rutas que conducen al <><-Cetoolutarato (51) 

La ornitina se convierte después en semialdehido del ácido 

qlutámico que es también un intermediario en la oxidación de 

prolina (Fig. J). 
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NH 
u 

HzN - c - NHCHz ::: ~H (NH~:g~:.:: 

ur1a4 
HzN CHz CHz CHz CH (NHz) COOH 

Arolnlna 

Orn1tino 

<><-o•oglutorolo~ 
ornitín - tran1amina1a 

glutamato 

~:~E~CH2 CH2 CH~~:::,:~::. glu'.á~~,~~:,~:h~~:lámico 
d11hidrooena10 NAOH 

HOOC CH2 CH2 CHCOOH 
1 

NH2 
Acldo glutámico 

Principales rutas para la conversron de argrnrna 
en ácido glutámico en los mamíferos. (51) 

La ruta para la oxidación de histidina a ácido glutámico 

causa la apertura del anillo imidazólico para dar N-forminio

glutámico, del cual se separa el grupo forminio (NH=CH-), me

diante una enzima que utiliza el tetrahidrofolato como aceptor 

de grupos monocarbonados (Fig.4). 
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F1g. 4 Ruto princfpof de conversión de hfstidfno en ácido glu
tÓmlco, en fas mamíferos. El tetrahldrofoloto FH4. 
actúa como aceptar del grupo formlmino • (51) 
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La glutamina se hidroliza,a ácido glutámico por acción de 

la enzima glutaminasa, particularmente en el rin6n: 

Glutamina + H20 ---> ácido glutámico + NH3 

La glutamina se convierte también en ácido glutámico por la 

glutamatosintasa: 

Glutamina + a-cetoglutarato + NADPH + H' ---> 2-glutamato + NADP' 

Mediante una tercera ruta la glutamina puede experimentar 

transaminaci6n con el ácido a-cetoglutárico rindiendo ácido 

a-cetoglutarámico, que a su vez, se puede o bien hidrolizar 

formando a-cetoglutarato y amon1aco, o bien se cicliza para 

formar una lactama, la 2-hidroxi-5-cetoprolina. 

La L-prolina después de su deshidrogenaci6n, experimenta 

la apertura del anillo rindiendo el semialdehido del ácido L-

glutámico (Fig.5). 

H 

~\COOH _l_/_2_~-2--H-2_º~-/N", COOH 

L_J profino1tido10 L_J 

prollno ocldo 6
1
- plrroli'n-~ 

corbodllco 

(upanta'neo) 

H-~- CH2 C82 CH (NH2l COOH 

o 

HzO,NAo+ NAOH 

----...__;f'-=---~-IHOOC CH2 CH2 CH (NH2l COOHI 

"-Semioldehido del 
ácido olutdmíco 

61 ·pirrol(n 
duhtdroo1no10 

Ocldo 01u1ómico 

Fíg.5 Catabolismo de la prolina y de la hi'droxlprolina. 
sión de prollna en ácido glutómlco. (51) 
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ciclo de la urea. 

La mayorla de los vertebrados e invertebrados excretan fi-

nalmente cierta fracción de amoniaco f orrnado en una de estas 

tres formas: urea, amoniaco o ácido úrico. 

La formación de urea, que tiene lugar en el hlgado de los 

organismos ureotélicos, es catalizada por el mecanismo c!clico 

denominado ciclo de la urea. La ecuación global del ciclo de la 

urea es: 

2NH, + co, + JATP + JH,o ------------> urea + 2ADP + AMP + 4Pi 

La formación de una molécula de urea necesita, por todo ello la 

hidrólisis de cuatro grupos fosfato de elevada energla aporta

dos por el ATP. 

A la secuencia del ciclo de la urea se incorporan dos gru-

pos amino, originalmente derivados de los o-aminoácidos y una 

molécula de dioxido de carbono, mediante este proceso ciclico 

que necesita de ATP, se dá lugar a la formación de una molécula 

de urea, compuesto neutro y no tóxico que es transportado por la 

sangre a los riñones y se excreta por la orina. 

El ciclo de la urea consiste en cinco pasos regulados en-

zimáticamente (Fig.6): 

1.- El primer grupo amino que entra en el ciclo de la urea surge 

en forma de amoniaco libre como consecuencia de la desamina-

ción oxidativa del glutamato en las mitocondrias hepáticas: 

Acido glutámico + NAO' (NADP' ) + H20 
ácido a-cetoglutárico + NH 3 + NADP(NADPH) + H' 

El amoniaco libre es utilizado entonces junto con el dioxido 
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de carbono para formar fosfato de carbarnilo, en una compleja 

reacción catalizada por la carbamil fosfato sintetasa 

(amoniaco), presente en la matriz mitocondrial: 

2ATP + ca, + NH3 + H2o------->fosfato de carbamilo + 2ADP +Pi 

Se necesitan dos moléculas de ATP para formar cada molécula 

de fosfato de carbamilo que interviene en esta reacción, la 

cual es esencialmente irreversible. Esta reacción, que se 
produce al menos en dos etapas,necesita de N-acetilglutamato, 

un activador alostérico. 

La formación de fosfato de carbamilo en las mitocondrias, 

por esta ruta, está especializada en la s!ntesis de urea. 

Sin embargo, en el citosol de algunos tejidos, asi como en 

las bacterias y en los hongos, el fosfato de carbamilo es 

sintetizado por una reacción diferente, catalizada por otra 

enzima, la carbamil fosfato sintetasa (glutamina). 

2.- El fosfato de carbamilo producido en la mitocondria cede 

después su grupo carbamilo a la ornitina, que se forma en el 

citosol pero que penetra en la mitocondria a través de un 

sistema de transporte especifico de la membrana interna. El 

producto es la citrulina: 

Fosfato de carbamilo + ornitina -------> citrulina + Pi 

Esta reacción es catalizada por la ornitina carbamil 

transferasa de la matriz mitocondrial. La citrulina formada 

abandona después la matriz mitocondrial, pasando al citosol, 

en el que tienen lugar las restantes reacciones del ciclo 

de la urea. 
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J.- El segundo grupo amino necesario para la sintesis de urea 

llega ahora en forma de aspartato que lo adquirió a su vez 

del glutamato por acción de la aspartato transaminasa en el 

citoplasma. El grupo amino del aspartato se condensa 

reversiblemente con el átomo de carbono carbamilico de 

la citrulina en presencia del ATP,para formar argininosucci

nato; esta reacción es catalizada por la argininosuccinato 

sintetasa: 

citrulina + aspartato + ATP--->argininosuccinato + AMP + PPi 

El pirofosfato formado en ésta reacción queda hidrolizado 

por la pirofosfatasa a fosfato inorgánico, impulsando, de 

éste modo, la reacción global hacia la derecha. 

4.- En la reacción siguiente, el argininosuccinato experimenta 

una reacción de eliminación en a , por acción de la argini

nosuccinato liasa para formar arginina libre y fumarato: 

Argininosuccinato ----------> arginina + fumarato 

s.- La arginina formada en ésta reacción se transforma en el 

precursor inmediato de la urea, mientras que el fumarato re

torna al conjunto de intermediarios del ciclo de los ácidos 

tricarboxilicos. 

Hasta este punto, la secuencia de reacción es la empleada 

por todos los organismos capaces de efectuar la bioslntesis 

de la arginina. Sin embargo, únicamente los animales 

ureotélicos poseen cantidades elevadas de arginasa, la cual 

separa la urea de la arginina, reacción que tiene lugar en 

el citosol: 
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Arqinina + H20 ----------> ornitina + urea 

La arginina se sintetiza de nuevo a partir de la ornitina, 

por carbamilaci6n de esta última a citrulina, a expensas del 

fosfato de carbamilo y seguida de la adici6n de un grupo 

amino a la citrulina procedente del ácido aspártico. 

Las enzimas que catalizan las reacciones suministradoras de 

grupos amino al ciclo de la urea, (aspartato transaminasa, 

glutamato deshidrogenasa, carbamil fosfato sintetasa y 

ornitina carbamil transferasa) se hayan localizadas en las 

mitocondrias de la célula hepática, proporcionando de este 

modo una compartimentaci6n muy compleja de las reacciones 

del catabolismo de aminoácidos y de la s1ntesis de urea 

entre el citosol y las mitocondrias. Esta separación parece 

necesaria para impedir la acumulaci6n de amoniaco libre en 

la sangre, el cual es sumamente 

ureotélicos, particularmente 

central. 

t6xico para los vertebrados 

para el sistema nervioso 

Se han observado deficiencias genéticas de cada una de las 

diversas enzimas del ciclo de la urea en el ser humano. 

-rnteraccionas entra al ciclo de la urea y otras vías matab6li-

cas. 

Biosintasis de poliaminas. 

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina están 

ampliamente distribuidas en los sistemas vivientes, aunque las 
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concentraciones relativas de estas aminas var1an notablemente en 

células diferentes. 

La función biológica de estas moléculas ha sido estudiada 

en microrganismos, en células animales y vegetales. En general, 

los procariontes tienen concentraciones más altas de putrescina 

que de espermidina y carecen de espermina mientras que los euca

riontes tienen bajas concentraciones de putrescina y cantidades 

altas de espermidina y espermina. 

Las poliaminas son de gran importancia ya que· se· h'ii ,.demos-

trado que éstas son factores de crecimiento y que ·su presencia 

es escencial para la regulación de múltiples . prOc~sos~ entre 

ellos la división, proliferación y diferenciación· celulares. La 

Figura 7 muestra las fórmulas de las poliaminas. 

En 

Putrescino 

H 
1 

Hz N- CHz-CHz-CHz-CHz-N- CHz.-CHz-CHz- NH3 

lleva a 

cabo a partir de ornitina, por lo tanto, la ruta que conduce a 
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la formación de putrescina es a través de la enzima ornitina 

descarboxilasa (ODC), (Fig.B). 

La ornitina disponible para éstas reacciones proviene del 

plasma, además de que puede formarse dentro de las células por 

acción de la arginasa. Por esta razón se ha pensado que la argi

nasa puede ser una de las enzimas que regulan la etapa inicial 

en la bios1ntesis de poliaminas, además de su participación fi

siológica relacionada con el ciclo de la urea, donde ha sido 

tradicionalmente estudiada. 

La inhibición espec1f ica de la bios1ntesis de poliaminas 

puede ser un medio para el control de algunos estados patológi

cos. Por otra parte, la determinación de la concentración de es

tas aminas en orina y en otros fluidos corporales, constituye en 

algunos casos un indicador del estado de salud. 
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Bios(ntes1s de poliominos (51) 
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Ciclo del 6cido cítrico. 

Los componentes del ciclo de la urea en los vertebrados 

terrestres, como mamíferos y anfibios, estSn muy relacionados 

con el ciclo del ácido citrico (Fig.9). 

La s!ntesis de arqinino succinato es un paso muy importan

te en la interacción del ciclo de la urea con el ciclo del ácido 

citrico. La alanina es transaminada para formar piruvato y su 

grupo amino lo cede el a-cetoglutarato, pasando este a glutama

to. El piruvato es descarboxilado para entrar al ciclo del ácido 

cítrico corno un fragmento de dos carbonos. 

El glutamato por una reacción de transaminación con el oxala

cetato forma aspartato y se genera el alfa cetoglutarato. El as

partato as! formado contiene el segundo grupo amino destinado 

para la síntesis de urea. El fumarato que se obtiene por hidró

lisis de argininosuccinato, regresa al ciclo del ácido cítrico y 

la arginina queda disponible para.la síntesis de proteínas en 

tejidos extrahepáticos o para proseguir con el ciclo de la urea. 

Por otra parte, la arginasa efectúa la conversión de argi

nina en urea y ornitina y asi el ciclo se completa. Cuando 

aumenta la sintesis de poliaminas se ha visto que aumenta la ac

tividad de arginasa y que asi se incrementa el suministro de or

nitina hacia ornitina descarboxilasa. 
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Los componentes del ciclo de la urea funcionan como una 

unidad, como lo muestra el hecho de que las cinco enzimas del 

ciclo se incrementan en el hígado de ratas sometidas a una dieta 

alta de proteinas. En estos animales también se incrementan las 

enzimas relacionadas con el ciclo de la urea, como la alanino 

amino transferasa y aspartato amino transferasa. Todo esto com

prueba que el ciclo de la urea funciona como una via metabólica. 

Los pasos limitantes de este ciclo son la formación de car

bamil fosfato y la síntesis de argininosuccinato. A este res

pecto, se ha visto que la argininosuccinato sintetasa funciona 

al 60 % de su actividad por lo que en este paso debe haber limi

tación en la disponibilidad de sustrato, ya sea aspartato, ci

trulina o ATP. 

A diferencia del higado, varios tejidos extrahepáticos con

tienen solamente los últimos tres mecanismos enzimáticos del ci

clo de la urea; en el cerebro y músculo, la bioslntesis de urea 

depende del aporte de citrulina que viene del higado. 

El desarrollo más dramático de la actividad de arginasa se 

presenta en el higado, esto ocurre en 2 fases distintas; la pre-

natal, durante el último periodo fetal y la postnatal, durante 

la tercera semana. 

La actividad de arginasa en la glándula mamaria aumenta 

a partir de cero en la glándula virgen, a actividades disnifica

tivas durante la preñez y la lactancia. 
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En varios neoplasmas de rata se han reportado repetidamente 

concentraciones de arginasa de menos del 10 % de la del hlgado. 

En este estudio, se detectaron niveles más bajos de actividad de 

arginasa en varios tumores transplantados con respecto a los re

portados con ensayos menos sensibles. Bajo las mismas condicio

nes se encontró actividad de arginasa baja o nula en varios te

jidos normales y en todos los tejidos fetales exceptuando el hl

gado. 

Los hepatomas bien diferenciados, de crecimiento lento, 

mantienen tanta actividad de arginasa como la normal en el hlga

do, mientras que los hepatomas no diferenciados, de crecimiento 

rápido, contienen mucho menos. 

Herzfeld y Raper (lO) mostraron la distribución de arginasa 

en 16 tejidos diferentes de rata adulto normal (ratas Kx de 90 

dlas de edad o ratas Kx fetales) (Tabla 2), A partir de esta 

distribución, otro tejido (el duodeno) se cuenta entre los 

órganos que presentan actividades relativamente altas de argina

sa, mientras que las actividades en piel, adrenales y timo 

fueron las más bajas. Más de la mitad de los tejidos muestreados 

tuvieron actividades de arginasa muy bajas (0.4-7.9 unidades/g). 

La piel de rata presentó menos de O.l % de la actividad del 

hlgado (Tabla 2). 

Harri et al (31), compararon la actividad de arginasa en la 

mucosa del intestino delgado con la actividad en el hlgado de 

ratas (Wistar) hembras y machos. La Tabla 3 muestra las activi

dades de arginasa en la mucosa del intestino delgado, hlgado y 
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parte glandular del estómago. 

La actividad de arginasa de varias partes del intestino 

delgado es casi del 5 a 10 % de la actividad en el hlgado por 1 g 

de peso de tejido húmedo. 

Cuando los dos sexos se comparan, la actividad de arginasa 

en el h1gado de los machos es significativamente más alta que en 

las hembras en la cepa utilizada (Wistar). Al comparar la mucosa 

de varias partes del intestino delgado se observa que la mucosa 
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yeyunal es el sitio de mayor actividad de arginasa. La actividad 

en la mucosa duodenal de ratas macho es significativa (2P<0.05) 

y en la mucosa ileal de los machos es significativamente mayor 

que en la de las hembras. Esto demuestra algunas diferencias del 

sexo en cuanto a la retención intestinal de arginina en la rata. 

-Localización intrac~lular. 

En general, a las enzimas del ciclo de la urea se les ha 

asignado la siguiente distribución dentro de la célula (51). 

Las enzimas carbamil fosfato sintetasa y ornitina trascarbamila-

sa se encuentran localizadas en la fracción mitocondrial del h1-
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gado, mientras que arginino succinato sintetasa, arginino succi

nato liasa (estas dos ultimas formando el sistema arginina sin

tetasa) y arginasa se localizan en la fracción de prote1na solu

ble (56), es decir en el citosol del higado y de otros tejidos 

extrahepáticos (57). 

Por otra parte, existen estudios adicionales que reportan 

la presencia de actividad de arginasa en otras regiones intra

celulares: 

Mora et al (122), estudiaron la distribución intracelular 

de todas las enzimas del ciclo de la urea en higados de rata. 

Estos autores también investigaron si las diferencias en la 

eficiencia de producción de urea en el sistema arginina-sinteta

sa pueden ser explicadas por la diferente localización de las 

enzimas participantes. 

De acuerdo con este estudio, se observó que las enzimas 

carbamil fosfato sintetasa y ornitina transcarbamilasa estuvie

ron principalmente localizadas en la mitocondria y el nücleo, 

y una gran cantidad de arginasa estuvo ligada a la fracción mi

crosomal además del núcleo y de la mitocondria (Tabla 4). 

El valor de Km de la arginasa microsomal (200 mM) fué mayor 

que el observado para el homogeneizado total de h1gado de rata 

en agua. La enzima microsomal fué liberada utilizando solución 

de cloruro de potasio (Fig. 10). 

Las particulas microsomales fueron divididas en dos partes: 

una fué resuspendida en manitol 0.4 M y la otra en cloruro 
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de potasio 77 mM y manitol 0.4 M. Para la segunda parte, la sus

pensión fué centrifugada de nuevo a 114,000 x g durante 70 min. 

Particulo1 m'icrosomolu de ..-----1 hÍQodo de rota (20 mM) >----+ 

Su1pendldo1 en monltol 
0.4 M 

Su1 pendido• en K CI 77 mM 
r-..---~-, y en monitol 0.4 M 

~--.------,.---

A 1 88.9 º/o 
(IOmM) 

8•9.1°/o 
(10 mM) 

ci 70 º/0 

(10 mM) 
QI 30 °le" 
(50 mM) 

F1g. 10 Liberación de lo arglnasa mlcrosomal por KCI. Los precipita
dos (A y D) se resuspendleron en solución de KCI libre de mg 
nltol. Los números en los paréntesis 1nd1can los valores de 
Km, y los porcentajes se refieren a la distribución de la ac
tividad enzimática. (58 l. 

Las enzimas liberadas (B) y (C) tienen valores de Km de 

aproximadamente 10 mM, este valor es menor que el originalmente 

encontrado en el homogeneizado total del higado. El mismo valor 
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se obtuvo cuando la enzima microsomal se ensayó con cloruro de 

potasio sin remover las particulas (A), lo cual sugiere que la 

enzima unida es liberada. El alto valor de Km observado para la 

fracción (O) probablemente es debido al hecho de que alguna 

actividad de arginasa permanece ligada a los microsomas. 

Cuando la arginasa del homogeneizado total de higado de ra

ta es inhibida por isoleucina, la formación de urea decrece y la 

arginina se acumula. Esto puede ser debido no solo a la inhibi

ción de la enzima, sino también a la liberación de la misma a 

partir de las diferentes particulas. 

Los autores explican que la presencia de arginasa ligada a 

diferentes particulas es debida a la consecuencia de que la en

zima es una prote1na básica la cual puede estar realmente liga

da a particulas que contienen Acidos nucleicos. 

Los resultados dados por centrifugación diferencial repre

sentan una situación real en la célula. Asi, la fracción de 

actividad de arginasa localizada en los microsomas, está rela

ciónada con la excresión de urea. 

El trabajo posterior realizado por Cheung et al (67), con

firma la presencia de arginasa en las mitocondrias de células de 

higado de rata. Este organelo aislado en solución de amortigua

dor de manitol, contiene cantidades significativas de actividad 

de arginasa. La mayor parte de la actividad (90%) es liberada de 

la mitocondria suspendida en KCl 150 rnM; aproximadamente 10 % de 

la actividad de arginasa permanece unida después de dos lavados 

con KCl 150 rnM. 
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La arginasa de la mitocondria lavada con solución de KCl 

esta asociada con la membrana externa y no se solubiliza por 

rompimiento de la mitocondria con digitonina; fracciones pe

queñas de esta arginasa son solubilizadas al lavar los fragmen

tos de la membrana exterior con KCl 150 mM. 

Los valores de Km obtenidos para la arginasa mitocondrial 

no lavada y lavada con KCl 150 mM a pH 7.4, son 2.4 y 1.6, 

respectivamente. A pH 9.5, el valor de Km para la arginasa 

mitocondrial no lavada es de 3.6 mM y para la misma enzima la

vada con KCl es de lmM. Estos valores de Km están en el rango 

de los valores de Km reportados por Tarrab et al (65) para la 

arginasa microsomal del hígado. Al igual que la enzima micro

somal, la arginasa mitocondrial es más activa a pH 9.5 que a 

pH 7,4, 

Utilizando preparaciones frescas, la actividad de la argi

nasa mitocondrial no aumenta al ser preincubada con MnC12 50 mM 

a pH 7,4, Con arginina 2 mM, la velocidad de generación de orni-

tina a través de la arginasa 

mantener altas velocidades de 

HC03 y amoniaco. 

mitocondrial, es suficiente para 

síntesis de citrulina a partir de 

Kaysen et al (35) y otros investigadores (56,89), han de

mostrado que la arginasa de hígado de rata es solubilizacta por 

extracción con soluciones iónicas cercanas a las concentraciones 

fisiológicas, mientras que la enzima de riñón de rata se encuen

tra firmemente unida a la mitocondria y esta requiere de frag

mentación para liberar a la arginasa en solución (35). 
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La arginasa mitocondrial de h1gado crudo parece diferir de 

la enzima microsomal en que la anterior no es activada con 

MnC12 ; en todas las demás propiedades estudiadas, ambas enzimas 

mitocondrial y microsomal se asemejan (58). Los datos que se han 

obtenido son insuficientes para establecer la identidad y no 

identidad de estas arginasas; sin embargo, las caracter1sticas 

de solubilidad remarcadamente diferentes de la arginasa lavada 

con KCl que permanece unida a la mitocondria, indican que ésta 

puede ser una isoenzima diferente a la microsomal (22). 

Se ha sugerido que la arginasa mitocondrial forma ornitina 

a través de arginina, en la membrana externa de la misma (22). 

Esto puede ser funcionalmente ventajoso para la s1ntesis de urea 

pues la enzima puede contribuir a el transporte de ornitina 

hacia la mitocondria. Sin embargo, la actividad de arginasa en 

el h1gado es muy alta (10) y la mayor parte de esta es probable 

que no este asociada a la mitocondria "in vivo". 

En el intestino delgado (12), se ha observado que la ac

tividad de arginasa esta ligada a la fracción mitocondrial. 

Terayama et al (40), demostraron que las membranas plasmá

ticas de células de h1gado contienen actividad de arginasa. Los 

autores sugirieron que esta enzima es distinta a la que se 

encuentra en el citosol del h1gado (61). 

La función fisiológica de la enzima unida a las membranas 

plasmáticas de células de h1gado (Tabla 5) aún no ha sido 

aclarada pero se cree que esta pueda estar relacionada de alguna 

manera con los mecanismos que controlan el crecimiento de las 
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Arginasa hepática. 

Las arginasas de higado de diferentes fuentes dependen de 

la temperatura y de los iónes Mn+2 para la activación completa 

"in vitre" (43). Después de este tratamiento en el homogeneizado 

de higado de rata, la enzima es completamente soluble (60), 

La arginasa de higado de rata es comparativamente estable 

pues no se disocia facilmente (53,50). Sin embargo, la enzima es 

disociada en monómeros inactivos por tratamiento ácido (55,61) o 
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por tratamiento con el agente acomplejante EDTA (ácido etilen 

diamino tetra acético) (201). La arginasa de h1gado de mamífero 

está constituida por cuatro subunidades con pesos moleculares de 

aproximadamente 30,000 Daltones. 

Las preparaciones de arginasa de hlgado de rata obtenidas a 

partir de diversos procesos de purificación, son homogéneas (60) 

Estas· preparaciones son también homogéneas cuando se sujetan a 

la técnica de sedimentación en un gradiente de 5 a 20 % de saca

rosa, obteniéndose un valor de s ro w = 5.56 s. 

En electroforesis, la migración de la arginasa de higado de 

rata hacia el cátodo a pH 8.6, es indicativa del caracter básico 

de la enzima; lo mismo se deduce a partir de la evidencia de su 

fuerte adsorción en carboximetil-celulosa (60). 

El patrón de doble difusión ouchterlony de antisuero reali

zado contra la preparación homogénea de arginasa, muestra una 

sola banda de precipitación, lo cual indica que este antisuero 

contiene un anticuerpo simple y especifico que reacciona contra 

la proteína antigénica que es la arginasa homogénea en los ex

tractos de higado de rata (60); la actividad de la enzima puede 

ser recuperada en el precipitado antigeno-anticuerpo bajo condi

ciones estandar del ensayo. Las arginasas presentes en otros te

jidos de rata también son precipitadas por el antisuero pero no 

se puede demostrar facilmente la reacción-cruzada. 

Con respecto al efecto de los cationes divalentes, se ha 

encontrado que una variedad de iónes metálicos activan y/o esta

bilizan a las arginasa de diferentes tejidos (58). Se ha demos-
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trado que se puede reactivar a la arginasa de higado de ternera 

después de ser tratada con agentes oxidantes (como sulfuro de 

hidrógeno) por adición de los i6nes metálicos Mn+2 ,co+1 ,Ni+3 e 

inclusive Fe+1
• Los iónes cu+ 1

, Hg+2 y Ag+ 1 destruyen la activi

dad de la enzima, en parte por precipitación de esta. La acción 

del HCN es depresiva (58). 

Se ha mostrado que la enzima de higado de rata es también 

activada por iónes Mn+ 2
, Ca+ 1

, Ni+3 6 Co+1 en las preparaciones 

11 in vitre" y se ha sugerido que el Mn+2 es el catión activante 

"in vivo 11 , sin excluir completamente la posibilidad de la parti

cipación de Fe+' ( o hasta Co+1 ó Ni+3 ) (60). Los ensayos de la 

actividad de arginasa de higado de rata o ratón deficientes en 

Mn+2 mostraron retraso en el crecimiento y fallas en la repro

ducción. Sin embargo, no se observó efecto en la excresión de 

urea, hasta después de administrar grandes dosis de citrato de 

amonio. La disminución observada en la actividad de arginasa de 

hígado causada por deficiencia de Mn+2 
, se acepta generalmente 

como prueba adicional de que el ión Mn+2 está involucrado en las 

reacciones de arginasa de hígado "in vivo 11 (60). 

Los iónes manganeso protegen a la arginasa de higado de ra

ta de la disociación con dodecil sulfato de sodio (DSS), lo cual 

sugiere que estos iónes están directamente involucrados en la 

creación de la forma tetramérica de la enzima (54). 

Los estudios de resonancia magnética nuclear del enlace del 

Mn+2 a la arginasa de higado de rata, muestran que la enzima con 

una actividad catalitica residual de 50 %, no se disocia en sub-
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unidades y contiene dos moles de manganeso por mol de arginasa 

(59). Esto sugiere que la enzima existe en la forma E-Mn+2 El 

resultado de la activación por manganeso de la forma E-Mn+2 a la 

forma E-Mn+2 es la restauración del 100 % de la actividad (59). 

Un estudio comparativo muestra que la l<m a pH 9.5 de la ar

ginasa de hlgado (activada con Mn+2
) presente en varios animales 

ureotélicos es de 10 a 40 mM, mientras que la Km para las argi

nasas de animales uricotélicos es de 100 a 200 mM (122). Los va

lores de Km reportados por diferentes investigadores para las 

arginasas de hlgado de diferentes especies de mamlferos, varlan 

de 2 mM a 40 mM (62). 

Inhibición. 

Hunter et al (63), reportaron que la arginasa de hlgado de 

bovino muestra una actividad reducida en presencia de hidroli

zados de protelna y que esta actividad disminuida es debida a la 

interacción de diferentes aminoácidos con arginasa, lo que con

duce a la inhibición de la enzima. Estas combinaciones probable

mente causan cambios conformacionales, los•cuales deterioran 

el recambio del complejo enzima-sustrato. Este estudio mostró 

que los inhibidores competitivos de arginasa de hlgado de bovino 

fueron ornitina y lisina y los inhibidores no competitivos 

fueron los aminoácidos isoleucina, valina y cistelna. 

Los estudios detallados de las cinéticas de inhibición de 

arginasa por diferentes aminoácidos, pueden ayudar a explicar el 

aumento en la actividad de la arginasa hepática reportado en los 

vertebrados bajo la influencia de ciertos factores como la dieta 
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alta en proteina (64) , inanición (56), hormonas glucocorticoi

des (57), etc. Se sabe que estos factores también realzan los 

niveles de aminoácidos libres, estimulando el catabolismo de 

proteinas (65). 

Kesevarao et al (199), estudiaron el efecto de 18 L-ami

noácidos diferentes en la actividad de arginasa de higado de 

oveja (Tabla 6) . 

Los aminoácidos alanina e histidina mostraron una estimula

ción ligera en la actividad enzimática, y ornitina, lisina, iso

leucina, valina y prolina inhibieron a la enzima (33-81 %). 

otros aminoácidos como treonina y glutamato no tuvieron ningOn 

efecto significativo (Tabla 6). 

La inhibición de la enzima parece ser una propiedad que 

depende de la longitud de la cadena de carbonos en los amino

ácidos. Los aminoácidos ornitina, lisina y prolina mostraron ser 

inhibidores competitivos, afectando solo la Km, mientras que L

valina mostró un tipo de inhibición mezclada, afectando la Km y 

Vmax de la enzima inactiva en las gráficas de doble reciproco 

de Lineweaver-Burk. 

La leucina inhibió competitivamente a la enzima inactivada 

pero mostró inhibición de tipo mezclado por pretratamiento con 

Mn+2 y la isoleucina inhibió competitivamente a la enzima inacti

vada a altas concentraciones de sustrato, y no competitivamente, 

a bajas concentraciones del mismo, sugiriendo efectos heterotro

picos de cooperatividad negativa. Estos efectos de cooperativi

dad negativa de la isoleucina, fueron reversibles cuando la en-
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zima se activo con Mn+'. Las constantes de Michaelis determina-

das para la arginasa de hlgado de oveja variaron desde 9 mM a 28 

mM. Esta variabilidad en la Km es debida probablemente a que se 

utilizaron extractos crudos de diferentes especies animales. 
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Los valores de Ki para los seis aminoácidos inhibidores de 

arginasa de higado de oveja son: lisina, 2.2 mM; ornitina, 4.4 

mM;leucina e isoleucina, 2.9 mM; valina, 5.3 mM y prolina, 10 mM. 
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Además de prolina, solo los aminoácidos aciclicos monocar

box1licos con 5 o más átomos de carbono (leucina, valina,lisina 

y ornitina) inhibieron a la arginasa de h1gado de oveja. 

La arqinina que es el sustrato de la enzima, contiene 6 átomos 

de carbono. Probablemente la longitud de la cadena carbonada es 

critica en el aminoácido inhibidor para competir efectivamente 

con el (o los) sitio(s) activo(s). El glutamato y metionina 

que contienen solo 5 átomos de carbono cada uno, no inhiben a la 

enzima. La presencia de un segundo grupo carboxilo en el gluta

mato y un átomo de azufre en la metionina, quizá disminuya su 

eficacia en la competencia por el sustrato. 

Hunter et al (63),·reportaron inhibición de la arginasa de 

higado de bovino por ornitina, leucina, isoleucina, valina, pro

lina y fenilalanina, además de algunos aminoácidos no comunes 

como norvalina, norleucina y ácido a-aminobutirico. Se ha re

portado que la ornitina es un inhibidor de tipo no competitivo 

para la arginasa de h1gado de rata pero que esta inhibe a la ar

ginasa de especies uricotélicas competitivamente (58). 

Es tentativo especular que la inhibición ae arginasa por 

prolina pueda tener una importancia regulatoria involucrando un 

mecanismo de retroalimentación. 

Los resultados de este estudio sugieren que la activación 

de la arginasa con cationes divalentes altera las cinéticas de 

inhibición de la enzima por aminoácidos. 

otra investigación realizada por Reddy et al (35), muestra 

el efecto de 16 L-aminoácidos en los niveles de actividad de ar-
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ginasa en homogeneizado de cerebro de oveja (Tabla 7). 
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Este estudio demostr6 que los aminoAcidos leucina, valina, 

lisina y ornitina inhibieron la actividad de arginasa significa

tivamente. Los otros aminoAcidos muestreados no tuvieron una in

fluencia significativa sobre la actividad de arginasa. 

La inhibici6n de la arginasa también estuvo relacionada con 

la longitud de la cadena de carbonos en los aminoAcidos. La 

inhibici6n ocasionada por prolina no fué muy significativa. Esto 

puede ser debido a la posibilidad de que la arginasa este invo

lucrada en la s1ntesis de prolina en el cerebro (35). 

El reporte de Madsen et al (175), muestra la inhibici6n "in 

vitro" de la actividad de arginasa en el homogeneizado de h1gado 

de rata por el aminoAcido hepatot6xico indospicina (Acido hexA

noico, L-2-amino-6-amidino), (Tabla B). 

La administraci6n aguda de este aminoAcido deprime la in

corporaci6n de 14C-leucina en el higado y en la prote1na sérica 

"in vivo", pues se ha demostrado que existe un antagonismo com

petitivo entre indospicina y arginina que hace que la indospici

na limite la incorporaci6n de 11C-leucina en la prote1na. 

se observ6 que la actividad de arginasa es inhibida por in

dospicina de ambas fuentes (nativa y sintética) y que el grado 

de inhibici6n depende de la concentraci6n de indospicina 

presente. Se requiere veces la concentraci6n de la forma DL 

de la toxina para producir el mismo grado de inhibici6n de la 

forma L. una inhibición similar por indospicina ocurrió en la 

incorporaci6n "in vitro" de 1•c-arginina ¡ s6lo la forma L fué 

activa como inhibidor. 

44 



Tabla!, Et'.•¿~o i~ :i& L·i·~:dosp1Ci'na -natu~~L o DL·.·;ndosp1C!n-. 11nr.it1c:'.u 14:~~r.i;!,i.id -:!1 ~.r11na_u d1 
hc~gtr.11~ado d1_ h[g.ido·-J1 rata. (115) · · · 

. : 2.60 

. -- i ~ -) 5 
-,l.!10':· 

0:58 
o.J• 

·_:_ ;,,:~2· .:;--: 
"-o.as 

"_, __ .. ·' 

, ~orcÍ~t•J•''.J.•i ·v~lo.~: control 

La· 1cr.l•1id1d~~inii~.1.i'1ca ·1;-'~-Xp-r~ll\ii(cc~- :ii~~·i~.--;¡;·-uru·- C~Pi¡;i~ ,,F~r--~ ::!1 -hÍ~~::!o- hu.ii~do •·Je:c d~ranr.1 diu 
:iiinur.01. · · · 

La gráfica de Lineweaver-Burk mostró que la indospicina es 

un inhibidor competitivo y los valores de Km y Ki obtenidos fue-

ron de l.14. mM y ¡,49 mM, respectivamente. 

En adición a los miembros del ciclo de la urea, otros inhi

bidores de arginasa de estructura conocida incluyen: ácido clo

rogénico y sus derivados, colorantes de trifenil metano, ácido 

fosfónico y sulfonil urea. Algunas investigaciones de interés 

particular son las que reportan inhibidores competitivos y no 

competitivos de la arginasa, de bajos pesos moleculares y so

lubles, estables a l00°C. Estos inhibidores no se purificaron 

suficientemente como para permitir su identificación, pero sus 

propiedades, en adición a su amplia distribución (en flores 

de sol y en tejidos de animales vertebrados e invertebrados), 

sugieren que éstos son purinas y pirimidinas (69). Asi, los 
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productos del metabolismo de los ácidos nucleicos pueden 

influenciar el ciclo de la urea "in vivo•, Algunos otros inhibi

dores de arginasa de estructura conocida (175), aparentemente se 

asemejan a la arginina en poseer un grupo guanidino. 

Rosenfeld et al (39), han reportado que varias purinas son 

inhibidores competitivos de la arginasa de hlgado de bovino, y 

que las pirimidinas son inhibidores no competitivos (Tabla 9). 

hbh i;i, tr.htb1:loru Cpurlnu y plrlmldlnH) d• 1_• u1in1u ~· hfgado d• bo~lno. CHI 

lnh1bidor (0.05 ~tÚ·" 

Adtr.01ln1 
Inoun• 
A:l.1nl.!'• _ 
Ae:i.dci •lrlco 

Cit.ld1n1 
Cltoa1n1 

lO 
1.:) C~F•t1t.hos ,, 
' 
5 - !lo ~-~:::p1tu.-i.Y01 

'" 

La afinidad de la enzima por estos inhibidores fué 10 a 100 

veces más grande que para el sustrato en términos de Ki vs Km. 

De las purinas, el inhibidor competitivo más potente fué el 

ácido úrico. Si se considera que la Km para esta enzima se 

aproxima a la Ks, la Ki puede ser comparada con la Km para eva-

luar las afinidades de los inhibidores competitivos relativos al 

sustrato. Esto sugiere que los compuestos listados en la tabla 9 

están unidos por la enzima de 10 a 15 veces más fuerte que el 

sustrato. La inosina es la que presenta una unión más débil para 
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la L-arginina; el valor de Km encontrado fué de 300 a 400 µM. 

Las pirimidinas presentaron una afinidad mayor por la enzi

ma que las purinas, pero estas fueron inhibidores no competiti

vos, La citosina tuvo una afinidad mayor que el ribosido. 

En conclusión, los resultados de este estudio sugirieron 

que los nucleótidos pueden influenciar el ciclo de la urea "in 

vivo 11
• 

Una investigación posterior demostró que la L-ornitina (Ki= 

1.3 mM, pH 9.5) y adenina (Ki=0.7 mM, pH 9.5) fueron inhibidores 

competitivos de la arginasa de h1gado de vaca, y el borato (Ki= 

0.25 mM) fué un inhibidor no competitivo de la enzima (166). En 

contraste con Rosenfeld et al (39), en esta investigación na se 

observó inhibición de la arginasa por citidina, citosina o ade

nosina. La adenina fué un inhibidor considerablemente menos 

efectivo como estos autores reportaran, pero la Ki encontrada 

fué de aproximadamente 700 µM en contraste con la Ki de 14 µM 

reportada anteriormente (39) . 

Al usar una concentración de 100 µM y hasta de 300 µM de 

citidina, citosina o adenosina, se observó una inhibición insig

nificante de arginasa. Los métodos de determinación de las velo

cidades en las gráficas de Lineweaver-Burk difieren. Pace (166) 

determinó las velocidades midiendo la formación de urea y usando 

muestras pares de enzima y Rosendfeld et al (39) utilizaron un 

método directo de ensayo espectrofotométrico basado en la medida 

de los cambios de absorción a 206 nm. Consecuentemente, estos 

autores utilizaron una concentración de sustrato (0.5-l.O rnM 
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de L-aginina) y de inhibidores (O.OS mM) muy limitadas. El 

desacuerdo con los resultados presentados por Pace (166) proba

blemente resulta a partir de éstas limitaciones; 

Inactivaci6n proteolitica. 

En 1971, Bond (150), comparó la susceptibilidad proteolitica 

de cinco enzimas al ataque proteolitico en extractos de higado 

de rata. Las enzimas con tiempos de vida media cortos "in vivo 11 

son especialmente vulnerables al ataque proteolitico (medidos 

como la pérdida de la actividad "in vitro"), en contraste con 

las enzimas de tiempos de vida media más largos que son más re-

sistentes. 

Ar1&1.nu1 
Lactsto duM::lreaenua 
C11talua 
Suina <111h1-Jr.1t1sa 
tl:astna ,vn1natr1nJC.rua 

4•5 di.u· ..... 1:1: 
J,,·115 1hs 

l.l-Z.2 ·J[111 
J·l:J hc:u :· 

~. S"!_l 1.1, h;;r '11' 

R•nga :!.e los t~1mpos d• vida r.:1dla "tn vtvo., tt¡:ott.111.ss 1n l; Lt•ar.iturJ.. 3t e:ns~ lt:.i 1'.11 !..u eu·,eo.•r.u::.u 
san ··solubln" en h. coiluh 11 uc1pc1ón 11 c:italua. 

Existe una buena correlación entre las velocidades relati-

vas de inactivaclón "in vivoº e 11 in vitre" sólo con las protea-

sas especificas como tripsina y quimiotripsina pero no con las 

48 



proteasas no especificas como pronasa. Esto sugiere que las en

zimas proteoliticas con algún grado de especificidad, están 

involucradas en la degradación de enzimas intracelulares. 

Aunque las enzimas tripsina y quimiotripsina no están 

presentes en las células del hígado, las proteasas con 

especificidades similares si pueden estar presentes. 

Debido a que la susceptibilidad proteolitica de las enzimas 

solubles parece ser una determinante de sus vidas medias "in 

vivo", los factores que alteran esta propiedad pueden ser fi-

siol6gicamente importantes. 

En un estudio posterior, Bond (150) demostr6 que el i6n 

Mn+2 aumenta la susceptibilidad proteolitica de la arginasa de 

hígado de vaca y que ciertos aminoácidos (isoleucina, leucina, 

arginina, valina, alanina y cisteina) protegen a la enzima acti

vada con Mn+' o con Co+1 de la susceptibilidad por inactivaci6n 

proteolitica. Esto indica que los activadores inducen un cambio 

conformacional, aunque esto no involucre la disociación de la 

enzima en subunidades. 

El ión Mg+ 1 que no activa a la arginasa de hígado de vaca, 

tampoco afecta su susceptibilidad proteolitica. El uso de 

concentraciones elevadas de Mn+' (1-50 mM), ocasionó un aumento 

en la activación asi como en la susceptibilidad triptica. 

Las enzimas tripsina y quimiotripsina fueron más efectivas 

a comparación de pronasa y subtilisina para la inactivación de 

arginasa tratada con Mn+2
• 

De todos los aminoácidos que protegieron las preparaciones 
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de arginasa 

la protección 

de higado de vaca contra la inactivación trlptica, 

más efectiva fué proporcionada por cisterna, 

isoleucina, valina y alanina. La isoleucina protegió a una 

concentración tan baja como O.Ja mM. Este valor esta en el ran

go de concentración fisiológica para los aminoácidos del ci

toplasma e indica que estos pueden interactuar con la arginasa 

de hígado "in vivo 11 • 

El descubrimiento de que el ión Mn+2 aumenta la susceptibi

lidad proteolltica de la arginasa de hlgado de vaca es inespe

rado pues se ha reportado que este catión protege a la arginasa 

de hlgado de rata contra la inactivación por tripsina y enzimas 

lisosomales (42). 

Las diferencias obtenidas en la experimentación pueden ser 

debidas al uso de especies distintas ya que la arginasa difiere 

substancialmente en propiedades entre una especie y otra (44, 

49, 53). A partir de la evidencia existente en las diferencias 

de propiedades entre las distintas arginasas, es importante te

ner precaución al extrapolar los datos de una especie a 

otra. 

Bond (150) encontró que solo los aminoácidos que inhiben no 

cornpetitivamente a la arginasa de hlgado de vaca, protegen a es

ta enzima contra tripsina. Esto está en acuerdo con el mecanismo 

de inhibición no competitiva en el cual el inhibidor se combina 

reversiblemente con la enzima en un punto diferente en el cual 

se combina con el sustra~o. Los ligandos (Mn+2 o Co+1
) probable

mente causan un cambio conforrnacional el cual: (a) deteriora el 
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recambio del complejo enzima-sustrato y (b) aumenta la suscepti

bilidad de la enzima a la inactivación proteol1tica. 

La falta de efectividad de la subtilisina y pronasa pudo 

ser debida a los aminoácidos que éstas enzimas producen por sus 

actividades. Los hidrolizados de case1na y aminoácidos indivi

duales (a 100 mM) también inhiben la inactivación por lisosomas 

de la arginasa parcialmente purificada de h1gado de rata (175), 

Las concentraciones de aminoácidos en los lisosomas están 

en el rango de 60 mM; en el estudio de Bond (59), una 

concentración baja de isoleucina (38 mM) protege a la arginasa. 

De acuerdo con esto, las fluctuaciones en las concentraciones 

de aminoácidos debidas a la dieta o a las condiciones metabóli-

cas pueden afectar la estructura de la arginasa y probablemente 

la estabilidad de su tiempo de vida media. 

Realmente, se ha encontrado que el tiempo de vida media de 

la arginasa de h1gado de rata cambia en respuesta a las varia

ciones en la dieta de proteína (57). Por ejemplo, en las ratas, 

el cambio en el suministro de una dieta conteniendo 70 % 

de protelna a una dieta conteniendo sólo a %, ocasionó un 

aumento en la velocidad de degradación de la arginasa hepática. 

Palacios et al (179), demostraron que la arginasa de hígado 

de rata hidroliza preferencialmente arginina endógena. En este 

estudio se exploró la posibilidad de una relación funcional cer

cana de arginasa con los sitios de formación de arginina en el 

homogeneizado de hlgado de rata. 
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La arginina fué generada a partir de dos fuentes: 

a) Citrulina marcada y ácido aspártico (arginina endógena) y b) 

Arginina hipuril y carboxipeptidasa B (nacimiento artificial de 

arginina). La formación de arginina a partir de las dos fuentes 

se muestra en la Fig.11. 

Foenft 

ATP AMP + PP 

oJ •c11ru11nor:1;i':::,~yu º"''º 
A1porroto 

~o ;;•llino 
•Arglnlno ___\......4-*urta 

Fig. 11 

ArOlnlna ~ Ur10 

HtJ \ 
Ornltlna 

Hlpuroto 

formación de arginina a partir de fuente endcigena 
y exógena. ( 179) 

Se utilizó citrulina marcada para distinguir a la arg1n1na pro
ducida a partir de la fuente a) de la generada a partir de la 
fuente b). Las enzimas presentes en el homogeneizado de higado 
fueron: 1 Arginino succinato sintetasa, Arginino succinato lia
sa y 3 Arginasa. Enzima añadida: Carboxipeptidasa B. (74) 
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Los resultados mostraron que durante los primeros 35 minu

tos, la producción de arginina a partir de ambas fuentes fué 

linear en función del tiempo, siendo la 

por hipuril L-arginina, apróximadamente 

pués de 35 min, la velocidad de formación 

generación de arginina 

veces más rápida; des

de arginina a partir 

de ambas fuentes disminuyó, pero la relación de arginina aporta

da por ellos no fué alterada (Tabla 11). 

Durante los primeros 25 minutos, la hidrólisis de arginina 

obtenida a partir de citrulina fue cerca de 25 t de la hidróli

sis de arginina a partir de la otra fuente. Sin embargo, después 

de este tiempo, la arginina originada a partir de citrulina fué 

hidrolizada más rápidamente, lo cual causa una calda en la 

actividad especifica de arginina (Tabla ll). 

Los resultados indicaron que la arginasa de higado de rata 

hidroliza preferentemente arginina endógena sobre arginina 

exógena, generada por hidrólisis se hipuril arginina a partir de 

carboxipeptidasa B. Esto sugiere que la arginasa estuvo real-

mente más disponible para la hidrólisis de arginina generada a 

través de las enzimas arginino succinato sintetasa y arginino 

succinato liasa. 
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Inactivaci6n por tratamiento ácido y por acci6n del aqente 
acomplejante, EDTA, 

El estudio realizado por Hosoyama (7), de la inactivaci6n 

de arqinasa de h1gado de rata a pH bajo permiti6 obtener 

los siguientes resultados: 

1.- La arginasa de h1gado de rata es inactivada por tratamiento 

ácido a o•c. El proceso de inactivación consisti6 al menos 

en 2 reacciones: entre pH J y 5 hubo una pérdida inicial,un 
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poco rápida pero limitada de la actividad, seguida de una 

inactivación lenta. A un pH más ácido, la velocidad inicial 

de desnaturalización aumentó rápidamente y el segundo 

proceso pareció llevarse a cabo más rápido y contribuir al 

incremento en la velocidad inicial. 

2.- La adición de Mn+2 (10 mM) no protegió a la enzima contra 

la desnaturalización por ácido, sin embargo la actividad 

catalitica de la enzima pudo ser restaurada por incubación 

de ésta a 37° e en solución de amortiguador neutro, 

obteniéndose asi un 70 a 100 % de la actividad original 

después de 3 a 5 min. 

Una incubación prolongada disminuyó gradualmente la activi-

dad, causada probablemente por algunas reacciones alternas. 

3.- La cantidad de reactivación que ocurrió fué dependiente de 

la concentración de iónes Mn+' en el medio, (con la adición 

de O. 5 mM de Mn+2 en el medio, la recuperación de la 

actividad aumenta 15-veces). Una cantidad de Co+1 puede ser 

sustituida parcialmente por Mn+' ; este logró reactivar a 

la arginasa desnaturalizada en sólo 10 a 15 % del aumento 

observado con Mn+2
• 

En presencia de EDTA, la restauración de la actividad enzi

mática fué completamente inhibida. 

4.- El proceso de renaturalización se afectó por el pH. Con el 

uso de Mn+' , el pH óptimo de renaturalización fue cercano 

al pH neutro. El uso de Mn+2 10 mM en presencia de alta 

concentración de sal (KCl), hizo que el proceso de renatu-
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ralizaci6n fuera más efectivo. 

Por otra parte, el proceso de renaturalizaci6n .fué·. depen

diente de la temperatura y mostr6 cinéticas de primer 

orden. 

Aunque las cinéticas de restauración indicaron que el 

proceso es de primer orden con respecto a la concentraci6n 

de prote1na, esto no necesariamente significa que la argi

nasa no sea disociada en subunidades. 

5.- Para comprobar que la disociación ocurre, se utilizó la 

técnica de electrofóresis en gel de disco. Esta técnica 

mostró que ocurrió la disociación de la enzima en subunida

des por desnaturalización ácida. Las subunidades obtenidas 

tienen pesos moleculares de 64,000 y 32,000 a pH 4 y 2 

respectivamente, (el peso molecular de la arginasa renatu

ralizada no pudo ser determinado), 

6.- La enzima renaturalizada presentó el mismo pH óptimo 

(alrededor de 9.5) y Km (2.5 mM) que la enzima nativa pero 

perdió su actividad original en la zona de pH neutro. 

Hirsch-Kolb et al (68), investigaron las propiedades 

enlazantes del complejo arginasa-manganeso para la comprensión 

adicional del mecanismo enzimático asi como para la 

caracterización de la enzima de higado de rata. Las técnicas de 

resonancia magnética ofrecieron una herramienta sensible para 

explorar las interacciones entre la prote1na y los iónes 

paramagnéticos.En este estudio se determinó la correlación entre 

la actividad enzimática y el manganeso enlazante; y entre el 
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número de_ sitios enlazantes y las constantes de unión. 

Los resultados mostraron que se unen 4 moles de manganeso 

por mol de arginasa completamente activada. Sin embargo, las 

afinidades de unión de los iónes metálicos a la enzima no fueron 

idénticas; 50 % del Mn+ 2 estuvo fuertemente enlazado y no pudo 

ser removido sin ocasionar una considerable pérdida irreversible 

de la actividad y de la solubilidad de la enzima. 

se efectuaron varios tratamientos como diálisis, electrof6-

resis y quelación del Mn+ 2 por exceso de agentes acomplejantes. 

Estos tratamientos dieron como resultado una retención del 50% 

de la actividad original de las preparaciones de enzima. La 

actividad completa pudo ser recuperada en estas muestras por la 

adición de Mn+2
• 

Después de la desnaturalización de la arginasa de hígado de 

rata con HCl 1.5 N, se demostró que la enzima dializada, con una 

actividad catalítica residual de 50 %, contuvo 2 moles de manga

neso por mol de arginasa (peso molecular= 118, 000 Daltones), 

sugiriendo entonces que la enzima existió en la forma de un com

plejo E-Mn+'. 

El paso de activación de 

E-Mn+' <=====>E-Mn+' resultó en un 

actividad catalítica. 

arginasa a partir de 

100 % de restauración de la 

Durante ciertos pasos de purificación corno por ejemplo ero-

matograffa en columna, tratamiento con alcohol y diálisis, parte 

del ión metálico de la arginasa se pierde y la actividad especl

f ica declina casi a 50 %. Una pérdida de la actividad enzimática 

57 



también se observa después de una dilución alta de la enzima 

(0.01 g de proteina por ml). 

Existen muchos ejemplos de enzimas que requieren de la adi

ción de un ión metálico divalente como el Mn+ 2 para la actividad 

catalítica (por ejemplo quinasas, enolasas y algunas deshidroge

nasas) pero en el caso de la arginasa, el manganeso es realmente 

disociable. 

se puede demostrar una correlación entre la remoción del 

Mn+2 del complejo arginasa y la pérdida de la actividad catalí

tica por medio de experimentos de diálisis, utilizando Mn+2 como 

rastreador. Parte del manganeso de una muestra de enzima marcada 

con Mn+2 se removió fácilmente por diálisis, y permaneció 

apróximadamente 50 % de la actividad catalltica. En estas condi

ciones, la actividad catalltica original puede ser recuperada 

completamente después de la activación con Mn+2 • El contenido de 

Mn+2 de la muestra se mantiene favorablemente constante en la 

diálisis continua por varios dias; en adición, el rango 

de inactivaci6n de la enzima es pequeño. Se han obtenido resul

tados similares con respecto a la pérdida de la actividad debida 

a la disociación del manganeso y recuperación de esta por acti

vación del metal utilizando otros métodos (agentes quelantes, 

cromatografía en columna utilizando resina quelante, electroen

foque, etc). 

La activación del complejo E-Mn+2 <=====> E-MnT2 mostró ser 

una reacción muy lenta comparada con muchas otras enzimas que 

dependen del manganeso, como por ejemplo piruvato cinasa y 
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enolasa, en las cuales, inmediatamente después de la adición de 

solución de manganeso, la actividad biológica alcanza su valor 

total y no se requiere de calentamiento adici6nal. En el caso de 

arginasa, la activación por manganeso es dependiente de la tem-

peratura. 

Entre pH 7.0 y 9.0, el paso de reactivación mostró ser casi 

independiente del pH. Los resultados de estos estudios de acti

vación, apoyan la idea de que un cambio en la estructura de la 

enzima {el cual es comparativamente lento a temperatura ambien

te), es el paso limitante de la velocidad en la activación de la 

arginasa de h1gado de rata por manganeso. El sitio de unión 

del ión metálico enlazante evidentemente no es accesible. Los 

resultados sugirieron que el manganeso puede estar enlazado en 

algün compartimento de la molécula proteica. 

En conclusión, se dedujo que la arginasa de h1gado de rata 

{la cual une 4 moles de manganeso por mol de enzima), está 

compuesta por subunidades y tiene cuatro sitios enlazantes 

para el inhibidor competitivo ornitina. Consecuentemente, se 

puede asumir que la arginasa tiene cuatro sitios activos con un 

ión Mn+' unido por sitio. 

Si se asume que la arginasa inmovilizada, tratada con EDTA 

(con una actividad catalltica residual de 50 %) existe en la 

forma E-Mn+' , se puede concluir que esta forma de la enzima es 

conf ormacionalmente incapaz de convertirse a la forma E-Mn+2 

completamente activa debido a la sugerencia que Muszynska et al 

(201), proponen para una estructura más "r1gida" de la enzima in-
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movilizada. 

Inmovilizaci6n. 

El use de enzimas inmovilizadas ha permitido estudiar la 

actividad en subunidades aisladas de una enzima oligomérica. 

Para este prop6sito, las moléculas oligoméricas intactas son 

ligadas a la matriz vla una subunidad simple y entonces las 

moléculas no ligadas covalentemente son removidas. De esta 

manera, la actividad catalltica de las subunidades inmovilizadas 

puede ser estudiada bajo condiciones en donde la reasociaci6n 

no es posible (126). 

Muzynzka et al (201),estudiaron la influencia de la inmovi

lizaci6n en la conformaci6n de la arginasa de hlgado de rata. El 

método utilizado para la inmovilizaci6n de la enzima fué el 

siguiente: 

Se adicion6 l mg de enzima proteica en amortiguador de 

Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 conteniendo MnC12 50 mM y 500 mg de Sefa

rosa 4B activada con CNBr. La reacci6n de acoplamiento fué con

ducida por 20 h a 4°C con agitaci6n suave. Después de la 

reacci6n, el conjugado fué lavado pocas veces con grandes volu

menes de amortiguador de Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, conteniendo 

MnC12 50 mM. Los eluentes finales no contuvieron trazas de 

protelna ni actividad de arginasa. 

En las condiciones descritas, la protelna fué acoplada casi 

completamente a la Sefarosa 4 B. La actividad de arginasa fija

da al soporte fué de 70 % con respecto a la actividad de la 
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enzima libre (54). 

Algunos de los aminoácidos inhibidores de la arginasa li

bre de hlgado de rata, disminuyen en menor grado la actividad de 

la enzima inmovilizada (Tabla 12). 

El tratamiento de ambas formas de arginasa (nativa e inmo

vilizada con diferentes concentraciones de dodecil sulfato de 

sodio (OSS), demostró que la enzima insoluble es considerable

mente más resistente al efecto desnaturalizante del detergente 

(Tabla 13). 

El agente quelante (EDTA) fuerte inhibidor de la arginasa 

libre no afectó marcadamente la actividad de la enzima inso

luble. Los iónes Mn+2 previenen la actividad de ambas formas de 

la enzima contra la inactivación por dodecil sulfato de sodio y 

EDTA (Tabla 13). 

Los resultados de este estudio sugieren que el efecto de la 

fijación (inmovilización) de la arginasa de hlgado de rata en 

una matriz sólida e insoluble, es el de estabilizar la estructu

ra cuaternaria de la enzima. La enzima inmovilizada se caracte

riza por tener una estructura más rlgida que la arginasa libre. 

La unión de la arginasa a la matriz sólida probablemente res

tringe la transición conformacional de la enzima. 
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Tabla lZ. Efecto de las i\ftlino.\cidos en l_.i ~ctiv-id'a..d d·~·_·la arginasa natLva e lnmovLLizada. (54) 

AmLno.icido 

Ninguno 

Lisina 

Ornitlna 

Va Una 

Isoleucina 

Leuc 1na 

Cisteina 

o.o 

il.5 
25 .o_'. 

12. 5 
25,0 

12;5,-. 
25.0 

··--, -. ·" " . 

66 
31 

69 
58 

~:_61 ., 
3J 

_60 

l de .1ctlvid.ld da oltglnasa 

Inmovilizada 

100 

89_ 
8J 

100 
95 

9J 
88 

. 90 
88 
7l 

91 
85 

69 
66 

Condiciones del ensayo: LisiOa., ornitin~-;_·~~·1i.:n~~;":=is;.JieUCi:n'.i,_ lBUCfo~ o clsteína fueron prelncubadas con La 
enzima por 'lS min, pH 7.Z a JO'C. 1.a c~nc:_~n.tra~_1:~n -ffniFd&-·cada- .wlno.icido en la mezcla incubada varió de 
12.5 a 50 ntL 
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Se ha estudiado si la estructura cuaternaria de las enzimas 

oligoméricas con subunidades idénticas, o la estructura tercia

ria de una sola subunidad es suficiente para la expresión de 

las propiedades cataliticas de una enzima; para esto se han uti

lizado dos apróximaciones experimentales que son: la reacción de 

disociación / reasociación del oligómero y las propiedades 

catálicas de los intermediarios en sistemas heterogéneos después 

de la inmovilización inicial de una subunidad en el oligómero 

(76,77) o en solución homogénea (78). Los procesos estudiados en 

éstos sistemas pueden ser representados en el esquema de la 

Figura 12. 
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Di1ocioc1Ón 
dtl oligÓmero 

Rtna 1uralizac1Ón 
dtl monómera 

Recon1t1tuc1ón 
del olloómero 
( rt a1oc·1oc'1Ón) 

(M)n ---------~ M'---------- M"-------~ (M)n 

monÓmtra1 llbrH 

F1g, 12 Representación esquemática de la disociación y rea
soclacíón de enzimas oligométricas. (78) 

(M)n = oligómero; M' = monómero activo (sin cofactores y/o par
cialmente desdoblados y M" = monomero renaturalizado después de 

la adición de cofactores y remoción del solvente desnaturalizan
te). 

En varios estudios en donde se han utilizado agentes cae-

trópicos para disociar al oligómero, se ha encontrado que el 

monómero renaturalizado, M", posee una actividad baja comparada 

con la actividad por monómero en la enzima oligomérica. Esto se 

aplica tanto a estudios en oligómeros en solución o en el monó-

mero inmovilizado M', que es renaturalizado por remoción de los 

agentes caotrópicos en un paso. El último puede enlazar monóme-

ros libres por lo que el oligómero reconstituido tiene una acti-

vidad similar a la del oligomero original. La conclusión que se 

obtiene de estos estudios es que el monomero M" es inactivo. 

Sin embargo, esto también puede indicar que ésta esp~cie de 

monómero no fué formada bajo estas condiciones experimentales. 

Por ejemplo, esto ha sido observado para varias enzimas inmovi-

lizadas (lactato deshidrogenasa, fumarasa, etc.) 
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cuando se usaron condiciones de disociación suaves como 

cambio en el pH o remoción del cofactor (por ejemplo, iónes me

tálicos) y la renaturalización se desarrolló bajo condiciones 

suaves, se encontró que los mon6meros M11 fueron completamente 

activos {76-78). Esto también se aplica a los monómeros pro

ducidos por solventes caotrópicos si la renaturalización se 

desarrolla por remoción gradual del agente caotrópico en 

presencia de agentes de intercambio de disulfuro {ditioeritrol). 

El que en algunos casos la actividad del monómero no pueda 

ser restaurada, se atribuye a las condiciones experimentales, 

las cuales no permiten que el proceso de M'--- M''{renatura

lización) se lleve a cabo, antes de la reconstitución del oligó

mero. En solución, el monómero renaturalizado se puede formar 

antes de que M' haya formado un complejo con otros monómeros. En 

este caso, un rnon6mero activo aislado, M'', no puede ser anali

zado directamente. Este problema se puede solucionar usando mo

nómeros inmovilizados en donde el proceso M'--- M''se puede 

desarrollar sin la asociación de los mon6meros que interfieren. 

Otros datos indican que para algunas enzimas oligoméricas, la 

estructura cuaternaria es necesaria para la expresión de la 

actividad catalítica. Para otras, la estructura terciaria es 

suficiente (77). 

En el caso de oligómeros y monómeros inmovilizados, se debe 

.verificar que la actividad catalítica sea directamente propor

cional al contenido de sitio activo.Esto apenas se ha realizado. 

En el estudio de Aguirre y Kasche (79) de la arginasa de 
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hlgado de rata por el método de inmovilización, se consideraron 

los factores que influyen en las cinéticas de las enzimas in

movilizadas, al ser comparadas con la enzima en solución. Para 

la arginasa de higado humano, estudiada por el mismo método, los 

resultados indicaron que el mon6mero renaturalizado es acti

vo (76). Sin embargo, en ese estudio no se demostró que la 

actividad en las preparaciones de enzima cruda fuéra directamen

te proporcional al contenido de enzima (n=l). 

Se ha reportado que la arginasa de higado de rata es un te

trámero con un peso molecular de 120,000 Daltones (60). La fil

tración en gel de las preparaciones crudas revelan cantidades 

pequefias pero significativas de actividad de arginasa que 

corresponden a especies de pesos moleculares de cerca de 30,000 

Daltones. Esto indica que las subunidades activas y los tetráme

ros existen simultáneamente. Debido a esto, se estudiaron las 

propiedades cata11ticas de los mon6meros producidos por disocia

ción del tetrámero de arginasa con el objeto de determinar la 

función de ambas formas (79). 

se han reportado 2 procesos que producen la disociación de 

la arginasa de higado de rata y que son relativamente suaves: la 

remoción del catión activador Mn+' por acción del EDTA (54,59), 

y la incubación del oligómero a pH 2.7 (55). Los monómeros pro

ducidos por éstos métodos pueden ser renaturalizados mediante la 

adición de Mn+' o por restauración del pH neutro (55). Las subu

nidades renaturalizadas se pueden usar para la purificación de 

la arginasa libre por cromatografía de intercambio i6nico. 

66 



Aguirre y Kasche (79) unieron covalentemente la arginasa de 

h1gado de rata en columnas de Sefarosa y al tetrámero unido a 

la matriz que resultó de esto, lo disociaron subsecuentemente 

por tratamiento ácido o por tratamiento con EDTA. Los derivados 

inmovilizados que permanecieron en la matriz, fuéron renaturali

zados (con el cofactor Mn+2
) y analizados en términos de activi

dad recuperable antes y después de la incubación con la enzima 

soluble. La actividlld de la enzima inmovilizada se determinó ba

jo condiciones en donde la actividad es proporcional al conteni

do de enzima. 

Los resultados de este estudio mostraron que la enzima in

movilizada tratada con ácido, la inmovilizada tratada con EDTA 

y la arginasa de hlgado de rata inmovilizada renaturalizada, tu

vieron cerca de un cuarto de la actividad de la enzima inmovili

zada no tratada. Después de la reasociaci6n con la enzima libre, 

la actividad de la enzima renaturalizada inmovilizada fué 

de 85 % (olig6mero disociado con ácido) y de 60 % {olig6mero di

sociado con EDTA) con respecto a la actividad del olig6mero ini

cialmente inmovilizado. La arginasa disociada por ácido y la ar

ginasa inmovilizada renaturalizada, tuvieron un valor de Km de 

18 mM, que es aproximadamente 4 veces el valor de Km obtenida 

para la enzima tetramérica inmovilizada (3.4 mM). Después de la 

renaturalizaci6n y reasociaci6n con enzima libre, se encontró 

que el valor de Km fué igual al valor del olig6mero inmovilizado 

después de la disociación. Esto indica que la enzima disociada, 

inmovilizada y renaturalizada es monornérica. 
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Los iones Mn+2 normalmente asociados con la arginasa oligo

mérica, se remueven fAcilmente lavando con solución de amorti

guador libre de Mn+'. Por otro lado, el tetrAmero inmovi

lizado no pierde Mn+2 después de este proceso y el ión parece 

estar unido hasta en una forma mAs fuerte que en el caso del 

tetrAmero libre. El oligómero reconstituido tuvo un valor 

de Km apróximado al valor del oligómero ligado inicialmente. 

A partir de los resultados de este estudio, se concluyó que 

el oligómero de arginasa de hígado de rata puede ser disociado 

en monómeros idénticos (se obtuvieron m&s de 70 % de subunida

des) que son catal1ticamente activos después de la reasociación 

con el cofactor (Mn+2
) a pH neutro. As1, para la arginasa de hí

gado de rata, la estructura terciaria puede ser suficiente para 

la expresión de la función de esta enzima. Las estructuras 

cuaternarias parecen ser de importancia, al menos en la argina

sa, para la regulación de la actividad de la enzima y su estabi

lidad con respecto al cofactor enlazado. 

La subunidad inmovilizada producida por disociación con 

Acido tuvo un valor de Km significativamente mayor que el mon6-

mero producido por disociación con EDTA. Esto sugiere que las 

subunidades inmovilizadas, obtenidas por tratamiento con Acido 

o con EDTA, tienen diferentes estados conformacionales ~ no se 

sabe aón si estos estados conformacionales son interconverti

bles. 

Una diferencia sorprendente se observó entre el tetrAmero 

libre y el inmovilizado con respecto a sus afinidades por Mn+2 , 
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La forma soluble pierde fácilmente 2 de sus 4 iónes por diálisis 

(61). Los tetrámeros inmovilizados pierden solo una pequeña 

fracción de su actividad después de lavar con grandes cantidades 

de solución de amortiguador. El tratamiento con EDTA indicó tam

bién, que el oligómero inmovilizado es más estable a la disocia

ción que el oligómero libre. 

La importancia de la estructura cuaternaria en la estabili

zación, es demostrada por el hecho de que el lavado de las 

subunidades inmovilizadas con solución amortiguadora libre de 

Mn+2 , produce un grado considerable de inactivación irreversi

ble. A este respecto, la observación fué usada para probar que 

la fracción de arginasa tetramérica es insignificante en la en

zima disociada y renaturalizada. 

La concentración de Mn+2 necesaria para obtener la activi

dad máxima (0.005 M) de la enzima soluble es considerablemente 

mayor que la concentración encontrada en el citoplasma de los 

hepatocitos (0.01 M). Estudios publicados anteriormente, indican 

que la arginasa asociada con las membranas mitocondriales tiene 

una afinidad más alta por el Mn+2 que la enzima soluble y que 

la solubilización de la enzima enlazada, disminuye su afinidad 

por ~n+2 (79). 

Arginasa en Higado de rata. 

Hirsch-Kolb et al (5J), estudiaron las propiedades de ar

ginasa de hlgado de rata (cepa Sprague-Dawley) purificada 

aproximadamente 1,500 veces a partir de una modificación del 
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método de schimke (60). 

El peso molecular de la arginasa de higado de rata (activi

dad especifica = 19,500 moles de urea /min a 25ºC por mg de ni

trógeno protéico) determinado por el método de equilibrio de se

dimentación fué de 110,000. La constante de velocidad de sedi

mentación es 6.1 S y el coeficiente de difusión, determinado en 

una ultracentrifuga analítica es 5.2 x 10 cm /seg. A partir de 

los datos obtenidos de los experimentos de difusión y equilibrio 

de sedimentación, se obtuvo un valor de coeficiente friccional 

de 1.26. 

La alteración en el pH, remoción de Mn+2
, y reemplazamiento 

de Mn+2 por Co+ 1 no produjo evidencia de un cambio en el tamano 

molecular (Tabla 14). 

El volumen parcial especifico (V), se determinó por medio 

de una técnica diferencial de equilibrio de sedimentación en 

agua pesada y se obtuvo un valor de V= 0.75 ml por g. La di-

sociaci6n de la enzima en urea e M, produjo una proteína con 

del análisis un peso molecular de 30,BOO, determinado a través 

de equilibrio de sedimentación (Tabla 15); a partir de esto se 

deduce que la arginasa de higado de rata está compuesta por 4 

subunidades. Después de la electroforesis en gel de acrilamida 

de la enzima disociada, se obtuvo una banda simple de proteína, 

lo cual sugiere que las subunidades de arginasa son idénticas. 
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La tabla 16 representa la composición' de aminoácidos de la 

arginasá de hígado de rata. 

L11ln• 
Ht1t1d1na 
Ar¡lnlna 
Acldo UF.lrt.ico 
Tnonlna 
Serlna 
Acido 1lut.b11eo 
Pro Una 
Ollcln.1 
Ahnlna 
Cut.•lna 
Vdlna 
H1tion1.na 
Isohuclna 
Leuun.1 
tiroslna 
Fln1hlantn1 
Tript.otano 

• Los ·1.1laru ion 101 prooadiol de t.ru upnim1nt.01 dit.unt.11, 

81.3 
23,l 
32.5 
87,0 
ea.1 
150,0 
a1:0 
11,1 
90.0 
81i,Z 

7.2' 
85.8 
12.8 
51.0 
7Ll'.' 
z,:o·· 
Jl.O 
12.2 

Hirsch-Kolb et al (61) a partir de sus estudios, reportaron 

que la arginasa de hígado de rata es una especie molecular 

sencilla. Se encontró que esta enzima tiene un contenido de 

r¡d.tr6geno comparativamente bajo (14.3 %). El volúmen parcial 

especifico v, calculado a partir de la composición de aminoácidos 

fué 0.74 ml por g. Este valor concuerda bien con el valor deter-

minado experimentalmente. Los autores sugirieron que la proteína 

contiene poca cantidad de hexosa unida. 

A partir de los resultados obtenidos de la disociación de 
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la arginasa de h1gado de rata con urea, se concluyó que la enzi

ma está compuesta por 4 subunidades de cadenas polipept1dicas 

con un peso molecular de cerca de 30,000 Daltones. 

Arginasa da Higado da gallina. 

La función de la arginasa en el higado de gallina (unida a 

la mitocondria y al núcleo (178) aún no se conoce y hasta existe 

la duda de que ésta enzima pueda hidrolizar arginina endógena ya 

que tiene una Km alta para este aminoácido (100 rnM) y un número 

de recambio muy bajo 2,970 mol/mol de enzima por min a 37°C y pH 

9.5 (80). 

Aunque la gallina es uricotélica y no posee un ciclo de la 

urea en ningún tejido, las células del riñón contienen una alta 

concentración de arginasa ligada a la matriz 

cual aparentemente funciona en la regulación 

ginina (178). 

mitocondrial, la 

de la dieta de ar-

En contraste con la arginasa de higado de rata que es una 

prote1na básica (56), la arginasa de higado de gallina es una 

prote1na muy acidica. 

Grazi et al (81), compararon la composición de aminoácidos 

de la arginasa de higado de gallina con la arginasa de h1gado de 

rata (Tabla 17). 

La arginasa de higado de rata que es una prote1na básica, a 

una fuerza iónica baja, está aparentemente unida al núcleo y a 

la fracción microsamal, mientras que a la fuerza iónica intrace

lular, se encuentra presente como una forma soluble en el cito-
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plasma. La arginasa de hígado de gallina est4 unida a la mi

tocondria y al nQcleo y puede ser extraída satisfactoriamente 

solo por detergentes no i6nicos tales como el Tritón x-100. La 

enzima de hígado de gallina, restringida a la mitocondria y al 

n~cleo, puede desarrollar una acción hidrolítica selectiva 

quiz4 limitada a una concentraci6n particular de arginina. Esto 

puede ser necesario para evitar una hidrólisis indistinta de ar

ginina, que es un aminoácido escencial para la gallina. sin em

bargo, la concentración de la actividad de arginasa dentro de 

un área pequefia, puede localmente aumentar la eficiencia de la 

enzima. La necesidad para semejante concentración puede ser 

apreciada considerando que el nQmero de recambio de la arginasa 

de hígado de gallina (2970 mol/mol de enzima por min a 37°C y 

pH 9.5) es significativamente menor que el nfunero de recambio de 

la arginasa de hígado de rata 327 600 mol/mol de enzima por 

mina 25°C y pH 9.5 (53). 
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Tabla 17. Composic1dn de· amlno4clda1·d1 la uglnau dt h.l&"do dt rata comparada con la a:glnau de h{gado de 
gatllna. UJ> · , 

knino4eido 

1.isina 
Hut.ldina 
Ar11nina 
Acido aspjrtlco 
Tnonina 
S•rin• 
Acido glut.ámlco 
Prolin• 
GUclna 
Ahnln• 
Ci1t.1ina 
Valin• 
t-!1t.tonin• 
Isoltuclna 
Lt'.lctna 
Tlrouna 
f1nllahn1na 
Trtptofano 

7l.9 
19.S 
27,S 
73.7 
s1.1 
so.a 
13,1 
60;2 
78.2, 
54.2 
6.l 

73:6 
10.B 

.4J.2 
60.2 
20.J 
26.2 
10.J 

Arginasa de higado de conejo. 

l.3.6 
u.s·. 
47,1 
34,7, 
41.5 
~0.1 

123.5 
o.o 
14.0 
14.1 
17.7 
66.6 
15.5 
Ja.6 
!il.l 
ZJ.l 
JO,O 
IJ,6 

Vielle-Breitburd et al (49), purificaran la arginasa de 

higado de conejo cerca de 1000 veces y determinaron sus propie

dades. Los pasos de la purificación se muestran en la Tabla 18. 

La arginasa de higado de conejo migra como una sola banda 

durante la electroforesis en gel de disco y dá una linea 

de precipitación con antisuero especifico de oveja cuando se 

ensaya por la técnica de inmunodifusión. sin embargo, la cro

matograf ia de la enzima purificada en columnas de DEAE celulosa, 

revela múltiples formas activas con pesos moleculares idénticos. 

El peso molecular de la enzima de higado de conejo determi-
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l. 

2. 

'· .. 
" .. 

nado por filtración en gel, produce un valor de 110,000 y el 

coeficiente de sedimentación determinado por centrifugación en 

gradiente de sacarosa es 5.9 s . El punto isoeléctrico de la en-

zima determinado por la técnica de isoelectroenfoque, es cercano 

a pH 7.2. 

f1101 Vot. A~t..tot.Al 

.,. .~nidad~-, 

Homo11n1izad-o "' ; c_.,1.ooO~~ 
Sobttnadant• d•l 
homo11nuzado "º ·,&,ooo 
Cahnt.amhnto '" _u,100-
Ac1t.on1 72 U,800 
Sulhto .. 
A;:Cn1o 27 ··:Jl.aoo· .. ':" 
DW-Cal.ulo•a "2 ·2s,1ooo--
S1hdn: G-200 •• 18,300 

.;".> 
Pr~t.Í-ln.a ':.~t•l 

::~~-,.·· :r.1 ;;.'.~ 

7~ ~~~;)(;g~º~~·-... 
•e .. :·~~~{~\-;,¿~:.'...: ;.'."t~-~ 

-~:~~ ~:~~~. ,· 

'ºº ., 
"' 

Act.. ncup•uda 

100 .. 
" 91 

72 ,. 
" 

unid1df1111 

2.2 ... 
20,3 
1,Q,5 

112.5 
612 

2,460 

Una Wlidad d1 •nz11111_ 11 la cantidad ·d• 'enz1cia qu• cata1lza h !ormac1dn d• 1 Jil!IOl. de uru por 111in a 37'C. 
Oupuh di La UoCUuacidn y redilolucidn. Puc11 5 y 6: cromato.auCh •n OEAE-C.tulou y S1d1[u G-200, 

La arginasa de higado de conejo es inactivada casi comple

tamente después de una incubación prolongada con EDTA, sin que 

ésto altere su patrón de inmunoprecipitación. La enzima recupera 

su actividad inicial cuando se ensaya en presencia de Mn+2 

(Tabla 19). 

El tratamiento de la arginasa de higado de conejo con 
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0.025 % de dodecil sulfato de ~odio apH 10 ,·o la incubación de 

la enzima a pH 2.0, da como resultado la inactivación rápida de 

ésta, cuando se ensaya en ausencia de Mn+ 2
• Sin embargo, cuando 

la actividad de la enzima inactiva se ensaya en presencia de 

Mn+2
, se observa una actividad residual que corresponde a un 

componente de 2.8 S después de ser tratada con dodecil sulfato 

de sodio, o a un componente de 2.4 S a pH 2.0. 

Tabl• 19. Acttvac16n d• 14 uslnasa de hígado d• conejo purtCicada y act1•1aclón "J• s•J u:tucto crudo. (•9> 

Ensayo •nlimát.lco 

En EDrA 1.5 ::ii 

En HnCl, l. 5 rrtl: 
Sin 1ncub11c1dn 
prelu11ln•t 
Con incubación 
pr1Ur.11nar 

Act.Lv1dad de aratnua 

Extucto crudo 

1.1$ 

2.10 

J.50 

-1950 

2150 

-zoso 
·. -- - ._ -- --, 

El 1xtucto crudo se obtuvo dupuh de cent.riCugar d hÓmog1nllzado 1n aolución de Trh·HCl.0.05 H, pH 7,li 
duunte 20 m1n J 13,000 r g. Lu 1ctivldadn upec!!lcu u 1xpr1un en Jimohs d1 una· Ubu1da/mg d• 
protdn1/m1n " 55'C, 

La enzima disociada con dodecil sulfato de sodio tiene un 

peso molecular de 36,500. A partir de esto se deduce que la ar

ginasa de higado de conejo posee una estructura oligomérica na

tiva, probablemente tetramérica. La enzima disociada a pH 2.0, 

migró como dos componentes con movilidades muy similares durante 
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. " 
la electroforesis utilizando urea 8 M, lo cual sugiri6 la 

presencia de dos clases de subunidades con pesos moleculares si

milares, Esto puede se- valido para las diferentes formas 

cromatográficas de la enzima oligomérica nativa. 

cuando la enzima disociada a pH 2.0, se incuba a pH e.o en 

presencia de Mn+2
, y adicionalmente se ensaya en presencia 

de Mn+2
, ésta recupera su estructura oligomérica nativa como lo 

sugieren su coeficiente de sedimentaci6n (5.6 S), sus propieda

des inmunológicas y su movilidad electroforética. Si la enzima 

disociada a pH 2, es incubada a pH e.o con EDTA, cerca del 25 t 

de la actividad inicial es observada, cuando esta es ensayada en 

presencia de Mn+2
• Bajo estas condiciones, la enzima tiene un 

un coeficiente de sedimentaci6n bajo (2.7 S) y proporciona dos 

bandas que migran más rápido que la banda de la enzima nativa, 

durante la electroforesis en gel de disco. Asi, la formaci6n de 

una estructura oligomérica requiere de iónes manganeso. Además, 

las subunidades son probablemente más activas en presencia de 

Mn+2
, como lo sugieren las características del ensayo de la ac

tividad con enzimas disociadas. 

Arginasa de hígado de vaca, 

Harell et al (119), aislaron y determinaron las propiedades 

de la arginasa de h1gado de vaca. Se considera que la purifica

ci6n de esta enzima es dificil. En este estudio se desarroll6 un 

método de purificaci6n que permiti6 obtener una preparaci6n pura 

y activa de arqinasa de alrededor de 630 veces, Los pasos utili-
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NO DEBE 
S!BUüilCA 

zados en el método de purificación, se resumen en la Tabla 20. 

Aparentemente durante ciertos pasos de la purificación, co

mo por ejemplo en el isoelectroenfoque, parte del ión metAlico 

se pierde y la actividad espec1f ica decae a 70-80 %. sin 

embargo, la actividad puede ser restaurada por tratamiento con 

calor (SOºC) en presencia de Mn+2
• La Km para la preparación de 

enzima (cristalizada) a partir del séptimo paso de la purifica-

ción es 0.95 mM. 

Tcbh 20. PurHlc•cldn de h ugLnua d• hígado de V•ca. (119) 

Puo -

ml 

1, ff011101tnllzado 
• part1r d• l.8 
ka d• hhado 

2. Ac•tona 
J. Cd1nt1mllnto 
'. DEAE•Cllulosa 
5. F1ltractdn en 

Blo·G1L 1'·150 
6. S1hdn:•SE 
1, ho1hctro1n· 

toqu• 

Vol. 

"730 
1910 
1640 

" 
" U.6 

19 

18,000 ;. 
13,580'" 
e,o•o 
2,30~. 

410 
100 

26,Z _, 

'205.ooo 
.... , 1211.000 
-·~· u1:1ioo 

102.000 

82,000 
57 ,400 

zo.ioo 

Produccidn 

" " 'º 
'º " 
10.z 

Una unidad de .uglnau u la cantidad d• 1nzlm• que produn 1 14111 de una por 'Tlin a Z5'C. Pasos 4 y 6: 
Cro1n1togut'1a en DEAl>Celulou y S1d1Cu:·SE. 

La arginasa de h1gado de vaca es homogénea al ser sometida 

a la electroforesis en disco y a la ultracentrifugación; es una 
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proteína ligeramente acldica (pH 5.9) que tiene un peso molecu

lar de 120,000 determinado a partir del análisis de aminoácidos. 

El peso molecular obtenido por equilibrio de sedimentación es 

115,000. La Tabla 21 muestra la composición de aminoácidos de la 

arginasa de hlgado de vaca. 

Se ha reportado que la arginasa de hlgado de vaca es hidro

lizada en subunidades con pesos moleculares de 30,000, estimados 

por filtración en gel sobre Sefadex G-200 (SJ). La preparación 

obtenida por Harell et al (119), no muestra este comportamiento 

sobre cromatografía en Biogel P-150. Además, el tratamiento de 

la enzima con EDTA, no causa ningún cambio en la conducta de 

sedimentación. Los descubrimientos anteriores han indicado que 

que el tratamiento de la enzima con ácido (pH 2.6), produce 

especies con un s w ,w de 3.6 s comparado con el s w ,w 6 s de 

la enzima nativa (44). sin embargo está por aclararse si la 

arginasa de hlgado de vaca se disocia en subunidades y su 

posible asociación en agregados. 

La arginasa de hlgado de vaca es una metaloenzima que fija 

4 átomos de Mn+2
, los cuales son escenciales para la actividad 

enzimática. Esta enzima también requiere de la presencia de 

iónes manganeso para la estabilidad (Tabla 22). 
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hbh 21, Compo1lcidn d• a.'ftlno4cldos d• h 1rg1nua d• higado d• •1aca, (119) 

Ai::ilnoicldo 

Lhln1 
Histtdin1 
Acginin• 
Acido u¡::jcUco 
Tnonin• 
S1cln4 
Acldo 5lut.t:1uco 
Peo Una 
Gllcln1 
Ahnln1 
Val.in• 
H1t.lonln• 
tsohucl.n• 
L1uclna 
TUOl\nA 
r~nlhl1n1n1 

•• Tc1ptohno 
• Cutaina 

D1t1cminado como icido cistlico. 
•• 01t1cmtnado up1ctrototomitric1t111nu. 

T&bl.a 22, 01p1nd1ncia d1 l.a 1ct.lvid1d d~ •rglnasa 1n hcmogtneludos d• higado d1 vaca sobn la conc1ntracldn 
d1 ldnH m&11gan11~ •. (l1:J~·~ · 

o 
":5 

10 .. 
100; 
zoo 

35,0 
35.0 
30.5 
211.5 
33,5 
u.o 

Actividad total 

unldadu 

81 

112.2 
tu.e 
t5e.e 
2311.0 
240.1 
2se.o 

Activld11d up•cltlca 

3.3 

"' '·' ··' 7.1 

'·' 



La diálisis de la arginasa de hlgado de vaca durante 24 h, 

causa una reducción en la actividad en un 70 a so % mientras 

que la proteina retiene aproximadamente 1 átomo de Mn+2 por mol 

de proteina. La activación con Mn+2 restaura un 90 a 95 % de la 

actividad original. 

Se ha reportado que la enzima de higado de vaca no in

teractua quimicamente con la arginino succinato liasa (45). 

En un estudio posterior Kuchel et al (37), demostraron que 

la arginasa de higado de vaca se asocia de una manera homogénea 

con ureasa utilizando solución de amortiguador a pH 7.5. Los in

vestigadores reportaron que esta enzima es homogénea hasta en 

alta dilución. Las siguientes observaciones confimaron lo men

ciónado: a) En el isoelectroenfoque se observó una sola banda de 

actividad a pH 5.9. b) La electroforesis en gel de poliacrilami

da reveló una banda simple con un Rf de o.2a. c) Varios experi

mentos en donde se utilizó una ultracentrifuga para determinar 

la velocidad de sedimentación, revelaron un solo pico de 

actividad. 

El peso molecular de la arginasa de higado de vaca que se 

obtuvo en este estudio fué de 114,000 ± 3,000. Este valor se 

puede comparar con los valores de 112,000 y 115,000 reportados 

por Harell et al (119). 

Kuchel et al (37), reportaron que la enzima de higado de 

vaca existe como especies simples no interactuantes dentro de un 

rango de concentración entre l,O a 0.01 g/dl. La ornitina actuó 

como inhibidor competitivo linear (Ki=3 1 mM) sobre la enzima 
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de higado de vaca en solución de amortiguador de Tris, pH 7.5. 

Para varias preparaciones de arginasa, las gráficas de doble 

reciproco de Lineweaver-Burk mostraron ser lineares a varias 

concentraciones de sustrato (1 a 10 mM) y se obtuvo un valor de 

Km = 5 ± 1 mM para la arginina. 

Ruegg et al (19), desarrollaron un método en el cual uti

lizaron L-[guanido-1-"c¡ arginina como sustrato. La arginina no 

hidrolizada fué removida con resina en un proceso de lote con

tinuo y el producto ¡1-"c¡-urea se determinó cuantitativamente 

en el sobrenadante.con este método, a partir de las curvas de do

ble reciproco, se obtuvo un valor de Km = 10.8 mM para la argi

nasa de higado de vaca, el cual se puede comparar con el valor 

antes reportado (llmM a pH 8.4) por Hunter et al (63). 

El pH óptimo para la arginasa de higado de vaca es 9.5-10.5 

su activación por tratamiento con calor, en presencia de iónes 

manganeso, no causó un cambio drástico en la actividad enzimá

tica. otros investigadores han encontrado que la actividad de 

arginasa presente en diferentes tejidos, disminuye como con

secuencia del tratamiento con calor (33,36). Sin embargo, el i6n 

manganeso estabiliza a la enzima (33,59) y a las soluciones 

comunes que se almacenan en presencia de Mn+2
• 

Se ha mostrado que el sustrato N-a-acetil-L-arginina· para 

la arginasa de higado de vaca, experimenta hidrolisis en un 4 % 

de la velocidad inicial de la arginina y que este sustrato es 

más activo que otros análogos de arginina 

(Tabla 23). 
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f.1bla 23. Activida~ da l~s .m.i tOSo.s d~. d::~in1nJ ccm~ :~us~r.1t1?s p 1r.J la .irginas.l. de, .. ~ig.1do de y~ca. ( 59) 

L-~cmoarginina 

T-Carbamido-L- ar gin i na 

T·Hidroxi-L-arginina 

T1:em~~ ~-.,j-a ·. i~;ub;~iór1';.:_:~.- _· ·~-- .:·,;:ACÜvid·.i'd .e_sPe.C'.~!ic~ 
"'- · >(miii)" · - · 

'· ~'.Hj¿ ,;_ ~~i~.H::.~_-- ~, - -" 
.;;~f' ·. o· ... oJ6_'::·_.--: _ ... <:.:·_ .. ~y~-

··.;.·.;:,;15·~.•._ .. ;.: 'o·.,º~i.a· -, __ : º·z·:"-._. 
'o'.oJ/." 

o.02s o:o•a 

O. l5 
0,096 • 
o,n .• · 

•' :~·: ~. 

137 
;-:-;<c.,: 

;~~5.~~
'•C:'2~7o'' 

',O ••• _ 

z:ái 

Expresada como la concentrdción al inicio dii.la incubacLÓ-n. 
La actividad especHica (¡un/mfn/mg) es expres<1da para 38 •c.· La actividad a 38 ··e es i;a veces 15 actividad 
a 25 ·c. 



Pace et al (14), han sugerido que los diferentes valores 

de Km reportados para las enzimas de h1gado de vaca y rata (0.3 

a 20 mM), se deben en parte a la diversidad de los ensayos dis

ponibles. Lo mismo es v~lido para las diferentes conclusiones 

obtenidas acerca de la función del Mn+2 en la activación. 

Estos investigadores confirmaron los resultados anteriores 

de que las arginasas de h1gado de vaca y de h1gado de rata, 

fijan 1 mol de Mn+2 por subunidad (44,59) y de que éstas enzi

mas son activadas por calentamiento en presencia de una alta 

concentración de Mn+2 (59); generalmente con Mn+2 50 mM durante 

5 min a 55°C (60). Sin embargo, afirman que es menos cierto que 

la enzima activada resulta~te se asemeje a la arginasa existente 

"in vivo". La concentración total de Mn+2 en el hígado de rata 

es apróximadamente 0.024 mM (1.3 g/g de h1gado) y la concen

tración de Mn+2 libre, es considerablemente menor. As!, distin

tas condiciones no fisiológicas se han utilizado para activar a 

la arginasa y por lo tanto hay discrepancias entre los resulta

dos publicados. 

Pace et al (14), recomiendan el uso de concentraciones me

nores de Mn+2 y temperaturas relativamente bajas para la acti

vación de la arginasa de h!gado de rata. La Tabla 24 muestra que 

se obtuvieron resultados muy similares cuando la enzima fué 

activada a una temperatura menor (37°C) en presencia de Mn+20 .o5 

o 5 mM. El uso de una concentración inapropiada de sustrato, es 

probable que también contribuya a obtener errores en los valores 

de Km. 
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A partir de éste estudio, los valores de pH óptimo reporta

"dos para las arginasas de higado de vaca y de higado de rata 

fueron-entre pH 9.0 y 10.5 . Los valores de Km obtenidos fueron: 

1.0 rnM para la arginasa de higado de vaca; 2 rnM para la enzima 

de higado de rata y l. 4 rnM para la arginasa de higado de conejo .. 

Isoenzimas de Arginasa en Hígado de Rata. 

La caracterización de isoenzimas de la arginasa se ha veni

do realizando a través de los años con el propósito de entender 

la relación que existe entre las caracteristicas de las isoenzi-

mas de arginasa y la función fisiológica de cada forma. 

Tarrab et al (38) después de purificar la arginasa de higa-

do de rata de 2,500 a 5,000 veces, separaron tres formas 

moleculares diferentes en columnas de CM-celulosa, las cuales 

fueron purificadas 2,500-5,000 veces, 000-1,000 veces y 600-1,000 

veces, respectivamente. Estas tres formas moleculares fueron 
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también identificadas por cromatografia en el sobrenadante 

de los extractos de tejido. Sin embargo, la técnica de 

cromatograf ia por afinidad, utilizando Sefarosa-lisina como 

inhibidor competitivo de la arginasa, mostró una forma principal. 

La Tabla 25 muestra el método de purificación utilizado. 

Se realizaron estudios cinéticos para 2 de las 3 formas mo

leculares aisladas. El valor de Km para la arginasa obtenida a 

partir del segundo paso de purificación fué 3 mM. Las dos formas 

aisladas después de la segunda cromatografia en CM-celulosa 

exhibieron constantes de Michaelis-Menten similares para L-argi

nina. La Km para ambas formas moleculares l y 2, fué 6 mM a pH 

9.7, y a pH 7.0 se obtuvieron valores de 9 y 6 mM, respectiva

mente. Si no se incluyen cationes divalentes en el sistema de 

ensayo, las Km no cambian. Una concentración de arginina de 

300 mol, inhibió en un 30 % a la forma molecular l y en un 

43 % a la forma molecular 2, a pH 9.7. El pH óptimo para las dos 

formas moleculares fué 9.5-9.7. 

En el estudio del efecto de la temperatura, se encontró que 

hubo diferencias importantes en los 

activación (Ea) para las dos formas 

valores de la energia de 

moleculares principales. 

Estas diferencias persisten a dos diferentes concentraciones de 

Mn•2 (O y l mM) y a dos diferentes valores de pH (7.0 y .9.7). 

Bajo éstas mismas condiciones, no hubo diferencias en los vale-

res de la energía de desnaturalización (Ed) para ambas formas 

moleculares y éstas presentaron una gran estabilidad a pH 7.0, 

lo cual indicó que existe una asociación fuerte de las cuatro 
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Paso 

l. Rooogent1• 
udo 

2. Sobuna
dant• dtL 
homogenei• 
udo 

J. Acttor..t. 
'· i'rU:'IH' tra· 

t.1111lento 
con ctlor 

5. Segundo 
trata:i1tn• 
to con 

Vol. 

ml 

'" 

Jl6 

ctlor 300 
6, Oi·ceLuLou JO 
7. SuL!ato de 

amonio 
(40 11 

e. CM·c1L1.1Lcu 

Act:tolaL 

unldadu 

125,000 

lU,000 
140,000 

116,000 

12'·ººº 106,800 

'º·ªºº 2&,000 

i'rot•ln• total 

U,200 

"'_\ 
13,824 ;: ,.7 

._ ... S,90~ -

'. i'. 5.1\~'.~.:·-

10"76 
240 

17,6 ... 
-,''.Q6.!17 

' 8l~ ~3 

31.97 
18.75 

30.99 
160.ZO 

La produccl.dn couupcndt al. pico princlrd. Un• unidad da &r&lnua u la c.intldad de enrtl!la qua produca 
1 j.¡.':'IOl de una a J7'C. Pues 6 y 1: Crcr.iatcgraUa en ct·ceLulou. y 1ulhtc de -.i1Cnlc. 

'ub-unidades a ese valor de pH. 

En comparación con la actividad observada en ausencia de 

Mn+2 , Co 1 o Ni+'; estos iónes aumentaron la actividad de ambas 

formas moleculares de arginasa, a pH 9.7. Los iónes también 

fueron eficientes en la estabilización de ambas isoenzimas al 

mismo pH. Cuando las dos formas moleculares fueron preincubadas 

en ausencia del ión metálico a pH 7.0, se observó que ocurrió 
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cierta desnaturalización de éstas. El Mn+' efectuó una restitu

ción total de la actividad enzimática, pero éste efecto no fué 

observado con Co 1 y Ni+' Estos iónes se comportaron de una ma-

nera diferente en la restauración de la actividad de las isoen

zimas, por lo que es muy probable que se pueda obtener una con

formación apropiada a través de la interacción de ciertas combi

naciones de iónes metálicos. 

Las isoenzimas de arqinasa purificadas y aisladas a partir 

del liltimo paso en cromatoqrafia con CM-celulosa, fueron someti

das a la electrofóresis. A pH 5.5, se observaron dos picos de 

actividad que migraron hacia el cátodo y casi toda la actividad 

de arginasa estuvo asociada con ambas bandas. 

El peso molecular determinado por filtración en gel fué de 

110,000 a 115,000 para ambas formas de arginasa. De las placas 

de inmunocromatoqrafia; una combinación de técnicas para los en

sayos del peso molecular e inmunodifusión, se obtuvo un solo pi

co de actividad con un peso molecular igual al determinado por 

filtración en gel. 

A partir de los estudios inmunológicos, se concluyó que las 

isoenzimas aisladas tienen determinantes antigénicas muy simila

res contra anticuerpos preparados en conejo. 

Este estudio presentó evidencia sobre la existencia de 

varias formas cati6nicas de la arginasa de higado de rata, se-

paradas por 

distinguieron 

cromatografia en CM- Celulosa. Los resultados no 

la diferencia entre la presencia de distintas 

proteinas o un fenómeno de interconversi6n entre las tres formas 
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moleculares principales. En un estudio anterior se reportaron 

dos formas moleculares de esta enzima, las cuales fuéron separa

das por cromatografia en DEAE celulosa. A partir de los 

homogeneizados crudos, se observaron dos bandas de actividad en 

electrofóresis; una migró hacia el cátodo y la otra hacia el 

ánodo (65). 

Por otra parte, se ha reportado que la arginasa de hlgado 

de rata es homogénea (53,59,60). El hecho de que otros investi

gadores (53,60) no reportaran los picos menores de actividad, 

puede ser debido a que Tarrab et al (65), utilizaron una alta 

concentración de proteina, lo que permitió visualizar las acti

vidades de arginasa relativamente menores, o quizá fué debido a 

las diferencias en los animales y metodologia utilizados. 

Se ha reportado que la arginasa de hlgado de rata se 

encuentra distribuida entre las particulas celulares como el nú

cleo, microsomas y mitocondria (58). Para liberar mayor cantidad 

de enzima, se requiere una fuerza i6nica mayor. Esta observación 

puede explicar el que Farron (2) haya obtenido un solo pico de 

actividad para la arginasa de hlgado de rata. Se puede asumir 

que la extracción con agua a la manera de Farron, permitió obte

ner preferencialmcnte un tipo de arginasa o solo suficiente 

enzima para permitir la visualización de la forma con la concen

tración mayor. 

El significado de la presencia de diferentes formas molecu

lares de arginasa en el higado de rata no se conoce totalmente. 

sin embargo, se ha sugerido que las múltiples formas contribuyen 
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a ventajas significativas, las cuales han sido seleccionadas 

durante la evolución. Se han realizado varios estudios en rela

ción al control genético y ontogénesis de las isoenzimas. La 

evidencia acumulativa indica que las isoenzimas son utilizadas 

para la dirección de metabolitos a lo largo de rutas metabólicas 

especificas (65). Las isoenzimas también pueden tener una deter

minada función catal1tica conferida a una estructura o comparti

mento celular. Desde su descubrimiento, estas moléculas han sido 

relacionadas con la diferenciación de tejido. Por otra parte, se 

puede considerar la posibilidad de que algunas isoenzimas sean 

prote1nas vestigiales, remanentes de la evolución genética. 

Btecto de la dieta proteinica y de la inanición. 

Schimke (64) estudió los mecanismos que alteran la s1ntesis 

de urea, en respuesta a las diferencias en el consumo de prote1-

na. La adaptación a la variación de los niveles de prote1na en 

la dieta de las ratas, está relacionada con los cambios en los 

niveles de actividades enzimáticas, as1 como con las diferencias 

en el tamano y contenido de prote1na del h1gado (Tabla 26). 

l.- En este estudio se determinaron los efectos de la variación 

del consumo de prote1na en la dieta, sobre las actividades 

enzimáticas de las rutas asociadas directamente ·con el 

metabolismo de aminoácidos. se e~contró que el contenido 

total de todas las enzimas del ciclo de la urea fué 

directamente proporcional al consumo diario de prote1na 

(Tabla 27). 
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tabla 215. E.hcto• de la dhti prot.dnice . 1n .i· pHo - corpofat, puo ~.~-~t.l~~·>:~.o~~;~·l~~:.:~·~ prÓ~·~~n• •n el 
ht11do y •n Lt ucrulón d~ t.JrH, .UIO: · ' ., 

"PUo del 
cuerpo ta) 

-Puo del 
hh1do Ca> 

·Prot.dn1 d•L 
ht11do 
(mg/&) 

·Consumo dt 
dht• 
(g/dh) 

·In111tión d1 
prot•fn• 
11/dh) 

-Excn1tón d1 
uru l1/di1I 

-Excruión d1 
ur1a/Ina11t.lón 
d1 prot.e(n• 

1.90 1.10 ._ .... _, 

0,78: 

o.o : 0.10 ... -

~~~~~·.:~}~ ~ i 
,, · ~ .~' :,_-:.·· ;:- -~'~:-;~·~~·~ :Ó~\u 

:;=_ .~~~·~~·}:·,~,. ~5 
c'.:~;~g:·~ ·~· ; .. 

- ;. ~· -. - .--

-~~·~: 0:1 

'" 
_ 3.81 : 0.34 

o.u t: 0.111 

Loa arupo1 d• ratu con p1101 lntchl11 d• $0 • 150 a <lrUPo . ..\, ·~. d.-'uO · .•. Úo & c
0

•d• una Carupo 8), crecieron 
dur1nt.1 llo dha con dht.u cont1n1tndo 15, 30 y 150 Z de caulna. Cada v.lllor repru1nt.1 al pr01111dlo d• 11 
anl111alts : 1rror 11t.1ndar. · 

Una relación similar se encontró para las transaminasas 

alanina-glutámica y aspártico-glutámica (asociadas con la 

conversión de aminoácidos a cetoácidos). Las deshidrogenasas 

láctica y glucosa 6 fosfato demostraron patrones de cambio 

diferentes, mientras que las deshidrogenas málica y glutámi-

ca no fueron afectadas por los cambios en la dieta de 

proteina. 
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• - -¡- O- •• ·- '.·- ;~, ~",- _:· ;-'-••• ;--•• • º .. ' .O"_; ' 

tabla 27. ,!~::le;,.~· la dl;t~ proteini~_. •n io1 niv1l11 - d~._ l~• -~~~~111 ... ·-~~l -'~i~lo: de" h, u;.-. •n el hi&l.do d9 

Enzl.ma 

-C1rba1111.l 
Co1hto 
llnt•t.11• 

-Ornltl.na 
carbamU 
tun1hrna 

-Ar¡ln1no 
succln1to 
Untela11 

-Arglnlno 
1ucclnato 
lhu 

-flr¡inoa 

·\··~ ~' ., -·)j '·',;i',; 

828 t: 18 

18200 :t 240 U680:t200 18500:t.260 

)'>'· ·_·\< <··-· .. <·:\·:·.-.':'.? 
21200 :t Z89. -'.'.'5so·~~· ·::: 5zo'· 38200 :t 650 

121 t: 12 207 :t 20 3Zli :t 21 

us : io 210 : 8 525 :t s i.112 : a 1250 : a 911 : s 
38300 :t 1500 29700 :t lJOO .t.0400 :t 900 37800 :t 1200 8•500 : 1600 50600 t: 1800 

Lo1 grupo• da ratas ccn pno5 lnicialu d1 50 a 60 g (grupo A) y d1 11,,0 a 150 g cada una (grupo BI, cnchron 
durante 14 dlu con dlatas cont1nundo U, JO y 60 1 d1 castina. Cada valor upnunta 1l prom1dlo de 6 
anlm1l11 :t •rror 15tandar. L•s act1.vl.dad1s 1nzlmit1.cas son u::pruadaa con:o mlcrcir:ol11 d1 producto formado 
por g d1 Pª'º hWn1do da higado a J1'C. Lo1 valorn p.ua las act.1v1dadu dt arglnlnosucc1n1to 1lnt.1tua nUn 
basados en una sart• Stparada d1 utas pesando da 140 g a 150 g al ln1cl.o del pan6do ax¡::1t1.:i•ntal, 

2.- Después de un aumento agudo en la concentración de proteina 

en la dieta, los cambios en los niveles de las enzimas del 

ciclo de la urea fueron completados en un plazo de 4 a 14 

dias. Las disminuciones agudas en la dieta de prote1na, 

dieron como resultado, una disminución neta en el contenido 
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enzimático que fué máxima hasta después de s dias. 

J.- La purificación y caracterización de la arginasa y de la 

ornitina carbamil transferasa a partir de higados de rata 

con diferentes actividades, no revelaron diferencias en las 

propiedades de pH optimo, valores de Km, coeficientes de 

temperatura, pesos moleculares o nameros de recambio. Se 

concluy6, por lo tanto, que las diferencias observadas en 

las actividades enzimáticas son debidas a la variación en el 

contenido de proteina especifica más que un efecto de los 

activadores,inhibidores, o una alteración en las propiedades 

cinéticas de las moléculas de enzima. 

4.- A partir de los resultados, se sugirió que las alteraciones 

provocadas por el contenido de proteina en la dieta, 

representan un ejemplo de adaptación en los mamiferos, el 

cual involucra la sintésis y la degradación de la enzima 

proteinica especifica. 

Más tarde, Schimke (60) estudió los efectos de la inanición 

y el mantenimiento de una dieta libre de proteína sobre los ni

veles hepáticos de las enzimas involucradas en la sintésis de 

urea. Aunque ambas condiciones están asociadas con la no in

gestión de proteina y con una gran perdida de la proteina 

total del higado, as! como con otros constituyentes de los 

tejidos, los efectos en la excresión de urea fueron dramatica

mente opuestos. Así, durante un ayuno prolongado, la energia es 

derivada a partir de la proteina corporal y ocurre un aumento 

en la excresión de urea. Por otra parte, en una dieta libre de 
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proteina, los requerimentos de energia son obtenidos a partir de 

las grasas y carbohidratos. Bajo estas condiciones, la excresión 

de urea disminuye. 

Durante el séptimo dia experimental, ambas condiciones (la 

inanición y la dieta libre de prote1na), dieron como resultado 

una pérdida grande de la protelna total del h1gado. Sin embargo, 

durante la inanición, la excresión de urea aumentó 5 veces sobre 

el valor de los animales que fueron mantenidos en una dieta con 

15 % de proteina; mientras que la dieta libre de prote1na 

produjo una disminución de 25 % en la excresión de urea, con 

respecto a los controles. Los niveles de las enzimas del ciclo 

de la urea están relacionados con el rango de excresión de urea 

más que con el contenido de prote1na en el h1gado. 

La inanición está asociada con una elevación neta de 120 a 

300 % en la actividad de cada una de las enzimas del ciclo de la 

urea, con respecto a las actividades presentes al inicio del 

ayuno. Las dietas libres de prote1na producen una disminución en 

los niveles enzimáticos, que no son más grandes que la pérdida 

de la prote1na total del h1gado. 

Estos efectos diferenciales de dos formas de agotamiento de 

prote1na indican la presencia de mecanismos de control para 

enzimas especificas en el higado de rata. De acuerdo con esto, 

se sugirió que las variaciones en la excresión de urea pueden 

ser medidas, en gran parte, por alteraciones en los niveles de 

las enzimas asociadas espec1ficamente con la sintesis de urea. 

Dos afies mas tarde, Schimke (207) realizó mediciones de la 
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sintésis y degradación (recambio) de la arginasa de hígado de 

rata y demostró que los cambios en la velocidad de degradación 

asi como los cambios en la velocidad de sintésis, pueden ser un 

factor importante en la determinación del nivel de esta enzima. 

La arginasa es una enzima adecuada para los estudios de síntesis 

y degradación a partir de cambios enzimáticos, ya que esta 

aumenta o disminuye 11 in vivo" en respuesta a un namero de facto

res que aumentan o disminuyen la excresión de urea. 

La velocidad de recambio de la arginasa de higado de rata 

"in vivo" fué determinada usando técnicas de administración de 

isótopo. La arginasa se aisló en un estado homogéneo por proce

dimentos de purificación o por precipitación inmunológica. 

Una dieta de aminoácidos conteniendo 14C-L-lisina de radio

actividad constante, se administró de manera continua a las ra

tas durante periodos de más de 28 dias. Se encontró un tiempo 

de vida media de dias, a partir de la incorporación de 

14C-L-lisina en la arginasa, basada en los primeros 4 dias de 

administración de la marca. Por el dia 20 de la administración 

del isótopo, 91 % de los residuos de lisina en la arginasa 

aislada fueron reemplazados a partir de la fuente dietética, y 

75 % de los residuos de lisina fueron reemplazados a partir de 

la proteína total del higado; de tal manera que toda la arginasa 

y gran parte de la proteína total del higado, fueron reemplaza

das a partir de la fuente ex6gena. La velocidad de pérdida de 

isótopo a partir de la arginasa marcada con "c-guanidino-L-ar

ginina siguió cinéticas de primer orden con un tiempo de vida 
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media de 4 a 5 dias. 

Las contribuciones a partir de las alteraciones en las ve

locidades de degradación de la arginasa, se evaluaron como un 

mecanismo para la adaptación de la enzima en tejidos animales. 

Durante la supresión 

detiene, mientras que 

de comida, la degradación 

la sintesis continua a 

de arginasa se 

una velocidad 

constante, provocando un aumento del doble en el contenido de 

enzima después de 6 dias. En el cambio de una dieta alta en 

proteína a una dieta baja en proteína, la velocidad de degrada

ción de la enzima aumenta y la velocidad de sintesis disminuye; 

decreciendo por lo tanto el contenido de enzima. 

Bteoto de la adrenalectomía. 

Aunque la adrenalectomia y el tratamiento con hormona del 

crecimiento (90) causan una disminución en la excresión de ni

trógeno y ambas disminuyen la actividad de arginasa en el hí

gado de rata, los cambios en el patrón metabólico general son 

absolutamente diferentes. En las ratas con adrenalectomia, la 

disminución en la excresi6n de urea está relacionada con una 

disminución en la gluconeogenésis a partir de la proteina, y en 

ratas tratadas con hormona del crecimiento, está relacionada con 

una acumulación de proteina (91). 

La reacción limitante de la velocidad del ciclo de la urea 

en el hígado de rata, es la enzima condensante del sistema argi

nina sintetasa; la argininosuccinato sintetasa. La actividad de 

de esta enzima es importante, ya que a través de las reacciones 

limitantes de la velocidad es como se ejerce el control metabó-
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lico. La actividad de argininosuccinato sintetasa disminuye en 

el higado de ratas con adrenalectomia, y un aumento grande 

ocurre en ratas tratadas con hidrocortisona y en ratas diabé

ticas o hipertiroideas (92). 

Me Lean et al (89), efectuaron mediciones de las 5 enzimas 

del ciclo de la urea con el objeto de determinar si la adapta

ción metabólica a la disminución en la excresión de urea, in

volucra especificamente la reacción de velocidad limitante (la 

manera más economica de disminuir la producción de urea), o si 

la actividad de todas las enzimas del ciclo de la urea cambia. 

La adrenalectomia causo una reducción en la actividad de 

las 5 enzimas del ciclo de la urea y de la deshidrogenasa glutá

mica. Los cambios más notables ocurrieron en la actividad de 

la argininosuccinato sintetasa y en la arginasa de higado; 

ambas cayeron a casi 40 % de los valores de los controles (Tabla 

28). 

El tratamiento con acetato de cortisona, causó un aumento 

en las actividades de argininosuccinato sintetasa, arginino

succinato liasa y arginasa (localizadas en la fracción soluble 

de la célula), con respecto al valor control. En ratas con 

adrenalectomia, el acetato de cortisona restauro las actividades 

de éstas enzimas hacia el valor normal; la arginasa mostró la 

respuesta más rapida. 
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Tabla 28. ECect.o de La ,,dr~nalect.>lm(.i. sobu 
de rata. _( 89) 

Uo. 1le .mtmales 

-Peso corporal. 
inlcial (g) 

- Peso corporal 
(inal (g) 

-Peso det hi
gado (g) 

-CarbamU CosCa
t.o dntetasa: 
Act. total 
Act.. npeci!ica 

-Ornitlna carba
mil trans!er.ua: 
Act. tot.ll. 
Act.. ospeci!ica 

\O -Peso corporal 
\O inicial (g) 

-Peso corporal. 
!inal (gl 

-Paso del hl ~ 
gado (g) 

-Arglninosucci
nat.o st.nt9t.asa: 
Act.. total 
Act. upec!!ica 

-Arsinlnosucc 1-
nato liase: 
Act.. total, 
Act. especi!ica 

-Arslnasa: 
Act.. total 
Act. aspecí!ica 

10 

lO 

o.au 
0.006 

< o. 001 
o oaz 

los resultados represcnt,·m Lt medl.s J:: E.E.H. (error ·ast<1n·d.,~:(1;· 1~·.-~e1h::~j, -t)~.., 11n&.dad de act.1vldad enztm¿t.ica 
es definida como la c.lnt1d.1d do enz.tm,, 11ue cataliza. ta CorrMc.ldn, ''ª-"~- iuno~ d& •uea/h/& :fe tejido, La actLvldad 
especi!ica esta expresada ccrr:o 1miJ.id1;1s totales/100-& de p_eso·"~tirpor.il-.--'··-- .. -: no -Jl!t.etm1nado. 
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El cambio más notable en los animales tratados con hormona 

del crecimiento, fué la reducción en la actividad de la argini

nosuccinato sintetasa. 

Todas las condiciones estudiadas que conducen a la hidroli

sis de prote1na y al aumento resultante en la excresión de urea, 

ya sea una dieta rica en proteína, la inanición o la administra

ción de corticoesteroide, están asociadas con aumentos en las 

actividades de todas las enzimas del ciclo de la urea. Por otro 

lado, se ha demostrado que las glándulas adrenales intactas no 

son necesarias para el aumento en los niveles de las enzimas, 

producidos por una dieta alta en proteínas (90). 

La administración de aminoácidos individuales, urea o algün 

sustrato especifico del ciclo de la urea (ornitina, citrulina o 

arginina), no produjo ninguna alteración en los niveles de las 

enzimas del ciclo de la urea. 

Las concentraciones intracelulares, en el estado de equili

brio de arginina, citrulina y ornitina fueron constantes bajo 

las condiciones que conducen a alteraciones en la excresión de 

urea y en los niveles enzimáticos. 

Se encontraron dos condiciones en las cuales la actividad 

de arginasa no cambia en un patrón similar a los cambios en las 

otras cuatro enzimas, indicando que el nivel de ésta enzlma es 

controlado en una manera diferente (90): (a) la adrenalectomla 

resulta en una disminución de 70 a so % en la actividad espe

cifica de arginasa, mientras que la disminución en las otras 

cuatro enzimas es a lo mucho de 30 %; (b) cuando las ratas se 

100 



alimentan con una dieta libre de arginina, las actividades 

especlf icas de las cuatro enzimas involucradas en la biosintésis 

de arginina aumentan 2 veces por arriba de los niveles basales, 

predichos sobre las bases de excresión de urea; mientras que la 

actividad de arginasa no se modifica. 

La administración simultánea de L-etionina, eliminó el 

aumento en los niveles de actividad de ornitina carbamil trans

ferasa y de arginasa producidos por la administración de acetato 

de cortisona. 

Efecto del zinc en la dieta. 

Varias investigaciones han indicado que se presentan defec

tos en los sistemas enzimáticos del ciclo de la urea debido a 

una dieta deficiente en zinc (93,94). 

En ratas, una dieta deficiente en zinc administrada a lo 

largo de 2 a 3 semanas, produjo un aumento en la actividad de 

arginasa y un aumento en la excresión de urea y ácido úrico en 

la orina (94). Por otra parte, en cerdos, no se observo cambio 

en las actividades de arginasa o glutamato deshidrogenasa, 

después de ser alimentados durante 6 semanas con una dieta def i

ciente en zinc (36). 

Rabbani et al (185), encontraron que en ratas deficientes 

en zinc, la concentración de urea en sangre declinó drástica-

mente durante la cuarta semana experimental. Esto parece indicar 

que el tiempo de duración de la deficiencia de zinc, afecta la 

actividad de arginasa y glutamato deshidrogenasa. 
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Rahmatullah et al (36), observaron un aumento en la acti

vidad de glutamato deshidrogenasa y ningón cambio en la activi

dad de arginasa en ratas alimentadas con una dieta deficiente en 

zinc durante 15 semanas. Las discrepancias entre los resultados 

de estos investigadores y los anteriores (94), pueden ser debi

das a la diferencia en el grado de duración de la deficiencia de 

zinc, ya que la concentración de urea en sangre empieza a decli

nar de manera pronunciada y significativa en la cuarta semana 

del régimen diétetico. 

Las ratas después de ser alimentadas can una dieta def i

ciente en zinc durante dos semanas, empiezan a desarrollar 

s1ntomas de deficiencia en el desarrollo. Estos s1ntomas se 

caracterizan por retardo en el crecimiento, pérdida de pelo, le

siones dérmicas y fisuras en las comisuras de la boca. 

La deficiencia de zinc no tuvo efecto sobre el peso del te

jido. Por otra parte, las ratas deficientes, mostraron actividad 

baja de ornitina carbamil transferasa y de glutamatodeshidroge-

nasa (95). Los resultados apoyan la sugerencia de Rabbani et al 

(93), de que la utilización de amoniaco es defectuosa en ratas 

deficientes en zinc, dando como resultado su elevación en el 

plasma. Estos investigadores también notaron una disminución en 

la actividad de ornitina carbamil transferasa pero no midieron 

la actividad de glutamato deshidrogenasa. 
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Requlaci6n hormonal. 

Mimic-oka et al (145), estudiaron la funéi6n de la qlandu-

la adrenal en la regulación de la actividad de la arginasa renal 

y determinaron el nivel de sensibilidad de ésta enzima a la hi

drocortisona en comparación con la arginasa hepática (Tabla 29). 

Condiclon11 

Rlft6n: 
Controles 
Tr.tt.IJ!ll.•nto con 
hidrocort.isona: 
•!imt,/100 gd1 
p .. o corporlll 
1r14/lOO ¡d1 
peso corporal 
.-r.g/loo a d1 
poso corporal 

HlglldO: 
Controles 
Trata.11hnto con 
hidrocortls::r?.t: 
-5 rr.g/100 g d1 
puo corpoul 
mg/100 g di 
peso corporal 
ma/100 a da 
p1110 corpoul 

'"¡,: , \.-¡~:' -:.,. '" 
'i.fÍa'·~.-;:¡r.:'56' ~<-"- ·:.. '~:_,·~/~~:::..:',;-~;~-~' 
-.;e,'.:~ ;:?~·-- --~--~-·,".: <~:-/·:;r·-- , .. " 
-''i'~,~~¡:::;:~ ~-:·~~~(;: ":;:v· o:~i~o.J·::. -

:~4:i.;e.'; ~.:-~.:i1tr!: ;;~i~: -i~152,_9J 
Jt;.U : - Z.Ji.'' 

308,7 :. lil.fi - . 

361.0 : 60.0 

356.0 .tlil..3 

795.9 : 10.9 

.. 11. 7 

• U.l 

_!!~~i~----

-";:, _·< O:_DOl -10 

·c"i:J.JOl ·H 

< O,üOl 

;. 0.05 -10 

• 0.05 -zs 
< 0.001 

Los datos de actividad r•pnuntan la media~ O.E. (duviacidn utandar), Una unidad 'de Aralnau H h 
cantidad de enzima que produce l µ:nol de una en 1 min a Js•c, pH 8,6. 
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El efecto de la administración de hidrocortisona en la 

actividad de arginasa depende de la dosis empleada. Dosis 

pequenas de hidrocortisona tienen un efecto debil sobre la acti

vidad de arginasa en el h1gado, mientras que altas dosis de hi

drocortisona cambian significativamente la actividad de ésta en-

zima. En éste 

produce una 

h1gado. 

estudio también se demostró que la adrenalectom1a 

disminución de la actividad de arginasa en el 

La arginasa renal es mucho mAs sensible al efecto de la hi

drocortisona exógena. Al aumentar la dosis de hidrocortisona 

ocurre un aumento proporcional en la actividad de arginasa en 

los rinones. La adrenalectom1a, sin embargo, no cambia la acti

vidad enzimAtica en el riñón. El efecto de la hidrocortisona 

exógena en la arginasa renal fué el mismo en ratas adrenalecto

mizadas y en ratas intactas. Estos resultados pueden ser funda

mentales para postular que la actividad de arginasa en el riñón 

es regulada de una manera diferente a la actividad en el higado. 

Greengard et al (132), demostraron que la acumulación de 

arginasa en el h1gado de rata ocurre en dos pasos distintos; 

durante el periodo fetal tard1o (Qltimos d1as de la gestación) y 

durante la tercera semana postnatal. 

Una inyección de tiroxina (pero no de hidrocortisona), re

saltó la acumulación prenatal de arginasa. La inyección de 

hidrocortisona (pero no de tiroxina) en ratas de 5 a a dias de 

edad, ocasionó que el nivel de arginasa hepática aumentara a los 

niveles presentes en el h1gado de rata adulta en solo 24 h. La 
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adrenalectom!a en ratas de 12 d!as de edad, inhibió la acumula

ción natural de arginasa. Los resultados sugieren que las horma-

nas tiroidea y glucocorticoide promueven sucesivamente la 

formación de arginasa durante los periodos fetal tard!o y 

lactante, respectivamente. 

Husson et al (137), han reportado que las actividades de 

arginino succinato sintetasa, arginino 

nasa aumentan con regularidad en el 

entre los 17.5 d!as de la preñez y 

succinato liasa y argi

h!gado de ratas fetales, 

el nacimiento. Con la 

excepción de argininosuccinato liasa, todas las enzimas del ci

clo de la urea son afectadas por .la supresión de glucocorticoes

teroide durante el perlado fetal tard!o (18 dlas de preñez). Al 

administrar cortisol (hidrocortisona) a los fetos carentes de 

corticoesteroide, las actividades de argininosuccinato sintetasa 

y arginasa aumentan. La actividad de argininosuccinato liasa 

parece responder a la hormona solo después del nacimiento (184). 

En una investigación posterior, Husson et al (180) demos

traron que las actividades de argininosuccinato sintetasa, argi

ninosuccinato liasa y arginasa aumentan en las ratas recien na

cidas. Los nacimientos prematuro y postmaduro ocasionan un 

cambio en el patrón de desarrollo de éstas actividades, lo cual 

sugiere que el aumento observado en la actividad de las tres en

zimas, es iniciado por el proceso del nacimiento. 

La inanición en las ratas recien nacidas no tuvo efecto 

sobre el desarrollo postnatal de las actividades de arginino

succinato sintetasa, argininosuccinato liasa y arginasa. 
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La adrenalectomía bilateral en el nacimiento causa una 

inhibición parcial del aumento postnatal de las actividades de 

argininosuccinato liasa y arginasa mientras una inyección de 

cortisol previene estos efectos de la adrenalectomia. Los re

sultados sugieren que la secresi6n adrenal es una condición ne

cesaria para el aumento de la actividad enzimática de las ratas 

prematuras. 

Snodgrass et al (124) demostraron que cuando a las ratas se 

les administra glucagon en dosis farmacológicas (4 mg/kg/día) 

ocurre un aumento en las actividades de las cinco enzimas del 

ciclo de la urea. Las relaciones máximas de actividades en

zimáticas (unidades/hígado por 100 g de rata) sobre los contro

les fueron: 2.0 para carbamil fosfato sintetasa, l.J para orni

tina carbamil transferasa, 2.7 para argininosuccinato sintetasa, 

J.2 para argininosuccinato liasa y 2.2 para arginasa. La actino

micina D o puromicina previnieron los efectos del glucagon. 

El aumento de la actividad de arginasa después del trata

miento con zinc-qlucagon es igualado por un aumento en la enzima 

inmunoprecipitable. 

La alimentación de las ratas durante dos días con hidr6li

zado de caseína, ocasiona un aumento en las actividades de las 

cinco enzimas de 1.5 a 2.2 veces y produce niveles de 91uca

gón en plasma similares a los requeridos para la inducción 

enzimática por glucagon exógeno. Esto demuestra que cuando la 

alimentación incluye proteína, el glucagon es un inductor de las 

actividades enzimáticas del ciclo de la urea. 
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Sin embargo, estos experimentos no indican si el glucagon 

actQa como un inductor enzimático por su efecto directo sobre 

las células del higado o si actua por efectos indirectos como la 

liberación de otras hormonas, o cambios en los niveles de amino

ácidos o ácidos grasos en el plasma. 

Gebhardt et al (117), cultivaron células del parenquima de 

higado de rata adulto en monocapas perfundidas. Los niveles de 

las enzimas del ciclo de la urea aumentan entre 15 % y 60 % en 

respuesta al glucagon (10 µM) en 24 h. La estimulación es 

drásticamente resaltada por la presencia simultánea de dexameta

sona (10 µM), especialmente en el caso de argininosuccinato sin

tetasa y argininosuccinato liasa, las cuales aumentan cerca de 3 

veces. 

La dexametasona (sin la presencia de glucagon) produce una 

estimulación despreciable pero ejerce un efecto similar al del 

glucagon cuando se administra 6 h antes del tratamiento con el 

mismo. 

El efecto del glucagon, particularmente en presencia de 

dexametasona es imitado por (bu) AMPc (dibutiril adenosina 3 1 :5' 

-monofosfato) mientras que la epinefrina no tiene efecto. La 

ciclohexamida elimina todas las estimulaciones inducidas por las 

hormonas o por (bu) AMPc, sugiriendo la implicación de sintesis 

de proteina en el proceso de inducción. 

En un estudio posterior, Lin et al (J2) llevaron a cabo ex

perimentos para demostrar: l) si el glucagon solo, puede aumen

tar las actividades de las cinco enzimas del ciclo de la urea en 
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cultivos de monocapas de hepatocitos de rata; 2) si el glucagon 

es efectivo en concentraciones fisiológicas; 3) si otras hormo

nas como los corticoesteroides o insulina juegan una función 

permisiva o antagonista con el glucagon; 4) si el AMPc es el 

segundo mensajero del glucagon en el proceso de inducción; y 

5) si el glucagon aumenta las actividades "in vitre" por 

inducción enzim~tica. 

Al cultivar las células con dexametasona 10 µM y con gluca

g6n 10 µM, se observó un aumento en las actividades de las cinco 

enzimas del ciclo de la urea. Los aumentos sobre los valores de 

los controles fueron los siguientes: carbamil fosfato sintetasa, 

1.5 veces; ornitina carbamil transferasa, l.2 veces; arginino

succinato sintetasa, 1.9 veces; argininosuccinato liasa, 1.8 ve

ces y arginasa, 1.7 veces. 

La dexametasona (sin la presencia de glucagon) produce un 

aumento de l.2 veces en las actividades de argininosuccinato 

sinteasa y argininosuccinato liasa. 

El uso de (bu) AMPc 10 µM, ocasiona un aumento en la acti

vidad de argininosuccinato sintetasa únicamente, pero cuando 

éste se combina con dexametasona 10 µM, se activan las cinco en

zimas. La combinación del corticoesteroide con el (bu) AMPc, 

causa un efecto sinerg1stico en la inducción de las actividades 

del sistema arginina sintetasa (32). 

La inducción por glucagon con o sin dexametasona, no es 

afectada por la insulina. Otras hormonas tales como la epinefri

na, pentagastrina, secretina, colecistoquinina octapeptido, di-
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metil prostaglandina E2, triiodotironina, estradiol y la hormona 

del crecimiento, no afectan las actividades enzimáticas ya sea 

que éstas se utilicen solas o en combinación con glucagon o 

dexametasona. Así, el glucagon, apoyado en una función permisiva 

por los glucocorticoesteroides, es el unico inductor hormonal 

identificado de las cinco enzimas del ciclo de la urea, en cé

lulas de hlgado de rata (32,89,92). 

El glucagon puede aumentar las actividades de las cinco en

zimas del ciclo de la urea en hepatocitos cultivados, si éste se 

encuentra presente en una concentración suficientemente alta du

rante un periodo de tiempo prolongado (J2,117). A concentra

ciones fisiológicas (10 µM), el glucagon (sin la presencia de 

dexametasona) , solo activa a la argininosuccinato sintetasa 

(J2). La dexametasona parece facilitar el potencial del glucagon 

para la inducción de las otras actividades enzimáticas . Esto es 

un verdadero efecto permisivo. 

El mecanismo por el cual la dexametasana aumenta el poten

cial de la inducción enzimática a través del AMPc o el glucagon, 

es desconocido (J2). 

un descubrimiento novedoso es la evidencia de que un aumen-

to en la enzima proteica, no 

partir de los efectos combinados 

solo en la actividad, resulta a 

del glucagon y de la dexameta-

sena en los casos de argininosuccinato liasa y arginasa. Las 

inmunotitulaciónes indican que los incrementos producidos por 

éstas hormonas en unidades de actividad enzimática, son debidos 

a incrementos iguales en las enzimas inmunoprecipitables. Aún 
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está por demostrarse si ésto es válido para las otras tres en

zimas del ciclo de la urea. 

Husson et al (184) estudiaron si el glucagon o el (bu) 2 AMPc 

pueden inducir la aparición prematura de las ültimas tres acti

vidades enzimáticas del ciclo de la urea, con o sin la acción 

concomitante de los glucocorticoesteroides (cortisol). Estos in

vestigadores determinaron los efectos "in vivo" de los glucocor

ticoesteroides y del glucagon en la s1ntesis de argininosuccina

to sintetasa, argininosuccinato liasa y arginasa durante el 

periodo fetal tard1o. 

La administración ex6gena de glucagon causa un aumento en 

las actividades de argininosuccinato liasa y arginasa en los h1-

gados de ratas fetales a término pero no a estados tempranos. El 

glucagon produce un aumento temprano en la actividad de argini

no succinato liasa, en los fetos tratados previamente con 

cortisol. 

cuando los fetos se privan de corticoesteroide (hipo

fisectom1a in utero), el glucagon no promueve la actividad de 

argininosuccinato liasa, indicando que se requieren los gluco

corticoesteroides para resaltar la actividad enzimática por glu

cagón. El (bu) 2 AMPc es capaz de aumentar las actividades enzimá

ticas hasta en los fetos con hipofisectom1a. 

Los resultados obtenidos al inyectar inductores combinados 

indican que la interacción glucocorticoesteroide-glucagon puede 

estar involucrada en la regulación de argininosuccinato sinteta

sa y argininosuccinato liasa. No se encontró acción sinergista 
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de éstas hormonas para la regulaci6n.de. la actividad de arginasa 

•in vivo• (184). 

En otro estudio, Haggerty et al (143), caracterizaron la 

regulaci6n por glucocorticoides de los niveles de arginasa y 

argininosuccinato sintetasa en dos lineas de hepatoma de rata, 

H -11-E-c y MH e ; éstas lineas célulares contienen actividades 

de arginasa y argininosuccinato sintetasa a niveles constituti

vos bajos. 

La hidrocortisona eleva la actividad de ambas enzimas en 

funci6n del tiempo de exposición y de la dosis de hormona. Este 

efecto se presenta aún en pequeñas 

(O.l-0.9 % v/v) y es bloqueado por 

cantidades 

un exceso 

de etanol 

del asteroide 

ºanti-inductor", fluoximesterona. Otros inductores tales como 

dexametasona y corticosterona, son tan efectivas como la hidro

cortisona para elevar los niveles de arginasa y argininosuccina

to sintetasa a concentraciones saturantes. La inhibición de 

estas estimulaciones por ciclohexamida, indica que la síntesis 

progresiva de proteína célular es requerida para la estimulación 

hormonal de ambas enzimas. 

Los resultados anteriores corroboran los estudios realiza

dos en el animal completo y permiten obtener la conclusi6n de 

que la estimulación de las enzimas del ciclo de la urea por hi

drocortisona en las células de hepatoma, es mediada por un meca

nismo clásico de glucocorticoides que involucra la uni6n inicial 

a receptores asteroides especificas y la acumulación eventual de 

nuevas moléculas de enzima. 

111 



Traniello et al (189), han demostrado que la difusión de 

cortisol o insulina en el hígado aislado de gallina, no afecta 

la actividad catalítica de arginasa, en contraste con el efecto 

que éstas dos hormonas tienen 11 in vivo". Esto apoya el punto de 

vista de que el efecto de las hormonas (insulina o cortisol) 

"in vivo" es mediado y que no es directo sobre las células del 

hígado. 

La ciclohexamida suprime la estimulación "in vivo" del 

cortisol e insulina; ésto demuestra que la siintesis de proteína 

está involucrada en un proceso ya sea a nivel de un efector in

termediario o a nivel de una arginasa 11 ureotélica 11 sintetizada 

de novo. 

La difusión heteróloga de eritrocitos de vaca en la galli

na, ocasiona un aumento en la actividad catalítica de la argina

sa en el hígado de la misma y su Km para arginina decrece. Estas 

propiedades son características de la aparición de una enzima 

ureotélica (122). 

Freeman et al (21), han demostrado que es posible inducir 

la actividad de arginasa en el utero de rata por administración 

de 17 -estradiol (2 y a g) durante 7 dias. El peso uterino, 

proteína total y actividad especifica de arginasa aumentaron con 

ambas dosis de estradiol. Sin embargo, los aumentos m~s grandes 

en el contenido de proteína total y actividad de arginasa se 

observaron con la dosis de 

demuestra que los estrogenos 

actividad de arginasa uterina. 

g. Con estos resultados, se 

participan en la regulación de la 
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Yamanaka et al (197), han 

influyen en las actividades 

próstata ventral en ratas. 

demostrado 

de arginasa 

que 

del 

los androgenos 

riñón y de la 

La castración 

vidad de arginasa 

ocasionó una disminución marcada de la acti-

en el precipitado 

mientras que el cambio de la actividad 

de la próstata ventral, 

en el sobrenadante fué 

totalmente moderado. Por otra parte, no se observaron cambios 

importantes de la actividad enzimática en ambos sobrenadante y 

precipitado del riñón. El tratamiento con testosterona a las 

ratas castradas ocasiono un aumento en la actividad enzlmAtica 

en el 

vación 

precipitado del riñón y de la próstata ventral; y la ele

de la actividad de arglnasa en el sobrenadante fué 

seguida por 

aumento en la 

un aumento de la actividad en el precipitado. El 

actividad enzimática de la próstata ventral fué 

más rapido que en el riñón, después de la administración de tes

tosterona. 

Es interesante notar que el crecimiento prostAtico evocado 

por la administración de testosterona, es acompañado por la 

elevación de la actividad de arginasa en el mismo tejido. 

En un estudio posterior, Yamanaka et al (196) demostraron 

que los estrogenos influyen en la actividad de arginasa en la 

próstata de rata adulto. 

La administración de benzoato de estradiol (5 o 500 g du

rante 7 dias) causó un aumento en la actividad de arginasa de 

la próstata dorsolateral, en contraste con la disminución de 

la actividad enzimática observada para la próstata ventral. 
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ontoqénesis de arqinasa. 

En 1980, Lamers et al (182) realizaron estudios sobre el 

perfil de desarrollo para dos de las enzimas del ciclo de la 

urea, la carbamil fosfato sintetasa y la arginasa. 

Estos autores estimaron las relaciones de respuesta a la 

dosis entre una hormona glucocorticoesteroide sintética, la 

prednisolona y las actividades de carbamil fosfato sintetasa y 

y arqinasa. El contenido de DNA fué estimado para correlacionar 

los cambios en las actividades enzimáticas con los cambios en el 

tamaño y número de células. 

También, en un perlado sensible a la prednisolona, por 

ejemplo la segunda semana postnatal, la potencia de la 

prednisolona se comparó con tres hormonas glucocorticoesteroides 

comunmente usadas: dexametasona, triamcinolona e hidrocortisona. 

En ratas, las actividades hepáticas de carbamil fosfato 

sintetasa y arqinasa están estrechamente relacionadas durante el 

desarrollo. Las actividades de éstas dos enzimas aumentan 

drásticamente durante los últimos dias prenatales y los prime-

ros 4 dias postnatales, asi como en la tercera semana postnatal. 

Se observan disminuciones en las actividades entre los dias 4 y 

9 días posteriores al nacimiento y después del destete, durante 

la adolescencia. Durante la senectud, las actividades aumentan 

de nuevo. 

Antes del nacimiento, el tratamiento con prednisolona no 

aumenta las actividades enzimáticas como lo hace durante las 

primeras 2 semanas postnatales, cuando parece precipitarse el 
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desarrollo normal de la tercera semana postnatal. En la cuarta 

semana postnatal, la sensibilidad al tratamiento con prednisolo

na aumenta apróxirnadamente 25 veces. Durante la segunda semana 

postnatal, la dexametasona prueba ser más potente, en concentra

ción molar, que la triamcinolona, la cual a su vez es más poten

te que la prednisolona e hidrocortisona. 

Los aumentos en las actividades enzimáticas que están 

asociados con los incrementos en los niveles de glucocorticoes

teroides en sangre, están también asociados con disminuciones de 

2 a 3 veces en el contenido de DNA, por ejemplo con disminucio

nes en la multiplicación de hepatocitos y aumentos en el tamaño 

célular del hepatocito. 

Algunas de las razones por las cuales la administración 

diaria de hormonas glucacorticoesteroides produce solo una esti

mulación debil de las actividades de carbamil fosfato sintetasa 

y arginasa en el periodo prenatal comparado con el periodo 

postnatal, pueden ser el alto rango de acumulación enzimática 

antes del nacimiento, junto con un alto nivel endógeno de hormo

na cortícoesterona circulante y una falta relativa de moléculas 

receptoras de glucocorticoesteroides en los hepatocitos. 

Lamers et al (183) en un estudio posterior, evaluaron la 

función de la hormona tiroidea en el aumento dirigido por la 

hormona glucocorticoesteroide (prednisolona) en las actividades 

de carbamil fosfato sintetasa y arginasa en los periodos prena

tal y postnatal inmediato de la rata. 

La administración de hormonas tiroideas causa un aumento 
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dependiente de la dosis en las actividades de carbamil fosfato 

sintetasa y arginasa en el hlgado de rata fetal pero no en el 

hlgado de rata neonatal. La administración simultánea de hormo

nas tiroidea y glucocorticoesteroide (prednisolona) resalta la 

acumulación enzimática inclusive en el feto. cuando se 

administran antes del nacimiento, las potencias relativas de 

T (J,S,J',S'-L-tetraiodotironina) 

triiodotironina) comparadas con T 

y T -contraria (J,5 1 -L-

(J,S,J'-L-triiodotironina) 

son 20-25 % y 1-2 % , respectivamente. Tanto antes como después 

del nacimiento, las hormonas tiroideas resaltan el contenido de 

DNA del hlgado. 

La hipofisectomla de los fetos causa una reducción de JO a 

40 % en el nivel de la actividad de carbamil fosfato sintetasa 

en los hepatocitos. Las hormonas tiroidea y glucocortico-

esteroide administradas individualmente a los animales con hi-

pofisectomia, estimulan la 

ces; y si se administran 

tratamiento con hormona 

actividad de enzimática de a 3 ve-

simultáneamente, de 4 a 6 veces. El 

tiroidea y/o glucocorticoesteroide 

iniciado antes del nacimiento, muestra perfiles ininterrumpidos 

de acumulación enzimática en los hepatocitos. 

El retraso del nacimiento por tratamiento con progesterona, 

conduce a rangos reducidos pero ininterrumpidos de acumulación 

enzimática en los hepatocitos. 

La progesterona inhibe la aparición normal o acelerada (por 

prednisolona) de las actividades de carbamil fosfato sintetasa 

y arginasa durante la gestación normal y prolongada. Los 
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argumentos para un antagonismo competitivo se mencionan a conti

nuación: 

(1) La disminución en los niveles de progesterona circulante 

durante los Ultimes 4 dias prenatales está acompañada por un 

aumento en los niveles del glucocorticoesteroide y por la 

aparición de las enzimas del ciclo de la urea. También en la 

primera semana postnatal pero no tanto en la segunda, la 

progesterona inhibe los aumentos inducidos por prednisolona 

de las actividades de arginasa y carbamil fosfato sintetasa. 

(2) La progesterona retarda la disminución del contenido de DNA 

inducido por el glucocorticoesteroide durante los 4 dias 

prenatales, pero éste efecto desaparece durante la gestación 

prolongada y después del nacimiento. 

Ambas actividades de carbamil fosfato sintetasa y arginasa 

aumentan en los fetos durante la gestación prolongada, asi como 

en los neonatos de la misma edad conceptual (182). Durante la 

gestación prolongada, la morfologia y bioquimica del higado, asi 

como los niveles de glucagon e insulina, cambian en una manera 

similar como en los animales recien nacidos. Posiblemente la 

acumulación enzimática es también dependiente sobre la activi

dad adrenocortical en fetos postmaduros ya que está glándula es 

reactivada durante la gestación prolongada (183). 

No fué posible prolongar la preñez más alla de 22 dias en 

los fetos tratados con hormona tiroidea. Aparentemente la hormo

na tiroidea no solo acelera la maduración del higado, sino 

también la aparición de funciones incompatibles con la vida 
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intrauterina. Esto contrasta con los glucocorticoesteroides. 

Se ha demostrado que la actividad de carbamil fosfato sin

tetasa (amoniaco) disminuye durante la adolescencia de la rata y 

que es menor en la hembra adulta que en el macho adulto (181). 

La misma tendencia se ha observado para la actividad de arginasa 

(182), mientras que el contenido de DNA del h1gado es mayor en 

las hembras que en los machos. 

Otros investigadores han demostrado que en el último tercio 

de la preñez, un periodo en el que los niveles de hormonas este

roides son altos, la actividad de carbamil fosfato sintetasa, 

pero no de arginasa, disminuye y la proliferación célular del 

h1gado aumenta en las madres (181). Estas observaciones señalan 

una función posible para las hormonas gonadales en la evolución 

normal e inducida por hormona glucocorticoesteroide de las 

actividades de carbamil fosfato sintetasa y arginasa, y en el 

contenido de DNA. 

En 1981, Lamers et al (181), investigaron los efectos de 

las hormonas sexuales en los cambios del desarrollo de las 

actividades de carbamil fosfato sintetasa y arginasa, y en los 

cambios del contenido de DNA. (La prednisolona se usó como hor

mona glucocorticoesteroide; el estradiol, testosterona y proges

terona como hormonas sexuales). 

Después del nacimiento, la administración de estradiol 

causa un aumento en las actividades de carbamil fosfato sinteta

sa y arginasa, a altas dosis solamente. La progesterona inhibe 

fuertemente o hasta hace contrarios estos efectos estimulatorios 
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del estradiol. La administración individual de progesterona no 

produce efectos en la primera semana postnatal, estimula en la 

segunda semana y posteriormente tiene un efecto inhibitorio en 

las actividades enzimáticas. La testosterona apenas afecta las 

actividades enzimáticas en las primeras 2 semanas postnatales 

pero éstas decrecen ligeramente a partir de la tercera semana 

postnatal en adelante. No se observaron diferencias en la res

puesta de cada sexo a estos tratamientos hormonales. 

Durante los ültimos 4 dias prenatales y la primera semana 

postnatal, la progesterona inhibe parcialmente la acumulación 

enzimática inducida por prednisolona y disminuye el contenido 

de DNA. La testosterona tuvo efectos semejantes durante las 

primeras 2 semanas postnatales. 

La comparación de estos resultados experimentales con los 

anteriores (182), demuestra que solo las hormonas esteroides 

sistemáticamente catabólicas como los glucocorticoesteroides y 

los estrogenos influencian la estimulación de la actividad 

enzimática y los perfiles del contenido de DNA, mientras que las 

hormonas asteroides sistemáticamente anabólicas como la proges

terona y testosterona modulan los perfiles, antagionizando 

(inhibiendo) los efectos de las hormonas catabólicas en el hi

gado. No se pudo establecer una función para los estrogenos. 

Estudios genéticos de la síntesis de arginasa. 

Las células del higado contienen 2 clases de polisomas (o 

poliribosomas) : los polisomas que se encuentran como particulas 
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libres en el citosol y los polisomas unidos a membranas como el 

reticulo endoplAsmico (193,209). 

Las proteinas que se sintetizan por los polisomas unidos al 

reticulo endoplAsmico son liberadas y expulsadas al citoplasma 

(proteinas secretoras). Los polisomas libres en el citosol son 

los responsables de la s1ntesis de proteinas que se requieren 

para las funciones intracélulares (proteinas no exportables). 

Sin embargo, la diferencia funcional entre éstas dos clases de 

polisomas aún no está bien definida (193). 

Tanaka et al (193), estudiaron la sintesis de arginasa en 

células hepáticas de rata. Estos investigadores incubaron poli

somas libres y polisomas unidos a la membrana con 3H-leucina y 

14C-leucina, respectivamente, en un sistema sintetizador de 

protelna libre de la célula. Las fracciones del sobrenadante se 

combinaron y la fracción de arginasa se preparó por el método 

inmunológico, empleando anticuerpo especlf ico contra arginasa 

purificada de higado de rata. 

Los resultados indicaran que la arginasa en células hepá

ticas es sintetizada preferencialmente por polisomas libres, ya 

que éstos son 5 a 10 veces más efectivos en la biosintesis que 

los polisomas unidos al ret1culo endoplAsmico. 

El análisis genético por medio de la clonación molec4lar de 

la secuencia del cDNA para la arginasa puede facilitar los estu

dios adicionales del efecto de la dieta, de la regulación 

hormonal, del desarrollo de la expresión del gen de arginasa, y 

de la deficiencia de la enzima en el hlgado y eritrocitos 
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humanos. 

Kawamoto et al (128,151), han aislado y determinado clones 

de cDNA para la arginasa de hígado de rata. Las especies de mRNA 

de arginasa de apróximadamente 1,600 bases de largo, se detecta

ron en el hígado pero no en el intestino delgado, riñón, bazo y 

corazón de las ratas; ésto indica que el gen que codifica para 

la arginasa del hígado es distinto de los genes que codifican 

para la enzima en los tejidos extrahepáticos mencionados. 

La comparación de la secuencia de aminoácidos de la 

arginasa de hígado de rata con la arginasa de levadura 

(Saccharomyces cerevisiae), revela una homología de 40 %. De mo

do que es probable que las arginasas de hígado de rata y de 

levadura hayan sido desarrolladas a partir de un gen ancestral 

común, a pesar de las diferencias en las funciones metabó

licas (139). 

Los estudios en ratas y en el hombre sano, han demostrado 

que las especies predominantes de arginasa encontradas en el hí

gado y en el riñón (A I y A II, respectivamente) son dos proteí

nas distintas pero cinéticamente idénticas que parecen ser codi

ficadas por genes separados (10,46). 

El producto del gen A I, no se encuentra en pacientes con 

hiperargininemia clinica, mientras que en éstos casos la proteí

na A II está presente a niveles normales o aumentados (46). 

Dizikes et al (106), clonaron el gen de arginasa de hígado 

de rata y mostraron que existe la hibridización cruzada, aunque 

a un grado limitado, con el mensaje correspondiente a partir del 
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h19ado humano. Estos mismos autores, separaron una variedad de 

cDNA de hlgado humano mediante hibridización por colonia con 

cDNA de arginasa de hígado de rata. La ausencia de señal de 

hibridización con el >nRNA de una linea célular expresando solo 

arginasa de riñón humano, demostró no homologia entre los dos 

genes de arginasa humana e indicó una divergencia evolutiva 

considerable entre los mismos. 

Haraguchi et al (lll), m6s recientemente aislaron cDNAs de 

arginasa de higado humano y la secuencia completa de aminoácidos 

de la enzima a partir de la secuencia de nucleotidos. 

La secuencia de amino6cidos de la arginasa de hlgado huma

no, es 67 % y 41 % idéntica a las secuencias de las enzimas de 

hígado de rata y de levadura, respectivamente (128,151). Hay 

varios segmentos altamente conservados entre las enzimas humana, 

de rata y de levadura. Estos resultados sugieren que las argina

sas de mamifero y de levadura tienen un origen común. 

La cDNA de arginasa de hlgado humano podrá facilitar en el 

futuro, los estudios sobre el análisis molecular, detección del 

portador y diagnóstico prenatal de la deficiencia de arginasa 

heredada. Asi mismo, la cDNA de arginasa de hígado humano iden

tificada por Dizikes et al (106), será vital para llevar a cabo 

investigaciones en la evolución de las arginasas, en la natura

leza de las señales reguladoras comunes y disparejas que afectan 

su actividad y en la naturaleza de sus diferencias de expresión 

especificas de cada tejido. 
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Arqinasa sxtrahep~tica. 

Isoenzimas (propiedades). 

Farron (2) separó las isoenzimas de arginasa de hlgado y 

glándula mamaria de rata por cromatografla en columnas de DEAE

celulosa. El extracto de glándula mamarla, en un sistema amorti

guador a pH 7.2, presenta dos zonas de actividad de arginasa que 

migran hacia el ánodo durante la electrofóresis. A pH 6.7, la 

variante con movimiento más lento migra hacia el cátodo. Sólo 

las isoenzimas de la glándula mamaria fueron afectadas por este 

incremento en el pH. 

A partir de sus resultados, Farron (2) sugirió que las 

arginasas presentes en los diferentes tejidos de rata, son enzi

mas proteicas distintas y que por lo tanto deben servir para di

versas funciones metabólicas. 

Más tarde, Glass y Knox (24) purificaron parcialmente la 

arginasa de hlgado y de glándula mamaria de rata y compararon 

sus propiedades con la enzima de hlgado purificada a una acti

vidad especifica de 2,450 unidades/mg de protelna (207). 

Los autores reportaron diferencias qulmicas e inmunológicas 

entre las arginasas de h1gado y glándula mamaria, y algunas 

observaciones indican cierta similitud de la última enzima con 

las arginasas de riñón, intestino delgado y ciertos tejidos 

neoplásicos estudiados. 

123 



Las condiciones que permiten la solubilizaci6n de la argi

nasa de hígado, conducen a más de 60 % de la fracción no soluble 

de la enzima de la glándula mamaria. como la arginasa de la 

glándula mamaria tiene una menor conversión al estado soluble, 

su proceso de purificación difiere del proceso común utilizado 

para la arginasa de hígado (Tabla 31). La enzima de glándula 

mamaria probablemente está localizada en la membrana celular, ya 

que su solubilización requiere de tratamiento con 1-butanol. La 

arginasa de hígado de rata es estable a 60°C, mientras que la 

de glándula mamaria es labil a 55ºC. 

- ' . :·. ·' ' 
Tabh 30. Pur1U1ación de uginH& •partir d1 1Undut.1_::1~ar_i,-•~ hct~~t11"d1-nt.1 .. _(ZS)' 

Pa10 Vol, Aet, total Protdna total Act~ .. ~-s_p•c'.~~-J.'~a Producción 

"' unidad u .. \·.un·~~-~~-~~/~~~; :O:-' Lo' .- ~~~ ·.·z 

-Komoa•n•izado 108 2U8 28SO 'O;G2 '" -Pnclplt.ldo 
L1.v111do " 1358 "' ··i;12 "' -txtncto tu-
tado 'º" bu ta· 
nol " "' " u.so " -E.J:tucto con· 
c1ntudo u " --- 20 

-Sehdn G-150 14.5 " 1.3 29.0 " 
1.0 ml dll utracto tratado con but.1nol fuuon conuntrado1. IJn JO Z de phdlda d1 act.lvldad ocurr• 
g1n1r11lm1nt.1 durante htl procno. Plca1 de •ctlvld1d comblnado1 1 y 2,. Unidad11• l µmal d• uru form1da/111ln. 
La uru llbet1d1 se dehmlnd 1 tuvh del mh.odo color1111U.rico de Geyer 1t 11 {27). 
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Las actividades de arginasa en el higado, glándula mamaria, 

rifi6n e intestino delgado aumentan similarmente desde pH 7.0 

hasta alcanzar el máximo a pH 10. Las preparaciones de higado 

retienen las mismas actividades de pH 10 a 10.6 (proteina muy 

básica), pero las preparaciones de la glándula mamaria son menos 

activas sobre pH 10.0. A pH 10.6, las preparaciones de glándula 

mamaria han perdido 75 % de su actividad (proteina neutra o 

ligeramente acidica). La cromatografia sobre Sefadex G-150 

separ6 solo la actividad de la glándula mamaria en dos fracciones 

de dfst. pesos moleculares (42,000 y 94,000), ambos menores que 

el peso molecular de la enzima de higado (120,0000). El anti

suero de conejo que precipita cuantitativamente a las arginasas 

de higado de rata adulto y fetal, no reacciona con la enzima de 

los extractos de glándula mamaria, intestino delgado, riñ6n, y 

de un carcinoma renal transplantado (carcinoma renal MK-3, de 

lento crecimiento). Un tipo de arginasa intermedia encontrada en 

el hepatoma 7,777 reacciona con el antisuero, pero menos fuerte

mente que la arginasa de higado. 

La arginasa de glándula mamaria requiere activaci6n similar 

a la arginasa de higado de rata (61) pero es menos estable al 

calor y solo es solubilizada parcialmente por el mismo proceso 

de purificaci6n. El Mn'2 activa a la enzima de la glándula mama

ria más que el calor, aunque ambos son requeridos para la acti

vidad máxima (Tabla 31). El tratamiento 6ptimo fué con Mn'2 10 mM 

a so• o ss•c durante 7 1/2 min. A 50°c, la actividad no fué 

afectada por 30 min, pero a 55 min, ésta decreci6 con 

125 



calentamiento por más de 10 min. Bajo las mismas condiciones, 

la arginasa de hlgado es más resistente. Se hicieron experimentos 

idénticos con las actividades de arginasa en las homogeneizados 

de riñón e intestino delgado, las otras dos fuentes importantes 

de actividad de arginasa en la rata (132). Ambas actividades 

fueron también lábiles al calentamiento por más de 10 min,aunque 

un poco menos que los extractos de glándula mamaria. Después 

de 40 min a 55 min, las actividades fueron 100, so, 46 y 36 t 

del máximo para los homogeneizados de h1gado, intestino delgado, 

riñón y glándula mamaria, respectivamente. 

i.r:1t111111tnto ActJvidad 

• 10 
60 

100 

2.5 1 de hca:iouneludo de 1Undul .. mamulH en •aue, con un• activldd d• .59 unld1dH/1 de t.Jtdo e• 100 U, 
u diluynon con cuarto d1 volumen de ?rls-HCl 0,00.5 H, pH 7,4 y con HnCl,, 1 una concentucidn final d1 .SO lfft. 
!l tratM\llnto con calor ful a 5SºC duunt.e 7 1/2 mln. 

No se observaron diferencias cinéticas notables entre la 

arginasa de h1gado y de glándula mamaria. Aunque la Km medida 

para L- arginina fué mayor en las preparaciones de glándula 

mamaria que en las de higado (13 mM), el valor decreció de 110 mM 
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en el homogeneizado a 45 mM en la preparación purificada 30 veces 

(Qltimo paso, Tabla JO). Las afinidades por los inhibidores, 

L-ornitina y L -r- aminobutirato, fueron similares para las dos 

enzimas. Ambas inhibiciones fueron competitivas en tipo, con 

valores de Ki para la enzima hepática de 5 mM para ornitina, y 

a mM para r- aminobutirato, y de a y 12 mM para los mismos dos 

compuestos con la enzima de glándula mamaria. 

Los descubrimientos de esta investigación sugirieron que la 

arginasa del hígado es un tipo de enzima más especializada. La 

naturaleza de arginasa en uno de los neoplasmas (carcinoma renal, 

MK-J), la cual no reacciona con el antisuero de arginasa de hí

gado, concuerda con este punto de vista. Los tumores generalmen

te conforman la regla de tener variantes de isoenzima menos espe

cializada (76). 

Herzfeld et al (10), demostraron que las reacciones de ar

ginasa en varios tejidos de rata son catalizadas por tres 

isoenzimas que pueden ser separadas por electrofóresis bi

direccional sobre geles de poliacrilamida (Tabla 32). 

La electrofóresis anódica revela 

(isoenzima I) presente en todos los 

excepto la glándula submaxilar y una 

encontrada en todos los tejidos. La 

una banda de migración 

tejidos extrahepáticos 

banda que no migra 

Qltima es resuelta por 

electrofóresis catódica, en la isoenzima III (característica del 

hígado y glándula submaxilar) y en una banda sin movimiento 

(isoenzima II), presente en el rifi6n, intestino delgado y 

pancreas (Tabla 32). La electrof6resis secuencial de mezclas de 
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extractos de hígado y rifión en las mismas columnas de gel, separa 

a las tres isoenzimas, 

Las diferencias en las propiedades de solubilización, 

eensibilidad al calor y especificidad de sustrato de las 

arginasas de los distintos tejidos, pueden ser relacionadas con 

su conducta electroforética. En el hígado y glándula submaxilar, 

las actividades máximas fueron obtenidas por activación a 60ºC 

durante 10 min, mientras que las actividades en los otros teji-

dos declinaron significativamente durante un tratamiento semejan

te. Aparentemente el tumor originado del hígado (hepatoma Morris 

7,777), ha perdido la propiedad de estabilidad al calor de su 

tejido proviniente. 

Después de la homogeneización (en amortiguador de Mn+2 imi

dazol) y la activación, más de 90 % de la actividad de arginasa 

del hígado y glándula submaxilar es liberada en la fracción 

soluble, mientras que sólo hay una liberación de 50-70 % a 

partir de los otros tejidos (Tabla 32). El pretratamiento de los 

homogeneizados con Triton X-100 antes de la activación por ca

lor, libera una mayor proporción de enzima en las fracciones 

solubles. 

A partir de los resultados de especificidad de sustrato, se 

observó que la L-canavanina fué capaz de reemplazar a la argini

na como sustrato en los extractos de rifión pero no de hígado. 

Ambas isoenzimas de riftón hidrolizaron a la L-canavanina, 

mientras que la isoenzima III de la glándula submaxilar mostró 

muy poca actividad (Tabla 33). 
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-Tejido 

Hígado ádUlto: 
(10) 
Hígado !et.al: 
(2) 
Hepat.oma 7, 777;
(21 
Gl.indula sub
maxilar: "' 

.... ( 10} 
N Riftdn~ • 
"' (9) 

Int.ostino 
delgado: . 
(8} 
Páncreas: . 
[8) 
Epid!dimo 
[2} 
Glándula mama-
ria lact.ant.e: 
(2) 

129 • 27 15 

105 • 12 50 • 14 

129 •6 

163 47 .5 

Los nUmeros entra paritntesis indican el mimoro de <1nimdles usado·s. Los homogeneizados fueron calentados a 
so•c durante LO min. La act1v1d.1d especiC1ca Cuó dat~rmin.1da a partir de los homog~ne1utlos. Los valores paro. 
Lls isoenzimas son expres<tdos como porc1rntaJe de L.1 .1ct.1vitl<1d tot.al · tacuperoldtl y ensay,1da a part.lr de Los 
sobrenadantes. La isoanz1ma I ost.i en el .ire.J de m.iyor mov1m1ento anddico de act1v1dotd de arsrnasa. 

•preparaciones do sobrenaJantes tratJ.dos con Tr1tón X-100. 



Las velocidades relativas de hidrólisis de L-arginina y L-

canavanina a través de las dos isoenzimas de riñón, no fueron 

significativamente diferentes, lo cual indica que las variables 

separadas electroforéticamente pueden ser catallticamente simi

lares. Por consiguiente, no se puede excluir la posibilidad de 

que la segunda banda de actividad sin movimiento en la mayor1a 

de los tejidos extrahepáticos, pueda resultar a el tratamiento 

con Triton X-100, las variaciones de la temperatura o tiempo de 

electrofóresis y las alteraciones leves en el pH de las solucio-

nes usadas, no modifican la distribución de las isoenzimas I, II 

y III postuladas en los tejidos analizados. 

Tabla 33. E1p1citlcld1d d1 1u1tuto d1 ha ho1n1lm11 de uglnasa llshdu por d1ctr0Cdusis anddlca. (10) 

ho1ndma III d1 h 
gUnduh submul hr 

Actividad (unld11d/1nsayo) 

S1.11t.nt.o , . . L·ualnlna 125 trf1 

(sin movtmhnt.ol O.JU 

I101n&ima I d1L rindn 0.158 

ho1n11ma II d1l rUldn 
Clln movlmilnLo) 0.041 

0.033 

0.065 

0,025 

Loa u.t.uct.01 de 1Unduh 1ubmulhr (0,5 d1 unidad) o de rilldn (0,35 de unidad) u 1om1t.luon a 11ect.roCdrHil 
anddlu1; lo• ¡elu por duplicado 11 nbanuon y h act.lvldad de uginua Cui d1hniiln.id1 con L-arunlna o 
L·canavanlna como suatrat.o. 
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Las observaciones inmunológicas fueron consistentes con los 

resultados obtenidos por electrofóresis. El antisuero contra la 

arginasa de hlgado de rata adulto o fetal (isoenzima III) 

interactuó con la enzima de la glándula submaxilar, pero no 

inactiv6 a las arginasas de riñón, intestino delgado, glándula 

mamaria y pancreas. 

La heterogeneidad de las arginasas en los tejidos de rata 

es aparente a partir de las diferencias en sus propiedades de 

solubilización y a partir de la observación de que sus activida

des aumentan o disminuyen a causa de la preincubaci6n a 60ºC 

(Tabla 32). Por otro lado, todos los resultados confirman que la 

isoenzima III presente en la glándula submaxilar es idéntica a 

la del hlgado. Como la actividad de ornitina carbamil transfera

sa no se detecta en la glándula submaxilar (10), la isoenzima 

III no puede estar involucrada solamente en la catálisis del 

ciclo de la urea sino que debe funcionar en otra ruta del cata

bolismo de ornitina. 
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Arqinasa en riñón da rata. 

Kaysen et al (72), purificaron parcialmente a la arginasa 

de riñón de rata y compararon alqunas de sus propiedades con la 

arqinasa de hlgado. 

En contraste con la arginasa de higado de rata (207,208), 

la enzima de riñón es dificil de solubilizar. La homogeneiza

ción en soluciones conteniendo KCl, MnC12 , Tris-HCl o sacarosa, 
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permitió la liberación de menos de 20 t de la actividad total de 

arqinasa. Extracciones repetidas con soluciones de sacarosa 0.25 

l!lM, más de 4 veces, solubilizaron menos del 50 % de la enzima 

total en el riñón. 

Los datos que se presentan en la Tabla JS demuestran que 

la mayor parte de la actividad de arginasa del riñón está aso

ciada a la fracción mitocondrial. La actividad obtenida en la 

fracción sobrenadante-microsomal y en los lavados de la fracción 

nuclear, fue debida a la contaminación mitocondrial. 

?&lila l!I. Dhtdbucldn 1ubc:eluhr d1 h ugin•u dd riftdn d• -r&t1-;-(7ZJ 

Fuccidn: 

•Hicro101111l • 1obr1n1d1nt.1 
·Hitocondrh.1 
•Mucllar llv1d1 
-L.v1do1 d1 la 
t'uccldn nuchu 

Act.ivtdad unidadu t.ot•LU 

11.8 
72.0 
o 

18.7 

· Unldairu/g 

18.8 
67.6 
o 

1!1.8 

El tejido d• ril'ldn (2.Ji &> tui inlcid1111nte lav<lldo can 1olucldn d1 ucarou 0,2, H -Tda·HCl 0,01 H, pff 7.!I. 
Lu Cracclonu tunon obt.1nldu por tlcnlcu d1 hO!llO&•n•lzacidn 'I c1ntrltug1cldn (1,000 x g durante 10 mln), 

Al sujetar los homogeneizados de riñón a un congelamiento y 

descongelamiento preliminar o a un tratamiento.con acetona, fué 

posible extraer 50-60 % de la actividad total de arginasa. sin 

embargo, la mejor producción y la actividad especifica más alta 

se obtuvieron cuando la fracción mitocondrial fué inicialmente 
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congelada en solución de sacarosa, descongelada y sonicada. El 

extracto obtenido después de centrifugar, fué usado para la 

purificación de la enzima (Tabla 36). 

Etapa 

·HC11101•nal.z1do: 
•Mtt.ocondrh: 
·Son1caclón y 
cantrltugaclón: 

·Prim•r Cracclona
mlent.o con CNH,lSO,: 

·Calenta.'llitnto 
·Segundo Cucuona· 
mlanto con (NH1 )SO,: 

·Crer.iatogr.tU& 
sobra CEA!:·Celulosa: 

·Tercer Cracciona· 
mhnto con (tlll'. 1)50,: 

lSJO 
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Comparación de las propiedades de arginasa de riñón e hi

gado (72): 

a) Tratamiento con acetona. La precipitación con acetona es 

uno de los pasos comunmente usados para la purificación de 

arginasa de higado de rata. La enzima de riñón se extrae 

parcialmente en medio acuoso después de tratar el homogenei

zado con acetona. El tratamiento con acetona de la arginasa 

de riñón, en contraste con la arginasa de hlgado, convierte 

a la enzima en una forma que es oxidada con relativa facili

dad. 

b) Cromatografia. La arginasa de h1gado en solución a pH 7.5 

no es absorbida en DEAE-celulosa pero si es retenida en 

CM-celulosa, de la cual se puede extraer con soluciones de 

sal. Bajo las mismas condiciones, la enzima de riñón no 

es retenida ni en DEAE ni CM-celulosa. La arginasa de riñón 

tiene un peso molecular de alrededor de 120,000 (Jl). 

c) Estabilidad. La arginasa de riñón retiene su actividad 

total a 60ºC durante lo min en presencia de glicina y 

Mn•2, una propiedad también exhibida por la arginasa.de hi

gado (207,208). 

Periodos prolongados a esta temperatura producen una dismi-

nución progresiva de la actividad con un tiempo de vida 

media de 100 min. La arginasa de h1gado de rata es comple

tamente estable a 60°C, por lo menos 20 min (207,208). En 

contraste adicional con la enzima de higado, la arginasa de 

riñón pierde su actividad al ser dializada contra soluciones 
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combinadas o separadas de Tris-HCl, MnC12 y KCl, o al pasar 

la enzima a través de una columna de Sefadex G-25. 

d) Efecto de los iónes metálicos. En contraste con la arginasa 

de hígado, la incubación con Mn+2, no aumenta la actividad 

de arginasa del rifión y ninguno de los iónes probados 

inducen un cambio en el pH óptimo (Tabla 37). Las determi-

naciones enzimáticas después de éstos periodos de 

incubación, demostraron que la actividad fué completamente 

retenida en soluciones de Mn+2 o Mg•2 y quizá en una menor 

proporción, en solución de EDTA. Los iónes Fe•3, Hg•2, ca•1, 

Cd y Ni+3 decrecieron la actividad enzimática (Tabla 37). 

Por otra parte, se ha demostrado que la enzima de higado es 

activada por i6nes Mn•2, ca•1, Ni+J o Fe•3 (79) 

e) Especificidad de sustrato. Las principales diferencias en 

la especificidad de la arginasa de rifi6n e higado fueron 

observadas con L-canavanina y L-homoarginina (Tabla 18) • 

La canavanina es hidrolizada 5 veces más rápido por la 

arginasa de rifión, mientras que la homoarginina no es 

atacada por la misma enzima. 

La arginasa de higado hidrolizó a la homoarginina a una 

velocidad lenta; la hidrólisis completa del compuesto fué 

obtenida a través de periodos de incubación prolongados, 

con una alta concentración de enzima. Utilizando arginina 

como sustrato, los valores de Km obtenidos a partir de 

las gráficas de doble reciproco de Lineweaver - Burk 

fueron: 18 mM para la enzima de rifión y 6.8 mM para la 
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enzima de higado, a pH 9.5. A altas concentraciones de 

arginina (por arriba de 0.72 M), no se observó inhibición 

de la arginasa de higado, en el rango de pH 7.4-10.0. 

Las mismas concentraciones de sustrato inhiben a la arginasa 

de riñón a valores de pH bajos, y la activan a valores de -

pH altos. 

T1bla 31. In1ctlv1cldn d• la arg.t.nau de rlftdn d1 nta po.r ldnu 11:1t.Uico1. (12) 

COC'!pon1nt1 

presente 

=~!I 
• H&Cl1 
- CoCl1 
- ffaC11 
• CdSO, 
- F1SO. 
• H1SO, 

Actlvid.td tehnida 
d1s¡n:h j1 JO :111n, 
a 37"C CU 

100 • .. 
" " " " .. 
" 

Actividad r1t1ni.d1 
dupuh d1 zo hn. 

,,- a s~c e u 

2J 
o 

1' 

Lu preparacicnn d1 u1lnaa1 d• rtr\dn, d1 actlvldad up1d!ic:1 1.5 untd1du/111&, !1.1.ran lncub1du en 10Lucion11 
cont1nlendo Tris 0.005 H y iir¡lntna 0,005 H a pff 7.5. C•da uno d• 101 ccmpue1to1 Cu6 1dtcton1do a 
unl conc1ntracldn !inal da 0.01 H. En c1da c:uo lu incubaclonu Cuuon conducidu a 37"C durante JO min Y a 
l"C durante 20 h. 
• La ml•r:u 1ctivid1d que la ohttnlda por lncubacldn dd control, d c1.11l cont.11vo HnCl, 0, 1 (ffi.: ·-, no 
d•t•niiin•do. 
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T.ibll 38. Espec1Ucl::ladt1 u1u.1va~ de 1u1tf.1to pu1 11 u1tn111 de hil1do -y_ut,dn ~e rata. (72) 

Su1t.rato 

L·Argl.ni.na 
r•Guanldlnobutiuto 
D·Gu1n1dlncbut. lrato 
L·c1.n1V1nlna 
L·homoar1ln1n1 

100 
o 
o 

J8 

' 

Actividad uht.lV1 

Ac¡ln.u• de ~h1:do 

100 
o ... 
0,36 

Le• 1u1tr1t.c1 H uuron & un1 conc•nt.racldn O. l H. L1 pup1racldn de 1rgln11a de riftón tuvo una actividad 
np1cHic• d1 Z4.9 un1d1du/mg d1 tejido 'I la d1 la 1nzim1 d1 h!gado una .1Ctlvid.id u¡::1cHlc• d1 l,Z50 
unld1du/ma. Lo• valoru d&do1 son nhtivc1 & h v1locld1d de hldrdlhh de L•uglnln1. 
···, no det1rmln1do, 

f) Inhibidores. Para el efecto inhibitorio se probaron varios 

análogos de sustrato, aminoácidos, productos del metabolismo 

de ornitina y otros compuestos que se han reportado como 

inhibidores de arginasa de h1gado (Tabla 39) .Los resultados 

obtenidos con r-guanidinopropionato, r-guanidinobutirato, 

r-aminovalerato, r-guanidinopropionato, espermina, cada-

verina, espermidina, putrescina y aspartato no se muestran 

en la Tabla 39. Ninguno de éstos compuestos a una 

concentración 0.01 M, exhibio inhibición. 
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L·C1nav1nln• 
DL 0 ffOC10cl1tlln.1 
!out.o 
L·h01110arUnin1 
L·Llalna 
L·Lhln.1 
L•Prolln1 
L·Omitln• 
L·hol•ucina 
L·H1tlon1na 
L·L1uc1n1 
L·Yallna 
ff.Cl 
L·1lut.L":11to 
L·1lut.am1to 

·· Concent.ucldn duunt• 
11._rHcc_idn IH) 

0.01 
0,02 
0.02 
0.02 
0.01 
O,OOJ 
O.DI 
D.005 
0.01 
0.01 
0.025 
0.01 
1.00 

º·ªºº 0.5' 

Yelocld1d reht1v1 de Mdrdlbu 

Arlinua d1 rlftdn Ar1in1u _ d• hJ1ado 

" " • .. 
" " " •• .. 
" " .·10 

100 
.103 

" .. 
·1.0 " . 
" " " " lJ ·, 

•• . ., 
" :1511 

'--11--. 

La prep1uc1dn d1 araln•u d1 riftdn tuvo un• •ctivldad 11p1c:ltic:1'-d1: 2l{S:un1dad·~,¡~~-~:.iFéfi"i~-:~~~¡~· de 
hígado un1 1c:t1vld1d Hp1dt"1c-1 d1 1250 unid1du/1111. !"l pff da h .•oluc:idn d1 c_1d1 compuu~o- td aju1t1do • 
9.5 madun~• h 1dtc:i.dn d1 Kc:l o KOH, La v1locld1d d1 hldrdlllh-d•.1t1inin•'•n'1uunci1._d1-lnhlbl_.Jor_it1 •• · 
tom1d1 cCl!IO !OO. ···, no d1ter:n1n1do. · ' '· · · ' -·· · ·-. · -

•-_-_-o-

En general, la susceptibilidad a la inhibición por.diferen

tes compuestos probados fue paralela para ambas enzimas.Sin 

embargo, el NaCl o ácido glutámico en concentraciones 

relativamente altas inhibieron a la enzima hepática sin 

ningan efecto sobre la arginasa de rin6n. La canavanlna Y 

homoarginina fueron inhibidores para la enzima de hígado 
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solamente, mientras que la homocisteína, lisina, prolina y 

ornitina tuvieron un efecto más fuerte sobre la arginasa de 

hígado. 

g) Estudios inmunológicos. El antisuero preparado para la argi

nasa de hígado pura, no dá reacción cruzada con la enzima de 

rinón de rata, parcialmente purificada. 

Los resultados demostraron que la actividad de arginasa de 

hígado de rata es aproximadamente JO veces mayor que la activi

dad de arginasa en el rifi6n del mismo animal. Esta diferencia 

en la actividad puede significar que el rift6n contenga una 

pequena cantidad de la misma enzima hepática o que las dos acti

vidades sean debidas a diferentes enzimas con distintos n<imeros 

de recambio (72). 

Arqinasa en al intestino delgado da rata. 

Harri et al (12) demostraron que la mucosa del intestino 

delgado de rata contiene actividad 

urea sintetizada por la arginasa 

de arginasa. La cantidad de 

intestinal fué J.O t en 

hembras y 2.a % en machos, comparada con la del hígado. La parte 

glándular del estómago fué practicamente inactiva en la síntesis 

de urea (Tabla 40). 
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•l Ktmbu• PI~ 

HJ11do 
tt.lcou d1iod1n.t 
~C.QI& Y•tunll 
Mutou Uul 
tt.&cau tohl d•L lntutino d•laado 
HucoH 1Undulu v1nt.riculu 

1>) M1cho1 t 12): 

ff{aado 
~cou duooj•n•L 
Hucos• y411yunal. 
Hucou U••l 
Muco .. t.ot..1 del tntttt.lno ddg1do 
Hucou gUndu1ar v1ntricuhr 

9114 ;·ueo 
- 1.1 .. 5.3 

\G.! • 31.7 
.5.Q - 15.l 

20,) - 60,l 
O,o- - D.l 

aa; .... 2400 
LIS ... l(QQ 
1,4 ... 13 • .5 
•.1 ·- 23.l 

19,0 ... 13.! 
Q.1 '." O,fl 

También se ha demostrado actividad de arginasa en la mucosa 

intestinal de perro, gato, conejo y rat6n (72). 

Fujimoto et al (31) purificaron la arginasa de intestino 

delgado de rata y compararon sus propiedades con las enzimas de 

higado y riñón del mismo animal. La Tabla 41 muestra los pasos 

utilizados en la purificación de la arginasa intestinal. Durante 

al proceso de purificación fue necesaria la presencia de L-vali-

na para evitar la desnaturalización de la enzima. 
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Tabh U. Purtt1cac1dn d• h uainau de -1nt.ut.1no deliado de rata. (31J 

Etapa Protdna total .. 
l. !:atract.o crudo: 35,IUO 

z. Cdant4lllhnto: 24.110 

J. Fracc1on&111hnto 
con 1111tanol: z.100 

'· Fracctonilllll •nto 
con UHl1 )S0,: 1,230 

'· IUdroxlhp1t.1ta .. , .. Primera columna 
en DW-cetulo11: 22 • .$ 

7. Setadu G•ZOO u .. Segunda col\Wl'll 
en DtA!-c.lulou: 0.211 

Act. t.ot.11 • 
unldadu 

11,11'0 

IZ,800 

10,940 

9,.$80 

4,1590 

2,5.$0 

1,125 

2" 

Act., upadtlca 
unldades/ma 

0,34 

0.53 

4.05 

11,98, 

to.s 

·-··11~--~·-: ~~~~-)·;_ .. 

Produccldn 
r 

100 

107 

.. 
' " 

~:'' ;'--_;, :.21-
·11.4 ,ÍH ,''·~·, :_·_·:,:>,< 

-~-- = ,~-= -"'"'-

;•L~t!!~:=~:~d 6~~.~~~1!~t.:•;!~: ::::•:: ~:t.;::1:11c:c11~'n m;:~º~e-dtdil·:en -P~~~~~C{~~d. ·r.·~~~finr5·~-: b~Jo ~at.u 
condiclonu la act.1v1d1d Cu• 1próa~m.ada.111nt.e la mitad de la .tCUYldad en ausencia de L .. vallna.·. La 1ntl1111 del 
pllo 8 [ul purltiC1d1 1prdXit11dam1nt.1 2,238 YICH, --~-/·- =--- . --

Propiedades da la arqinasa del intestino delqado: 

a) Estabilidad durante el almacenamiento. La arqinasa intesti

nal es extremadamente labil; ésta pierde 80% de su activi

dad en un d!a a -lOºC y 50% de su actividad en 2 a J d!as a 

4°C. 
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Sin embargo, la enzima fue estable al almacenamiento por lo 

menos 10 d1as a 4'C en presencia de L-valina o L-leucina 

25 mM, que son inhibidores competitivos. Los aminoácidos 

L-metionina y L-alanina, los cuales no inhibieron la 

actividad enzimática, tuvieron un efecto menor en la 

estabilidad de la enzima. 

b) Estabilidad al calor. La presencia de L-valina 25 mM en la 

solución enzimática durante el tratamiento con calor, 

protege a la enzima contra la inactivación. En ausencia de 

L-valina, cerca de J5 %, 75 % y so % de la actividad inicial 

es pérdida con el calentamiento a 50, 55 y 60 • e, 

respectivamente, durante 2 min, mientras que en presencia de 

L-valina no hay pérdida de actividad al calentar a 60°C por 

2 min. En ausencia de L-valina la enzima es inactivada pro-

gresivamente por incubación a 50 °C durante 5 min, 

mientras que en presencia de L-valina no hay pérdida de 

actividad al calentar a 60'C por 2 min. En ausencia de L

valina la enzima es inactivada progresivamente por incuba

ción a 50'C durante 5 min, mientras que en presencia de L

valina ésta retiene actividad al calentar a 55' C durante 5 

min. 

c) Efecto del pH. La arginasa de intestino delgado mostró una 

actividad alta entre pH 9.5 y 10.4. 

d) Especificidad de sustrato. Los derivados de guanidina enlis

tados en la Tabla 41 se probaron como posibles sustratos 
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para la arginasa del intestino delgado. La ezirna mostró una 

una alta especificidad por el L-isórnero de arginina y no 

hidrolizó al o-isómero. La constante de Michaelis, calculada 

a partir de la gráfica de Lineweaver-Burk fué 19 rnM. 

Tabla •2, E1p•clUcld1d de sust.ut.o d• h •rglnau d• lnt.ut.lno dllg1do de rat.1. (llJ 

Sustut.o 

L·Aralnlna 
f'·Ouanld1nobut.lrat.o 

L-C1nav1nln1 
L-H01110ar&inlnfl 
D·Arginlna 

Se utllhó la 1n1lm1 Ubn de L·vlllin1 a p.ut.lc del octavo puo d1 purlClc:.cl.ón. La -conc1nt.rscldn Clr:.al 
ut.lU.ud• de c:1d1 1ustr1t.o Cu• O. l H. L.u 1c:t.1vld1du H llNUt.un nht.lvu a la •1eloc:l:la:t di h1:1r6Ush de 
L·ar11lnln1. 

e) Efecto de los aminoácidos en la actividad de arginasa intes

tinal. Corno se muestra en la Tabla 43, lisina, ornitina, 

valina, e isoleucina fueron fuertes inhibidores y leucina, 

triptófano, y prolina causaron ligera inhibición. Entre los 

aminoácidos inhibidores, el triptófano fué no competitivo y 

los otros aminoácidos fueron competitivos. 

f) Efecto del EDTA. Se utilizaron preparaciones de arginasa de 

riñón e intestino delgado a partir del tercer paso de puri

ficación (Tabla 41), las cuales fueron tratadas con EDTA 

0.1 M a pH 4.5. La arginasa renal fué disociada por éste 

tratamiento, mientras que la enzima intestinal no fué afee-

tada. 
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Adicldn 

Lhin• 
Ornl.t.ln• 
Va Un• 
Leucin• 
hoLeucin• 
H•t.lanln• 
Triptdhno 
Fen1 hlaruna 
Tirostn• 
811tld1n• 
Pro Un• 
BldroxlproUna 
Alanln• 
Tr•on1n• 
Glut41!1ln• 
Glut4lll1to 
As pu tato 

5• utilhd h 111nzl:n1 llbu d• L·•11lin1 obtenida.• p1~tlr·de-1· uxto.'pno·cie p~ri.Ucac:i'cn, a·un1 conc1nt.ncldn 
d• 10 ati. La 1ct.LvJ.d1d t.otal !ui tomada como la vllocldad d• )'¡ldrdlisls d• L-arglnlna 1n auuncia de ot.ro1 
ldlln0Acido1. · - - - - · 

comparación de las propiedades de arginasa de h1gac:lo, riñón e 

intestino delgado de rata (31): 

La arginasa del intestino delgado fué extremadamente lábil al 

almacenamiento a baja temperatura en ausencia de L-valina, Y 

perdió la mitad de su actividad cuando se dializó toda la noche 

en solución de amortiguador de Tris-HCl 10 mM, pH 7.4, 

conteniendo KCl 0.1 M y glicina 10 mM. La L-valina que es un 

fuerte inhibidor competitivo, tiene un efecto estabilizador 

sobre la arginasa de intestino delgado. Este efecto puede ser 

debido a la protección del (o los) sitio(s) activo(s) de la 

145 



enzima hacia la desnaturalización durante el almacenamiento o 

diálisis. La enzima es tan lábil que la purificación (tabla 41) 

no pudo llevarse a cabo a partir del tercer paso sin la adi

ción de L-valina. 

En contraste, una preparación púrificada de arginasa de h1-

gado puede ser almacenada en el estado de congelación por varias 

semanas ó por 6 semanas a 4°C sin pérdida de la actividad (207). 

La arginasa de riñón es estable por lo menos 12 dias en presen

cia de L-arginina 5 mM a 0-4°C, pero 75 % de su actividad cata-

11tica se pierde en 12 dias de almacenamiento a -15°C (72). 

Las arginasas de higado y de riñón son estables a 60ºC 

durante 20 y 10 min, respectivamente (207,72). Glass y Knox re

portaron que la arginasa intestinal es progresivamente inactiva

da por calentamiento a 60ºC durante 10 min, hasta en presencia 

de L-arginina 0.15 M. La preparación de Fujimoto et al (31), 

perdió 70 % de su actividad original por calentamiento a 60ºC 

durante 2 min, aunque la L-valina aumentó la estabilidad de la 

enzima contra la desnaturalizacion térmica. Estos resultados 

sugieren que la arginasa intestinal es más inestable que las 

arginasas de otros tejidos de rata con respecto al almacenamiento 

o tratamiento con calor. 

Se ha demostrado que la arginasa de higado es una prote1na 

básica (207). La arginasa intestinal es una proteina neutra o 

ligeramente acidica, ya que esta es adsorbida en celulosa-DEAE a 

pH a.o. Hirsch-Kolb et al (61) sugirieron que las arginasas 

neutras o ligeramente acidicas pueden ser menos estables debido 
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a que el Mn+2 se disocia de su complejo enzima-sustrato con 

mayor facilidad. 

El pH óptimo de la arginasa intestinal (pH 10.0) es similar 

al de la arginasa de h1gado de rata (208) pero se 

que las arginasas de rifión, cerebro, y glándula 

tienen dos pH óptimos, 7,5 y 9.5 (31). 

ha reportado 

submaxilar 

La preparación de arginasa intestinal fué especifica para 

L-arginina y no hidrolizó D-arginina. se ha demostrado que una 

arginasa del intestino delgado de conejo (heteroarginasa) hidro-

liza al isomero D-arginina (31). La constante de Michaelis de la 

arginasa intestinal para L-arginina fue 19 mM (31) . Este valor 

es mayor que el de la enzima de h1gado (6.8 mM) y es similar al 

de la enzima de riñón (18 mM) (72). Los grados de inhibición de 

la arginasa intestinal por aminoácidos fueron muy similares a 

los de la enzima de rifión. sin embargo, L-lisina y L-ornitina 

inhiben a la arginasa intestinal competitivamente, pero causan 

inhibición de tipo mezclado en la arginasa renal. Los dos amino

ácidos tienen un efecto menor sobre la arginasa hepática (72). 

Se ha demostrado que las arginasas de h1gado, rifión e 

intestino de rata tienen pesos moleculares similares (120,000) 

obtenidos por filtración en gel (68,31). 

La arginasa de h1gado de rata se disocia en subunidades 

inactivas a pH 2.0 pero su actividad es restaurada rapidamente 

sobre la neutralización subsecuente seguida de la incubación a 

37°C en presencia de Mn+2 durante 3-5 min (7). Se han obtenido 

resultados similares con la arginasa de h1gado de conejo (6). 
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Sin embargo, la actividad de arginasa en el intestino de rata no 

fué restaurada después del tratamiento a pH 2.0 (31). La argina

nasa de riftón de rata fué disociada en subunidades por trata

miento con EDTA a pH 4.5 y después de este tratamiento la enzi

ma fué completamente inactiva cuando se ensayo en ausencia de 

Mn+2
• Sin embargo, se observó casi 50 % de su actividad original 

cuando la actividad fue ensayada en presencia de Mn+' (31). Se 

han obtenido resultados similares con la arginasa de higado de 

rata. La arginasa intestinal no fué disociada por tratamiento 

con EDTA a pH 4.5 y retuvo actividad residual cuando se ensayo 

en ausencia de Mn+2 • Su actividad fue parcialmente restaurada en 

presencia de Mn+2 
, aunque a una extensión menor que la argi

nasa de riftón (31). Estos resultados sugieren que la arginasa 

intestinal no se disocia realmente o que la enzima no está 

compuesta por subunidades. 

Arginasa en cerebro de ratón 

Stewart et al (30) estudiaron a la arginasa de cerebro e 

higado de ratón con el objeto de determinar si la actividad en 

ambos tejidos es debida a la misma enzima. Sus resultados demos

traron que la actividad de arginasa en el tejido hepático es 

1,000 veces más alta que la encontrada en el tejido cerebral.Las 

actividades especificas obtenidas para la arginasa hepática 

fueron 14 mol de urea producida/min/mg de proteina y 26,000 

mol de urea/min/g de tejido, mientras que los valores corres

pondientes para la arginasa de cerebro fueron 0.0135 y 23. 
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La activación normal de la arginasa de higado de rata 

ocurre a 55°C en MnCl 0.01 M, durante 5 min (208). En este estu

dio se encontró que 10 min a temperaturas en el rango de JO a 

60ºC, fueron suficientes para dar la activación completa de la 

arginasa de higado y cerebro. 

Los experimentos demostraron que el higado de ratón con

tiene una actividad de arginasa, mientras que el cerebro contie

ne dos. Los homogeneizados de cerebro e higado de raton fueron 

sometidos a electrofóresis en gel de acrilamida al 5 % . Ambos 

tejidos mostraron una actividad de arginasa que migró 6-8 mm 

dentro del gel de disco. Esta es en efecto, la unica actividad 

de arginasa que fué detectada en el tejido hepático. El tejido 

de cerebro mostró un pico de actividad adiciónal que migr6 

dentro del gel a aproximadamente 22-24 mm, en relación a la ar

ginasa con movimiento mas lento. Una de las enzimas del cerebro 

fue distinta de la enzima de higado al ser determinada por 

fraccionamiento en DEAE-celulosa, CM-celulosa y electroforesis 

en gel de disco. La segunda enzima del tejido cerebral presentó 

propiedades similares a la de la enzima hepática al ser someti

da a las mismas técnicas de fraccionamiento. sin embargo, esta 

arginasa puede ser distinguida de la enzima de higado por su 

valor de Km para arginina y su labilidad al calor (Tabla 44). 
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t.1bh 4', Prop11d1du de 1.11 ar1lnei11 de hi&•do y c•Ubro de ut~, {10) 

En:r.hu • 

Hh•do tI 
Ctnbro It 
Ctrebro 1 

Útmpo de Vld• medl• -... "' 
C1111n, H 'C) .. 

" 123 

"' 

Km pau _+• · 
. ..r1lnln1 

• Cid• •n:H:na !-Ji 0Ct1ntd1 • putlr d•l pHo d• p11rÚ1c•c1&n co~ Ói·~.t~l~u:· .. Ú --é~.ccion.11:11.1nto "'' .. ~ .. 
ug1n1111 dt hiudo y cerebro 1obu CH·ce1u1ou u UeYó 1. c1bo duput1 dt •.m1. purihc.:lón paco:hl :!:tdunte 
puc1ptuctén :on 1ctt.on1 y trat.a.,.unto con calor dt •cuerdo con tl r.ihcdo dt Schi::-:u (2071. 
•• Pror.itdio de t.r11 dtt.er:n1n1c1on11. 

La diferencia entre los valores de Km para las dos enzimas (14 

mM para la enzima de htgado y 32 mM para la del cerebro), no fué 

grande. Además de las propiedades mencionadas, las enzimas de 

cerebro e htgado tambien difirieron en sus respuestas a la acti-

vación con manganeso. Para cantidades equivalentes de enzima 

(actividad), la concentración de manganeso requerida p~ra la ac

tivación completa de la arginasa II de higado, fué aproximada

mente 100 veces menor que la requerida para la activación de la 

arginasa II del cerebro. A partir de estos resultados, se con

cluyó que ambas arginasas en el cerebro difieren de la enzima de 

higado de ratón. No se detectó interconversión de las enzimas 

del cerebro, y el peso molecular de todas las arginasas fué el 

mismo (dato no reportado) (38). 

Los resultados obtenidos con el cerebro e hígado de ratón 

fueron confirmados con tejidos de bovino. Después de la purifi-
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cación parcial de las enzimas, la cromatograf1a sobre CM-celu

losa demostró que el h1gado de vaca contiene solo una arginasa, 

mientras que el cerebro contiene dos. El sistema bovino no fué 

estudiado para obtener información adicional ya que la arginasa 

de h1gado de vaca difiere de la arginasa del h1gado de ratón (Y 

rata) en que esta no es unida en 

(pH 7.0). Esto es de esperarse ya que 

CM-celulosa al pH usado 

Harell y Sokolovsky (119) 

reportaron que la arginasa de h1gado de vaca es una prote1na 

ac1dica. 

Juzgando por la movilidad electroforética (10), fracciona

miento en CM-celulosa y Km para arginina (72), las enzimas I y 

II del tejido cerebral (30) son comparables a las enzimas encon

tradas en el ri~ón de rata. 

Arginasa an epidermis de ratón 

En 1981, Verma y Botwell (9) aislaron a la arginasa de epi

dermis de ratón. La actividad de la enzima se detectó en las 

fracciones soluble y particulada (Tabla 45). cerca de 75 % de 

la actividad total de arginasa fue encontrada en ia fracción 

soluble y 25 % en el precipitado lavado de la epidermis. 

Ambas enzimas en la fracción soluble y particulada, revela-

ron valores de Km similares (13 mM), determinados a partir de 

las gráficas de Edie-Hofstee. Además, las dos enzimas exhibieron 

pH óptimo similar (pH 9.5) y curvas de desnaturalización por 

calor idénticas. Ambas enzimas soluble e insoluble, necesitaron 
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de la presencia de Mn+' para la actividad máxima.La actividad de 

arginasa en la fracción particulada aumentó 50 por pre-

calentamiento a 50 ó 55ºC, con exceso de MnCl (15 mM). La 

actividad enzimática de las dos fracciónes, en ausencia de MnCl, 

disminuyó precipitadamente durante el calentamiento. 

Arginasa en la próstata ventral de rata 

Yamanaka et al (197) compararon las actividades de arginasa 

en la prostata ventral, rinón e hígado de rata. La actividad en

zimática de los tres tejidos fué encontrada en la fracción del 

sobrenadante y del precipitado después de centrifugar a 12,000 x 

g durante 20 rnin. Los resultados están resumidos en la Tabla 46. 
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-Prd1tata 
ventral 

-R1ftdn 

HOC110g1nlludo total 

3.03:c0.13 [31 

111.011:0.8813) 

11118.30 .t 62.0 lll 

2.63 :c o.o5 IJI 

10011,10 .t 20.2 [JI 

Pnclpltado (12,000 x ¡) 

0.96 t 0.02 IJJ 

9.35 .t l.U (3) 

Ul.7" :e U,9 (J) 

Los velares npreuntan la :r.e:lu :c E.E. l1tror ut•nd•r d• L1 m1di1J y 101 nllm1ros 1n los parintes1• indicm 
11 nt'.untto de •n11yo1. Los hoe.og1n1hado1 11 pnpauron en •olui;idn d• liddo mabico 10 ntt cont1n11ndo HnCL1 
JO ::ti Y !utron e1ntu!ug4do1 a 12,000 x g dur.int• 20 mln. Lo• aobrenadantu y pnc1ptt1do1 ruul.tant.u 
!u1ron ut.lltudos para •l 1ns;iiyo de La •ctivldad d1 arginasa. 

Entre los tejidos examinados, el higado exhibió la activi

dad enzimática más alta. La actividad de arginasa en el sobrena-

dante de higado fué 5 veces mayor que en el precipitado. En la 

prostata ventral, la actividad en el sobrenadante fué 2.J veces 

más grande que en el precipitado, mientras que por el contrario, 

el riñón mostró una relación inversa, ya que la actividad en el 

sobrenadante fué solo 1/4 de la del precipitado. 

El tratamiento con Tritón X-100 decreció las activadas en-

zimáticas en los precipitados de riñón y próstata ventral, 

sugiriendo que la arginasa de la fracción particulada esta 

localizada en los elementos membranosos. 
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Las arginasas del sobrenadante y precipitado del riñón y 

próstata ventral mostraron valores de Km similares para L-argi

nina (Tabla 47). 

·Riftdn: 

10.0 

10.0 

10.0 

'·º 
"' 
'" ~.o -

'·º ... 
'" "' 

Lo• t.•Jidos fo•ron homo11ndudos •n Tr-l•~act 10 tlfl CpH 7,j¡)-: .:et 100 di - l't\C1, so eti '1 nnt.rUug1do1 • 
12,COO X 1 dtJranu 20 mln. El puelpl.t.1do n1u.lunt.• Ctl6 tu.t.ado con Tr1tdn x~100 pu• so1ublU:ur • h 
at1.ttu.:r.a. L1a v.ioru d• Km !l.l•ron .. t.im1dos & putti: d• tu arUJ.r:n d• dobl• ocJpror:o d1 l& 1ct1vld1d 
usando r:onc•nt.utlonu dt aust.rato 1n •l ungo. d1 2.-' i; 10 1 Ha t.!i x 10·• H. P.r• h tnc~bscldn n uti.tl16 
.inortig111dar: d1 g1icl.na lptl 10.0) y Tcls~ffCl (pK !LO). 

El efecto de los iónes manganeso sobre la actividad de ar

ginasa en el sobrenadante (12,000 X g) y precipitado (600 X g) 

fué examinado para la próstata ventral y riñón de rata. En ambos 

tejidos se observó un mayor efecto del Mn+2 (6 mM) en la acti

vación enzimática del sobrenadante que en la del precipitado. 

La Tabla 48 muestra un resúmen comparativo de las principa-

les propiedades de las arginasas en el h1gado y en tejidos ex

trahepáticos de varias especies animales. 
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Tabla 48. _Compara_i::1.d~- de ·\ás)~_ln~-{~.ileS,pt:~·pieda_d~s de la arginasa hep.iti.ca y ext.rahepática en diterent.ea 
'""animales, · -

Amimal, 

Rata ff!g.:ido 

R4ta Riftón 

Rata Intestino 
delgado 

Caballo ff!gado 

Conejo H!gado 

Oveja Hígado 

Vaca H!gado 

Ratón Epidermis 

Ratón Cerebro 

-~¡:~~á~'.;:;,l~¡t1~;:_;-;:~.- :{,".f Pu :~~t.imo 
_'.J:> ''*"'" .· ~- --, :-_"..-·,~.~'.~'~: '. ... :,,>' .. : -< -··. 

)~~:~~:i~~~~g~~J;.:~fr!~~!l~U1L·>~,,1mi~ ¡m,. 
'-''i .i;;·;;;. e'¡. /20-40; Cl22) 

120,000 (31), ··" .~f;{:10 ('j¡¡ 
"~>' ;,,z •,- \ .,., .·-:-:,:.;; ~-:_,- -}~.·.:.'.,Y~~~·~,' 
~',::<+ ;-::--'"-¿,-:--"-- - -

138, 000 (6) 

138,000 (6) 

115. 000-120. 000 
(119) 

9.5-10.5 (119) 

9.5 (9) 

32 y 38 (30) 

: ,iB:o, (72) 

1.9:0; ·¡31¡ 

7 .O; (122) 

1.4; (6) 

1.0; Cl22) 
9-28; (119) 
1.0; (166) 

10.8; (74, 119) 

13.0; (9) 
20-40; ( 122) 

CoeCiciente de 
sediment.acidn 

(5) 

6.1 s (68) 

5.9 s (6) 

Los mlmeros en Los paréntesis indican las referencias bibllográ!icas, Los métodos y condiciones utiUudaa 
para la determinación de las dlCarentes propiedades varian de un investigador a otro. 



Arqinasa en suero 

En 1968, Kihara et al (66) compararon la actividad de arqi

nasa en el suero de diferentes mamiferos (Tabla 49). 

'suero: 

- _ C1b1llo (adu1t.o) 

Hwa~no_ UdÜltoJ-·. · 

Time.u ucUn nulda -' f 
2 
3 ,, 

-1 
2 
3 . 
' 

Lu ttrJutua !uu:on obhnld&s a put.ir d1 dlhr1nt.u lot.H. 

(umc1 de uru Cor:n1d1/hr/r.11) 

... , 
o.o 
·a.J 
0.2 

0.1 
1.0 
o.o 
o.o 

11.s 
9,2-
l.2 

'·º ... 

La mayor actividad de arginasa fué observada en el suero 

fetal de ternera (SFT). Este suero se usa frecuentemente en me

dios de cultivo como nutriente, para clonar y para iniciar cul

tivos primarios. La degradación de arginina en el SFT es debida 

a la presencia de arginasa. Asi, en cultivos prolongados en don-
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de se utiliza SFT, el agotamiento de arginina puede ocurrir a 

menos que el medio sea cambiado frecuentemente (25). La Km para 

la arginasa de SFT es 6.3 mM (119). 

En experimentos en donde se utilizan suplementos de suero 

comercial, es necesario tomar precaución al interpretar resulta-

dos, pues existe una variabilidad muy grande entre los factores 

químicos y endócrinos que intervienen al usar un tipo de suero 

u otro (69). 

Holtta et al (25) demostraron que distintos lotes de SFT 

presentan diferencias de más de 100 veces en la actividad de ar-

ginasa (Tabla 50). 

Tabla, 50¡ ÚtlYid•d d• ug1nau •n su.roa d1 d1hnnt11 anlmdu. <Z.51 

F1taL de t1m11"a 
Temua nci•n nacida 
Huruno 
C1b1llo 
Cerdo 
Cuyo 
Conejo 
Peno 
Gallina 

161 
161 
161 
161 
121 
111 
111 
111 
111 
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Si se considera que el medio suplementado con 10 t de suero 

contiene apróximadamente 6 mg de protelna/ml, aQn asl la baja 

actividad de arginasa es capaz de producir suficiente ornitina 

a partir de la arginina presente en el medio, para apoyar el 

crecimiento celular (25). 

l'Wlción da la arqinasa extrab6patica 

La función de las actividades de arginasa relativamente 

bajas en tejidos extrahepáticos aQn no es bien conocida y la 

distribución de la función del ciclo de la urea en otros teji

dos aparte del hlgado, es incierta. 

Las posibles funciones de las arginasas no hepáticas se han 

sugerido para el rifión (72), intestino delgado (12,31), glándula 

mamaria lactante (11,13), cerebro (34,93), epidermis (9) y ti

roides (23). 

Función an el rifión a intestino delgado 

El rifión (72) e intestino delgado (31) son dos tejidos 

extrahepáticos que contienen actividades significativas de ar-

ginasa. Estos tejidos contienen también niveles bajos pero 

detectables de carbamilfosfato sintetasa y ornitina carbamil 

transferasa. Debido a esto, algunos investigadores (132) han 

sugerido que el ciclo de la urea puede operar en el tejido renal 

e intestinal. 
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Kaysen et al (72) propusieron que la función m4s probable 

para la arginasa renal es la de iniciar la secuencia reacciones 

que metabolizan arginina en prolina y/o glutamato, vla ornitina. 

La importancia de esta ruta puede ser evidente en otros animales 

como gallinas (81,141,200) e insectos (73), asi como en células 

en cultivo de tejido (25); estos no sintetizan arginina y por lo 

tanto la requieren para su supervivencia. En algunos organismos 

(73), la conversión de arginina en prolina ha sido reportada, 

aunque la importancia de arginina vs glutamato como precursor de 

prolina no ha sido confirmada en todas las situaciones. En algu

nas células en cultivo de tejido, la ruta de glutamato a prolina 

parece predominar. Es probable que los controles de estas rutas 

varien dependiendo de las especies, tejidos, nutrición y de

sarrollo. 

En el intestino delgado, Fujimoto et al (31) sugirieron que 

la arginasa juega un papel importante en la proliferación celu

lar, suministrando ornitina como un material crudo para la sln

tesis de espermina y espermidina. Esta sugerencia esta basada en 

la observación de que las celulas epiteliales del intestino 

tienen concentraciones relativamente altas de poliaminas, las 

cuales se sabe que aceleran la proliferación celular. se ha 

observado que la actividad de ornitina descarboxilasa es 7 a B 

veces mayor en el intestino delgado que en el hlgado de rata 

(31). 
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:runci6n en la glindula mamaria lactante 

Una acumulación ordenada de enzimas particulares ocurre en 

la glándula mamaria al principio y durante la lactancia (63). 

Una de estas enzimas es la arginasa. La funci6n de la alta acti

vidad de arginasa en la glándula mamaria se ha relacionado con 

la actividad de otras enzimas que también se acumulan durante la 

lactancia. 

El desarrollo de la actividad de arginasa en la glándula 

mamaria lactante fué descubierto por Folley y Greenbaum en 1947 

(94). Estos investigadores estudiaron los cambios en el conteni

do de arginasa y fosfatasa alcalina en el tejido mamario de 

rata durante diferentes fases de crecimiento y funciones 

caracteristicas de la preñez, lactancia e involución. Al mismo 

tiempo, determinaron la actividad de arginasa en el higado y la 

actividad de fosfatasa alcalina en el riñón. 

Los resultados demostraron que la actividad de arginasa en 

la glándula mamaria aumenta lentamente durante la preñez y en la 

lactancia temprana, experimentando un incremento dramático entre 

los dias 5 y 10. La actividad alcanza un máximo a los 20 dias de 

la lactancia y después del destete decrece al nivel de la preñez 

temprana (Fig.13). 
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F1Q. 13 Variaciones de la actividad de arginasa en la gl~n
dula mamaria de la rata. (94 l 

Las lineas verticales equivalen a dos veces el E.E.M. (error 
estandar de la media). En donde no se muestra la linea vertical, 
el E.E.M. es demasiado pequeño para ser mostrado. La gráfica 
del recuadro representa la curva de lactancia. 

Las variaciones en la actividad de fosfatasa alcalina en la 

glándula mamaria fueron similares al comportamiento de arginasa, 

mientras que el contenido de esta enzima en el riñón permaneció 

constante a través de las fases (preñez, lactancia e involu-

ci6n mamaria). 

Se observó un aumento del peso de h1gado en la preñez tar

dia y en la lactancia, por arriba del aumento debido al creci

miento general del cuerpo. Esto tiende a resaltar el incremento 

en la actividad total de arginasa hepática durante la lactancia 

(Fig 14). 
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Los c1rculos representan la actividad total de arginasa hepáti
ca; los puntos negros representan el peso de h1gado. La linea 
horizontal continua es el nivel control de no-preñez para el 
peso de h1gado. La linea horizontal punteada es el nivel con
trol de no-preñez para la actividad total de arginasa hepática. 
con el objeto de evitar confusión,cada linea vertical representa 
la media E.E.M. estandar de la media) en una sola dirección. 

Las variaciones en la actividad especifica de la arginasa 

hepática se muestran en la Fig.15. Es interesante notar que el 

metabolismo materno en la preñez, debido a las necesidades del 

crecimiento en los fetos, no requiera de un incremento en la ac-

tividad de arginasa hepática, mientras que la lactancia eviden

temente lo necesita. 
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Fíg. 15 Variaciones en lo actividad específico de arginasa he· 
pático durante la prellez, lactancia e involución. ( 11) 

La linea horizontal punteada es el nivel control de no-preñez. 
Las lineas verticales equivalen a dos veces el E.E.M. (error 
estandar de la media). 

Los autores sugirieron que la arginasa en la glándula mama-

ria interviene en la desaminación de aminoácidos (relacionados 

con la producción de urea), dando lugar a una importante fuente 

de carbohidratos, requeridos para la sintesis de proteína de la 

leche. 

En 1967, Mepham et al (108) realizaran una comparación 

cuantitativa entre los aminoácidos absorbidos por la glándula 

mamaria lactante de cabra y los aminoácidos correspondientes se-

cretados en la proteína de la leche. En este experimento, la 

glándula mamaria lactante fué difundida con (U -l'CJ L-arginina. 

163 



La radioactividad fué detectada en la arginina y prolina de la 

leche y en la urea, prolina y ornitina del plasma sanguineo; 

muy poca actividad fué detectada en el dióxido de carbono y nin

guna en la citrulina del plasma. 

A partir de estos resultados, los investigadores demostra

ron que la arginina en la ubre de cabra es dividida para formar 

urea y ornitina y que esta última, más la ornitina absorbida por 

la sangre, es usada para la síntesis de prolina. La a-transa

minación de ornitina podría conservar el nitrógeno en la forma 

de glutamato para ser usado en la síntesis de algunos otros 

aminoácidos. 

En 1972, Yip et al (ll) demostraron que la glándula mama

ria lactante experimenta: a) una considerable formación de or

nitina debido a la alta actividad de arginasa; b) una mayor con

versión de arginina en prolina; y c) una elevación de la activi

dad de arginasa en la preñez, alcanzando un valor máximo durante 

la lactancia tardia y decayendo posteriormente en la involución. 

El desarrollo de la actividad de arginasa estuvo acompafiado 

por un aumento paralelo en la actividad de ornitina amino 

transferasa (Fig.16). El producto de la reacción de esta enzima, 

el glutamato r-semialdehido (o a -pirrolina-5-carboxilato), es 

el precursor inmediato de prolina. La composición enzimática de 

la glándula mamaria es por lo tanto apropiada para la mayor con

versión de arginina en prolina. 
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Ambas actividades de arginasa (.) y ornitina amino 
{o) están e~presadas en unidades {mol/min) por g 
libre de leche, a partir de animales individuales. 

transferasa 
de glándula 

Los autores demostraron que la arginasa en la glándula ma

maria no puede funcionar como parte del ciclo de la urea, ya que 

no se detectó actividad de carbamil fosfato sintetasa {amoniáco) 

y de ornitina carbamil transferasa. La actividad estuvo asociada 

sin embargo, con una actividad igualmente grande de la siguien-

te enzima que conduce a la formación de prolina. 
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En 1974, Oka y Perry (13) sugirieron que otra función pro

bable de la arginasa en el tejido mamario es la de proveer orni

tina para la biosíntesis de espermidina. Esta posibilidad pare

ce especialmente atractiva ya que la concentración de espermidi

na aumenta marcadamente en el tejido mamario, junto con las ac

tividades de ornitina descarboxilasa y s-adenosil metionina des

carboxilasa. En presencia de las últimas dos enzimas, la orniti

na formada por la arginasa, puede ser convertida a espermidina 

a través de la putrescina. 

Los estudios realizados sobre el desarrollo de la glándula 

mamaria "in vitro 11 han demostrado que la esperrnidina, junto con 

la insulina y prolactina, produce un marcado incremento de la 

síntesis de proteinas de la leche, el cual es similar al produ

cido por la combinación de insulina, glucocorticoide y prolacti

na. 

Otros estudios demostraron que la prolactina, en presencia 

de insulina, aumenta la actividad de arginasa en el epitelio ma

mario. Por lo tanto, es probable que la arginasa pueda tener una 

función crucial en la síntesis de proteina de la leche, partici

pando a través de la biosintesis de espermidina. Estos estudios 

no excluyen la función posible para la arginasa en la formación 

de prolina, como se sugirió anteriormente (108,11). 

Los estudios metabólicos de la lactancia son escasos; en 

esta situación el organismo materno esta sujeto a alteraciones 

mas marcadas de su balance metabólico que durante la preñez, ya 

que este tiene que producir grandes cantidades de leche, rica en 
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proteinas de alta calidad. Esto es parcialmente contrarrestado 

por adaptaciones anat6micas y una alimentaci6n mas intensa, 

junto con un aumento en la disposición de urea. 

En 1984, Remesar et al (17) midieron la actividad de argi

nasa en el higado, intestino delgado, riñón y estómago de ratas 

preñadas y lactantes. Los patrones observados en la actividad de 

los tejidos estudiados fueron uniformes, con dos máximos, en el 

dia 19 de la preñez y en el dia 30 después del parto (Fig.17). 

~o 200 RIÑON 

* 

25 

o 

ro ~V\ ·:: jJ, 
ºw.a~~l2_,19~·Ll-IL0-'20~3~0~4-0U-~o.w.~~12~19~~1~1=a--=2~0--:!30:::-::40 

21 día• 21 días 

Fig. 17 Actividad de orglnasa en diferentes tejidos de rata 
durante la preñez y lactancia ( 17) 

Todos los valores representan la media E.E.M. (error estandar 
de la media), a partir de 5 a 7 animales diferentes. Las activi
dades en el riñón, intestino y est6mago son expresadas en 
nKat/g de tejido. La actividad en el higado esta expresada en 
Kat/ g de tejido. 
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Durante la lactancia, se observó un aumento en los niveles 

de urea en plasma. La alta ingestión de comida por la rata 

durante la preñez, y especialmente durante la lactancia, resulta 

en una ultización significante de aminoácidos para la obtención 

de energia. Se puede suponer gue una parte significativa de su 

nitrógeno es excretado en forma de urea. Esta alta producción de 

urea puede ayudar a explicar el aumento observado en la activi

dad de arginasa, al menos en la lactancia (Fig 17). 

Los niveles elevados de actividad de arginasa en la preñez 

tardia pueden estar relacionados tentativamente al aumento en el 

glucagon circulante. 

FUnción en el desarrollo embrionario 

La presencia de la actividad de arginasa en el útero de ra

tas adulto fué detectada por Freeman et al (21). 

En 1986, Mendez et al (45) estudiaron la actividad de ar

ginasa en sitios de implantación de la rata. La administración 

intrauterina de varias concentraciones de un análogo sintético 

de L-ornitina, AIAVA (acido 2-amino-5-iodo-acetamidovalérico), 

produjo detención del crecimiento embrionario concomitante con 

la inhibición de arginasa. El efecto de AIAVA puede ser especi

fico ya que este no produjo una inhibición significativ~ de la 

actividad de ornitina descarboxilasa. Estos resultados sugi

rieron que la arginasa participa de manera importante en el 

proceso de embriogénesis. 
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FUnci6n en el cerebro 

Se ha sugerido 

se le puede asignar 

que a la arginasa del tejido cerebral no 

una función en el ciclo de la urea ya que 

dos enzimas, la carbamil fosfato sintetasa y la ornitina carba

mil trasferasa, se encuentran presentes en cantidades extremada

mente bajas (30). 

Sadasivudu et al (34) compararon la distribuci6n de algu-

nas de las enzimas involucradas en la 

de arginina y ornitina, en diferentes 

(Tabla 51). 

disposición metab6lica 

regiones del cerebro 

El cerebro puede efectuar la s1ntesis de arginina a partir 

de citrulina. El destino de la arginina depende de la ,activi

dad de dos enzimas, arginasa y transamidinasa. La arginina es 

tambien utilizada para la s1ntesis de proteina. La arginasa y 

transamidinasa producen ornitina a partir de arginina además de 

urea y compuestos guanido. Como la producción de urea en el 

cerebro es cuantitativamente insiginificante y como en este, la 

conversion de ornitina a citrulina no ocurre, la función proba

ble para estas dos enzimas es la producción de ornitina, cuyo 

destino en el cerebro aun no es bien entendido. Sin embargo, la 

ornitina puede experimentar transaminación con el a -cetogluta

rato, y originar un aumento en el ácido glutámico a través de la 

formación de semialdehido glutámico. En este proceso de transa

minación, ambos reactantes son convertidos en acido glutámico. 

La ornitina tambien puede tomar parte en la reacción con 

glioxalato. Otro importante destino para la ornitina es la 
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conversión a putrecina, por descarboxilaci6n. se ha demostrado 

que la actividad de ornitina descarboxilasa está presente en el 

cerebro de rata en desarrollo. 

Enzima 

•Arg1nau: 

-tran1amuUnau 
(erglnina-gUc:ina): 

-tran111:1tdinas11 
(1rginlna-GABA): 

·Omtt.1n1 amino· 
tran1!ar1111 
(a·cetoglut.anto): 

-Om1 tina amlno
tr1ms!eras11 
lgliox11l4t.o): 

Cerebelo 

33.JJ:t.J,4 
1111 

o.ss: o.oss 
1101 

º· t.81 : 0,063 

"' 
º·"º: 0.011 

l•l 

o.us: o.en 
!JI 

iunol de uru !omada/hfg do tejido. 
u µmol de orn1tin4 formada/h/g de Lll'Jldo . 

Tallo ce.rebral . · 

0,196 :t 0.089 
131 

,,,.·-·.:-;· 

·:o o~2~.~~.,0;0~J 
. ·- . 16]~- ' 

C.32.: O.Ol&. 
131 

..... µmol dv l-pa1ul1drn11·!1-carboxillto Corrn11da/r::ln/g de l•Jldo, L11 actlVld¡ad de tr1nu::ndu1u1 ful 
Hti111ada u~1ll:a11do argir,ina corno suHrato 'f h gliuna y 'el.do ga::r.ia am.inob1.a.1r1co IGAB/-.J ae ulJliuron com:.i 
ac;optoru del grur~ iuantdo. Pan la l!tt.1Vtdt1:1 de onat.in11 arninotnnshrua se ut111zó átido o•utoglut.árico 
y ác1do glio:dl1co coo:.o •c•pt.oru del gruro -.1no. C•:ia 'l:dOr upreunt.a h rn•dU: O.E. (d.avuc16n 
ut11ndu). Lo& nümero1 •n los parénl•Us indican la C•ntldad d• 1rnin:aln us•dos, 
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La distribución de la actividad de ornitina amino transfe

rasa (a -cetoglutarato) fué variable en las diferentes regiones 

del cerebro, y su cantidad fué aproximadamente paralela a la 

actividad de arginasa. De esta manera, la elevada actividad de 

ornitina amino transferasa (alfa-cetoglutarato) puede estar 

correlacionada con la alta actividad de arginasa en el cerebelo. 

Esto tambien podria sugerir que el destino principal del esque

leto de arginina es el de dar un aumento en el ácido glutámico, 

via arginasa y ornitina amino transferasa. Como resultado de 

esta reacción de transaminación entre ornitina y a -ceto-

glutarato, ambos nitrógenos 

la forma de acido glutámico. 

r- y a -amino son conservados en 

En una investigación posterior, Sadasivudu et al (93) estu-

diaron la distribución de arginino succinato sintetasa, arginino 

succinato liasa y arginasa, y la síntesis de urea en el cerebe

lo, corteza y tallo cerebral (Tabla 52). 

De las tres regiones del cerebro, el cerebelo tuvo la mayor 

actividad de arginasa. Esta elevada actividad puede contribuir 

mas que nada a la formación de ornitina. La corteza cerebral 

tuvo niveles elevados de la actividad de arginino succinato sin

tetasa y arginino succinato liasa, y una alta capacidad de sin

tetizar urea a partir de ácido aspártico y citrulina. 

El amoniaco producido por el cerebro durante la acción 

neuronal esta disponible principalmente en forma de glutamina. 

Este estudio confirmó que la producción de urea (Tabla 51), 

procedió principalmente a partir de citrulina, cuya s1ntesis en 



el cerebro fu6 casi nula debido a que no se detectó actividad 

de ornitina carbamil transferasa. Las pequefias cantidades de 

citrulina en el cerebro pudieron ser derivadas a partir de la 

sangre. 

fabl1 52. ActJvJd1du de 1r1lnino aucclnat.o 1inut.1u, 1rginino auccinato lias1 y 1rgin1s1 y dnt.11J1. de una' 
•n dlhnnt.n ngionn d!l. c1ubro de ut.a.:~Gl) 

·Ara1nino' a~cdh.ito 
1int1t111: 

·Arginino aUc;tnatO 
Uua: 

·Arginau: 

·, 1;& t Z,8 
1121 ' 

-~3".3 t 1 ·:1 
33,3: J.C. 

1221 

S.1:: 2.6 
[16) 

''-','--;.:' 

' :~,-:-">:.' ~;8;15".:1:.'l.3. \ : ~ t~~t;~~:.-. 
'-5.e :·:Z!o 

. ·.:: ~-:.-~~~;~·,~J~tº~ ~~~~~:¡ 
· .. ·.1221 '. , ,:~(-: 

La formación de cantidades apreciables de ornitina sin la 

formación neta de citrulina a partir de arginina, indica que en 

el cerebro la arginina puede ser convertida en ornitina pero no 

la ornitina en citrulina. Estos resultados indican que el meta-

bolismo de estos tres aminoácidos esta relacionado en una manera 

unidireccional (citrulina ---> arginina ---> ornitina) y que la 

ornitina no puede ser convertida en el ciclo de la urea. La ar-
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ginina no solo es un precursor de la urea sino también de cier

tos compuestos guanido biológicamente importantes. Estos com

puestos son formados por la acción de transamidinasa y son 

utilizados para la s1ntesis de prote1nas. 

Ji'Unoión en la piel 

La actividad de arginasa se encuentra presente en el tejido 

epidérmico normal, y es elevada en muchas enfermedades asociadas 

con la hiperplasia epidérmica e hiperqueratinización. La elevada 

actividad de arginasa epidérmica es encontrada en la psoriasis, 

verruga vulgaris, ictiosis, epidermis plantar y papiloma Shope 

(62). A excepción de la arginasa, las enzimas asociadas con el 

ciclo de la urea no han sido encontradas en el tejido epider

mico. Los hidrocarburos alic1clicos parecen inducir cambios mor

fológicos y aumentar la actividad de arginasa en la piel de ra

tón (62), y en la piel de cuyo (163). 

Cotton y Mier (133) demostraron que existe estimulación 

de la proliferación epidérmica como resultado de las heridas. 

Esta estimulación es precedida por la inducción de la actividad 

de ornitina descarboxilasa y la 

permidina, bajo la influencia 

producción de putrescina y es

del factor epidérmico de creci-

miento. De esta manera, los autores sugirieron que la función de 

la arginasa epidérmica es la de proveer una reserva de ornitina 

para la producción de espermidina. 

Verma et al (9) estudiaron el efecto del 

de tumores, 12-0-tetradecanoilforbol-13-acetato 
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actividad de arginasa epidérmica. La aplicación de TPA 10 nmol 

en la piel de ratón no ocasionó un aumento de la actividad de 

arginasa en ninguna de las fracciónes (soluble y particulada), 

durante un periodo de 24 h. En contraste, hubo un aumento grande 

de la actividad de ornitina descarboxilasa en la fracción 

soluble después de 4.5 h del tratamiento. La actividad de orni

tina descarboxilasa en la epidermis de ratón fué mucho menor que 

la actividad de arginasa y estuvo predominantemente localizada 

en la fracción soluble. Estos resultados indican que el nivel 

normal de la actividad de arginasa no es un factor limitante 

para la estimulación de la bioslntesis de poliaminas por TPA. 

Los investigadores sugirieron que la actividad de arginasa 

en la epidermis de ratón puede desempeñar una función en proveer 

ornitina para la bioslntesis de poliaminas, y en la producción 

de glutamato y prolina, asi como en la producción de proteínas 

queratinosas. 

Función en la glándula tiroide 

La actividad de arginasa en la glándula tiroide de rata es 

muy baja, siendo aproximadamente mil veces menor a la del hlga

do, en relación al peso húmedo. Esta glándula no contiene acti

vidad detectable de las otras enzimas que intervienen en ei ci

clo de la urea (2J). 

Varios estudios han demostrado que en la glándula tiroide, 

la acumulación de poliaminas esta estrechamente relacionada con 

la formación del bocio y con el crecimiento neoplásico. La 
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biosintesis de poliaminas en la tiroide esta regulada principal

te por la hormona tirotropina (TSH). La actividad de ornitina 

descarboxilasa responde rapida y marcadamente al cambio en la 

TSH circulante. Aunque se ha pensado que la ornitina descarboxi

lasa es la enzima de velocidad limitante en la biosintesis de 

poliaminas, es también posible que la velocidad de formaci6n de 

putrescina dependa de la concentración celular de ornitina. 

Matsuzaki et al (23) estudiaron el efecto de la droga anti

tiroidea, metiltiouracil (MTU) sobre la actividad de la argi

nasa en la tiroide de rata. El tratamiento cr6nico con MTU 

ocasion6 un aumento en los niveles de TSH circulante. La activi

dad de arginasa aument6 significativamente a los 15 dias del 

tratamiento y una inyecci6n de L-tiroxina (T ) suprimi6 el 

incremento de la actividad de arginasa y del nivel de TSH en 

suero. Esto demuestra que la actividad de arginasa esta relacio

nada a la TSH circulante. La concentración tiroidal de poliami

nas fué aumentada por la acci6n del MTU y fué disminuida por 

T , con la excepción de espermina. Después del tratamiento con 

MTU, la concentración tiroidea de arginina fué disminuida signi

ficativamente, mientras que la concentración de ornitina perma

necía sin cambio. La T inyectada a las ratas pretratadas con 

MTU, restauró la concentración disminuida de arginina al nivel 

normal. Estos resultados sugierieron que la arginasa tiroidea 

sirve para provee~ suficiente ornitina como sustrato para la 

sintesis de putrescina. 
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Arginasa en el hombre; activacion e irunovilizaci6n. 

La activación de la arginasa con iónes metálicos divalen

tes, especialmente con Mn+2
, es un hecho bien documentado (85). 

Sin embargo, la funci6n exacta del i6n metálico en la actividad 

catalítica de la enzima no se ha establecido claramente. 

Carvajal et al (43) estudiaron el efecto del Mn+2 sobre la 

estructura cuaternaria de la arginasa de higado humano y rela

cionaron este efecto con la actividad enzimAtica. 

La arginasa purificada de higado humano fué activada com

pletamente por incubaci6n con Mn+2Cl l mM en Tris-HCl 5 mM, pH 

7.5, durante 30 min a 37°C. El peso molecular de la enzima 

determinado por filtraci6n en gel sobre columnas de Sefadex 

G-200, fué de 118,000 Daltones. Este valor es similar al peso 

molecular reportado para la arginasa de higado de rata (68). 

La incubaci6n de la arginasa de higado humano a 37 •c con 

EDTA 30 mM, seguida por una diálisis exhaustiva (con agua bides

tilada), resultó en una enzima completamente inactivada con un 

peso molecular de aproximadamente 30,000. Esto demuestra que la 

arginasa nativa esta compuesta por cuatro subunidades. La adi

ción de Mn+2 a las subunidades inactivas resultó en la regenera

ción de la actividad enzimática. El peso molecul'ar estimado 

para la enzima regenerada fué el mismo que el de la enzima na

tiva. La enzima nativa y las subunidades difirieron en su 

comportamiento sobre cromatograf ia de intercambio iónico y en el 

isoelectroenfoque. 

En 1976, Carvajal et al (20) inicialmente inmovilizaron la 
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arginasa de higado humano mediante la unión a nylon y con 

glutaraldehido como agente de entrecruzamiento. 

La incubación de la enzima tetramérica (inmovilizada) con 

EDTA seguida por diálisis, ocasionó la disociación de la enzima 

en subunidades inactivas unidas a la matriz y en subunidades 

solubilizadas. Ambas especies recuperaron la actividad enzimati

ca después de la incubación con Mn+', y la actividad de las sub

unidades reactivadas unidas a la matriz fué aproximadamente 25 % 

de la actividad mostrada por la enzima inicialmente unida al so

porte en la forma tetramérica (Tabla 53). Este valor sugiere que 

el tetrámero estuvo enlazado a la matriz via subunidad simple y 

que por lo tanto las subunidades reactivadas, unidas a la matriz 

representan monómeros de arginasa. 

T11tla 53, Trat.amunto d•.t t.lr4.muo ir11'll<WJliudo d• ug1n11u con E.DlA. C20J 

Condicionn 

Proh!na •nlnada 

~11ntn dd trata:d~nt.:O;~-----. __ 3,J6--- -

º·ºº 

Con Hn+' 

--- ·3_37--- --

0.38 0.00 

taa act.tvidadn er.t.im!t.1cu tuHon 11nuy11dn Unto •n ausenda dt ~.,., corno d.spul~ d• -l; acUvau-ón' ri:crn 
H:1Cl, !i rtH en TtirHCl. lpH 8. 7J 11 J7"C d1,1nnu 20 tnin. La conc11n!.nc16n df' sustrato Cué 100 di 'i i.- 1oluddr. 
da a:r.orUguir.dor ful! gllcJna•NaOft 50 ctt IJ>}l 9.!i). Una urndad d" 11nzim• • l 14,,ol'de uro {crmada/min a 37'C, 
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Cuando las subunidades reactivadas unidas al soporte fueron 

incubadas con subunidades solubles en presencia de Mn+2 , ellas 

11 recogieron 11 de la solución una cantidad de proteina y actividad 

enzimática casi idéntica a la inicialmente perdida por el tetrá

mero inmovilizado despues del tratamiento con EDTA. 

Para obtener información sobre las propiedades de la enzima 

inmovilizada, los valores de Km para arginina fueron determina-

dos. A partir de los datos presentados en la Fig. 18 el mismo 

valor (4 mM) fué calculado para el tetrámero unido, para las 

subunidades reactivadas unidas y para la enzima reasocida unida. 

El mismo valor fué obtenido para la enzima soluble y este con

cuerda con el valor reportado por Bascur et al (90). 

l/Y 

-+--·-·-·.¡...._ 
300 400 ~ºº 

I / (ARQININAJ 

Fig. 
18 ~:C;e"~~~~~0nt~~d1~nº~1!v~~~~n1~~. (~ºÓ">ª'ª 

A, subunidades reactivadas unidas; B, tetrámero inmovilizado. La 
velocidad está expresada como mol de urea formada/min y las 
concentraciones de arginina en unidades molares. con la enzima 
reasociada unida a la matriz, los resultados fueron casi exacta
mente los mismos que los mostrados para el tetrámero inmoviliza
do. 
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A partir de los resultados, los autores sugirieron que la 

reactivación de las subunidades de arginasa involucra la forma

ción de un monómero activo, el cual entonces adquiere la confor

mación que favorece una reasociación al estado tetramérico. Los 

experimentos corroboraron la conclusión de que el manganeso de

sempefia una función en el mantenimiento de la estructura cuater

naria de la arginasa de hígado humano (4J). Este estudio también 

demostró que los efectos estructurales y activantes del Mn+' so

bre la arginasa pueden ser analizados como fenómenos separados. 

En 1978, carvajal et al (80) examinaron con mas detalle las 

propiedades enzimáticas de la arginasa de higado humano en dife

rentes estados de agregación. La incubación de la arginasa solu

ble con p-hidroximercuribenzoato (PHMB) resultó en la di

sociación de la enzima en dímeros activos. La adición de 2-mer

captoetanol dió como resultado la regeneración de la enzima te

tramérica. cuando la arginasa, unida covalentemente al nylon, 

fué incubada con p-hidroximercuribenzoato, se obtuvieron dímeros 

unidos a la matriz. La incubación de estas especies con 2-mer

captoetanol resultó en la formación de dlmeros estables, no 

modificados (Fig.19). Basados en estas observaciones de la 

disociación de la arginasa, se sugirió un modelo de simetria

D para la enzima de higado humano. 

La actividad especifica, el valor de Km para arginina, el 

pH óptimo y las constantes de inhibición para ornitina y lisina 

fueron determinadas para las fornas monomérica, dimérica y tetra

mérica. Los resultados se muestran en la Tabla 54. 
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SUBUNIOAOES SOLUBLES• Mn+2 

f 1 
trn PHM- ~ 2-MERCAPTOETANOL I~ 
~'AJ~@ ~ '·' 

MB-•TETRAM~ EOTA CIMERO MB 

SUBUNIOAOES L-··- ~ ~EOTA 
SOLU!LES '.l.._r, + 2 ll o 

Mn+2 ~ \J C Mn ~ 
MONEMERO MB SUBUNIDAO MS 

ESPECIES ACTIVAS 
O·ESPECIES ACTIVAS @·TRATADAS CON PHMB O· ESPECIES 

INACTIVAS 

Fig. 19 Esquema que represento lo relación entre los derivados 
unidos o lo molríz (U. M.-} de lo orginoso de hígado hu
mano .(80) 

Tabla ,4, Propi•d•dt1 •nzim.ttJcn de 101 crionómeros. di1dro:. y t1tdmero1 de arginua unidoa 1 la· matriz. (SO) 

Dutvado unido "" Liatna, Ki Orntlina, Ki pH óptimo 
a la matriz ,,,,., CrJ1J (n/i) 

!-k:in6lneroa •.D 2.2 "' ... 
Dii::nos •.D 2.• .., ... 
T1tr!mrro1 •.D 2.J .., ... 

Para det.uminar la consu.nlt d• H1thnH1, la conc•ntución d• uginina !u' variada desde 2 a 20 llfl. Para 101 
valoro dt t1, la conc1ntr1cidn de lhina y ornttma !u6 vartada dude 2 11 20 r:t1 'i las conc1ntucion111 
de uatntna fueron 2,,,10 y 20 1111. Loa vdorn de r.1 !u.ron dtttrm1nados por m6todo1 grHicos. La aoluc:idn 
de l.T.l'.l':"ltg:.i,u!or uuda en 101 exptrimtnt.01 unéticos !ul glJcina-NaOH 50 rl-! (pH 9.5). Parad pH dpt.imo, la 
1olucldn d~ amtirtiguadar usada Cut: tru·HCl 50 rrfl CpH 7.0 a 8.7) y gltcina-NaOH 50 di Cpff B.7 a 10.0) 
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Los mismos valores que se presentan en la Tabla 54 fueron 

calculados para los tetrámeros reasociados obtenidos mediante la 

incubación de mon6meros o dimeros unidos a la matriz con subuni

dades solubles en presencia de Mn+2
• Estos valores tambien con

cuerdan con los reportados para la enzima soluble (90). 

Los autores concluyeron que la conducta de los sitios acti

vos de los monómeros no es substancialmente alterada por la in

teracción de estas especies en la molécula oligomérica. Los mo

nómeros de arginasa de higado humano presentan la misma activi

dad y tienen características cinéticas iguales independientemen

te si estos existen simples o como parte de una estructura oli

gomérica. Estos estudios en los que se utilizaron especies uni

das a la matriz, revelan que a pH 9.5, las interacciónes de sub

unidad parecen no tener efecto en los aspectos cataliticos de la 

arginasa de hígado humano. Por lo tanto, como con otras enzimas 

oligoméricas que no muestran cooperatividad a pH 9.5, el signi

ficado de la estructura tetramérica de la arginasa está por de

terminarse. Una posibilidad interesante es que la estructura 

cuaternaria de la arginasa sea requerida para interactuar con 

otras enzimas funcionalmente asociadas. Una interpretación de 

este tipo ocurre en Saccharomyces cerevisiae (100) y provee un 

mecanismo regulatorio 11 epi-enzimatico 11 , el cual es mediado por 

el enlace estequiométrico de la ornitina carbamil transferasa 

con arginasa. En las células del higado, la compartimentación de 

las enzimas del ciclo de la urea previene la integración f isica 

de estas dos enzimas. Sin embargo es posible una interacción de 
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la arginasa con las enzimas del citosol involucradas en la for

mación de arginina a partir de citrulina. 

La reacción catalizada por la arginasa de higado humano ha 

sido estudiada generalmente a pH 9.5. A este pH, que es el 

óptimo para la enzima, las cinéticas hiperbólicas fueron obser

vadas hasta en presencia de aminoAcidos inhibidores (15,90). 

En 1981, carvajal et al (41) demostraron que las cinéticas 

de reacción de la arginasa de h1gado humano, en términos de con

centración de arginina, son alteradas por variación del pH. Al 

disminuir el pH óptimo (9.5) hacia un valor mas fisiológico 

(7.5), hay una transición de las cinéticas hiperbólicas a las 

cinéticas sigmoidales. 

a) Est~dios con la arginasa soluble. La Fig. 20 muestra los 

resultados obtenidos cuando la reacción catalizada por ar-

ginasa fué estudiada a pH 7.5 en presencia y ausencia 

de ornitina. Se observa que las lineas en la gráfica de 

doble reciproco son mas bien curveadas que lineares y 

todas ellas se cruzan en un punto de intersección común 

del eje 1/V. La inhibición por ornitina es entonces com

petitiva y una cooperatividad positiva para el sustrato 

es aparente a este pH. 

El p-hidroximercuribenzoato disocia a la arginasa en d1me

ros activos que se reasocian cuando el reactivo es removido con 

2-mercaptoetanol (80). La Fig. 21 muestra que la arginasa d1me

rica, qu1micamente modificada exhibe cinéticas hiperbólicas in-
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-clusive en presencia del producto. Corno ocurre con la en

enzirna nativa, las especies reasociadas mostraron cinéticas sig

moidales. 

20 
10 

l/V 

Fig, 20 

La velocidad es 
concentraciones 
lineas expresan 
lirnolar. 

º+---+--->---+---!--+ 
o 'ºº 3'00 

1/.[AROININAJ 

500 

lnhibicio'n de lo oroino&o nativo por 
ornillno o pH 7.5. (41) 

expresada corno mol de urea f ormada/rnin y las 
de arginina en rnolaridad. Los nürneros sobre las 

las concentraciones de ornitina en unidades mi-
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l/V 

F1g. 21 

10 

o 100 :ioo 

1/ (AROININA) 

Inhibición de la arginasa dimérica por 
arnitina a pH 7.5 (41l. 

La enzima nativa fué tratada con p-hidroximercuribenzoato para 
obtener los d1meros. La velocidad es expresada en mol de urea 
formada/min y las concentraciones de arginina en molaridad. Los 
nfímeros sobre las lineas expresan la concentración de ornitina en 
unidades milimolares. 

b) Estudios con la enzima inmovilizada. La arginasa inmovili-

zada fué usada para analizar la conducta cinética de los 

d1meros no modificados. Para este propósito, la arginasa 

tetramérica inmovilizada fué disociada con p-hidroximercu

ribenzoato y despues el reactivo bloqueador fué removido 

con 2-mercaptoetanol. La transición de los tetrámeros en 

d1meros estuvo asociada con un cambio de las cinéticas 
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sigrnoidales a las hiperbólicas a pH 7,5, La conducta ciné

tica de los dímeros fué la misma antes y después de la adi

ción de 2-mercaptoetanol. 

En contraste con los resultados obtenidos a pH 9,5, se 

observó que una cooperatividad positiva es aparente en la acción 

de la arginasa a pH 7.5. La conducta cinética a pH 7.5 esta re

lacionada al estado estructural de la enzima. En efecto, cuando 

la arginasa es disociada en dímeros hay una transición de las 

cinéticas sigmoidales a las hiperbólicas. 

Los estudios del control de enzimas oligoméricas han enfa

tizado la importancia de las interacciones de subunidad. Una 

evidencia ütil para indicar que semejantes efectos estan invo

lucrados, es el cambio de las cinéticas alostéricas a la función 

hiperbólica mas comün cuando los cambios estructurales son in

ducidos en la enzima. Los resultados obtenidos con la arginasa 

disociada por p-hidroximercuribenzoato son entonces una indica

ción de que las interacciones de subunidad podrían desempeñar un 

papel en los aspectos funcionales de la enzima. 

Los efectos del tipo alostérico han sido también sugeridos 

para la arginasa de otras fuentes. Kaysen y strecker (72) encon

traron que la arginasa de riñón de rata es activada por 

altas concentraciones de arginina y que la activación desaparece 

en presencia de lisina. A partir de estas observaciones, ellos 

sugirieron un segundo sitio de unión para la arginina y ciertos 

aminoácidos que cuando lo ocupan modifican el sitio catalítico 

el cual es dependiente del pH. Bedino (190) observó que en la 
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presencia de:·ornitiria, 'la argin.asa de higado de bovino muestra 

cinéticas sigmoidales y sugirió la regulación alostérica de la 

enzima'por el producto. En contraste con la arginasa de h1gado 

humano, la enzima de h1gado de vaca muestra cinéticas sigmoida

les a pH 9.5 y solo en la presencia de ornitina. Las diferentes 

fuentes de enzima pueden explicar estas diferencias y las en

contradas con la arginasa de riñón de rata. En cualquier caso, 

es claro que los efectos del tipo alostérico pueden ser signifi

cativos en los aspectos cataliticos de la arginasa. 

En un estudio posterior, Carvajal et al (149) demostraron 

que es posible obtener dimeros hibridos (inmovilizados) a partir 

de la arginasa de h1gado humano. La actividad de los monómeros 

de la arginasa unidos a la matriz no fué modificada por la incu

bación con p-hidroximercuribenzoato. Cuando los rnonómeros unidos 

a la matriz, quimicamente modificados se incubaron con subunida

des solubles en presencia de Mn+2
, los dimeros fueron obtenidos. 

Estos d1meros fueron hibridos entre los monórneros nativos y los 

modificados (Fig.22). Los resultados obtenidos concuerdan con 

una simetria-D en donde dos d1meros se unen para formar una 

enzima tetramérica. 

Los estudios cinéticos de los derivados dirnéricos fueron 

desarrollados a pH 9.5, el óptimo para todas las especies. No 

se observó diferencia entre los dirneros unidos a la matriz con 

respecto al valor de Km para arginina y las constantes de inhi

bición para ornitina y lisina. Los valores obtenidos fueron 

iguales a las reportados anteriormente para los rnonómeros, di-
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meros y tetrátameros no modificados (BO). Por lo tanto, es claro 

que la estructura de los sitios activos de la arginasa no es al-

terada por modificación quimica con p-hidroximercuribenzoato. 

Subunldcdes 1olublu + Mnz+ 

t4 a)EDTA 1 

te b) Mn 2+ ¡-o PHMB 

'"" 1 
ti EtSH 

O· mondmero no 
madi flcado. 

Fio. 22 

Subunldade1 
1olubl11+Mn2+ 1 '"""'""' solubles+ 

Mn2t 

fB E!SH 

• mono'maro tro1ado 
con PHMB 

~ 

Esquema que represento la preparación de 
derivados diméricos unidos a la matriz de 
la arc;¡inasa de h(gado humano. (149) 

Pl!MB p-hidroximercuribenzoato; EtSH 2-mercaptoetanol. 
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Arqinaea en el hiqado y eritrocitos. 

En 1960, Cabello et al (96) purificaron parcialmente la 

arginasa de eritrocitos humanos y estudiaron sus propiedades 

cinéticas en comparación con las de la preparación purificada 

de hlgado humano. La producción y pureza de las preparaciones de 

ambas enzimas se muestra en la Tabla 55. 

tf.hh ,$, Prod~n:c16n y puuu d1 ha pnpanc1cnu <I• u1ltt1u. • putlt d-1 )11¡ado '1 erHtodt.r>• hUCD&noa. UlllJ 

Tlolanu Act.. t.otd Ac:t.. upecJUca P"todllcd6n Pl.lrlfit:aeidn uhtiv1 

unidul11 U11ldad1•/'flil (t) (vcc:u) 

·Erttrodtoa .. s.ss "' 
-e.ludo ll,600 i.si.eo .. " 
La ccnc•nt.tac16n d1 aun.ru.o 1n la muela d1 .incubación tu' O.O, H, El pH duranh h rncctdn u 111ant.uvo • 
ILl pita 1uaurat· la .,ubilidad 1nd~tuu. Un& unidad ds u¡tr.oa ti d1tinid11 com4 h unUd•d d1 1n1i1u 
q'J• Ub1ra l µmol d' urulrnin a l1'C. 

Los resultados de los experimentos cinéticos para ambas 

preparaciones de arginasa se describen a continuación: 

a) Velocidad de reacción. Bajo las condiciones del ensayo la 

velocidad de reacción fué constante hasta que aproximada-

mente 10 % de la cantidad de sustrato fué hidrolizada. 
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Este hecho puede ser explicado por el efecto inhibitorio 

de la ornitina producida durante la reacción. El mismo 

porcentaje de hidrólisis !ué alcanzado cuando se afladieron 

cantidades adicionales de sustrato a la mezcla de reacción 

bajo un periodo de l h, indicando que la inactivación de 

la enzima no ocurre durante la reacción. Esto fué demostra-

do con ambas preparaciones de higado y eritrocitos. 

b) Curvas de actividad-pH. Las actividades de arginasa de hi

gado y eritrocitos fueron exploradas llevando a cabo la 

reacción con soluciones de amortiguador de fosfato y gli

cina 0.1 M en un rango de pH 4.5-12,5. Las curvas de acti

vidad-pH exhibieron la misma forma asimétrica para ambas 

preparaciones (Fig. 23). La actividad máxima fué detectada 

a pH l0.0-10.2. 

ºlo de Ma.dma Aollvldod 
100 4 arolna10 del hígado 

• orolnc:110 de tr'lfrocllo1 

10 12 pH 

Fig. 23 Efecto del pH sobre la actividad de la arginasa de eri
trocitos y de hígado humano. ( 96) 
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c) Estabilidad. Ambas preparaciones enzimáticas exhibieron 

estabilidad similar entre pH 7.0 y pH 10.0. 

d) Influencia de la concentración de sustrato.La concentración 

de sustrato fué variada entre 4 y 40 mol/ml de mezcla de 

incubación. Las curvas de velocidad vs concentración de 

sustrato fueron del tipo hiperbólico coman. Los valores 

de Km ( determinados a partir del método gráfico de 

linewever-Burk ) a pH 9.1 fueron: 

•5.7 mM para la preparación de arginasa hepática y 5.J mM 

para la preparación de arginasa de eritrocitos•. 

e) Energla de activación. La actividad de las preparaciones de 

arginasa de hlgado y de eritrocitos fué medida a o , 20 y 

J7°C a pH 9.1. La energla de activación fué determinada 

por el método gráfico derivado a partir de la ecuación de 

Arrhenius. Se encontraron valores similares para ambas 

preparaciones enzimáticas: 9,962 cal para la arginasa de 

hígado y 9,537 cal para la arginasa de eritrocitos. 

f) Activación por cationes divalentes. Los iónes manganeso y 

cobalto activaron a las enzimas de hlgado y eritrocitos. 

En ambos casos, el Mn+2 fué más eficiente en la activación. 

Los resultados demostraron que las caracterlsticas cinéti

cas de la arginasa de hígado y eritrocitos son muy similares. 

Esto sugirió que la misma enzima fué obtenida a partir de la 

sangre y del hígado. 
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En 1965, cabello et al (88) realizaron estudios de inmuno

difusión y de movilidad electroforetica de las arginasas de hi

gado y eritrocitos humanos. Los resultados de esta investigación 

se resumen en los siguientes puntos: 

l. Las preparaciones purificadas de arginasa de higado (116 U/ 

mg) y de eritrocitos (4 U/mg) inyectadas a los conejos 

causaron la formación de anticuerpos que precipitan la 

actividad enzimática en los antigenos homólogos y hetereló

gos. La actividad enzimática no fué modificada por estos 

anticuerpos. 

2. Los experimentos de doble difusión 

identidad total de las proteinas 

en agar sugieren una 

enzimáticas en ambos 

antlgenos cuando ellos reaccionan con antisuero-E (suero 

inmune preparado por inyección del antigeno de los eritro

citos), pero solo una identidad parcial cuando ellos reac

cionan con el antisuero-H (suero inmune preparado por in

yección del antigeno de higado). 

3. Dos fracciones de proteína enzimática, con cargas catióni

cas a pH 8.6, fueron separadas por electroforesis en los 

antigenos de higado y eritrocitos. La fracción más rápida 

(R) tuvo una actividad especifica de 120-200 U/mg en 

las preparaciones de higado y de 12-66 U/mg en las 

preparaciones de eritrocitos e incluyó 90-95 % de la ac

tividad total de arginasa. La fracción más lenta (L) tuvo 

una actividad especifica de 2-9 U/mg en las preparaciones 
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de hígado y de 

trocitos. Las 

precipitadas por 

0.3-1.2 U/mg en las preparaciones de eri

fracciones R y L en cada antígeno fueron 

los anticuerpos del antisuero-H. En el 

antisuero-E hubo suficientes anticuerpos precipitantes con

tra el componente L pero no contra el R. 

La comparación de los desplazamientos electroforéticos, y 

las reacciones inmunoquímicas de las proteínas de migración 

rápida y lenta indicaron la presencia de dos isoenzimas corrres

pondientes y probablemente idénticas en ambas preparaciones de 

arginasa purificada. 

En 1966, Bascur et al (90) realizaron estudios sobre las 

formas moleculares de la arginasa de hígado humano. Los resulta

dos obtenidos a partir de este estudio fueron los siguientes: 

l. Análisis cromatográfico. 

(a) La arginasa purificada (116 U/mg) fué resuelta sobre CM-ce

lulosa en dos picos de actividad y 55 a 60 % de la activi

dad original fué recuperada. La primera fracción emergió en 

el frente del amortiguador (Tris-HCl 5 mM, pH 7.4) y con

tuvo 5 a 10 % de la actividad recuperada. La segunda frac

ción con 90-95 % de la actividad de arginasa, fué eluida 

con Kcl 0.10-0.14 M. 

los picos aislados bajo las mismas La recromatograf ia de 

condiciones resultó 

Cada una de las 

en patrones de elución reproducibles. 

fracciones fué homogénea y retuvo sus 

caracteristicas de adsorción-elución. 
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2. Propiedades de las fracciones enzimáticas·, 

(a) Afinidad por el sustrato. La afinidad ele cacla rracci6n en-

zimática por canavanina y arginina se muestra en la Tabla 

56. Las constantes ele Michaelis no manifestaron diferencias 

significativas. 

(b) Estabilidad al calor. El progreso de la inactivaci6n a 

60ºC para cada fracción, diluida a la misma actividad y 

contenido de proteína, fué el mismo. 

(c) pH 6ptimo. Ambas fracciones alcanzaron actividades óptimas 

a pH 9.4-9.5 • 

. (d) Estabilidad al pH. La fracción I fué más resistente al pH 

ácido que la fracción II. Después de l h a pH 5.0 y a pH 

6.0, la fracción I retuvo, respectivamente, 78 y 93 \ ele 

su actividad, mientras que la fracción II retuvo sólo 54 y 

67 %. 

T•bla ,6. Canatantu de Hichulu y d• inhJb1c1dn para lu ruccJonu de ar11n.u11 de hhad:r hw::ano. (90) 

Fratctón dt enilm• 

I 
I! 

At1inin1 

7.4 
6.2 

U,.5 
26,6 '·' 2.$ 

>a frlU 

Orniuna 

3.l ... 
Lu íraccionu fuuon 1cttv1du con Hn•' 2.6 d-1 dur1nt1 60 mtn a J7'C. Mnclu dt ruteJdn: En 2 . .5 11:11 
1r1lntn1 ~O ISM, glicina 40 riti, Hn•' l Jttl, •olucidn di 1nr:tm• 0 . .5 111l, pH 11.0, incuba::la duunu 10 111in 1 J1'C. 
Eri lea 1xp1r1in•ntos de- lnhJbtcidn u adítlonaron lhtna 40 irtl u ornittna 40 ut\ Y h arg1n1n1 !uf vui.lda d• 
13 • 80 rrti. 
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(e) Inhibidores. La lisina fué un inhibidor competitivo para 

ambas fracciones de arginasa,especialmente con la fracci6n 

II. La ornitina inhibió competitivamente a la fracción ~, 

pero causó una inhibición de tipo mezclado en la fracción 

II. La canavanina fué hidrolizada a 10 % de la velocidad 

de hidrólisis de la arginina. 

Estos resultados confirmaron la existencia de dos formas 

moleculares de la arginasa de hlgado humano. Las dos fracciones 

difirieron en sus estabilidades al pH y en el grado y tipo de 

inhibición causada por aminoácidos básicos. 

En 1978, Beruter et al (15) purificaron y determinaron las 

propiedades de la arginasa de hlgado y eritrocitos humanos. El 

proceso de purificación utilizado para ambas enzimas se muestra 

resumido en la Tabla 57. 

En contraste con los resultados obtenidos por crornatograf la 

en CM-celulosa (90), se observó que ambas arginasas de hlgado y 

eritrocitos fueron eluidas como picos simples en DEAE-celulosa. 

El uso de 2-mercaptoetanol durante el proceso de purificación de 

las enzimas de hlgado y eritrocitos pareció inhibir la formación 

de isoenzimas. 

Las preparaciones de hígado y eritrocitos obtenidas a par

tir del sexto paso de purificación (Tabla 57) dieron una banda 

simple de protelna que migró hacia el ánodo después de la 

electrofóresis en gel de poliacrilamida a pH 8.J. Esta banda 

correspondió a la actividad de arginasa después de la extracción 

del gel. Se sugirió que el 2-mercaptoetanol tuvo una influencia 
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Procuo 

h) BJ.a•do: 

1. 8011101tndudo ,55000 225000 '·º 2, Cd1nt.amhnto 
• llOºC 11900 413000 31i,9 

3. Ac1t.ona 5150 2011000 40,0 .. om,> so. 1170 llil!OOO m 
5, DEAE-C1lulou " 20300 238 
11. Set.dex G-200 22.5 47000 2090 

(bJ Eritrocito•: 

l. Extracto 521300 33lo80 0.053 
2. Acetona 192900 211300 0.125 
3. CllentamhnLo 

a 5o•c 10980 15638 l.51 .. (llH,) so. 110 3027 27.50 
5. DEAE-Cdulou 3.3 " 16,GO 
1!, S•hdu G-200 º·' lO 12.20 

Una unldu! de activided d• 1rginu1 u d11'tnJ.d• cOC!IO h cantld1d_d1 1nzim1 qu• ptcch1t1 1 µmol d• uru/min 1 
l1"C, Lu 1nzim11 d1l auto puo di purificación dcanzaron una actividad 111•~11111 tn pr11u1cu d• aolución dt 
amortiguador pH 9. J-9.5 y ~Cl 1 2nt1. · 

sobre las propiedades electroquímicas de las enzimas aisladas. 

El agente reductor puede prevenir la oxidación de la enzima na

tiva durante la purificación y asi decrecer la formación de 

múltiples formas activas. 

La incubación de la arginasa hepática pura a pH e.o en pre

sencia de iónes Mn', produjo una nueva forma de arginasa. En la 
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electrofóresis a pH 8.3, la nueva forma migró hacia el cátodo, 

Estos resultados demuestran la posibilidad de que las isoenzi

mas de arginasa puedan ser formadas durante el proceso de 

aislamiento. 

La arginasa de h1gado mostró un peso molecular de 107,000 

determinado por filtración en gel y un coeficiente de sedimenta

ción de 5.9 s. El tratamiento de la enzima con 25 % de dodecil 

sulfato de sodio a pH 10.0 causo la disociación en subunidades 

con pesos moleculares de 35,000. Las propiedades cinéticas 

determinadas para la arginasa de h1gado purificada mostraron un 

pH óptimo de 9.3 y una concentración óptima de MnCl2 de 2 mM. 

La Km para la L-argininn fué 10.5 mM y para la L-canavanina fué 

50 mM. La L-lisina exhibio un tipo de inhibición competitiva con 

un Ki de 4.4 mM y la L-homoarqinina no fué un sustrato para la 

arginasa de hlgado. 

Arginasa en fibroblastos, 

Van Elsen y Leroy (4) compararon algunas propiedades ciné

ticas y cromatográficas de la arginasa de fibroblastos cultiva-

dos con las enzimas de higado, rifi6n y 

actividad especlfica de arginasa en los 

muestra en la Tabla 58. 

eritrocitos humanos. La 

diferentes tejidos se 

Las cinéticas de reacción de las enzimas fueron lineares 

durante más de 2 H. El pH óptimo en todos los tejidos y los va-

lores de Km aparente (Km,ap) se presentan en la Tabla 59. 
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Tabh 511. Act.iv1d1d d• ar1Jn111 (mol uru/h/mg d1 prot.dn•) 1n dlhrenua t.1Jido1 hu.'llanoa. t'> 

TtJJdo Ptomtdlo O,!, E.E.H, Rango 

FJbrobl11Lo1 " .. 20 " . , .. 
aiaado 51120 33850 111160 31000 .. 111000 
RU\dn 3620 '" 320 2561 • 5350 
!rit.roclt.01 300 1030 '" 2100· U20 

Todoa 101 htmJO&tn11ud1;11 Cuuon 1cUv1do1 1 55'C durtnL• 20 min 1n L"t.Orliguador dt gltcin1 20 ,.m/f\&011, pH R.1 
'Y un1 mucll dt HnCl, )' 'cido mdlico 0.15 µmol, pH 1,0, LI r11cc1dn 11 lhvd •cabo 1 J1ºC (pff R.1) con 
L"nainlna 12 µmol pua 101 t1brcbl11Lo1 y 20 µmol para 101 otroa t.1Jido1. 
N • nll.mtro dt mu11t.raa; D.!.• duv11cldn Htandar; E.E.H,• trrcr nt1nd1t dt 11 1111dU. 

La incubación de los homogeneizados a 55'C con Mn+' (0.3 

.mol) activo y estabilizó a las arginasas de los diferentes te

jidos. Las enzimas de higado y eritrocitos mostraron una esta

bilidad mayor a 70'C por 45 min en presencia de Mn+'. 

Tablt 5;. Conat..anLu dt Hlchulh )' pH'a dpt.lmoa para lu ugtnuu dt ttJ1dc1 hum1no1 C'-) 

hJido pH d)ittmo Km tn pmol 

Ftbroblaat.01 .., o.u 
Hlg1do 10.0 1.25 
RU\dn '·' 1.0! 
Erit.rocit.01 '·' O.il 
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Los homogeneizados de fibroblastos, hlgado, riñón y eritro

citos fueron analizados por cromatografia en OEAE-celulosa. La 

fracción Al eluyó en amortiguador de Tris-HCl 5 mM (pH 8.J) y 

estuvo presente en el h1gado, riñón, eritrocitos, y nueve cepas 

de fibroblastos examinadas (las cepas fueron establecidas a 

partir de biopsias de piel humana). La fracción AJ fué eluida 

con KCl 0.08 M y se encontró en el hlgado y en algunas cepas 

de fibroblastos (por ejemplo la cepa 160). La enzima A4 eluida 

con KCl 0.18 M, fué especifica para el riñón. Esta isoenzima 

también estuvo presente en otras cepas celulares como la 168. 

Además, otras cepas de fibroblastos presentaron los tres tipos 

de arginasa (Al, A2 y A4). 

Los resultados de este estudio demostraron que los fibro

blastos diploides contienen actividad de arginasa y que esta 

no fué derivada a partir del suero presente en el medio de cul

tivo (66). Las enzimas que catalizan la parte de citrulina a 

arginina del ciclo de la urea han sido demostradas también en 

células de fibroblastos cultivadas por varios investigadores 

(71,205). 

En 1973, Rogers et al (107) encontraron deficiencia de 

actividad de arginasa en los fibroblastos de un paciente con 

argininemia. Sin embargo, en 1977, Van Elsen y Leroy (161) 

demostraron que los fibroblastos de tres pacientes con arginine

nemia poseen actividad de arginasa. Las caracteristicas ciné

ticas, pH óptimo, efecto del Mn+2
, valores de Km aparente e iso

enzimas fueron idénticas a las de los controles en cada tipo ce-
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lular. Estos resultados sugirieron que el gen funcional de la 

arginasa en fibroblastos no está relacionado a la causa de hi-

perargininemia en humanos. 

En 1981, Konarska et al (1) comprobaron que la actividad 

de arginasa es intr1nseca a los f ibroblastos diploides y que 

esta no se encuentra como resultado de la contaminación exogena 

durante el cultivo celular. 

Los experimentos fueron realizados con fibroblastos de piel 

normal (cepas HR y JH), y con fibroblastos de un paciente 

con hiperargininemia (cepa GM). El modo de cultivo celular (tra

tamiento con tripsina o fragmentación) demostró actividad de ar

ginasa similar. No se encontraron diferencias significativas de 

actividad de arginasa entre los fibroblastos que crecieron en 

suero fetal de ternera o en suero humano (Tabla 60). 

En otra serie de experimentos, las distintas cepas de f i-

broblastos fueron cultivadas en un medio libre de suero. La 

actividad especifica de arginasa (nrnol urea formada/h/mg de 

prote1na) en las células cultivadas en el medio libre de suero 

fué mayor que en las.células control crecidas en un medio 

conteniendo 10 % de suero fetal de ternera. 

La cromatograf 1a en DEAE-celulosa de las células cultivadas 

sin suero, separó la actividad de arginasa en dos fracciones. 

La fracción más pequeña Al, eluyó con el amortiguador de Tris-

HCl 5 rnM (pH 8.J). La segunda fracción, representando la mayor 

parte de la actividad, fué eluida a altas concentraciones de KCl 

en el amortiguador similar al de la isoenzima A4 encontrada en 
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todas las cepas de fibroblastos por Van Elsen'y Leroy (161). 

fahh 60. Act.1vtd1d- de argln111 1n Úbr_oblá'~to1 d1'
0

pJ~i ·'hN~;·;~~it.'l~·ado1 ·_1n' m~dlo cont.1nhndo auero C1Ul d1 
temen o 1uero humano, (lJ · · · 

Cepa celular 

llR 

JH 

GH (hlpeurg1• 
nlnnia) 

(n) 
- __ - . ~ - -- .. -:· ' 

Suno ht.1L,d1 t.im1ra · 

143.6 

103.6 

Suero humano 

112.1, 

102.Z 

96.0 

Loa f'lbrobh1t.01 d1 piel normal (c1pn HR y JH) '/ 101 de un p1clent.1 con ergininemh (c1p1 GH) fueron 
cult1v1do1 11mulUn14.'lltnt.1 tn m•dlo nut.rhnt.e 1uphm1nt.ado con 10 t dt 1u1ro !lt.al d• t.1m1r1 o con S Z dt 
auno blD.&m1, Lo1 ruult.1do1 z:1pn11nt.1n 101 valona promedio a partir dll nllmaro indicado (ni d1 cult.Jvoa 
cncidoa ind1p1ndhnttm1ntt. La actividad esU expr•uda cOl!IO MIOl d• omltlna/h/cng d• prot.1tn1. 

La actividad de arginasa varió con la edad de los fibra-

blastos. La senectud de las celulas estuvo acompañada no solo 

por un decremento en la actividad de arginasa sino también por 

cambios en el perfil enzimático. En los fibroblastos jovenes, se 

demostraron dos formas de arginasa por cromatograf ia en DEAE-ce

lulosa; la forma Al, y la forma predominante A4. En las celulas 

envejecidas, la actividad de la arginasa Al fué la fracción 
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principal. Estas observaciones fueron también validas para los 

fibroblastos del paciente con argininemia. Los resultados, con

firmados por cromatografla en CM-celulosa, sugieren que los 

cambios en la actividad de la arginasa A4 son responsables de la 

disminución de la actividad total en células viejas. 

Arginasa en placenta. 

La presencia de arginasa en la placenta humana fué inicial

mente demostrada por Porta et al (120). Estos investigadores 

purificaron la enzima de placenta aproximadamente 1,000 veces. 

Los pasos utilizados en la purificación se muestran resumidos en 

la Tabla 61. 
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tabla t\l, hri(h:•c::idn d• h atglnu• d• phtant.• h\Ran•. 020) 

Puo Prot.dn.a t.o\.d Act. t.o\.•1 Att., •1p1t1Cica 

... , untdadu untd•dn/m¡. 

1. Sobunadant•: '3Z00 212! º·º' 2, Ac•tOl'Ja: 1Q05 .., º·' ::t, frat..111i.nt.o 
con calor; 10!10 .. , - 0,!6 

4. Pucipl.t.1t16n 
ton 1t.anol: 63.1 HD4 22.0~ ·;' 

5, Cromat.01neta •n Ol·c'1u1on: "' 271 ~9.Z 
6, 1Ulne16n •n 

Blf.adu G•l,O: .. , 22• •• 10,6 

El p.rocno d• purtttc::•ehm 11 1hvd 1 cabo a 4"C. S• ut.iliu.ton phc1nt11 d• a .. t.atlonu norm.tlu Untant.H 
ulud.hh1; Urmtno d• 38 a 42 a..an111. tln• unidad d• u11nua H d1t:inida coma la ce.nt.ld1d d1 1n1J~ 1¡'11 
product l patetl d• una 1n 60 111!n a 37ºC, 

Propiedades de la arqinasa de placenta humana: 

l. crornatografia en CM-celulosa. La arginasa de placenta fué 

eluida corno un pico simple con Tris-HCl 0.01 M, pH 7.5, 

conteniendo KCl 1.0 M. 

2. Cromatografia en Sefadex G-150 y electroforesis. La enzima 

purificada adicionalmente por filtración en una columna 

de Sefadex G-150 (equilibrada con Tris-Hcl 0.01 M, pH 

7.5), solo mostró un pico de actividad. La electroforesis 

en gel de poliacrilamida/dodecil sulfato de sodio (pH B.J), 
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confirmó la homogeneidad de la enzima. 

3. Peso molecular.El peso molecular determinado por filtración 

en gel y por electroforesis a partir de una muestra pura 

(sexto paso, Tabla 61), fué de 70,000. 

4. Activación por iones Mn+ 2
• La arginasa de placenta humana, 

al igual que otras enzimas de mam1fero, depende de los 

iones Mn+2 unidos para la activación completa. La preincu

bación de la enzima pura a 5BºC por 15 min en presencia 

de MnC12 incremento la actividad enzimática aproximadamente 

3 veces. 

5. pH óptimo. La actividad enzimática fué ensayada en solucio

nes de amortiguador de Tris-HCl 0.1 M con valores de pH 

entre 7 y 10. El pH óptimo de la arginasa de placenta fué 

9.1. 

6. Especificidad de sustrato e inhibición. A partir de la grá

fica de doble reciproco de Lineweaver-Burk, la constante 

de Michaelis para la arginina fué 27 mM en Tris-HCl, pH 

9.1. La arginasa placentaria fué inhibida competitivamente 

por L-lisina(Ki = 14 mM) y por L-ornitina (Ki = 6.3 mM). 

Con respecto a la función de la arginasa en la placenta 

humana, se sug~rió la posibilidad de que la enzima aporte una 

reserva de ornitina para la producción de espermidina (120). 
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Arginasa en el Suero. 

Baranczyk-Kuzma et al (5) purificaron y determinaron las 

propiedades de la arginasa de suero humano. El método de purif i-

caci6n utilizado para la arginasa de suero humano se muestra 

resumido en la Tabla 62. 

Tabh 62. PurUic1dón d1 h arg1nu1 a part.lr de •urro humano. (5) 

P110 Proteína totll Act.. total Ac_t..~a~p1d!lc1 .. Randimi 1nt.o 

, .. , Unldadu Unidadu/m&-··- m 
.. 

.= •• -=·=.;- .-,. 

1. Su•ro: 6750 0,51t e.o x 10 100 
2. (KH,> SO,: 3169 º·"ª 1:3 x·10 90,7 
3. Calentamiento . 60'C, 20 mln: lDU 0.1,7 •.5 X 10 " .. Preciplt.aclón 

con ata.nol: 190 o.u 2.3 X 10 81.5 .. C11.entaml1nto . 60'C. 20 111ln: " O.JO •.3 X 10 55.6 .. CKH,) SO,: 2.0 X 10 46.3 
7. Cromat.ogriih• 

an Qot·e1lulo11: "' 0.23 8.o.x 10 liZ.6 .. CrOl:'latogrdu 
an Sd1do: G-150: 1.1 0,21 1.9 X 10 39.0 

El 1utto !ui obt.enido por centri!ugaclón de dlhunt.n im.1est.rH d1 11ngre. Las 111\lrstru con himólhia ae 
axcluyaron. Los 1uuo1 d1 101 grupos O, A, B y Ali, fuuon uamin•dOJ, lndep1ndhnte1111nt1 d1l grupo 
1anguineo, 7Ci :Z d1 101 auero1 i:io•traron actividlld de ugln•••· En JO :Z de 101 JUITOI la en1i1111 no tu• 
oburvada. Un• unidad dt actividad anzim.it.ica ful da!inid• como 1 µmol de producto !o~ado (uru u omilina) 
/mln a 37•c. 
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Propiedades de la arginasa de suero humano: 

l. Cromatograf1a en CM-celulosa. La columna empacada con CM

celulosa fué estabilizada con amortiguador de Tris-HCl 10 

mM, pH 7.5. La enzima fué elu1da como un pico simple con 

un gradiente de concentración de KCl o.o-o,J M. La ar

ginasa de suero fué adsorbida sobre CM-celulosa pero no 

fué retenida por DEAE-celulosa. 

2. Electrofóresis en gel de poliacrilamida. Se utilizó la en

zima obtenida después del séptimo paso de purificación 

(Tabla 62). A pH 5.5, la enzima migró hacia el cátodo como 

tres bandas de prote1na. La actividad total de arginasa 

fué encontrada en la fracción de movimiento más rapido. 

Durante la electrofóresis a pH 8.9, la enzima exhibió una 

movilidad electroforética muy baja y fUé detectada cerca 

del inicio. 

J. Peso molecular. El peso molecular de la arginasa de suero 

humano determinado por filtración en gel (Sefadex G-100 y 

G-150)fué 120,000 ± 5000. 

4. pH óptimo. El efecto del pH en la actividad enzimática fué 

estudiado en amortiguador de Tris-HCl 100 mM y glicina

NaOH 250 mM, desde pH 6 a 11. El pH óptimo para la arginasa 

de suero humano fué 9.2-9.6. 

5. Especificidad de sustrato. La arginasa de suero humano fué 

altamente especifica para L-arginina; esta no hidroliz6 
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D-arginina, L-homoarginina, y los derivados de guanidina 

probados: r-guanidinopropionato, r-guanidinobutirato, y 

r-amino-r-guanidinobutirato. 

6, Efecto de la concentración de sustrato.La influencia de las 

concentraciones de arginina, variando desde 0.2 a e.o mM, 

sobre la actividad enzimática fué estudiada en amortiguador 

de glicicina-NaOH 250 mM, pH 9.4. A partir de la gráfica de 

Lineweaver-Burk el valor de Km calculado fué 3.3 mM. 

7. Efecto del EDTA. Después del sexto paso de purificación 

(Tabla 62), la arginasa de suero fué incubada con EDTA (100 

mol de EDTA por l mg de proteina por 1 ml), a 37°c, durante 

30 mina pH 7.5. Bajo estas condiciones la enzima fué 

completamente inactivada. El peso molecular de la arginasa 

inactivada fué 30,000, indicando que la remoción de los 

iónes Mn+2 por EDTA conduce a la disociación en subunidades. 

La arginasa de suero humano se asemeja a otras arginasas de 

tejidos de mamifero en muchas propiedades como peso molecular, 

Km, pH óptimo, y estabilidad al calor. 

La Tabla 63 muestra un resumen comparativo de las princi

pales propiedades de las arginasas en diferentes células o 

tejidos humanos. 
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Tabla 63. Comparación de lH prJ.ncip&L91 ptopledadu de h •rsin.ua en c6lulH o hjidos humano•. 

tejido o cUub Peeo molecular pB dp~!mo :km peu L-arginina Coaftciente d• ••dimentacidn 

Dalt.cnH (atl) (S) 

Bisado 118,000 (43): 9.5 (149): 4 (43,90): '·ª s (15) 
107 ·ººº (151 10,0 (96) 10.5 (15) 

l>J tri trocito• 9. 7 (4) 0.9 (4) 

c::o Fibroblaatoa 9. 7 (4) 0.46 (4) ..,¡ 

Riftdn a. 7 (4) 1.05 (4) 

Placenta 70,000 (120) 9,1 (120) 27. o (120) 

Loa n\lmeroa en los par6nt.e&11 indicatt lea tderenclaa bibUogdficu:. Loa mfl.todoa y condlcionH utiUc.edH 
an h determinación de laa difannt.ea propiedades varJan de un inveatig4dor a et.ro. ....... • no determinado. 



Estudios inmunol6qicos de la srqinasa 

se ha observado que los macr6fagos inhiben la producci6n de 

anticuerpo primario "in vitro 11 , las respuestas inducidas por 

los linfocitos T, y las reacciones mezcladas de los linfocitos. 

El mecanismo de esta inmunosupresi6n no es claro aunque se 

ha reportado 

producidos por 

que existen factores supresivos solubles que son 

los macrófagos y linfocitos (26). 

Eccles y Alexander (167) notaron una correlación entre el 

número de macrófagos y el grado de inmunosupresión acompaftante 

(la supresión fué alta en tumores con alto contenido de macró

fagos). Se ha demostrado que la supresión de la respuesta inmune 

es debida, al menos en parte, a la inducción de la actividad de 

arginasa en rnacrófagos cultivados "in vitro 11 en un medio conte

niendo suero fetal de ternera (26). La arginasa agota a la argi

nina del medio de cultivo, previniendo el desarrollo de respues

tas inmunes. Se ha demostrado también que la arginasa es el 

agente tumoricida en los sobrenadantes de cultivos de macrófagos 

(77). De esta manera, la inducción de arginasa puede ser un paso 

funcional en la diferenciación de macrófagos que conducen a 

activación de la capacidad tumoricida y bactericida (194). 

Jakway et al (18) reportaron que existen dos factores en 

el suero que son requeridos para la induccion de arginasa. Un 

factor estimuló la producción de prostaglandina E (PGE ) por 

los macr6fagos, fué inhibido por indometacina, y pudo ser reem

plazado por la adición de PGE o (bu) cAMP. Treinta por ciento 
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del suero fué requerido para la actividad máxima de este factor. 

El otro factor requirió solo % de suero, no fué inhibido por 

indometacina, y pudo ser detectado por su aumento en respuesta 

al (bu) cAMP. Estos resultados demuestran gue la inducción de 

arginasa puede ser correlacionada con la estimulación de macr6-

f agos. 

Farram y Nelson (29) examinaron el mecanismo de acción "in 

vivo" de los macr6fagos citotóxicos. La citotoxicidad producida 

por los macrófagos fué inhibida por arginina, por los inhibido

res de la arginasa, ácido úrico y adenosina, y por el cAMP e hi

drocortisona, pero no por ciclohexamida, puromicina o actinomi

cina O; esta fué resaltada por indometacina. Los macrófagos que 

fueron citot6xicos "in vitre" también fueron capaces de suprimir 

el crecimiento tumoral "in vivo". 

Los macrófagos y células tumorales producen prostaglandinas 

las cuales aumentan los niveles de cAMP. La disminución de la 

producción de prostaglandinas por indometacina puede provocar 

una disminución en los niveles de cAMP, y un aumento correspon

diente de la citotoxicidad, 11 in vitre" e 11 in viva 11 • 

La producción de arginasa se ha propuesto como un mecanismo 

de citotoxiciad por macrófagos estimulados (26,77). El exceso de 

arginina, ácido úrico y adenosina inhibieron la citotoxicidad 

y la actividad de arginasa. Es posible, por lo tanto, que la ci

totoxicidad involucre la liberación de arginasa, preformada y no 

necesariamente sintetizada de nuevo, por un proceso de secresi6n 

activa. Esto no quiere decir que la producción de arginasa sea 
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un mecanismo universal de la citotoxicidad. Sin embargo, resulta 

interesante el que los macrófagos efectores que fueron aparente

mente activos "in vitre" por la producción de arginasa, puedan 

también suprimir el crecimiento tumoral "in vivo". 

Estos resultados concuerdan con la evidencia de que los macr6-

fagos son efectores activos anti-tumor "in vivo 11 (129). 

Schneider y Dy (144) demostraron que en respuesta a la con

canavalina A (Con A), las células de bazo de ratón producen can

tidades aumentadas de urea. Este aumento resulta a partir de la 

actividad de arginasa degradando arginina en urea y ornitina. Es 

mediado por un factor protéico soluble, caracterizado por su _es-_ 

tabilidad al calor (10 min a 80ºC) y un peso molecular de 

aproximadamente 32,000. El factor es producido por las células 

T y actúa en una población celular presente principalmente en la 

médula ósea y bazo. Los esplinocitos colectados a partir de los 

recipientes de injerto de piel durante el rechazo producen más 

urea en respuesta a la Con A que los obtenidos a partir de ra

tones normales o singénicamente injertados. El incremento máximo 

de urea es observado justo antes del rechazo y se mantiene 

durante este, declinando rapidamente después. Este fenómeno es 

explicado: (a) por un incremento de 10-15 veces en la producción 

del factor resaltando la actividad de arginasa en el recipiente 

de injerto de células de bazo estimuladas por con A, y (b) por 

una mayor sensibilidad de estos esplinocitos a la linfocina. 

Los autores sugirieron que el aumento en la actividad de argina

sa puede rPflnjar la diferenciación de macrófagos en los culti-
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vos de esplinocitos estimulados por Con A. 

Reyero y Dorner (33) reportaron que los leucocitos humanos 

(granulocitos y linfocitos) poseen actividad de arginasa. Valo

res de actividad de arginasa menores a los normales se han 

encontrado (114) en varias enfermedades afectando a las células 

blancas de la sangre, como la leucemia linfocitica crónica, 

leucemia aguda y la fase terminal blástica de leucemia granulo

c1tica. 

La función fisiológica de la arginasa de leucocitos norma

les y células patológicas es todavia incierta. La participación 

del ciclo de la urea puede ser excluida debido a que las enzimas 

carbamil fosfato sintetasa, ornitina carbamil transferasa y el 

sistema arginina sintetasa no se encuentran en estas cé

lulas (JJ), 

Arginasa y enfermedades. 

Arginasa en el diagnóstico clínico 

Las células, por su deterioro normal, dejan escapar a la 

sangre diversas moléculas y, entre ellas, las enzimas. Los indi

viduos 11 normales 11 que no presentan cuadro patológico, muestran 

una pequeña liberación de moléculas y consecuentemente, su_ acti

vidad enzimática en suero se considera normal. cuando una célula 

es daftada, las enzimas escapan a la sangre en proporción directa 

a la gravedad o dimensión del daño. Su cuantificación en corre

lación con el cuadro cl1nico contribuye de manera muy importan-
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te al diagnóstico correcto, identificando incluso el órgano le

sionado; esto justifica que la actividad de las enzimas ser1cas 

se haya correlacionado con entidades nosológicas espec1f icas y 

que la determinación enzimática tenga excepcional importancia 

para el diagnóstico, pronóstico y guia terapeútica; estas venta

jas se amplían con la determinación de las isoenzimas. 

Se conocen más de sesenta enzimas circulantes, que repre

sentan el 0.1 % del total de las prote1nas sericas (209). Su 

determinación está basada en la medición, tanto de su concen

tración como de su actividad, que se expresa en unidades. La 

determinación de las enzimas en grupo conduce a una mayor infor

mación de apoyo clinico. 

De acuerdo con las recomendaciones de la Asociación Inter

nacional de Bioqu1mica, las determinaciones enzimáticas deben 

efectuarse en condiciones óptimas de pH, concentración de 

sustrato y temperatura; sin embargo 

técnicamente posible, por lo que 

en algunos casos esto no es 

en la práctica se emplean 

técnicas muy apróximadas a las condiciones óptimas, que tienen 

alta sensibilidad y precisión. 

Para evitar error en la determinación enzimática, se deben 

utilizar muestras de suero recientes.y sin hemólisis. 

La cuantificación de la actividad de arginasa en suero se 

ha propuesto como un apoyo para el diagnóstico y pronóstico de 

varias enfermedades (173), fundamentalmente las relacionadas con 

procesos que afectan al higado (lJ0,160,187,155,158, 159), cora

zón (188), pulmón (157) y cerebro (112,156). 
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La actividad de arginasa en el suero sanguineo de personas 

saludables (tanto hombres y mujeres; edad: 18-40 años), oscila 

entre O y 5 unidades (188). 

Con el objeto de establecer sensibilidad para la determina

ción de la actividad de arginasa como un indice en la detección 

de enfermedades, se han llevado a cabo determinaciones simultá

neas de diferentes enzimas que se sabe son indicadoras del pa

decimiento en el órgano especifico. Por ejemplo, las enzimas que 

se han relacionado junto con la arginasa para la indicación de 

enfermedades hepáticas son la transaminasa 

tica (GOT), transaminasa glutámica piruvica 

(155). 

glutamica oxaloace

(GPT), y aldolasa 

Se ha observado que la actividad de arginasa sérica es 

elevada en personas con necrosis hepatocelular (130), junto 

con una actividad elevada de r-glutamiltranspeptidasa (160) o 

de transaminasa glutámica oxaloactéica (130). El aumento de la 

actividad de arginasa en mayor o menor grado se observa siempre 

que hay necrosis hepatocelular (187). 

La actividad de arginasa en el suero de personas con hepa

titis, aumenta precozmente en el periodo critico; esta se norma

liza en las hepátitis que tienen tendencia a la curación, y los 

valores altos de actividad se mantienen en las hepatitis .cróni

cas (187). 

Rodriguez et al (155) señalaron que en 95 casos de cirrosis 

hepática, se observó una constancia en el aumento de la activi

dad de arginasa sérica. Al mismo tiempo se indicó un aumento 

213 



máKimo de la actividad de arginasa en los casos de cirrosis con 

sindrome hemorrágico reciente, eKplicando dicha alza por la 

contribución del factor hemol1tico al factor hepático. 

Estos mismos autores indicaron que en enfermos portadores 

de ictericia obstructiva, la actividad de arginasa no se altera 

en los 40-50 dias de la evolución. Los niveles de actividad en

zimática se elevan en forma moderada y constante después de una 

prolongación mayor de la ictericia (mas de 50 dias), debido a la 

intervención de una necrosis parenquJ.matosa. En las ictericias 

hemoliticas, la elevación de la actividad de arginasa en suero 

es de origen eritrocitario y no hepático (159). 

EKiste un ascenso de la actividad de arginasa sérica y un 

descenso del seromucoide en enfermos portadores de cirrosis y 

en enfermos con higado cardiaco (154). Los valores de actividad 

de arginasa se normalizan cuando ocurre el coma hepático, y las 

cifras de seromucoide ascienden 

sindrome hernorrágico o un proceso 

se señala el interés que puede 

cuando concominantemente hay 

inflamatorio. De esta manera, 

significar la determinación de 

ambos parámetros en las enfermedades hepáticas y el gran valor 

que representa el cociente arginasa/seromucoide. 

En otro estudio, Rodríguez et al (157) señalaron que la 

actividad de arginasa es elevada en las cardiopatías. En los 

casos de insuficiencia cardiaca, el nivel de enzima se normaliza 

o desciende por el agotamiento de las reservas del higado. 

Por otra parte, Porembska y Kedra (188) reportaron que la 

actividad do arginasa aumenta en el suero de pacientes con 
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infarto al miocardio. En otras enfermedades del corazón como 

angina de pecho, insuficiencia coronaria, o falla cardiaca, no 

se observó aumento de la actividad. 

Se ha comprobado que la actividad de arginasa sérica es 

también elevada en enfermos con accidente vascular encefálico 

de origen hemorrágico. Se cree que este aumento se debe a la 

hemólisis que provoca la salida de arginasa de los eritroci

tos (156). 

Szilagyi et al (112) reportaron que no existe correlación 

entre la actividad de arginasa en suero y la actividad de argi

nasa en el liquido cefaloraquideo. Los pacientes que sufren 

epilepsia y atrofia cerebral mostraron una elevada actividad de 

arginasa en el liquido cefaloraquideo. se observó una correla

ción importante entre la actividad de arginasa del liquido 

cefaloraquideo y la actividad de GOT, pero no entre la actividad 

de arginasa y la actividad de GPT. 

Las pruebas para el diagnóstico de enfermedades a través de 

la determinación de la actividad de arginasa en suero demuestran 

que aun no se ha alcanzado el objetivo de especificidad deseado. 

Los métodos utilizados en la determinación de la actividad de 

arginasa varian notablemente de un investigador a otro. Además, 

se ha observado que no todos los sueros analizados a partir de 

personas sanas contienen actividad de arginasa (5,188), 
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Deficiencia de arginasa 

Generalmente se ha considerado a la hiperargininemia como 

la deficiencia de arginasa en los eritrocitos humanos (113, 161, 

170), y a la argininemia como la deficiencia de arginasa hep&

tica (169). A través de los casos reportados en diferentes 

pacientes (104,107,171,204), se ha demostrado que la deficiencia 

de arginasa es generalizada tanto en los eritrocitos como en el 

hlgado. 

La deficiencia de arginasa es heredada de una manera rece

siva autosómica y es el menor defecto frecuentemente diagnosti

cado del ciclo de la urea. La primera descripción de este sln

drome fué reportada en 1969 (104). Desde entonces, se han 

descrito aproximadamente 15 casos (46,54,104,107,168,169,171, 

204). Con la excepción de unos hermanos jovenes, tratados desde 

el nacimiento (168), el cuadro cl!nico es similar en todos 

los pacientes. Algunos de los slntomas son: pérdida de la des

treza mental y motora, espasticidad, deficiencia en el creci

miento y episodios agudos de hiperamonemia. Se cree que la 

patogénesis de este desorden esta más relacionada a la hiperar

gininemia que a la hiperamonemia, ya que los niveles de amoniaco 

en plasma se han reportado como normales o ligeramente elevados, 

en algunos pacientes (171,204). 

La Tabla 64 muestra una comparación del cuadro clinico de 

la deficiencia de arginasa en 5 pacientes diferentes. 
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Terapia de la def iciancia de arqinaaa 

Spectcr et al (164) sugirieron que los eritrocitos de feto 

pueden ser células utiles para usarse en el diagnostico prenatal 

de la deficiencia de arginasa. Las enzimas de eritrocitos en los 

fetos y en personas adultas presentaron propiedades similares. 

synderman et al 

de una dieta baja 

(168) reportaron que la administración 

en protelnas, iniciada lo suficientemente 

temprano, ayuda a prevenir todas las caracterlsticas cllnicas 

desfavorables del error bioqulmico. 

La respuesta subóptima de la terapia convencional ha aumen

tado el interés en el desarrollo de nuevos y mas modernos méto·· 

dos de tratamiento de la deficiencia de arginasa. Algunos de los 

métodos reportados son: la encapsulación de la protelna (55), la 

difusión de eritrocitos cargados con arginasa (58,148,153), la 

inyección directa de arginasa en la circulación sanguinea (48), 

y la terapia del reemplazamiento genético (107,198). Ninguno de 

estos métodos ha mostrado aun, ser eficiente 11 in vivo 11 para el 

tratamiento de los pacientes con deficiencia de arginasa. 
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Tabla 154. Defichnch de argln•u en cinco p•chnt.u dlhunt.u, (204) 

Ca•o llo, 
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'!dad del prlnclplo .. , d1tu loro 1111nt.•l 
'!1put.lcldad 

Aprah1n116n 
Ehct.ro1ncafalo-
lt&llll ar\Otmlll 

Ataxia 
AtroCh cerabral 

V6m1to 
Hepatoai1galia 

Arainin• on IUltO 

(¡;M/1.) 

""· on 1•n1r1 
ll'aldl) 

Amino,cido1 
ü~~= tado1 •n ol 

do c1C.lor1quid•o 
D1Clchnch d• " an:r.im• 

<I <I 
+ + 

.. 
"º "' 1492 

165-311 J-ai-671:.:=· :·.-~3'7-~~~;~ 

. :A~-~L~:~ .. ,· 
Gl,H,T_-· .. 

Rl!C Rl!C -___ --~- R.BC~·: ·-

<2 
+ 

+ 

+ 

+ .. .. 
·+ 

62' '" -~>º:_~i 180L_· lo0.;:132-

Rl!C R];C 

Abuvht.uru: A, 1rginin1: Ct.. cltrvUna; B, hhÚd1l;1"i 01,':alUt"amlna: H1 -~mat.iontna¡ T, t.iro1lna; MC• 
•rlt.rocit.01; NA: no anaU:udo. 
Conc1ntración normal d1 arginine •n 11n1ra: 61·173 ,.it:l)Olflt, 
lHvaLu noml111 de MIDniaco en ungu: 2!1•75 l'&/dl, 

Diferentes estudios (46,54,56) realizados para la terapia 

de la deficiencia de arginasa, han definido dos genes estructu

rales que producen dos formas distintas de arginasa. Una forma 

de arginasa se encuentra en los eritrocitos y en las células del 
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h1gado, y la otra se encuentra en el riñón. Los niveles de enzi

ma producidos por el segundo gen o 11 gen del riñónº son elevados 

en los pacientes con deficiencia de arginasa. 

Se cree que la función natural de la segunda forma de argi

nasa es la síntesis de ornitina como precursor en la bios1ntesis 

de prolina y poliaminas (54). su nivel aumentado en deficien

cia de arginasa parece proteger a los pacientes de una hiperamo

nemia persistente y severa, y ofrece la oportunidad de estudiar 

el control de la expresión de ambos genes, as1 como la manipula

ción del segundo gen para la terapia de los pacientes deficien

tes. La terapia de reemplazamiento genético es un modelo sobre

saliente para entender y tratar los errores congénitos del meta

bolismo en general. 

Distribución de la arginasa 

Son pocos los estudios que comparan la distribución de la 

actividad de arginasa en diferentes tejidos. 

En 1970, Greengard, Sahib y Knox (32) realizaron mediciones 

cuantitativas que permitieron comparar la actividad de arginasa 

en diferentes tejidos de rata (cepa NEDH) . El ensayo de la 

actividad de la enzima estuvo basado en el método de Schimke 

(207) • La Tabla l muestra la comparación de la actividad de ar

ginasa en los diferentes tejidos de rata. 

La alta actividad de arginasa del h1gado de rata adulto 

tiende a minimizar las actividades pequeñas pero no desprecia

bles de algunos tejidos extrahépaticos. El hepatoma Dunning (no 
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diferenciado) contuvo solo 10 % de la actividad de arginasa del 

h1gado normal. Sin embargo, el riñen y el intestino delgado 

mostraron actividades de arginasa significativas. 

Entre los tejidos fetales analizados, solo se observó un 

aumento de la actividad de la arginasa hépatica inmediatamente 

despues del nacimiento. El aumento fué ligeramente mayor en ra

tas macho comparadas con ratas hembra. posteriormente, la acti

vidad se desarrolla a una concentración más alta en el h1gado 

adulto, y a concentraciones pequeñas pero significativas en el 

intestino delgado, riñón y pancreas. 

Las actividades más altas encontradas en los tejidos extra

hépaticos corespondieron al intestino delgado, riñón, páncreas 

y glándula mamaria lactante. 

Método representativo para la purificación y actividad de arginasa 

Los métodos desarrollados para la purificación y determina

ción de la actividad de arginasa son muy variados y numerosos. 

Los distintos métodos dependen de las propiedades de la enzima 

y de la localización intracelular en un tejido determinado. 

El siguiente método fué desarrollado por Schirnke (207) para 

la purificación de la arginasa de higado de rata. Todos los pa

sos del proceso se desarrollan a 4°C, excepto en donde se men

ciona otra temperatura: 
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l. Extracción. La muestra de higado,generalmente pesando de 15 

a 50 g, es homogeneizada en volumenes (del peso ori

ginal de higado) de Tris-Hcl, pH 7.5, que contiene MnC12 

0.05 M y KCl 0.10 M. El homogeneizado se centrifuga por 10 

min. 15,000 x g, y el sobrenadante es retenido. 

2. Precipitación con acetona. Al sobrenadante se le adicionan 

1.5 volúmenes de acetona a -1o•c. El precipitado obtenido 

se centrifuga por 5 min a 15,000 x g y a -1o•c. El 

precipitado se homogeneiza en 0.7 volumenes de Tris-HCl, pH 

7.5, que contiene 0.05 M de MnC1 2 • El homogeneizado se 

centrifuga por 10 min a 15,000 x g y el sedimento se des

carta. El fluido del sobrenadante se dializa durante 3-4 h. 

J. Tratamiento con calor. La solución dializada se calienta a 

60°C por 20 min, se enfría en un bafio de hielo, y se cen

trifuga por 10 min.a 15,000 x g.El precipitado se descarta. 

4. Precipitación con etanol. La solución del sobrenadante se 

enfria o•c. Se adiciona etanol a -10 •e (conteniendo MnCl 2 

0.05 -M) en un volúmen igual al volúmen de la solución en

zim~tica .El precipitado obtenido por centrifugación es des

cartado. Se añade una cantidad adicional de etanol equiva

lente a 3 veces el volúmen de la solución inicial de enzima 

y el pp. se colecta por centrifugación. 

Este 

MnC12 

enzima 

pp. se suspende en 3-6 ml de Tris-HCl, conteniendo 

0.05 M y glicina volumen de la solución inicial de 

inicial de enzima y el precipitado se colecta por 

centrifugación. 
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Este precipitado se suspende en J-6 ml de Tris-HCl, pH 

7. 4, conteniendo MnC12 o. 05 M y glicina o. 05 M, e inme

diatamente se congela y liofiliza. 

5. Cromatograf la sobre CM-celulosa. La CM-cel,ulosa se utiliza 

sin tamizar. Esta se lava con NaOH2N, después con NaC12M, 

y por último con agua. Posteriormente la celulosa se lava 

con Tris l.O M y de nuevo con agua hasta que el pH es 7. 

Las columnas (0.2 x 5 cm) se empacan bajo 1 libra de 

presión de aire y se equilibran con Tris-HCl 0.01 M, 

pH 7. 5, sin MnC12 • 

El precipitado liofilizado se disuelve en 5 ml de Tris-HCl, 

0.01 M, pH 7.5. La solución se coloca sobre la columna y se 

aplica presión de aire (2 a 4 libras) para obtener velocidades 

de flujo de 1 ml por min. La arginasa es elulda con 5 ml de 

L-arginina 0.2 M en Tris-HCl 0.01 M, pH 7.5. 

La solución final es dializada por 12 h contra Tris-HCl 

0.01 M, conteniendo MnC1 2 0.01 M. El eluato es liofilizado o 

concentrado por ultrafiltración. 

El producto final es incoloro y la actividad enzimática es 

estable a 4°C por periódos que superan las 6 semanas. 

La Tabla 65 muestra el esquema representativo de la purifi

cación de arginasa. 
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PHO Voltlmen Act.. npedfic• 
(ml) unided•1/m¡ 

·Homo1•ndudo ll8 5i';2' 
·Sobnn•d~h dd 

31j h~1•neiudo 85 10 
•Ac•t.on• 26 1.5,6 " ·Cal•nt.ami•nto 2J ... 221 
·Etanol ' 4,if ~ 1.012 
•Q1·t;•lulo11 • 1..$-· ... .$,.520 

S• utilizaron 3 1ni11U1lo manL•nidoa 1n-un1 dhh cont1nhndo 30 :1: de cauJn1. 
• 011pu'• de la conc1ntr1cidn por ultr1c1nt.ri(ug1cidn. 

Act., t.ot.d 
trnid•dH 

2.5,800 

21,000 
23,SOO 
24,800 
22,400 
19,900 

Schimke (64) utilizó un método para el ensayo de la acti-

vidad de la arginasa que se basa en la determinación calorimé

trica de la urea formada. En este método, la actividad de argi-

nasa es incrementada por preincubación del homogeneizado o de 

las preparaciones purificadas (de hlgado de rata) con MnSO, 0.05 

M a SSºC durante min. El medio de reacción contiene L-arginina 

0.250 M, pH 9.7, y sulfato de manganeso, 0.001 M. La incubación 

se lleva a cabo durante 10 minen 1.0 ml, conteniendo 20 µl de 

la preparación de tejido. La reacción se detiene por adición de 

2.5 ml de ácido percl6rico al 15 %. Se utiliza una alicuota de 

100 µl para el desarrollo del color. 

La unidad de actividad de arginasa se expresa como micro-

moles de urea formada por hora a 37 'C. 

223 



CONCLUSIONES. 

Los estudios sobre las propiedades de la arginasa demues

tran que las enzimas distribuidas en diferentes tejidos son 

proteinas distintas que por lo tanto deben tener una función 

especifica (aún no completamente definida) . 

La función que se les ha asignado a las múltiples formas de 

arginasa en tejidos extrahepáticos es la s1ntesis de ornitina 

como precursor en la bios1ntesis de prolina y/ó poliaminas. 

La enzima mejor caracterizada en cuanto a regulación y 

función es la arginasa hepática. Su participación dentro del ci

clo de la urea y su regulación a través de hormonas, esta bien 

documentada. 

Existen diferencias notables entre los estudios realizados 

en la caracterización de la arginasa de un mismo tejido, princi

palmente en lo que se refiere a la homogeneidad. Es evidente que 

las diferencias de resultados entre los investigadores son 

debidas a las mtiltiples métodos de purificación y determinación 

de la actividad de arginasa. 

Sin duda, los estudios futuros de la expresión genética ?e 

la arginasa permitirán entender con mayor claridad, los aspectos 

de evolución, regulación y función de las distintas enzimas. De 

igual manera se podrán establecer métodos eficaces para el 

diagnóstico y terapia de su deficiencia. 
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