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EL CICLO DE LA UREA. 

La importancia de las proteínas en la dieta de los vertebrados ra

dica en que éstas, además de su valor energético, son fuente de aminoaci 

dos, Los aminoacidos dentro del organismo, están sujetos a una serie co~ 

pleja de reacciones metabólicas, que pueden ser agrupadas en tres categE_ 

rías: 

l. Incorporación de aminoacidos a proteínas tisulares. 

2. Síntesis de compuestos nitrogenados tales como bases púricas, cateco · 

laminas, creatina, etc. 

3. Catabolismo, es decir, oxidación del aminoacido hasta co
2

, y elimina 

ción del nitrógeno. 

La rna!jnl tud relativa lle cada uno de estos procesos varía en función 

·de los rcqt1L•rimjentos fisiológicos y del c,;tnLlo nul1·ici.on,1l del organismo 

(1).; Así, clurant·c ol crecimiento y dec"1rrollo ele nn cini.mal, ln pronordún 

de arninoacidos íncn1·porados a protefnns y a otTos cop1puestos, ¡H·11rlominará 

sobre la ut:il.iz<ida en obtcnl'r (·!ll!1·gía por rnl~llio dt: la n:.;irl:11~ión. Esto 

siempre y cu<indo el nportc cnlórjco proporcionado por 1 os otros el f>mcntos 

de la dicta, tnles como carbohidratos y 1 ípidos, sea ,,¡¡ficí<·nte y hnlnn

cc«1do. 

En p] c<J::.;o lle un org<-111ismo .:i<lulto, l.1 proporción de amino;widos in

corporados n pt"nt·0í11.:is es r.1pnor que en el urg;1ni ~'.1:10 Pn cr11 cl::iir'nf·o, y de

pende de :111Íltiplt:S fnct·nrcs coa10 (~d;1d, '.~oxo, 1•ml,;1ra;~o, l:ictancia, ele. Si 

el aporte nrotéico de la dida de un ;idulto es rnnyor que su requerimic>nto, 

la proporción de nminoacidos 1-L.""grad;1rJos 1J.:1st".1 co2 .1u::1L'llta. La propnrcjÓn 

<le aminoacídos Jegrndndos tnnbi6n se ve nfcctada por la ingesta c;il6rica. 
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Cuando el aporte calórico de la dieta es insuficiente para cubrir las ne

cesidades del organismo, la degradación de aminoacidos aumenta y con esto 

la e>xcreción de NH4 • El catabolismp de aminoacidos también se ve muy numen 

tado en ciertas condiciones patológicas, como son las quemaduras o los 

traumatismos extensos, los síndromes intestinales de malabsorción o en el 

estado canceroso. 

Es evidente que el destino de los aminoacidos de la dieta puede ser 

muy variable, y está sujeto a múltiples mecanismos de contr¿l. El prin<:'.i

pal (o único) controlador del metabolismo de los aminoacidos en los ver

tebrados es el hígado. Este es un monitor de la cantidad y tipo de mnino

acidos ingeridos en la dieta, y ajusta el metabolismo de estos compuestos 

a los requerimientos fisiológicos del org.1nismo (1), 

El catabolismo de los ami.noacirJos cunllcva ]a producción de amonio 

libre. Este compuesto es c:·:trem.:Hl<11:ientc. tóxico, por lo f'll<il fJU concentra

ción en !3<Ingrc debe f.:~r cui iladosnuli'n t:e rl'gt1l <Ida. llna vez m;Ís, el hír;aUo -

es ~1 princi.p;-il órgcmo involucrado l:ll la deto:xific:ición llel .11iwnio. Através 

de la evolución han sur~ído distintos rncrruiismos cuyo fin c•s 01-imin.:ir del 

org1111isrno el :nnonío prnducí<lo a cons(~f'll1~11cin d0l c.1tnho]i_~:rno de los .:lmino 

acidos (2). En las vertebrados acu5ticos, rl amonio rs 0xcretado directa

mente a su ~11nbiL!nt:c .3.Cl!O~>o. En estos nnÍm('Jl c•s, dcnrnn in;itlos nmoniotélicos, 

el amonio <lerivndo <le l1Js lliv0rsos ;11ni11oaci<1os se convi~rte en 3lt1tamina 

a partir ele nmon i o y gl utn1r.ato y n r>xpens;is de ATP. La t.117.Íma que lleva 

a cabo esta rr,acciún es la rJ_t~t.o:nin~ _"'._i_:1~_0t_c_1_s~_· El !w1oni.o, en forma de gl~ 

tamina (no t6xica) es transport;ido del hf~ndo hnstn los tubulos renales, 

en donde '""dí.ante una r0ncci6n de liidr6.\i¡;is catolizada por la J;,~::it.'lmÍ~~· 

es liberado directnmentc hacia la orina. 
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Los reptiles terrestres y las aves, son seres uricot&lícos; es de

cir, que excretan nitrógeno en forma de acido úrico, mediante una serie 

compleja de reacciones en donde el anillo púrico es sintetizado a partir 

de múltiples precursores, entre ellos amonio (2). 

En la mayoL·ía de los vertebrados terrestres, el amonio es excretado 

en forma de urca. ta biosíntcsis de la urea se lleva a cabo en el hígado, 

y esta constituída por las reacciones esquematizadas en .la figura l. La 

síntesis de urea se inicia a partir de co
2 

y amonio. Las primeras dos en

zimas, la carbamilfosfato sintetasa (CFS) y la ornitin transcarbamilasa 

(OTC) se localizan dentro de la mitocondria, mientras que las otras tres 

enzimas -argininosuccinato sintetasa, argininosuccinasa y urginasa- son 

citoplasmicas. ta N-acetilglutamato sintetasa no esta directamente iuvolu 

erada en la biosfntesis de Ja urea, pero rntaliza la Gfnt0sis del N-acetil 

glutnmato, un co[actor cs"ncial. para la aetividatl de la cilrbamil fosfato 

sintetasa (3). 

La ci1rbnmil fosfato s·int<>t·:1:;n está loC':ili:1 :1da l!ll la mntriz mitocon

drial. Cata.liza unn rencción compleja, PSc'ncialrncnte irrevernible, en do~ 

de se conjuntnn una 1;iol 6c11la de NH
4

, una rle co
2 

y do:; ele Ali' parn formar 

1111 compuesto altamente inestable que es el carbamil fosfato. 

El cnrbamil fosfato transfiere el grupo carbarnilo n otra rnolGcula, 

la ornj t:i na, en una rPncci ón ca tal Ízílrla por la :.;L'gurnla enzima mlt ocondria1, 

la OTC. El producto de esto reacción es un curnpucsto llmnn<lo r.itrul ina, 

el cual s.1le <le ]a mil:ocornlria 11.1cía el citl)t=:ol para iniciar ln porción 

citopl~smica del ciclo <le la ur~a. 

La primera reacción citopLfa'.lticn del ciclo es la condensación del 

grupo dmino de 11na rnolé>cula <le :i•;pa1'.t<1to con el grupo cnrharnilo de la ci

trulina, en presencia de ATP, para <lar nrgininosuccinato. La enzima que 
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cataliza esta reacción es la arginiosucci.nato sintetasa (ASS) (2). 

La siguiente reacción, es una reacción de eliminación catal iz.1da por 

la argininosuccinato liasa, que da como productos a la arginina y al fu

mara to, Este último regresa al ciclo de Krebs, mientras que la arginina, 

sustrato de la última enzima del ciclo de la urea, la arginasa, es hidro

lizada a urea y ornitina. La urea es excretada como tal, mientras que la 

iornitina puede ser reciclada (2). 

La eluci<lación del mecaní smo de biosíntesis de urca por Krebs Y. 

Henseleit en 1932, marcó una etapa fundamental en el desarrollo del pen

samiento bioqu:ímico. Por primera vez, 1a hiosíntc,;.is de un compuesto se 

explicó en t6rrninos de reacclon0s químicas identificadas en el sistema 

biológico apropiado. Anteriormc·nte, se pretendía que la Pxpl icación de 

los eventos bíosi11t5ticos 0n los orga11inmos vivos po<lia ser inferida a 

partir de las propiedades q11Ímicas de los reactnntcs. ¡\J,,miis, el trabajo 

de Krebs y llense1cit fue la c1ave que permitió 1·11tcnder como cstah;in or

ganizados los procesos mt!tabóljcos celularps, Por otro Ja,]o y quizá como 

hecho de enorme trascendencia l'n el p<onsnmirnto bioqoímico, se establece 

un "ciclo" de reacciones l~n .lns cu;1l1~s la c0nct~ntrnc,ión \'.Jt11lltica de 

uno delos intenuc<liarios es suficiente para mantener el flujo funcional 

a través de una v1a rnct11bólica (4). 

La nctivi.dad del ciclo de Ja urca debe variar continuamente, en pr~ 

porción directa a Ja canti<lnd de .111d.noacirlos que son oxi.dnrlas h.1sta co
2

, 

produciendo amonio libre. En condiciones fisiol6eicas en lns cunlcs esta 

cantidad aumenta, la acti.vi1fod del ciclo de la urca p11rrle J 1,,gar a sor li_ 

mitnnte, dando como consecuencia Jn acumulacion de nmr>nio. Esto sugiere 

que las enzimas del ciclo de 1 a urea no funcionan continuamr.·nte al máximo 

de su capacidad. Los mecanismos que impiden la actividad cnzimiitica miíxima 
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son importantes, pues también impiden que.todo el amonio presente en 

la célula sea drenado hacia la formación de carbamil fosfato. Esto ten

dría como consecuencia que la síntesis de otros compuestos nitrogenados 

tales como piridinas, glutamato y aminoacidos no esenciales se inhibiera 

por completo. 

Se reconoce, entonces, que el flujo a trav&s del ciclo de ln urea en 

condiciones normales debe estar limitado. Sin embargo, son necesarios me

canismos de regulación que permitan aumentar eficientemente este flujo en 

condiciones metah6licas que así lo requieran. Los mecanismos generales de 

regulación metnb6lica que npcron en animales pluricclulnrcs, a los cuales 

est& sujeta la vía de síntesis de urca, se describen brevemente a continua 

ción. 

MECANISMOS DE REGULACION DE VIAS METABOLTCAS 

La adaptación de un organismo a su 1uedio externo, y el mantenimiento 

de su homeostnsis son fenórnenos que clcmandnn una flexibi liclad metabólica 

considerable. E•tn flcxibiliclncl se logra rn0dínntc cmnbios en el flujo de 

metnbolitos a trav5s de las distintas v1as presentes en Ql organismo. Es-

tos cGmbios son producto de mcidi [icnciones en la actividad o cantidad de 

una o varías ele las cnz ímas que 1 os constituyen, nctividndes que son 1 imi_ 

tantes bajo condiciones normnlcs. Estas cnzimns, y por lo tanto el flujo a 

través de lns víns, pueden ser rcgubdns n distintos niveles (6,7). En el 

primer nivel, la regulación cstnría dada por la velocidad de rencci6n de la 

enzima, en función de la CDncPntración intracelular rle protones pH , del sus 

trato <le la rcacci.on, de cationes requeridos por la enzima, como podrían ser 



+t +t +t Ca Mg , Fe , etc, o de coenzimas. Las fluctuaciones en las concen-

traciones de estos elementos en la vecindad de cualquier enzima pueden 

producir cambios en la actividad de la misma. En el segundo nivel, los 

cambios de actividad se ejercen sobre ciertas enzimas especializadas, c~ 

yas propiedades catalíticas se ven modificadas por dos tipos de mecanis-

mas: El primero consiste en la activación o inhibición de la enzima por 

efecto dela unión no covalente de un metabolito específico a un sitio 

distinto al sitio catalítico, fenómeno conocido como alostcrismo. Los me 

tabolitos que modulan la actividad de la enzima pueden ser los productos 

finales de una vía metabólica a la cual pertenece 1a enzima (retroinhibi_ 

ción), o incluso son los sustratos de la misma. El segundo mecanismo con 

siste en la modificación de la actividad catalítica de la enzima median 

te una modificnción covalente en S\I estructura, que a su vez está catali 

zada por otras enzimas. Estas modificncíones covalcntcs a menudo cambian 

la Km de la enzima por su. sustrato, la constante de activación para algún 

activador o la constante de inhibición para alGÚn iniiibidor, La modifica 

ción covalente, m:ís que un mecanj~rnio de nctivación o inhibición de la en 

z:ima es un mcc..1nismo que medin la t 1·¿111sil·ió11 de Ja enzima de un cstnclo a 

otro, en los cuales responde de manero Jifcrente a l~ concentraci6n de -

sustratos y moléculas moduladoras. Se conocen dos tipos de modificación 

coval(mte involucrndas en la regulación de actividades enzimáticas: la -

fosforilación y la adenilación. Se reconoce actualmente que el mecanismo 

principal de control de los eventos intracelulares por estímulos fisioló 

gicos externos es la modificación de la actividad enzimática por fosfori 

lación. 

En un tercer nivel <le regulación metab6lica, está el control ejer-

cido por la cantidad total de enzima presente en la célula. Esta cantidad 
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resulta del balance entre la velocidad de degradación y la velocidad.de 

síntesis de la enzima; esta última a su vez depende del control de la -

transcripción del gen y .de la síntesis de la proteína. Diversos metabo

litos al igual que diversas hormonas son capaces de modificar la activi 

dad transcripcional en zonas específicas del genoma. 

En organismos pluricelulares, los cuales son producto de la acción 

coordinada de cúmulos de células altamente diferenciadas, existe un cua.!:. 

to nivel de regulación metabólica, que es la regulación neuro-cnclócrina. 

El sistema neuro-en<locrino coordina o integra la acción ele los órganos en 

conjunto, en función delas necesidades del organismo en su rclnción con 

el medio externo. Este nivel de regulación intercelular es una extensión 

de los mecanismos de regulación intracelular, que ha surgido através de 

la evolución (7). 

El sistema endocrino funciona por medio de un conjunto de señales 

químicas. Estas se~ales informan a un grupo de células clel estado de 

otro grupo de células d~ntro del organismo, y sucit.1n nulornáticamcnte, -

una respuesta en e1lns, Estas señales se llaman hormonas, y son un conju~ 

to grande Je moléculas que varían t.111to en composición química, como en 

el tipo de respuesta que producen en las células que afectan (8). 

Químicamente, l ns hormonas pueden ser clasificadas en tres grupos: 

las hormonas esteroides, derivadas del colesterol, que son de naturaleza 

lipídica, las honnonos peptidicos y los hormonas derivadas de aminoacidos 

como lns hormonas tiroideas y las coteco1mni.nas. 

L;1s hormonas, como conjunto, producen una varicdod ¡;rnnde de efec

tos sobre las c6lulas con las que interaccionan. Los efectos celulares -

de una hormona pueden ser clasificados en función del tiempo que transcu

rre entre la interacci6n de 6sta con su receptor, y la manifestación del 
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efecto hormonal, En otras palabras, hay efectos homonales cuya latencia 

es de segundos o minutos, como serían la movilización de Ca -1+ producida -

por epine~rina, la acumulación de AHP cíclico por glucagon y la consecue~ 

te estimulación de la glucogenólisis por estas hormonas. Otros efectos 

hormonales se producen después de tiempos de latencia mas prolongados, de 

horas o días, como sería la estimualción·de la síntesis de transaminasas 

en el hígado producida por glucocorticoides, o la estimulación de la sín

tesis de DNA y los efectos mitogénicos de la insulina y los factores de 

crecimiento. 

Los efectos tardíos de las hormonas generalmente involucrnn cambios 

en la masa y composición de la célula. Estos cambios generalmente son pr~ 

dueto de un aumento en la síntesis de proteínas, e involucran aumentos en 

la transcripción de genes especHicos y en .la síntesis de RNA mensajero y 

proteínas. El tiempo de latencia del efecto hormonal refleja en cierta m~ 

nera algo del mecanismo por el cual la hormona ejerce su acción. Así, por 

ejemplo, el mecanismo de acción de las hormonas csteroidcs involucra su -

penetración atrav6s de la membrana plosm5tica, y su asociación con recep

tores solubles localizaJos en el citoplasma (8). Los esteroiJcs activan -

al receptor de tal forma que el complejo hormona-receptor se fija a la 

cromatina nuclear. Esto produce la fijación de la RNA polimcrnsa a sitios 

específicos del genoma y awoento de la transcripci6n de genes. El RNA men 

sajero formndo dicta la síntesis de las protefnas pora las cuales codifi

ca, y éstas a su vez producen efectos sobre la célula. Todo este proceso 

se lleva a cabo en huras o días clec;puéE. del estímulo hormonal, y perdura 

hasta que los productos (RNAm, proteína) son degradados. 

Es evidente, que la acción de estas hormonas produce cambios impor

tantes en la masa y en la composición química de la célula. El mecanismo 
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de acción de hormonas cuyo tiempo de latencia es corto contrasta marcada

mente: estas hormonas, que en general son de naturaleza peptídica o deri 

vados de aminoacidos como las catecolaminas, no penetran al interior de -

la célula, sino que activan receptores específicos localizados sobre la -

cara externa de la membrana plasmática (8). La activación de estos recep

tores produce una señal intracelular, empleando lo que es conocido como 

un "mecanismo de transducción", La señal intracelular generada o "segun

do mensajero", de alguna manera modifica la actividad de enzimas ya pre

sentes en el interior de la célula, Estos procesos se llevan a cabo en se 

gundos o minutos después la interacción inicial de la hormona, y pe.:_ 

dura sólo mientras el estímulo hormonal permanezca presente. A diferencia 

de las hormonas esteroides, la acción de las hormonas peptídicas y de 

las catecolandnicas no depende de un cambio en la masa o composición ce

lular, sino que depende de modificaciones en la cinética de enzimas pre

existentes en la célula, 

En general, es posible afirmar que el sistema endocrino, medía las 

necesidades adaptativas crónicas del organismo por medio de cambios en 

la composición celular inducidas por hormonas de acd6n lenta, y las ne

cesidades adaptativas a situaciones agudas y transitorias medürnte cambios 

en la din.'imica celular inducidos por hormon:is de acción rápida. 

REGULACION DE LA UREOGENESIS 

La síntesis de urea, :il igual que todos los procesos metabólicos en 

los organismos pluricelulares, está sujeta a los cuatro niveles de regula

ción metabólica que fueron delineados pr ev i:imen te. Los pasos enzimáti

cos involucrados en la formación de urea a partir de citrulina y en la far 
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mación de citrulina a partir de bicarbonato y amonio fueron dilucidados 

por Sarah Ratner, Philip P. Cohen y F. Lipman en las décadas de 1940 y 

1950. La purificación de las respectivas enzimas sucedió inmediatamente 

después, y con ello el estudio de las propiedades físicas, estequiometría, 

cinética, mecanismos de reacción, y mecanismos de regulación de cada una 

de ellas. 

La vía completa de síntesis de urea involucra reacciones enzjmáti

cas tanto en el citoplasma corno en la rnitocondria, que son sujetas a co~ 

trol por la concentración de sus sustratos, activadorcs e inhibidores. 

Además, la bicompartamental:ización de las enzimas del ciclo de la urea 

hace que sea necesario el transporte de metabolitos atrav~s de la membra

na mitocondrial. Existe un gran numero de estudios que intentan identifi

car los pasos limitantes en la vía de la sfntcsis de urea. Se ha anali

zado el papel de la disponibilidad de ATP (9), disponibilidad de equiva

lentes reductores (10,ll) niveles de diversos iones (12); actividades de 

los sistemas de trasnsporte de nniones locnlizndos en la mc.mbrana mitoCO.!!_ 

drial (10), y disponibilidad de sustratos del ciclo en la regulación del 

mismo (13). Estos estudios han dcmostrndo que la s'Íntesis de urca depende 

en gran medida de la concentración disponible de ATP, y de el estado de 

oxido reducción de piddin nuclcótidos en compartimentos celulares especi_ 

ficos que a su vez altera le concentración de metabolitos y su transporte 

através de la membrana mitocondrial. 

La mayoría de estos estudios, han sido realiz;idos utilizando con

centraciones saturnntes de ciertos sustratos, y, en muchas ocasiones, in

hibidores metabólicos. Estos estudios no permiten conocer cuales de estos 

factores influyen sobre el flujo através del ciclo rle la urca in vivo. 
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Diversos estudios, basados en la cuantificación de la síntesis de 

urea y citrulina en hepatocito.s y de la síntesis de citrulina por mito-

condrias aisladas, han demostrado que bajo condi~iones fisiológicas la 

velocidad de síntesis de urea se ve limitada por la actividad de la carba 

mil fosfato sintetasa (CFS) (5). 

Las propiedades de la carbamil fosfato sintetasa son importantes des 

de el punto de vista de la regulación metabólica, y han hecho de esta en-

zima el candidato principal. para paso limitante-regulador de la síntesis 

de urea, Varios estudios han demostrado que entre 20 y 30% del total de 

proteína de la matriz mitocondri.al está compuest:i por CFS (5). 

La actividad de la carbnmil fosfato sintetasn (CFS) se ve limitada 

por la concentración de N-acetil glutamato (AGA), activador alostérico por 

el ,cual la enzima tí.ene un requerimiento absoluto (14) (ninguna de las 

otras enzimas del ciclo parece requerir de nctivadores alostéricos u otros 

cofactores), La nctivación por AGA se asocia a cambios en la conformación 

y estructura de la enzima, Además de AGA la CFS requiere Mg-1+ libre, y su 

actividad puede ser afectada por sus sustratos (ATP, -HC0
3 

y NH
3

) y cier

tos iones (Ca;+) (5, 12). 

Los aspectos mas estudiados en la regulación del ciclo de .la urea 

han sido los cambios adaptativos que involucran cambios en la cantidad de 

lns enzimas del ciclo. Es tos estudios han sido real izados principal mente 

en dos sistems; el primero es el hígado de rata sujeta a variaciones en 

la cantidad de proteína de la dieta. Schimke (15), demostró que la can ti-

dad total de enzimas involucradas en la síntesis de urea aumenta en pro-

poreiqn directa a la cantidad de proteína presente en la dieta, Además 

de las cinco enzimas que formnn parte del ciclo, la actividad acetil 

glutamato sintetasa y por tanto el nivel de AGA aumenta en proporción a 
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la prote1na ingerida. La cantidad de las enzimas del ciclo de la urea, 

también aumenta durante el ayuno prolongado y bajo otras condiciones fi

siológicas que son acompañadas por degradación y movilización de proteí

nas periféricas. Otro sistema muy estudiado es el de la inducción de las 

enzimas del ciclo de la urea durante la transición de amoniotelismo a 

ureotelismo en rana catesbeiana (3), El hígado del renacuajo de la rana 

catesbeiana, durante la metamorfosis es sujeto ele grandes cambios molecu 

lares y en los organelos subcelulares. La transición del renacuajo del 

am'oniotelismo al ureotelismo es uno de los eventos bioquímicos más t em:.. 

pranos y de m1yor importancia en la preparación de este organismo para -

la vida terrestre como rana adulta, Durante esta transición ocurre la in 

ducción de la síntesis concentrada de las cinco enzimas del ciclo de la 

urea y de la acetil glutamato sintetasa (3). 

Este fenómeno de adaptación al ureotelismo durante la metamorfosis 

natural, también ha constituido uno de los primeros estudios de la regu

lación endocrina del ciclo de la urca ( 16), Durante las décadas de los 

sesenta y setenta, se estudió el efecto de la tioxina sobre los niveles 

de las enzimas del ciclo durante la metamorfosis. Los camb:ios marcados 

en la actividad de la carbamil fosfato sintetasa durante la metamorfosis 

natural e inducida hicieron de esta enzima un marcador útil de los efec

tos primai;ios de la tioxina. Estos estudios demostraron por primera vez 

en la historia de la bioquímica, la síntesis de novo de una enzima espe

cífica como respuesta a la acción de dicha hormona (16). 

Es necesario enfatizar que adcm5s de la síntesis de carbamil fosfato 

sintetasa en respuesta a la tiroxina, hay un aumento concentrado en la 

acti\¡idad de otras enzimas involucradas en el ciclo. Ha sido demostrado 

que el aumento en la activid2.d de la ornitin transcarbamilasa durante la 
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estimulación hormonal es debida a la síntesis de novo de un precursor 

extramitocondrial y de su transporte hacia el interior de la mitocondria, 

de manera análoga a lo observado para la carbamil fosfato sintetasa (16). 

En otros anfibios, la exposición a hormonas tiroideas debe prece

der o acompañar el tratamiento con glucocorticoides para lograr obtener 

un incremento en los niveles de carbamil fosfato sintetasa (17). 

También ha sido estudiado el papel de estas dos hormonas, tiroxina 

y glucocorticoides sobre la actividad de las enzimas del ciclo de la 

urea en mamíferos. En el feto de la rata, existe un aumento en la canti-

dad de carbamil fosfato sintetasa y de arginasa inducido por hormonas ti_ 

roideas, que se ve incrementado para la administración simult5nea de co.E_ 

ticosteroides. En estos organismos, la hipofisectomía produce un decre

mento en la actividad enzimática (17). En animales adultos, la hipofise!:_ 

Comía aumenta la actividad de la carbamil-fosfato sintetasa y de la 

ornitin transcarbamilasa, sin modificar la actividad de las otras enzi

mas del ciclo. Este aumento de nctividad es contrnrestado con la adminis 

tración de hormona del crecimiento (18), 

Estos estudios de regulación endocrina del ciclo de la urca enfocan 

principalmente aquellos efectos hormonnlcs que producen cambios en los 

niveles totales de las enzimas del ciclo. 

El aumento en la cantidad total de enzima es un mecanismo de adap

tación importante y de regulación del ciclo de la urea, Sin embargo, se 

da con tiempos de latencia muy prolongados, haciondolo ineficinete como 

mecanismo de regulación inmediato que responda a eventos metabólicos sú

bitos y transitorios. 

El mantenimiento de la homeostasis en el organismo requiere de me

canismos mediante los cuales las vías metabólicas, tales como la ureo-
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génesis, puedan ser controladas de manera inmediata y transitoria. Uno 

de estos mecanismos es la regulación por hormonas de acción rápida, que 

permite la adptación del orgnnismo a eventos metabólicos súbitos y 

transitorios. La regulación del ciclo de la urca por hormonas capaces de 

producir efectos de corta duración, afectando la cinética de las enzimas 

más que sus niveles totales no ha sido ampliamente estudiada, 

EFECTOS HORMONALES SOBRE EL HIGADO 

En la sección que se presenta a continuación, se pretende ilustrar 

la importancia que puede tener la acción rápida de cuando menos cuatro 

hormonas, la epinefrina, el glucagon, la vasopresina y la angiotensina II, 

en la modulación del metabolismo en situaciones agudas. 

Qui.zas el ejemplo más claro de la modulación hormonal rápida del me 

tabolismo hepático en función de requeirmientos homeostiiticos inmediatos 

del organismo es el del sistenk1. gl ucore¡;ulndor (19). El sistema glucorc

gulador mantiene la const3ncia en la concentración de glucosa del medio 

Interno, através de la relación de clos horr;ion3s pcptídic.:is, la insulina 

y el glucagon y atrav6s de las seíloles neuroendocrinas que controlan la 

concentración relativa de estas hormonas, 

El funcionamiento normal del cerebro humano requiere del aporte de 

aproximad3mente 6 gramos por hora de glucosa, La supervivencia y el ava~ 

ce evolutivo depende de un sistema que garantice que estos requerimientos 

energétl.cos del sistema nervloso sean satisfechos t3nto en condiciones 

basales como en periodos de stress. El mantenimiento de los niveles cons

tantes de glucosa en sangre independientemente del erado de utilización 

de ésta, depende de la acción coordinada de la insulina y el glucagon, 
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los cuales.controlan el eflujo y el influjo de glucosa hacia la sangre 

respectivamente (19). 

En condiciones basales, aproximadamente el 75% de la producción de 

glucosa por el hígado está mediada por la acción del glucagon. Esta cap_ 

tidad es suficiente para suplir al cerebro con los requerimientos ener

géticos basales. En situaciones de stress como la lucha o la fuga, sur

ge una actividad muscular intensa, la cual aumenta grandemente la util! 

zación de glucosa por este tejido, Este consumo acelerado riípidamente 

produciría hipoglicemla si la glucosa consumida no fuese inmediatamente 

reemplazada. En estas circunstancias, el sistema nervioso asume el con

trol de la producción de glucosa nwdiante la secreción de otra hormona, 

la epinefrina, Esta catecolamina estimula la secreción de glucagon por 

los islotes pancreáticos (el cual a su vez estimula la producción de gl~ 

cosa por el hígado) e inhibe la secreción de insulina previendo la cntr~ 

da de la glucosa a tejidos insulina-sensibles como son el tejido adiposo 

y el hígado, 

Además del control indirecto que ejerce la epinefrina a través de 

los niveles de glucagon e insulina, esta hormona es capaz de actuar di

rectamente sobre la célula hepática estimulando la producción de gluco

sa. Existen otras situaciones de stress distintas a la lucho o fuga, una 

de las cuales es la hipovolemia. Una hemorragia grande puede producir 

choque hipovolemico como consecuencia de la pérdida masiva de volúmen 

circulante. En estas circunstancias, el flujo sanguíneo al cerebro se ve 

reducido, y con él, el aporte de glucosa. La supervivencia depende de me 

canismos que permitan un aporte <idecuado de glucosa a un sistema nervio

so hipoperfundido. Uno de estos mecnnismos es la secreción de un nona

peptido conocido como hormona antidiur§tica o vasopresina. Esta hormona 
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es secretada exponencialmente ante pérdidas mayores de 10% en el volúmen 

extracelular (20), Las concentraciones resultantes de vasopresina son S_l:!. 

ficientes para.ejercer un efecto antidiurético s~bre el riñón y un efec-

to presar directo sobre la vasculatura periférica y de esta forma, mante 

ner ia presión sanguínea bajo situaciones de hipovolemia. A las caneen-

traciones' de vasopresina que se obtienen bajo estas circunstancias, esta 

hormona produce un efecto directo sobre la célula hepática, estimulan-, 

do la producción de glucosa por el hlgado. 

La disminución en la presión de perfusión producida por la pérdida 

del volúmen extracelular resultante de una hemorragia, es un potente es-

tímulo que desencadena la acción del sistema renina-angiotensina (21). 

La renina, no es en sí misma una hormona, sino una enzima que cataliza 

la formación de un grupo de hormonas ne ti vas, las angiotensinas. El sus-

tr~to de la renina es una Y globulina producida por el higado llamnda 
' 

angiotensinogeno. Este es roto por la renina, produciendo un decapeptido 

llamado angioteasina l, A su vez, este dccapeptido es sustrato de otra -

enzima, la dipeptidil-dipeptid<Jsa, cuyo producto es un octapeptido activo 

llamado angiotensina II. 

La angiotensina 11 es el agente vasoconstructor m5s potente que se 

conoce, Tiene una acción constructora directa sobre el músculo 1 iso de 

la pared vascular (21), El resultado de la aplicación de dosis fisioló-

gicas de angiotensina ll es un aumento en el flujo sanguíneo hacia el 

sistema nervioso central. 

Esta hormona también actúa sobre la célula hepática através de re-

ceptores especificas, estimulnndo la producción de glucosa por el hígado. 

La modulación rápida que estas hormonas ejercen sobre el metabolismo he-

pático, en coordinación con los efectos que ejercen sobre otros sistemas 
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tales como el vascular, es fundamental para el mantenimiento de la ho

meostasis del organismo. 

MECANISMOS DE ACCION HORMONAL 

Diversas hormonas son capaces de modular el metabolismo hepático; 

entre éstas las más conocidas y mejor estudiadas son el glucagon y la 

epinefrina. También han sido estudiados algunos efectos de la vasopr-'=. 

sina, la angiotensina II y la oxitosina (22). En la mayoría de los e~ 

tudios que han sido realizados se ha enfocado el efecto glucogenolítico 

de estas hormonas. Es conocido que todas ellas aumentan la degradación 

de glucógeno hep&tico a través de aumentos en la cantidad de fosforila

sa a en este tejido. Estos estudios también han demostrado que los me 

canismos moleculares mediante los cuales estas hormonas producen el au

mento en la cantidad de fosforilasa a varían, dependiendo del tipo de 

hormona y del tipo de receptor que la hormona active (Fig. 2). En esta 

sección se pretende revisar someramente la infonnación que se ti ene acer 

ca del mecanismo de acción de cuatro hormonas previamente mencionadas. 

En general, las hormonas que son capaces de producir efectos rápidos 

sobre la célula reaccionan con receptores específicos localizados en la 

cara externa de la membrana plasrn&tica, Esta interacción produce la acu

mulación de algiín rnetabol i to intracelular, conocido corno segundo mensa

jero. Los eventos moleculares que suceden entre Ja interacción horroona

receptor y la acumulaci6n del segundo mensajero constituyen el '~ecanis

mo de transducción" del receptor, Un mensajero intracelular cuya exis

tencia ha sido claramente de1oostrada es el AMP cíclico (AMPc). Este nu

cleótido se acumula en respuesta a la acción de varias hormonas pal ipep-
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tídicas, y de algunas catecolaminas. El papel biológico del AMP cíclico 

fue descubierto por Sutherland y colaboradores al estudiar los efectos 

del glucagon y de la epinefrina en preparaciones de hígado. Estos inve~ 

tigadores demostraron la existencia de un factor termoestable capaz de 

estimular la glucogenolisis, que se acumulaba bajo la influencia de es

tas hormonas (7). Este factor fue identificado como AHP cíclico. La elu 

cidación del mecanismo a través del cual el ANP .cíclico es capaz de es

timular la glucogenólisis fue un evento fundamental en la comprensión 

de la acción hormonal. El AHPc es capaz de activar una protein kinasa, 

la cual fosforila a la fosforilasa b kinasa convirti5ndola a tn1a forma 

más activa (fig. 2). Esta enzima a su vez fosforila a la glucogeno fos

forilasa b convirt iénclola a glucógeno fosforilasa a, que es la forma más 

activa de la enzima, Esta, en presencia de fosfato inorg.'ínico, degrada 

el glucógeno y forma glucosa 1-P. Actualmente se reconoce que la fosfo

rilación de proteínas es el principal mecanismo mediante el cual los 

eventos bioquímicos intracelulares, son controlados por cstfmulos exter-

nos (23), 

La enzima que cataliza la formación de AMI' cíclico a partir de ATP 

es la adenilato ciclasa, la cual se encuentra localizada en la cara in

terna de la membrana plasmática. El sistema a través del cual la activi

dad de la adenilato ciclasa es modificada por hormonas está constituído 

por lo menos por tres elementos: (1) Un receptor específico para la hor

mona; (2) un complejo prot6ico que acopla a este receptor con la subuni

dad catalítica de la ciclasa, cuya actividad esta regulada por nucleoti

dos de guanina; (3) la subunidad catalítica de la ciclasa. 

Los datos existentes muestran que el mecanismo primario a través 

del cual el glucagon ejerce sus efectos en sus células blanco es el de 
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activación del sistema adenilato cicla~a (7). 

La epinefrina y la norepinefrina son las dos catecolaminas que exis

ten en el oiganismo. La epinefrina funciona como uná hormona circulante. 

que es liberada por la médula suprarenal, mientras que la norepinefrina 

funciona principalmente como neurotransmisor, siendo liberado por las 

terminales sinapticas noradrenérgicas. Ambas catecolaminas interaccionan 

con receptores específicos, de los cuales existen dos tipos primarios, 

los a adrenérgicos y los B adrenérgicos (24). La identificación inicial 

de estos dos subtipos de receptores se basó en estudios fisiológicos 

realizados por Ahlquist en una epoca en la cual los receptores adrcnérg~ 

cos podían ser descritos Gnicamente en términos de la respuesta efectora: 

se observó que ciertos efectos adrenérgicos tales como vasoconstricción, 

dilatación de la pupila o exitación del mGsculo uterino eran estimuladas 

con mayor potencia por epinefrina, después por norcpincfrina y muy pobr~ 

mente por isoproterenol, un análogo sintético de las catecolaminas natu

rales. Sin embargo, otros efectos tales como vasodilataci6n, cstimulaci6n 

del mGsculo cardiaco e inhibición de la actividad uterina eran estimula

das con mayor potC>ncia pur isoproterenol, dcspuós por epinC>frina y más 

pobrempnte por norepinefrina. Estas v~riaciones en la potencia relativa 

de los agonistas empleados se atribuyó a una diferencia bioquímica en el 

receptor involucrado en la mediación de estos efpctos. Al primer subtipo 

se le denominó a y al se¡¡undo, B (24). 

En estudios posteriores, ha sido posihle identificar a los recepto

res directamente y no a través de lns respuestas celulares que evocan. 

Esto se ha logrado mediante el empleo de agonistas y antagonistas selec

tivos marcados radioacti.vamente. Los estudios de ligamiento de estos ra

dioligandos a células o membranas aisladas han sido Gtiles en la identi-
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ficación, cuantificación y estudio de la regulación de los receptores 

adrenérgicos en tejidos animales (25), 

Del conjunto de estudios fisiológicos y de ligamiento ha surgido la 

clasificación actual de los receptores adrenérgicos en cuatro subclases; 

a1, a2 , '1 y B2 cuya presencia y número varía según el tipo celular y el 

estado fisiológico del organismo. 

Los receptores adrenérgicos también pueden ser distinguidos con ba

se en el mecanismo por el cual transmiten la señal de la hormona al inte 

rior de la célula, es decir, el mecanismo de transducción. Los recepto

res S adrenérgicos, tanto B1 como fl 2 actúan a través del sistema adenila 

to ciclasa, yde manera similar a la descrita para el glucagon, activan a 

la enzima produciendo una acumulación intracelular de AMPc (Fig, 3), 

Ls receptores a
2 

adrenérgicos también actúan a través del sistema 

adenilato cicl.asa pero de manera opuesta al de las aminas B adrenérgicas 

y del glucagon, es decir inhiben la actividad de la enzima; la estimula

ción del receptor a2 adrenérgico puede contrarestar la acción de los re

ceptores que activan a la adenilato ciclasa (26). A diferencia de los re 

ceptores S¡, s2 y a2 , los receptores a 1 no guardan ninguna relación apa

rente con el sistema adenilato cíclasa. La naturaleza del "segundo mens.'.: 

jero" producido bajo la nctivación del receptor a1 adrenérgico se desco

noce a la fecha, pero existe gran cantidad de evidencia experimental in

volucrando al cnlcio como mediador de las acciones a
1 

adrenérgicas (27). 

Es conocido que la estimulación del receptor produce una elevación mar

cada en la conccntraci6n de calcio libreen el citoplasma de varios tipos 

celulares. La elevación en la concentración de este ion puede producir -

la activaci6n de varias protein kinasas dependientes de calcio, una de 

las cuales es la fosforilasa b kinnsa (Fig. 2)(28), Mediante este meca-
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Fig. 3.- Esquema de los mecanismos de transducción 

asociados a los receptores adrenérgicos. 
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nismo la activación tanto de receptores B adrenérgicos como de receptores 

de tipo a
1 

conduce a la estimulación de la glucogenolisis en hepatocitos, 

El mecanismo por medio del cual la estimulaci6n a
1 

adrenérgica produce .el 

aumento en la concentración de calcio es desconocido. Sin embargo, existe 

evidencia que asocia el aumento de calcio con una rápida degradación, se-

guida de resintesis, de tres fosfoinositidos de la membrana celular, el 

fosfatidilinositol, el fosfatidilinositol 4 bi fosfato y el fosfatidil-

inositol 4,5 trifosfato. El producto de hidrólisis del fosfatidilinositol 

4,5 trifosfato, el inositol 1,4,5 trifosfato podría mediar la liberación 

de calcio de compartimentos intracelulares tales como la mitocondria o el 

retículo endoplásmico. Esta hipótesis esta sujeta a comprobación cxperi-

mental (29). 

La vasopresina, al igual que las catecolaminas, es capaz de actuar 

sobre sus células blanco a través de míis de un tipo de receptor. Esta hor 

mona produce un aumento en la permeabilidad de los tubulos colectores del 

riñón, por medio de receptores asociados en fonnn nctivatoría a 1 a n<leni-

lato ciclase (30). Los receptores de vasopresina en el mGsculo liso vas-

cular y en el hfgado no están asociadas a la adcnilato ciclase, En estos 

tejidos la vasopresina parece actuar aumentando los niveles íntracelula--

res de calcio, mediante un mecanismo de transducción similar al de las 

aminas a
1 

adrenérgicas (31). 

Existe evidencia que sugiere que los efectos de la angiotensina II 

también pudiesen estar mediadas a través de dos tipos de receptores dis-

tintos. Esta hormona es capaz de atenuar la ncumulflción de AMP cíclico 

producida por glucagon en hcpatoci tos, y también es capaz de aumentar los 

niveles citoplasmíiticos de calcio a través de un mecanismo similar al de 

las aminas a1 ndrenérgicas y la vasopresina, asociado al recambio de los 
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polifosfoinositidos de la membrana plasmática (32,33). 

MODULACION HORMONAL DE LA UREOGENESIS 

La mayor parte de los estudios sobre los efectos de estas hormonas 

en ·el hígado se han avocado a las acciones glucogenolíticas de ellas, 

específicamente a la activación de la fosforilasa del gucogeno. Sin em

bargo, la producción de glucosa por el hígado puede estar proporcionada 

por dos mecanismos. Uno es la glucogenólisis y el otro es la síntesis 

de glucosa a partir de sustratos di-stintos a los carbohidratos mediante 

el proceso de gluconeogenesis. Este proceso cobra r,ran irnport:mcia en 

condiciones en las cuales hay una rápida depleción del glucógeno hepiíti_ 

co, corno podrían ser un ayuno de mas de 12 horas, o situaciones de stress 

agudo como las descritas previamente. Bajo estas condiciones, el aporte 

de glucosa al sistema nervioso está proporcionado por la síntesis de es 

te carbohidrato a partir de tres fuentes fundamcntRles; el glicerol, el 

ácido láctico y los aminoacidos producidos en la degradación de proteí-

nas. 

Los efectos gl.uconeogenicos del p,lucagon, la epincfrina la vasopr!:_ 

sina y la Rngiotensina II han sido descritos (34). Sin embargo, el meca 

nismo a través del cual estas hormonas estimulan las en?.irnas limitan tes 

en la vía gluconeogenica no se conoce de una manera tan precisa como el 

mecanismo de estimulaci.6n de 1 a glucogcnólisis. 

La estimulación de la gluconcogenesis a partir de aminoacidos tiene 

corno consecuencia inmediata un incremento en la cantidad de amonio libre 

formado a partir de la deaminación de estos precursores. La cantidad de 

urea formada aumenta en este tipo de condiciones fisiol6gicas en las -
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cuales es necesaria una movilización de aminoacidos de las proteínas 

periféricas hacia el hígado. De aquí se hace aparente que los procesos 

que conducen a una estimulación de la gluconeogenesis deben producir -

una estimulación paralela del flujo a través del ciclo de la urea. La 

estimulación de la ureogenesis por el glucagon y la epinef rina ha sido 

documentada(35,36). Sin embargo, no se conoce el papel de hormonas ta

les comó la vasopresina o la angiotensina II en la actividad de la vía 

ureogenica. El mecanismo a través del cual estas hormonas estimulan los 

pasos limitantes de la ureogenesis es desconocido. 

La presente tesis está constitüída por cuatro publicaciones. Como 

puede apreciarse todos estos trabajo confluyen en un interés general am

plio: conocer la regulación hormonal de la ureogénesis, los mecanismos 

involucrados en dicha regulación y los mecanismos de acción de estas hor 

monas. En el primer trabajo se caracteriza cual de los distintos subti

pos de receptores adrenérgicos presentes en el hígado media la estimula

ción de la síntesis de urea producida por la epinefrina, en el animal 

adulto. Los subtipos de receptores adrenérgicos que median Jns respuestas 

metabólicas a Ja cpinefrina pueden variar en función de diversos factores. 

En el segundo trabajo ·se describe como la edad del animal es un factor 

que influye en el subtipo de receptor involucrado en la estimulación de 

la ureogenesis por epinefrina. En el tercer trabajo, se describen por 

primera vez los efectos ureogenicos de los dos peptidos vasopresores, 

la vasopresina y la nngiotensina II. Se analiza el papel del calcio en 

la producción de los efectos ureogenicos del glucagon, de la epinefrina 

y de los dos peptidos vasopresores. Se localiza en la mitocondria uno de 

los sitios de estimulación de la vía ureogénica, en virtud de que las 

cuatro hormonas estudiadas producen un incremento en la capacidad de sín-
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tesis de citrulina por estos organelos. 

En el cuar.to trabajo, se identifica a la glutaminasa mitocondrial 

como una de las enzimas involucradas en la estimulación hormonal de la 

ureogenesis. 
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ASPECTOS METODOLOGICOS 

En general, los experimentos fueron realizados empleando hepatocitos 

aislados de ratas hembras de la cepa Wistar. Las células obtenidas fueron 

incubadas en presencia o ausencia de los agentes cuyos efectos se es tu-

diaron, Los parámetros cuantificados en los cuatro trabajos fueron: 1) 

producción de urea a partir de glutamina; 2) acumulación de MIP cíclico; 

3) marcaje de fosfatidilinositol con 

en mitocondrias aisladas de célul~s; 

drial. 

32 (P)P. ; 4) Producción de citrulina 
l 

5) Actividad de glutaminasa mitocon-

A continuación se detallan los métodos empleados: 

Aislamiento de las células: Los hepatocitos fueron aislados empleando la 

técnica enzimática descrita por Berry y Friend en 1969 (37), El fundamen-

to de esta técnica consiste en exponer al máximo los espacios intercelul~ 

res del hígodo a ] a acción de la coL1genasa, la cual degrada gran parte 

de los elementos adhesivos presentes entre células. Esto se logra por me-

dio de la infusión continua, a través de la vena porta, de un medio salí-

no amortiguado en el cual se Encuentra disuelta la colar,enasa. El medio 

empleado en estos experimentos fue el Krebs-Ringer bicarbonato, consti-

tuído por NaCl 120 mM, KCl 4.75 mN, !Cllz P04 1.2 mN1 MgSo4 1.2 mN, NaHC03 

12 mM y CaC1
2 

l. 27 mM, ajustado a pH 7 .4 a 37ºC ec¡uil ihrado con o
2
/co

2 

(95% / 5%) • 

Este medio, con colagenasa, es red rculado hasta que la consistencia 

del hígado se vuelve blanda, y éste se desintegra fiícilmente al presiona.E_ 

lo con una espiítula. El tejido dispersado se filtra a través de una malla 

de nylon, y la suspensión de células así obtenida se centrifuga a baja 

velocidad. El sobrenadante se descarta y las c6lulas se resuspenden en 
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medio fresco suplementado con albumina bovina al 1%. 

El aparato que se utiliza para la perfusión se muestra en la fig. 4. 

Está constituído por tres recipientes de vidrio, de doble pared, una bom

ba de recirculación de agua, una bomba peristáltica y tubería de hule y 

tygon. 

Producción de Urea por células aisladas: Alícuotas de la suspensión de he 

patocitos fueron agregadas a tubos de plástico en los cuales se encontra

ba Ringer Krebs suplementado con albumina 1%, y con glutamina, ornitina y 

glucosa para dar una concentración final de 10, 2 y 10 mM respectivamente. 

Los agentes cuyos efectos fueron estudiados también se Jgregaron desde el 

inicio de las incubaciones. Los tubos fueron tapados e incubados en un 

bafio de agitación a 37ºC, durante 60 minutos. Al final de la incubación, 

la urea producida fue cuantificada mediante la técnica descrita por Gutman 

y Bergmeyer (38). Esta técnica consiste en incubar alícuotas del sobrena 

dante de las células en presencia de ureasa, con lo cual se obtiene la 

hidrólisis de la urea presente, dando una cantidad proporcional de amonio. 

Este es cuantificado mediante la técnica colorhn~trica basada en la reac

ción de Berthelot, en la cual se forma azul de indofonol. 

Acumulación de AMP cíclico: Las células fueron incubadas durante 2 minu

tos en presencia o ausencia de los agentes estudiados en el mismo medio 

descrito anteriormente suplementado con Teofil ina. Esta metilxantina in

hibe la actividad de la fosfodiesterasa, enzima c¡ue rompe el AMP cíclico, 

y permite que los niveles alcanzados por el nucleótido se mantengan por 

tiempos más prolongados, El AMP cíclico fue determinado en extractos ácidos 
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E 
37 ° e 

D m 
Fig. 4.- Aparato de ~erfusi6n empleado para el aislamiento de células. 

En el recipiente de doble pared A contiene Ringer Krebs libre de Ca-1+ 

con lo cual se perfunde inicialmente el hígado aislado, que se coloca en 

el recipiente ll, El medio se desecha después de su paso por el hígado. 

Después se continúa la perfusión con Ringer Krebs con Ca* y eolagenasa 

contenido en el recipiente C. Este se recircula mediante una bomba peris-

taltica (D), La temperatura se mantiene mediante la recirculación de agua 

a 37°C por la doble pared de los recipientes. Los medios se mantienen 

saturados de o2/co2 mediante burbujeo (F). 
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neutralizados de las suspensiones celulares. La técnica empleada fue la 

descrita por Brown · (39), basada en un ensayo de saturación de los sitios 

específicos para AMP cíclico presentes en la protnína kinasa. La magni

tud del desplazamiento del pegado de una cantidad conocida de [
3

H]AMPc 

por el ANP cíclico presente en los extractos, es una medida de la canti-

dad de AMP cíclico presente. 

Marcaje de fosfatidilinositol : Los efectos de los agentes estudiados s~ 

bre la incorporación de ¡32
P]Pi a fosfatidilinositol fue estudiada. Las 

células se incubaron durante 60 minutos en el medio descrito previamente 

suplementado con !32
PJ Pi. Al final de la incubación, los lípidos celula-

res fueron extraídos con cloroformo: metanol (2:1). Los distintos fosfo-

lípidos fueron separados mediante cromatografía en placa fina (40). La 

cantidad de fosforo incorporado a cada fosfolípido se cuantificó contan-

do la radioactividad presente en el polvo de Silica gel de cada mancha 

empleando un contador de. centelleo. 

Síntesis de citrulina por mitocondrias : Para estudiar los efectos de 

los agentes empleados sobre la capacidad de síntesis de citrulina por las 

mitocondrias, _se empleó un extracto mitocondrial crudo preparado a partir 

de hepatocitos aislados. - Las células fueron incubadas en presencia o au-

sencia de las hormonas durante 10 minutos. Al final de esta incubación, 

las suspensiones se centrifugaron, se descartó el sobrenadante y las cé-

lulas se lavaron con un medio constituido por Maní tal 250 mM, Tris-HCl 

20 mM y EGTA 1 mM pH 7.4 a 4ºC. El extracto crudo de mitocondrias se ob-

tuvo homogenizando suavemente las células en presencia de digitonina, di-

luyendo y centrifugando los homogenados a baja velocidad. Menos del 10% 
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de la actividad de enzimas citoplasmicas permanece en el precipitado, 

que a su vez muestra un enriquecimiento de actividad enzimática mitocon

drial (41). Alícuotas de esta preparación mitocondrial se incubaron a 

25°C pH 7.4 durante 10 minutos en un medio conteniendo como fuentes de 

amonio NH4Cl 10 mM o glutamina 10 mM según lo indicado en cada experime!!_ 

to. La cantidad de citrulina formada fue cuantificada cm extractos ácidos 

neutralizados de la suspensión de rnitocondrias, empleando el método colo

rimétrico descrito por Ceriotti y Gazaniga, modificado por Prescott y 

Jones (42). 

Actividad de glutaminasa mitocondrial : La actividad de glutaminasa fue 

medida en preparaciones crudas de mitocondrias aisladas de células que 

fueron incubadas por 10 min en presencia o ausencia de los .1gen tes estu

diados, La técnica de aislamiento de mitocondrias usada fue la descrita 

previamente. La actividad de glutaminasa fue estimada mediante la cuanti 

ficación del glutamato producido a partir de glutamina durante 10 minu

tos, por alícuotas del extracto mitocondrial incubadas en un medio con

teniendo glutamina 20 mM. Después de la incuhación, el glutamato formado 

fue cuantificado mridiante la técnica enzimática des~rita por Bernt y 

Ilergmeyer (43). En esta técnica, el glutamato es sometido a la acción de 

la deshidrogenasa glutámica, con la consecuente formación de NADH. La can 

tidad de NADH formada se estima midiendo el cambio de densidad Óptica a 

340 nM. 
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Epinephrine produced a dose·depenclent stimulation of ureogenesis. Epinephrine aclion was unnífocted by the 
a-ndrencrgic antngonist propranolol hut was hlocked by the O.·ndrcnergic antngonists prazosin ancl yohimbine. 
Prazosin was npproximatcly 3 orden; of magnitude more potent thnn yohimbine, indicating lhat the adrcnoceptor 
involvcd in this action is of thc Ct'. 1 ·subtype, 

Ct'J ·Adrenoceptor!i llepatocytes 

1. Tnlroduction 

rt has becn found lhal cpincphrine slimu· 
lates ureogencsis in isolaled hepatocytes 
through an n-adrcncrgic rncchanism ('l'ilher· 
adgc and llaynes, 1980). Ci·Adrcncrgic recep· 
tors have been divided in to a 1 -:ind n,-subtypcs, 
according lo lhe arder to potcncy of scl·edive 
agonisls and antagonists (Ilert.helson and Pet· 
tinger, 1977) ancl more rccenlly by lheir 
association lo spccific effeclur sysi.L'lllS (l"ain 
and Garcla-Sáinz, 1980; Garda-Sfiinz et a.1 .. 
1980). Prazosin and yuhimbine havc brl'n the 
most useful agents for the pharmacological 
demarcation of a 1- and Ci 2·adrenergic rrcep
tors and aclions. Prazosin is approximalely 
3 orders of nrngnitude more potent ata,. than 
at n, -adrenoccplors whereas yohimbine is 
more polent at a 2-aclrcnoccptors (Berthclson 
and Pettinger, 1977; Aggerbcck et al., 1980; 
García-Sáinz et al., 1980; Jloffman et ul., 

•**To whom correspondence should be st•nt: Ap;ir
tado Postal 70·G00 1 ~léxico ~W, D.F., ~féxica. 

1980). Adrenoceptors of the a 1-sublype are 
not linked lo adcnylale cydase whereas a,. 
adrenoccptors are linked to the cyclase in an 
inhibitory fashion (l"ain and García-Sáinz, 
J 980; G¡1rcía-Sáinz et al., 1980). n 1-Adrenergic 
act ions sPcm to in vol ve in t hcir mechanism of 
signa) lransduction thc lurnovcr of phosphali
dylinosilol ami changes in lhc cytoplasmic 
coneent ration of calcium (l"ain and García
S:íinz, l 980; García-Síiinz et al., 1980). n,· 
:\drenl'rgic aclions S('l'lll to be mcdiatcd by a 
de1·n·ase in cyclic Al\11' (Fain and García
Súinz, 1980; García-S<Íinz et al., 1980). Both 
a 1· and a,-adrcnoceptor subtypes have bcen 
dl'lccll'U in rat hepalocytcs (J loffman et al., 
1980). Thc present dala indieate that n1· 
adrc1wrgic n•ceptors are involved in the stimu· 
lation uf urcogencsis by epinephrinc in rat 
hepatocytcs. 

2. MatPrials ami methods 

L-Epincphrine, yohimbine l!Cl and urcase 
(typc 3) werc obtained from Sigma Chemical 
Co. Bovine scrum albumin (fraction V, lot U 

0014-2999/81/0000-0000/$02.50 © EIS1>\'irr/Norlh·llollanrl Biomedical Prrss 
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13707) and collagenase (lot 40CHl0) were ob
tained from Reheis Chemical Co. and Wor
thingion, respectively. Prazosin was a generous 
gift from Pfizer lnc. 

Female Wistar rats (180·200 g) fed ad 
libitum were used. Hcpalocytes were isolatcd 
by thc method of Berry and Friend ( 1969) as 
modificd by Tolbert et al. (1 \180). Hepato
cytes were suspended in Krebs Ringer bicar
bonate buffer at pll 7.4, saturaled with 0 2/ 

CO, (95%-5%), at 37ºC and supp\emented 
with 1% a\bumin, 10 mM glucose, 10 mM 
glutamine, 10 mM malalc and 2 mM ornithinc. 
Aliquots of the cell susppnsion (0.5 mi con
taining 35-40 mg of cells wet weight) were 
added to plastic tubcs containing 0.5 mi of 
the suspending medium and the agents to be 
tested. Ce\ls werc incuhated for GO min in a 
water bath shaker at 37ºC under an 0 2 /CO, 
(95%-5%) atmosphcrn. Thc incuhation was 
stopped by adcling pcrch\oric acid (final con
centration G% w /v). Exlracts were neut.ralized 
and assaycd for urca (Gutman and Bergmcycr, 
1974). 

3, Rcsults 

The time coursc of lhe cpincphrine cffcct 
on urea production was examincd. Thc results 
describcd below are lhe mcans ± S.E.M. of 
duplicalcs from 3 ccll prcparations. 'fhc llllsal 
mnount of urca was 4.65 ± 0.15 nmol/mg of 
cclls wet weight. After 20 min of incubation 
thcre was a significant (P < 0.001) stimula
iion of ureogcncsis by epilwphiinc (10-s 111), 
10.57 :! 0.2G compmed lo 12.59 :! 0.29 nmol/ 
mg of ce\\s wct weight, control cclls and cclls 
stimulaled by cpincphrine rcspcclively. Epi
nephrine stimulation of urcogcnesis was 
grcatcr at 30 min (13.85 :! 0.23 compared io 
18.60 ± 0.77 nmol/mg of ccl\s wet wcight, 
control ce\\s ancl cclls stimulated by cpincph
rine rcspectively, P < 0.001) and at GO min 
(30.92 ± 0.19 comparcd to •12.05 ± 0.93 nmol/ 
mg of cells wet wcight, control cclls and cc\ls 
slimulatcd by cpincphrine rcspcclively, P < 
0.001). Ali furthcr cxpcrimcnls wcrc canicd 

S. CORVERA, J.A. GARCÍA·SÁ!NZ 

Fig. 1. Panel A. Dose-response curve íor epinephrinc 
action on urcog:encsis. Hepatocytcs \\'ere incuhn.ted 
for GO min in thc absence (.slar) or prcsence (circles) 
of diffcrent concentrations uf epinephrine. Hrsults 
are given as the means and vertical lines rcpresenl the 
S.E.!\1. of triplicales írom 3·G cell preparations. 
P:mel B. Inhihition of l·pinephrine stiinulation of 
ureog-encsis by o:-adH•nrr¡~ic anta¡:onists. llepatocytes 
wi.:re incuh<1led for GO min with epincphrine 10 µM 
(circle) :md different conccntratíons of prazosin 
(triang\es, solid line) ar yohimbinc (squarcs, hroken 
lirw). Hl'sults are given as the means nnd vertical 
lincs H'prc!sent the S.E.M. of triplieah.•s from 5-7 
cell preparalions. 

out for GO min. The cffcet. of epinephrine on 
urca production was dosc·depcndl'nt (fig. 1). 
The stimulation produccd by 10 µM epi
nephrine was nol affcdccl by thc ~·aclrcnergic 

TAJlLEl 

Effect of epincphrine ilnd adrenergic 1rntngonists on 
urea production in isolated rat hepntocytes. lfopato
cytcs werc inC'ubatcd for GO min. RC'sults are exprcssed 
a!> the llll'íll\s ± S.E.M. of triplica tes from 5·7 cell 
p1·eparat ions. 

Addítion 

None 
Epinl'phrine 10-s M 
Epinephrine 10-s M + 

proprauolol 1 o-s M 
Epinephrino 10-s M + 

prnzosin 10-6 M 
Epinephrine 10-s M + 

yohimbine 3 X 10-• M 
Propranolol l o-s M 
Prazosin 10·• M 
Yohimbinc 3 X 10·• M 

Urea (nmol/mg of 
rel\s wet weight) 

30.37 ± O.G6 
38.73 :': 1.08 

39.81 ± 0.98 

31.26 ±0.78 

30.72 ± 0.92 
29.91 ± 2.40 
31.77 ± 0.90 
28.11 ± 0.55 
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antagonist propranolol (table 1) but was 
inhibited by the a:-adrenergic antagonisls pru
zosin and yohimbine (fig. 1 and table 1). 
Prazosin was approximately lhree orders of 
magnitude more potent than yohimbine (fig. 
1). Prazosin (10- 6 M) and yohimbine (3 X 
10-• M) were without effect on basal urca 
production (table 1 ). 

4. Discussion 

Both C1 1- and °' ,-adrenoccptors scem to be 
present in rat hepalocytes (Hoffman et al., 
HJSO). °' 1-Adrenoccplors represent approxi
mately 80% of the total n-adrcncrgic recep
tors in this cell (1-Ioffman et al., 1980). Prazo
sin and yohimbine are sdectivc antagonists 
for a 1- and " 2-adrenoccptors rcspectively 
(Ilerthelson ami Pctlinger, 1977; Jloffman et 
al., 1980). Thc present resulls suggest lhat 
the a-adrcnoceptors involved in the slimula
tion of urcogcnesis by epincphrine are of the 
C1 1-subtype. 

Our rcsults are similar to those of Tolhert 
et al. (1980) who found that prazosin was 
much more potcnt than yohimbinc in 
inhibiting the stimulation of phosphalidylino
sitol labelling due to cpincphrine. Thcy are 
also consislent with lhe dal<i of lloffman et al. 
(1980) and Aggcrhcck et al. (1980) who 
found that prnzosin was approximatcly 3 
onlcrs of magnit.ucle more polcnt than yohim
bine in blocking the adivalion of phosphory
lase by epinephrine. Furlhermore, Kncer et al. 
(1980) reported that prazosin inhibilecl lhe 
stimulation of gl11concogenesis by epincph
rine at conccnlralions similar to those rcc¡uirecl 
to block the stimululion of urcogcnesis by thc 
hormone. 

It has hcen proposcd that " 1-aclrcnocPplors 
act through calcium signalling, whcreas a,
and ~-adrenoccplors act through adcnylate 
cyclase, in inhihitory and stirnulalory fnshions 
respectively (Fain and García-S:íinz, UJSO). 
Knowleclge of the nature of lhe receptor 
involved, togcther with information 011 thcir 
respective association with clislinct effector 

389 

systems, suggests possible mechanism(s) by 
which hormonal stimulation of metabolic 
pathways may be accomplished. The rcsults 
reportecl here suggest that moclifications in 
the cytosol calcium concentration may be of 
importance in the modulation of urea biosyn
thesis in rat hepatocytcs. 

Other actions of epinephrine such as 
stimulation of glycogenolysis (glycogen phos
phorylasc activalion) (Aggcrbcck et al., 1980; 
Hoffman et al., 1980) glyconeogenesis (Kneer 
et al., 1980) and labelling of phosphatidylino
sitol (Tolbcrt et al., 1980) are also mediatecl 
by aclivatiun of n radrenoceptors. No 
mctabolic uction due to aclivation of a,
adrenoceptors in hcpalocylcs has been 
reportecl yct and tlwir ¡1hysiological signifi
cance rPmains uncrrlnin. 
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fJ .adn•1wccptors in j1wt:11ile ral ht•patolytes, European J. Pharmacol. 82 ( 1982) 89--91. 

Thc :1dn:noccpton. involvcd in the !>ilimulalion of ureogcnc5is by c:pint:phrinc in hi:patocylcs from young rnts wcrc 
studicd. It w:1s found that hoth o: 1- and fi-adn:noccptors are invo)\'cd in this stimulation. This is in contrast with thc 
rcsults obtained using hcpatocytcs from ol<ler :mimab in which thc cffc:ct is of purc o1-ndrcncrgic naturc. Our results 
indicatc that thcrc.: are agc-dcpcndcnt modificaliom. in hcpatic adrcncrgic rc~ponsin~ncss. 

n 1-Adrcnon:ptors fl·Adrt·nm·cptors Urcogcncsis Agc 

l. lnlroduclion 

11 was rcccntly reponed 1ha1 lhc n-adrcnoccptor 
involved in the slimulalion of ureogcncsis by cpi
ncphrine is of lhc a 1-subtypc (Corvcra and Garcia
Sáinz, 1981). lt was shown lhal 1his sti111ula1ion of 
ureogcncsis was nol affcclcu by lhc /l-adrcncrgic 
antugonisl propranolol and was completcly 
blockcd by !he sclcclivc a 1-adrcncrgic antagonisl 
prazosin (Corvcra and García-Sitinz, 19SI). lllair 
el al. (1979) have reponed variaJions in hcpatic n

and fl-adrenergic rcsponsivcncss wilh agc; thcy 
found that hoth n- and /J~:idreni:rgic rcLLptors are 
involvcd in the catccholaminc-mcdiatcd hcpatic 
glucosc outpul by hepalocylcs of young raJs. This 
papcr describes !he in\'Olvcmcnl of /l-adrcnoccp
lors in !he s1i111ula1ion of urca biosynlhcsis by 
epincphrine in hcpatocytcs of young rals. 

2. l\folcrials arul mclhods 

1-Epinephrine, urcase (lype 111), dl-propranolol, 
1-phcnylcphrine nnd 1-isoprotcrcnol wcrc obtained 

t To whom ali correspondcnt·c ~hould he ad<lrc.\~t·J: .Ap:ir1;1do 
Postal 70-600, 045!0 Mé.,irn, D.F., Mbico. 
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from Sigma Chcmical Co. Bovinc scrum nlbumin 
(fraclion V, lot U3707) and collagcnasc (lot 
40Cl90) wcre obtaincd from Rchcis Chcm. Co. 
and Wonhington rcspcclivcly. Prawsin was a 
geni:rous gift frnm PfiLer. Inc. 

Fcmalc Wislar rats, 27--35 day old, wcighing 
I00--150g, fcd ad libitum were uscd. llcpatocy1es 
wcrc isolatcd by thc mclhod of Berry nnd Fricnd 
(1969) as modificd by Tolbcrt el ni. (1980). Jn
cuhalions wcrc done as prcviously dcscribed 
(Corvcra anJ García-Sitinz, 1981), in Krebs Ringcr 
hicarhonate buffer, supplcmenled wilh IO mM 
glucosc, JO mM glu1aminc, and 2 mM ornithinc, 
adjustcd to pi! 7.4 al 37'C, sa1ura1cJ with 0 2/CO, 
(95%--5%). Urea was ª"aycd in nculralized pcr· 
chloric acicl cxtracls (Gulman and Bcrgmeycr, 
1974). S1a1istical significance of thc differcnces 
bctwccn comp;trahle groups was delermincd by 
thc Studcnl's 1-lesl. 

Epincphrine slimulales urca biosynlhcsis in a 
dosc-clcpcnclcn1 foshion (Corvera and García
Súiiiz, 1981). Maximal s1i111ula1ion of urca bio-
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synlhesis by cpincphrine was nol significanlly 
modified by lhe /3-adrencrgic anlagonisl pro
pranolol. In thc prcscncc of propranolol 00- 5 M}, 
prazosin antagonizcd lhc action of cpincphrine in 
a dosc-dcpendenl manncr (fig. 1). Thc cffccl of 
cpincphrinc was complclcly blocked by 10- 5 M 
prazosin. Prawsin alonc (10- 5 M) significantly di
minishcd (P < 0.001) the effecl of epincphrine, bul 
<lid nol abolish it, i.e., a residual 23% slimulation 
over control (P < 0.005) was observcd. This resid
ual stimulation was antagonizcd by propranolol in 
a dose-dcpcndcnl fashion, bcing complclcly abol
ishcd al a conccnlralion of 10- 5 M (fig. 1). 

The effccls of thc adrencrgic agonisls isopro
tercnol and phcnylephrinc wcre also studicd. A 
dose-responsc curve for lhc fl-adrcnoccplor 
agonisl, isoprolcrenol, is shown in fig. 2 (panel a). 
Thc cffccl o[ isoprotercnol was unaffectcd by 
prnzosin (data not ~hown) hut wa~ ant:igonizcd 
and complctely a holishcd by prupran,,lol (fig. 2 
panel h). Thc cffccts produccd by maximally dfcc
tive concentrations of isoprotcrcnol, cpi111..:phrinc 
or phenylcphrine wcre comparcd with thc effccl 
produced by thc addition of hoth phenylephrinc 
and isoprolcrenol (fig. 2, panel e). l'hcnylephrine, 
which prcfcrcnlially stimulalcs n-adrenoc·cptors, 
was lcss cffcctivc than i~oprott.:rcnol f Pr ~timulat
ing urcogcncsis. \Vhcn holh agcnls wcrc adckd lo 
thc cclls, lhc cffccl obtaincd was rnnsistcnlly 
grcaler thnn lhc effcct of any of thc agcnls alonc, 
and C<lmpnrablc lo thnl prrnluccd hy cpincphrinc 
(fig. 2). ln maturc rats ( > 80 days old, wcighing. 
> 200 g) prazosin complctcly abolishcd thc cffccl 
of cpincphrinc, ami isoprotcrcnol was without cf. 
fcct (dala not shuwn). 

The stimulation of urca biosynthcsis hy cpi
ncphrinc in hcpalocylcs obtain°:d from maturc rats 
is a pure n 1-t1drencrgic cffccl which is complctcly 
blockcd by prazosin (Corvcra and Garcia-Súinz, 
1981). Thc data prcscnlcd in this papcr dcmon
strntc thc cxistcncc of a ¡?~adrcncrgic compnncnt 
in the action of cpincphrinc on urcogt:ncsis in 
hepalocytcs from young rats. Allhough both rc
ccptors are involvcU in thc adrcncrgic stimul:1tion 
of urcogcncsis, stimulalion of thc.o 1-rcccptor alonc 
by cpinephrinc sccms lo he cnough lo clicil lhe 
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maximal response. The P-adrcncrgic componen! of 
epincphrinc aclion bccomcs apparcnl only whcn 
the n1-reccplor is blockcd: lhis rcsidnal response is 
of thc samc magnitude as thc maximal response 
obtaincd wilh isoprolcrcnol. This suggcsls thal, 
cvcn in young rals whcrc lhc prcscncc of func
tional adrcnoccplors can be dcmonslralcd, thc 
ureogcnic cffccl of cpincphrinc is mcdiatcd prim
arily lhrough thc n 1-adrcnoccplor systcm. 

Phenylcphrinc prcfcrcnlially stimulates o
aclrcnoccplors allhough it is lcss cffcctive than 
cpincphrinc. Whcn both isoprotcrcnol and phcnyl
cphrinc wcrc addcd lo lhc cclls, lhc cffccl was of 
.similar magnitudc lo lhal producell by cpineph
rinc. This s11ggcsts that both a 1- ami /3-adrcnoccp
tors may cnntrihutc to prnduc:c maximal ndrcn
crgic stimulation of urca bio~ynthcsis in hepato
cytcs from young animals. Our data are in agrcc
mcnt witlr thow of Blair el al. ( 1979) and s11pporl 
thc ~uggcstion that maturation of thc rat is accom
panicd hy IL>ss of functional /3-adrcnoccplors in 
thc livcr. l lowcvcr, lhc conlribution of thc 
fl-adrcnoccplor syslcm in thc urcogcnic response 
to cpinephrinc !'-ccms to be snrn11. 
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Vasoprcssin, .:rngiotc11sin 11, glucngon and cpini.!phrine (lhrough 
a cAftP-independent 1 alpha¡.1drenergic mcchanism) 1 stimulate 
ureosenesis in isolated rat hcpatocytes. Mltochondria 1 isolatc>d 
from hepatocytes which were previously trcnt.cd wlth thcsc hortnones 1 

displayed an cnhanccd ratc of citrulline synthcsis in the prescncc 
of NH4Cl as tlic nitrogcn sourcc, \.lhcn mitochomlrfo wcrc incubatcd 
with glutaminc as thc nitrogen source, only thosc mitochon<lria 
isolated from hrp.1tocytes prcviously trcate:J with cpincphrinc or 
glucagon dbplaycd an enhnnccd cnpacity to s)'nthC'size citrulline. 

When ce} ls wcrc incubalcd in lhc absencc of cxt raccllular 
calcium, thc cffccts of vasopn~ssin and .1ngiotensin 11 on urca 
synthcsis wcrc aboli!3hC'd, whereas thosc of cpinephrinc <1nd glucagon 
wcrc only diminished, Hilochondria isolatcd frnm cclls incubated 
undcr thcsc conditions, showC'd that thc effect of all thcsc l1omones 
on citrullinc synthcsis could still he obst!rvcd. Howevcr, thc effects 
of {11Ucagon and epincphrinc pllls proprnnolol WCn..! brgcr than thOSC 
of angiotcnsin 11 or va:>opn~ssin, 

Phosphatidylinositol lnbcling w.1s significnntly incrc.ascd by 
epinephrinc, vasoprcssin and .ingiotcnsin JI hoth in thc abscnce or 
prcscnce of calcium. Cyclic AMP ll!vc>ls wc~rc siEniffcantly incrc<iscd 
by glucagon or cpincphrinc hut not by vasopr~·ssin or angiotensin Il. 
Thc effect of epinephrinc on cyclic.: Af\P lcvcls \.'ilS blOcked by 
propranolol both in the abscncc or prcsencc of c;ildum. 

1t is wc]l known that c.ilechol;indn11s and glucar,on stim11lnte urr.ngL'ncsis in 
rat hc¡rntncytcs (l-3), Mitochon¡{ria iso1ated from hcpntocytcs trc;1ted with thc_c;e 
hormones display an incrcilscd ralc of cilrulHne synthcsis (2/i). Thc alpha 
adrcnuceplor involvcd in thc sllmulation o( urcngencsis by epiní.!phrinc is of 
thc alpha1 subtypc (3), Activ;1tion of illpha¡ adrcnoceptors produces an incrcase 
in phospliatidylinositol turnover (5) and chnngcs in calcium flt1xes, lcailing to 
nn incrcase in cytosolic calcium conccritrn.tlon (6-8). This sccms to be the 
sit,'llnlli11g ffi(!Chanism following éllpha •1drcnoccptor stJmuléltion (9,10), Two 
vélsoprcssor hormones 1 v:1soprcssin .1nd angiotcnsin 1 I scem to sharc Lhis 
signalling mcchanism (5,11). Thc possibility that thesc two vnsoprcssor honrones 
might stimulate urcogcnrsis thnrngh an cnhanccd rate of citrullinc production 
was cxp1ored. In thls paper, thc stiJ;1u1.Hory cffects of vasoprcr.sin nnd 
aneiotcnsin Il on urc_•a hiosynthcsis in rat hepatocyles, and on citrullinc 
formation in rnitochondria isolatcd from ho11nonc-tn•,1tl!d hi".!patocytcs, is rcportcd~ 
The role of extraccllulnr calcium in thesc t\..'O c~ffectn is nlso prcsented. 

**~whom ~orrcspondcncc should be addrcsscd. 
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Materials and Methods 

1-Epinephrine 1 d l-propranolol 1 angiotensin II, arginine-vasoprcssin, 
urease and rotenone wcre ohtained from Sigma Chem. Co. Glucagon was a gift from 
Eli Lilly. Collngenase and bovine serum albumin (fraction V) wcrc obtaincd from 
Worthington.and Rcheis, rcspcctivcly. [32p]Pi (carrier free) was obtained from 
Ncw England Nuclear. 

Expcriments wcrc pcrfonncd with female Wistar rats (200g) fed ad libitum 
with Purina rat chow. Jlepatocytes were isolated by thc mcthod of Bc-rry~ 
Friend (12) ·as modlfied by Tolbert et nl (5). Cells (t,Q mg wet wt.) werc 
incubated in 1 ml Krehs Ringer blcal-bonatc buffer, saturated with 02/CJJ2 
(95%/SX), pll 7.1+ at 37°C, supplcmcnted with 10 rnM glucose, 10 mM glutarnine, 
2 mM ornithine and 1% bovine scrum albumin. Incub;Jtions wcre carricd out for 
60 rnin in the prcscnce ar .1bsencc of the hormones. Urc>a wns dctcrmined in 
neutralized perchlor ic acid extracts of the cel l suspl!llsions (13). Ammonia 
blanks showcd a constaut concentration of 10-12 nmol/mg 1,.:nt wt. and did not vary 
under any of the conditions studic>d. To ~tu<ly thc c;1lcilm1 <lc1wndency of the 
ureogenic cffect of thc hormones, l'XJh:<riments wcrc pcrformcd with cells washcd 
and incubatcd in buffer to which no CaClz was ml<lt:!d, EGTA was omittctl in thcsc 
experiments in ordcr lo avoid ccll calcium dcplction durinr, thc long it'.CUbation 
perlad (llf). The conccntr<1lion oí calcium in this buffer ran¡~cd from 40 to 
100 uM (duc to cont,1minilti011 of thc rcngcnts employed in prepilring the buffer, 
~md to ccll ly~is) tletcrrnítll'<l by .1lnrnic .:1bsorption spcctro~;copy. 

Hitochontlri.11 citrulJine synthesizinc cap.icity w.1~; .1~;s;1yrd in crudc 
mitochondrial preparations ubtaineJ from hcpntocytcs previously incubílte.d for 
10 min with or withoul thc hormones. Thc ccll incubntion buffers wcrc as 
dcscribcd above, but for thPsc shortcr incubations l mM ECTA w.:rn a<ldcd to the 
CaCl2-frcc buffer. Aftcr incubatíon, cruJc mitochondrlnl prcparntions werc 
obtaincd as dcscribcc.l by Hcnsgens et nl (4). Citrulline synthcsis was mcasurcd 
in n medium, (2 ml, '•-5 mg t:1iluchonitial protl'in) containing 75 mM Tris/l!Cl, 
5 rnH KH2P04, 15 mM KCl, 3 mM MgCl2,, 16 mM KllC0 3 , l inH ETJTA 10 mM ornithinc, 
10 m."1 succin<ite, 4 ug rolenonc, 25 r.1~! mannitol (dc>rived from thc mitochondrinl 
suspcnsion), i1nd 10 mM N!l4Cl nr 10 nM r,lutaminc(indic:ited) pi! 7.4. Aftcr 10 min. 
at 25ªC, incuhations werc stoppcd by thc .iJJitinn oí perchloric ;1cid (final 
concent ralion 44). f.xt racts wcrc ncut ral ize>d with K2C03 and dt rul llnc was 
dctermi1wd by thc m~lhod of C'crlolti and Gnz;rnign (15) :is modificd by Prescott 
nnd Jones (16). 

Cyclic AMP w.is detenninc>d in cclls plus 1:wdiu111 2 min .1fter the addition 
of thc hormones anJ w;s.1ye<l by lile tnclho<l of C:i1miln (17). Free cyclic AMP was 
sep;:irntcd from hound cyclic 11.'IP by ch:irconl ad.sorption :is dl'scribed by Drown 
et al (18). 
·--In thc studies of ph,1sj1l1:1tidylinositol l.1hclinr, 1 celb w1~rc incubntcd far 
60 min in thc mPdia dí''.>cribed ahl1vc for tlw study of urc·or,C'nc~;is, suppll'mcntcd 
with 10 ,uCi/ml of [32p]Pi. Cel1 lipids t.'cre t:xlractl'd i,.•ith chlorofonn/methanol 
(2 :l) and phospholipids were ~;eparnted by onc dlmcnsion thin-1nyei- chromatography 
(19). Radio<tctivily w.1s countC'd in silíc<i r,el scr.1ppin~s of cnch phozpholipid. 
Protein was deu•rmincd by thc mcthod of Lowry, with bovinc> serum nlbumin as 
standard (20). Statistica1 ll'sling of comp;1rnble groups was pcrformed by paircd 
.!:_ analysis. 

Thc dosc-responsc curves far thc effect of vnsoprC'ssin, ang-!otensin II, 
epinephrinc ami glucagon 011 urc•a biosynthesis are shown in figure 1. In the 
prescnce o( cxtn1cel lular c3lcium, .111 the hormones stimulated urea biosynthcsts: 
glucagon wns thc most effective, follo\r:ed by epincphrine. V¡¡soprcssin and 
angiotcnsin 11 wcrc lcss cffcclivc. In the abr.cncc of cxtrncellular calcium, the 
effccts of glucar,on and cpinephrine "'ere smaller but still significant, whercas 
the effccts of v.isoprcssin and angiotcnsfn II \.'ere totnlly abolished. 
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Hcpatocytes ('40 rng wct wt.) wcrc incubntcd for 60 min with diffcrcnt 
concentrations of the hormones in buffer cont;:iining l.J mM CnClz(o---o) or 
buffer to which no CaC1 2 w<is addcd (.4 ---.l.). Plottcd .irc thc mcans, nnd 
vertical lincs reprcscnt S.E.H. of duplic;1le incuhalions from 3-6 cell 
preparations. a) p < .001 V.G. control b) not !;i¡:,nificant v.s. control. 

Thc citrulline synthesb.ing Cilp:1cily of mitochondria isolated from cells 
which wcrc incubated in thc prcscncc of cxtraccllular Ca++ and maximally 
cffectivc doses of thc hormones, wcrc sludied, All thc hormones produccd an 
cnhanccment in mitochondrial citrul linc synllicsizing capacity, i..•hich was. 
clearly obse1-vcd ~hen tnilochondrin \..'l'rc incuboted with 10 1n."I Nlf.4Cl as thc 
nitrogcn sourcc (fig. 2, ]cfl panel). Thc honnoncs pro<luced slimulntions of 
similar magnitude ( ::.:.i 50% incrcnses ovcr control rates; p < .o:·s for angiotcnsin 
11 v.s. control, p < .005 for v.i:.opressin, epinephrinc or r,lucogon v.s. control), 
in contrast to LIH'ir pffects 011 Ur<'ogcnesis. OirN't ;iddition of thc honnoncs to 
isolnLcd mitodwndrla was wilhout effect on cil rul l i ne .synLhcsis. 

lfüen rrn4 c1 w;is sohsLitutccI by 10 m .. J..f glutaminc as thc nitrogcn source, the 
ratcs of cit rulline synt.hcsis wcrc much lowcr ( ~ 20% of the ratcs obscrved in 
the prescnce of N1!4Cl). Unclcr thesc conditions citru]]inc syntlwsis by 
mitochondria from crlh; lrentrd with thc indic;iLpd ;iccnts was as follows": 

control 14.3..± 1.8; va~opre>ssin 16.6_± 2.9¡ nngiotcnsin Il 17.5_± 2.3; epinephrine 
+ proprnnolol 25.5±. 2.0 and glucacon 24.2_± 3.4 rn:101. mg protcin-1 .lOmin-1 
(rcsults <1rc the means ± S.E.H. of 3 dctcrminntions in dupUcate). Only 
mitochondria iso]ated from cclls tre.1ted with cpinephrine or glucagon showed 
significant enhanccrncnt of citrulline synthcsis (p < .01 for epinephrine v.s, 
control, p < .05 far glucai;on v.s. control), t·:l1cn the cells were incubatcd in 
thc abscncc of caldum (plus 1 n4"f EGfA) all hormones cnhanced mitochondrial 
citrulline synthcsis from Nl14Cl although to a ] essC!r cxlcnt than that 
observed when thc cel]s wcre inc11h;ltcd in thc prcsence of ca]cium. Under these 
conditions. (cells incuhntcd in the abscncc of ca]cium} lhc effcctiveness of 
thc hormones for st imuL1t i ng el t rul1 i ne synt hes is var lcd (fi GUre 2 1 riglit panel). 
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EFFECT OF llOR)lOll,\L ST!MUL,\TJllli OF lll:l'A'!OCYTES ON CJTRULL!NE S\'N'fllf:S!S FROM 
Nll

4 
CJ BY ISOLATED MITOCllON!lll!A. 

Mitochondria WC:rt~ bol;1LC'd fwm Cf'lls i,:Jdch Wt:H! incubatcd for 10 m::.n in thc 
prescncc or .1bsenC'C of (·:itr;icell11Jar c;-ilcium ami in lhc prcsC'ncc of thc hornoncs 
indicated on cnch bar. Ctinr'entrat ions emp1oycd w~re: l O mU/ml vasoprcssln, 
IQ-6 M angiott!nP.in 11, 10-5 }! cpinrphrinc, 10-7 M elucagon .i.nd l 111.'1 EGTA. 
Citru]li ne synthcsi!> fror.t t;H4Cl w;1::; t:icasurcd ovt~r a 10 rnin pcriod as dcscrihcd 
under Materials and ~lc>thndr;. lkirs rcprc~;cnt mcnns, and vertical lincs reprcsent 
S.F..M. of duplicate incubntions from 3-6 ~P11 prepariltíons, 

The cffects of r,lucagon and of epinephdne + propranolol wcrc i<lentical ( ~ 21% 
stimulation, p ( .001 v.s. control in hoth cases) where;-is tllc effects of 
vasoprcssin and <mgiotensin 11 \.'ere smaller ( ~ !Oi<: slimul.1lion) but still 
SÍgnificant (p ( .05 for V.'.1SOJlTC:>Sin V,S, COnlrol ,1nd p < ,QI for <JO[:ÍOt('nsin 11 
v.s. control). No accumu1.:Hion of dlrnlline in cells lre.1tcd with the 
vlfsopressor hormones in the ;1bsencc of c:--.tracellular caldum W<lS dctected {data 
not shown). 

The cffcct oí m<ixímal doses of the hormones on the lílheling of 
phosphatidylinositol with r<idio;ictivc phosphatc was studicd, Vasoprcssin, 
angiotcnsin II and cpinephrine inrrcased thc Libcling of this phospholipid in 
the prcscncc of cxt racel tular cé!lcium (3-fold 1 t~-fold and 3-fold rcspectively). 
This incrcasc in phosplmtidylinositol lahc~] ing was al so oLservpd in the absence 
of exlracellular- calcium 1 although it was of !>maller- rn.1gnitude (2-fold, 3-fold 
and ~-fold rcspectively). Gluca&on had no effect on this par.imct'cr-. 
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Neithcr vasoprcssin nor angiotensin 11 produccd consistcnt changcs in 
cyclic AHP lcvcls, Epinephrine produced a 2-fold increasc in the lcvels of the 
cyclic nuclcotide, but thls cfíect was blocked by prupranolol both in the 
prcscncc and abscncc of extrnc:ellular calcium. It is important to note hcre that 
the stimulation of urcoi;cnesis by cpincphrine is not affected by propranolol (3) 
but is blockcd by thc alpha¡ adrenergic antagonist prazosin (3). As cxpccted, 
glucagon produced a 10-fold incrcase in thc lt:!vcls of thc cyclic nucleotidc, 

Discusslon ----
Thc participation of alpha 1 adrcnoceptors in thc stimul;:1tion by epincphrire 

of urea biosynthesis suggestcd the possihility Lhat other hormones, with símil.ir 
trnnsduction mech<1nism(s) might also stimulate this mctaholic pathway. 

Alpha1 .1drcnergic .:unincs, vnsopressin and angiotcnsin 11 stimulate 
glycogcnolysis (21 1 22) aml gluconcogencsis (2 3) through cyclic NIP- i ndependent 
mcchanü;ms which involve pho.splwtidylinositol turnovcr <1nd calcium f]uxcs (5 1 9, 
10). The stimul.1tion by \'.1sopressin and angiotensin 11 nf urea biosynthcsis in 
isolatcd hcpatocytes is prc5entcd in thl.s papcr. Indcpcndency oí thc ureogcnic 
effect of the hormones from cyclic AflP ;1nd ;1ssoci.1tion with phosph.'.1.tidylinositol 
labcling was observcd under our conditions. 

The stimulation of urcogcncsis by epinl.'phrínc '1nd gluc.igon :>eems to be 
nssociated to .in incrc;iscd rate of citrulline synthcsi!i, which i~• ob~.crvcd in 
subsequently isolated mitochondria (2 ,li). \';1.soprc~;sin ¡rnd ang.iotensin Il also 
produce a stabk cnh;:rnccr.1cnt of mitochondrlal cit rullinc synthc~>izing cap.'.lc.ity. 

Most mctabolic d fects o( va~oprcssin and anglotensin Il .:1rc suppresscd 
in thc nbscncc of 1_•xtrncellular calcirnn (5, 11, zq, 25). ThiG abcolutc c.:ilcium 
dcpcndcncy o( thc vtJ:rnprc·s~or hormones is also ob~;crved in thcir cffC'ct on 
urca biosynthcsis. llowcver, rnitochondritl Í50L1tcd from hcpatocytcs tre~itcd wíth 
thc vasoprcssor hormones in thc absencc of extracc11ul<ir c;¡lcium, slUJ\..'cd an 
cnhance<l citrulline ¡;ynthc:-.idng cap.1city, sur,gestin~~ that h0rrno11al sign;1ls nrc 
gcneratcd under thcsc condil.ions. ln i,..•holc cclls, thc incrcasc in 
phosphatidylinosltol l<!hf'ling proc.Jucecl by tliL'!>c hormones is ,1lso obscr·vcd in 
the ab::>cncc of extn.1ccllul<lr c.1Jcium. Although this 1:vilh:11cc is indirC'ct, it is 
consistent with the proposcd role of ph(l~;phatidylino~dtol t.urnovcr in thc 
signalling mcch;mism(s) far cpinephrine (.1lph.1 1), v.1!;opressin and .111giotensin U 
(26). Extr;JccJlular calciurn ~ª-'Plll~ to he rcquircid for thc ful! e:-:pression of thc 
cffocts of v.isopressin ilnJ nngiotcn:.in JI 1 ,1nd to a 1l's~:;t!r l'Xtent for thosc of 
cpincphrlnc (;1lpha 1) ;iml gluc:igon. 

Wl1cn cells are incuhatC'd with lhe llormon~s in thc <thsencc of extrucellular 
calcium, the m.ignltu<lc of thc :;tim11!.:1tion of cltru11inc !>ynthesis from NH4Cl 
observcd in isnl.itcd rnitochnndria ir; diff1.•rt'nt for c.:1ch liormone; this may 
indicate th.1t f.1ctors mny be rpn(•L1led through thc actlv.ition of .1lplrn.¡ 
¡:-¡drcnocí..!ptors which '1rc not produc1!d throu13h t.l1e activ.ition of thc rcceptors 
for thc \':lSoprcs:.or honno11t~!•. In tlu . .! pí!!~d!11ce of e>:tr:iccllular calcium, there 
is a vari'1tion in the m;1gnitudc of thc cffects of v.isoprcssin, anglotcnnin 11, 
cpincphrinc and glucagon on urca pn1duction. Ho\.'cver 1 citrulli11c synthcnis from 
NH4Cl ;1s thc nitroc1m sourcc, by mitochondria isol.itc•d from licp;itocytcs trcatcd 
with Lhcsc honnoncs, 1s of simi1ar milgnitudc. W"licn g111tamine is used as the 
nitrogcn so1•rcc, citrul l inc production is much h1wer •. 1nd only thc mitochondria 
isolated frc•m ccl ls prL!víously trN1ted wilh gluca~on or epincphrinc show 
cnhanccd r<Jlcs of citru1linc ~;ynthcsis. Thcr.c rcsults suggcst that tl1c actlvity 
of mitocliomlrial glutamlnasc cou]d be rntc-limiting for the synthcsis of 
citrullinc, and th.1t Loth glucar,on .md cpincphrinc + proprnnoJ.ol may stimulate 
glutaminnsc activity, wlwrP<ls v<1soprl.'ssin und nngiotcnsin II do not secm to do 
so. Stimulation by glucagon nf mltochondrial glutamfnase nctivity in liver cclls 
has alrcady hccn rcported (27 ,28). 

Al 1 thc hormones tC'sted stimulate mitochondrinl cltrullinc synlhesis from 
NJ14Cl. Thcse data sugcest that glutnminasc activation is not thc only site of 
action of cpincphrine and gluc;1gon on urca hiosynthcsis, nnd that other changcs 
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in mitochondrial activity, involving the systems used far the synthcsis of 
citrulline, are at least partially rcsponsiblc for the actions of vasopressin, 
angiotcnsin II, glucagon and cpinephrine on urea biosynlhcsis. 

The authors want to thank Drs. E. Piña, A. Peña, A. Cárabez and V, Chagoya , 
de Sñnchez for lctting them use sorne of the cquipmcnt available in thcir 
laboratories and Mrs. Guadalupe R,1m!rez for typing thc manuscript. This rescarch 
was partially supportcd by a Gr.int from CONACYT (ICCBNAL 800637), 
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Hormonal stimulation of mitochondrial glutaminasc 

EITects ofvasopressln, angiotensin 11, ndrcnnline and glueagon 

Silvia CORVERA•t and J. Adolfo GARCÍA·SÁINZ:j: 
• D~par!amei1to d~ ~ioq1~lmíca, Facu/ta.d de ~fedici11a, ami tDepartame11to de Bioenergélica, Cen/ro de 

Invest1ga~1011es en F1S10/ogw Ce//11/ar, U111vers1dad Nacio1111/ A utó110111a de México, A panado Pos1a/ 70--000, 
045/0, México City, México 

(Recei1•ed 2 J December 1982/ Accepled J 2 January 1983) 

Adrenalinc (tliruugh U1 adrcnoccplors). \'asoprcssín and angíolcnsin 11 slimulatc 
mitochondrial glutaminasc aclívily. This stímulatíon probably conlríhutcs to thc 
urcogcnic cffccl of thcsc hormones. Thc activity or thc cnzymc is scnsitivc to Ca2+ 
dcplction. A role of Ca 21 in hormonal mndulation oí glutaminmc activity is suggcstcd. 

Stimula~ion of un;ogcncsis from glutarninc hv 
vasoprcssin, angiotcnsin JI ami adrcrwlinc (througÍ1 
a 1-adrcnoccptors) has bccn reponed (Corvcra & 
Garcia-Sain1., 1981, 1982). This stimulation is accom· 
panicd by an cnhanccd rntc or citrullinc synlhcsis by 
mitochondria isolatcd frorn hormonc-treatcd hcpato· 
cytcs (Corvcra & Gnrcía-Súinz, 1982; Titl1craclgc & 
Hayncs, 1980). I111crcstingly, thc magnitudc or 
the stimuJation of urca synthcsis by thc hormones 
was difTcrcnt (glucagon > adrcnalinc > angiotcnsin 
n;~vasoprcssin), whcrcas thcir cITccts Oíl c.:itrullinc 
synthcsis by isolatcd mitochondria wcrc ncarly 
idcntical whcn NH,CI was uscd as thc nitrogcn 
sourcc. 1 Iowevcr, whcn elntaminc was u sed inste ad 
or Nll,CI, núochondria- isolaicd frrnn cclls trca1cd 
with adrcnalinc or glucagon <lisplaycd an cnlrnncc
mcnt in citrulli11c-synthcsi1.ing capacity, whcrcas no 
clcar cffcct was ob~cr\'cd with mi10chondria iso
latcd from cdls trcatcd with \'asoprl'~~in or angio
tcnsin 11 (Corvcra & Garcia Súinz, 1982). Thcsc 
data raiscd lhc pnssibilíly that thc activity or 
mitochomlrial glutarninasc could be afTcctcd to 
LlifTcrcnt cxknts bv thc hormones. Stimulation of thc 
nctivity of this c1;zy111c by glt1c;1gon ha~ prcriously 
bccn dc111011slratcd (Laccy el al., 1981). In thc 
prcscnt papcr, thc cffccts of v:isoprcssin, anL~iotcn!:.in 
JI and ndrcnalinc on thc nctivity of mitochondrial 
glutaminasc nrc rcportcd. Unlikc glucagon. thesc 
hormones sccm lo act thrnugh cyclic A~1P indc· 
pcndl!nt. Ca 2t-dcpcmknt. mL·ch;inisms. Thus thc 
role of c:xtracellular Ca2+ in mndulalinl! thc basal 
nnd honnonally slimulatcd activitics of iÍ1is e111.ymc 
are also shown. 

t Towhom rcprint rcquc~ts !ihould be addrcsscd. 

Vol. 210 

M:llcrials and mclhods 

L-Adrcnalinc, fargininclvasoprcssin, angiolensin 
11. rolcnonc ami t.·propranolol wcrc ohtaincd from 
Signrn Chcmicnl Co. Collagcnasc was obl:lincd from 
\Vorthington, nnd bo\'Ínc scrum nlbumin (fraction 
~l. rr~1111 Rcheis. Glucagon was gcnenHJsly givcn by 
l:h L1lly. Othcr rcagcnls uscd wcrc or thc bcst ~uality 
availablc. 

Fcmalc Wistar rats. wcighing approx. 200g, red 
ad libitum wcrc cmploycd. l lcp;itocytcs wcrc isa· 
latcd hy lhc mcthod or llcrry & Fricnd ( J 969) as 
modilicd by Tolbcrt <'/ al. (1980). llcpalocvtcs 
(60mg wct wt./1111) wcrc incuh:llcd íor IOmin ;vith 
maxinwlly dTcctivc doses of the hormones 
(JOmunits of \'asoprcssin/ml. lµM-nngiotcnsin JI, 
JO¡nl·adrcnalinc+ JOpM propranolol, and O.lpM· 
glucngon) in Krchs-Ringcr bicarhnnatc buffer. sup
pll'mcnkd with 10rn~1 ~lucnsc, IOmM-glutaminc, 
2111\1 ornilhinc and 1% buvinc scrurn albumin,s<itur
alcd 11i1h o,;co, (19: 1), pll 7.4 at 37ºC. Ca" and 
EGTA wcrc addcd as nolcd in the Rcsults scction. 
lncubalions wcrc cndcd by CL'nlrifuging the cclls for 
20 s a~ top spced in a clinical ccntrifugc; thc mcdium 
\\'<JS discardcd ami thc cclls wcrc washcd once with 
icc-cold mitochondria i~olation mcdium. wl1ich 
consis1ed or 250mM m'1111li1ol, 20mM-Tris/llCI and 
1 mM:EGTA, pll 7.4. A crudc mitochondrial pre· 
parat~on was ohlamcd from thc ccll pcllcts as 
dcsmbcd hy llcnsgcns el al. (1980). Glulaminasc 
acti\'ity was rncasu:ed ns. thc production of glu
tamalc from glutammc durmg lOmin, in n medium 
containing 20mM-glutamínc, 75rnM-Tris/llCI 
15m.~t-KCI, 5mM·K,HPO,, 16mM·KllC03, IOmM: 
succmalc, 3mM·MgCI,. 5pg orrotenonc/ml, 25mM· · 
mannítol and 0.1 m~t-EGTA (dcrivcd from thc 
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lb) NoC11h • 1 m\l·EGTA Ir! No C11·, no EGTA 

Fig. 1. /lormnnaf .sti11111latio11 of gfu1tJ111i11aw of 111iroc!w11tlria isoh11ccl.fiom cel/s í11c11barcd with dif]lTclll cnncl'lltmlio11s 
o(Ca2 .. 

Jlepatocytcs wcrc incubatcd with m:L\irnally cffccth'l' Jo~cs ofthc inUicated hormonc!i (0, control; O, \'asoprcssin; 
[ill, angiotcnsin 11: O. ;idrcnalinc~ propr:inolol: íJ, glucngon) ami \'arious cnnccntrations of Ca2•: (a) 
J.25mM·CaH~ (b) no CaH. plus l mM EGTA: (e), no C;1H, no EGTA. ~fitochondria wcre thcn isolatcd and 
ghltaminnsc :ictivity \\a!\ rnca<.ured as dc..,crlhcd in thc lcxt. Re~ults are c.xprc~<>cd ~1s pcrcrntagcs of c011trol valucs, 
which wcrc: (a) 61.6 + 6. (/¡) 17.J} 2 iilld (r) :I~ 2 : S nrnnl of r!ut:i111ate' 10 min pcr m¡._• iif prntcin. \'alues plottcd are 
thc mc:rns. and \Wtical linc'> fl'jlfl'~t·nt s.1·.~1. llÍ dup!icatc irn:ub:tti•lll~ frorn thrcc to fin· rdl prcpar<itions. St:Histicnl 
significanrc versus control is inclic:ited: •p < 0.01. up < 0.005 ..... /' < O.C>OI. 

mitochondrial suspc1isio11) at 25ºC. pll 7.4. Thc 
conccntration of rPtcrwnc u~cd complctcly inhihits 
thc mctnbolism of g.lu1am:1tc (Joc;cpl1 & t-.tcGiran. 
1978). Glutanrntr wns a~saycd cmymicnlly Okrnt & 
Bcrgmcycr. J97·1l in ncutrali;cd JICJO, ntracts oí 
the mitochnndrial ~u!.pension. Protein '''as drtcr
mincd by the mcthod oí Lowry et al. ( 1951 ). ll'ith 
bovinc scrum alburnin as standard. 

Rcsults 

Stinwl;ition of mitoclwndri;d ellltarnina~c activity 
in mitochondria isolatt•cl fmm cclls trc<llt.:d with 
vnsoprcssin. :rngit,tcn:.in 11. adn.:nnlinc plus pro
pranolol. or gluca,!!<111 is prcM'nlcd in Fig. !(a). 
Allhough al! thc hormones produced n ~igniílcnnt 
stimu!n'tion. glucagon :mcl adrc:nalinc '\c:rc con
siderablv more dTccti,·e than thc \ac..op1c:~~or pcp
tidcs. TÍ1c slimulntinn ¡m1durt•d by ad1 en:ilinc wns 
complct~ly hlocked by 1ow concentrnlit111s ( l ¡n1) of 
thc ui"adrcncrgic antagonist pra1min (H"·,ults not 
shown). Thc dcprndcncy of thc hormonal l'ffccts on 
extrncl'll11lar CaH wac; studicd by using mitochon
clria isolatcd fwm cclls washcd in h11ITcr prq1arcd 
without CaH ami inct1ba1c:d in this bufTcr <iupple
mcntcd with J 111st-EGTA. Thc rcsults "htaincd nrc 
prcscntcd in f'ig. 1 (h). Undcr thcsc conditions, hoth 
glucagon and ndrc:n:ilinc stimulatcd gluiaminnse 
activity. whercas ncithcr \'asoprcssin nur nngio-

T:ihle l. Rasa/ gluraminase arlil'ilJ' of 111i10chondria 
irnlatcdfrom te!fr i11r11'1afrd ll'ith difli-·1ent cm1ct'//trat/011s 

ofCalt 
1 kp;i10cytl"!> wcre incuhall'd as dcscribed in the 
~.faterials and rnethnd5- ~rction with thc additions 
indicatcd bi.:low. ~1itc1d1u11Jria wrrc thcn Í<;ol:i.tcd 
ami ~lutaminasc acth'itv was rnc:isur('d ;1s dcscribcd 
in thc tcxt. Hcst1hs ·are thc rneans + s.E.~t. for 
dti¡ilic;itt· incul1n1io11~ from thrrc cdl ¡m.:p-arntions. 

r\ddition!i (mM) Gh11arninasc activity 

FGTA 
--"....------~-- .. ~ (nmol or glut¡¡matc/ IOmin 

CnCJ, pcr mg oíprotcin) 
1.25 61.6±6 

1.25 
2.50 
5 

IO 

312±5 
17.3 ± 2 
49.6 ± 5 
50.2 ± 2 
52.9 ±8 
35.8 i 6 

tcnliin JI produced significan! rITccts. llowcvcr. the 
h:is:i.I acti\'ity of the cnzvme wns much lowcr than 
\\ licn CaH was prc~t:nt ·during 1hc cell incuhation. 
Thc \'ariations in lile ba~al uctivitv of mitochondrial 
gluwminasc al difTcrcnt ca~.¡, co~ccntrations in the 
ccll incubntion bulTcr wcrc studicd. nnd thc rcsults 
are prcsentcd in Tnblc l. Thc highcst basal activity 
wns obscrvrd whcn cells werc incubalcd in the 
prcscncc oí 1.25mM-Ca". Whcn Ca" was omittcd 
from thc ccll incubation bulTcr (which rcsulted in a 
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Cal+ conccntration of 10-IOOµM owing to con· 
tarnination ofthe rengents used to prepare the buffer. 
and to cell lysis) the nctivity ckcrcnsed lO approx. 
53% of this value. When l mM·EGTA was nddcd to 
this Ca" ·free mediurn, the basal glutnminase ne· 
tivity fell to only approx. 28% of the vnlue obtnined 
in the presencc of l.25mM·Ca>+. The addition of 
CaCI, to thcse cells re-estnblishcd thc nctivity of the 
enzyme in subsequcntly isolatcd mitochondria. 
These results indicnte that cell Ca'' dcpletion 
modiíies thc activity of mitochondrial glutaminasc. 
To study !he rcquircmcnts for extraccllular Ca" for 
hormonal stimulation of glutamina~c nctivity. 
hcpatocytcs that werc incubatcd in thc ab~ence of 
Ca" but without EGT A wcrc used. 

The rcsults are shown in Fig. 1 (e): in thcsc 
cxpcrimcnts glucagon and ndrcnalinc signifh:antly 
stimulatcd gl11taminasc activity, and, alllwugh vnso
prcssin and ang:iotcn~in 11 produccd in somc 
cxpcrimcnts a slight incrca~c in thc aeti\'ity of thc 
cnzymc, thc cfTcct wns not reproducible. 

Discussion 

Hormonal stimulation of urcogcncsis ~ccms to 
invo\vc modulation at severa\ stcps of this mclabolic 
p:1thway¡ stimulation of mitochonclrial glutnminasc 
by glucagon hns bccn rcported (Laccy et a/., 1981 ). 
In thc prcscnt papcr, thc stimulation of thb cnzymc 
by adrcnalinc (thrnugh u1-adrcnoccptors), \':l'~fl
prcssin ami angiotcnsin 11 is prcscntcd. Thc mcta
bolic cfTccts of \'nsoprcssin, angiotensin JI and ni" 
adrcncrgic agonists sccm to he rdatcd to Ca 2 ' ílu\C!i 

through thc plasma mcmbrane and rclca~c ofthis ion 
from interna! storcs, including mitochondria (BJ;ick
morc et al., 1982). Aftcr this rcka~c. mitPclwndria. 
isolated from hcpatocytcs trcatcd with n1-adrl'1ll'rt:ic 
amines, display cnhanccd rntcs of Ca1

-t uptakc and 
prolongcd rctcntion of this ion (Taylor et al .. 1980). 
Our data suggcst thnt thc actirity of milochonclrial 
glutamina~c is scnsitivc to thc mitoch()ndrial Ca 21 

conccntration. Thus thc po~sibility cxiqs that thc 
cfTccts ofthc hormonc~ on thc nctivity ofthc cnzymc 
might be mcdiatcd by the changcs in mitochondrinl 
ionic fluxcs. This intcrprctation is ~up¡hirkd by thc 
ma"rkcd dccrcasc in tbc acti\'ity of thc cnzymc whcn 
cclls wcrc incubated with no Ca'' and l m~t· EGTA, 
which dccrcascs inlraccllulnr Ca" storcs. Whcn 
Ca" was nddcd bnck to thc incuhation buffer. the 
activity of the cnzymc rdurncd to ncar-normal 
valucs. This, howcver~ docs not rule out thc 
possibility that Cal+ dcplction may result in changcs 
in the conccntration of otltcr ions (Lardy .& 
Mcrryfield, 1981) or metnbolitcs in thc cns i10111ncnt 
of thc cnLyrnc wltich might thcrnsclvcs modnlatc its 
activity. 

Joseph et al. ( 1981) found no cffcct of EGT A on 
the nctivity of the mitocbondrial glutnminase whcn 
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thc chclator is ndded directly to the mitochondria. 
Our cxpcrimcnts are not comparable, sincc wc 
studied thc effecls of EGTA in wholc cells. whcrcns 
thcy studied tite cffcct on isola1cd mitochondria. The 
possiblc existencc of cytosolic factors that modulate 
Ca" cmux from liver mitochondria (Fleschncr 
el al., 1982) further strcsses this di!Tcrcnce. The 
stimulation of mitochondrial ghllaminase may be 
partinlly responsiblc far the cffccls of tite hormones 
on urca biosynthcsis from glutaminc. Both glu
taminasc activity ami urca synthcsis are strongly 
stimulatcd by adrcnalinc and glut·agon. and to a lcss 
cxtcnt by ra">oprL'ssin aml angiotcnsin JI. Also, thc 
cxtraccllular Ca2-t rcquircmcnts fur thc stimulation 
of mitochondrial glutaminnsc by thc hormones are 
similar to tho~c ob~crvcd for thc stinwlation of urca 
~ynthcsis from glutaminc (Corn·ra & Garcia-Sñinz, 
1982). I-Iowcvi:r, factnrs bc~idcs 1?lutaminasc ncti
vntion nlso participatc in hormon:11 stirnulation of 
urcogcncsis by vasoprcssin, angiotcnsin 11, adrcnul· 
inc and glucagon; this is cvidcncecJ by thc cnhancr:d 
citrulline synthcsis from NH,Cl by mitochondrin 
isnlatcd from hormonc·trcatcd hrpntocytcs. In sum· 
mary, glucagon, adrcnalinc, va~oprcssin and angio
tcnsin JI stimulatcd thc activity of livcr mito· 
chondrial glutamin:isc~ this stimulation secms to 
contrihutc to thc urcogcnic nction of thcsc hor· 
moncs. A role of CaH in thc hormonal stimulntion 
of this cnzymc is suggcstcd. 

\\'e thank t-.trs. Guad;dupc Ramircl for typing thc 
m:i1111~cript. This rest'ar\.h was partially s11pportcd by 
Grant ICCBN.\L ~00 6)7 frnrn CONACyT. 
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DISCUSION 

La .epinefrina es capaz de producir una marcada estimulaci6n en la 

síntesis de urea por hepatocitos aislados de rata. En este tipo de célu-

las, se han identificado tres tipos de receptores adrenérgicos utilizan-

do la técnica directa de pegado específico con radioligandos selectivos 

(25). Se han identificad.o los receptores fl adrenérgicos, mediante el uso 

de un antagonista selectivo, el dihidroalprenolol. Estos estudios mues-

tra_n que existe un solo tipo de receptor fl adrenérgico, en hígado que co 

rrcsponde al subtipo s
2

. El número de sitios específicos en membranas de 

hígado de ratas adultas es de aproximadamente 100 fmolas/mg de proteína 

(25). Se han identificado dos subtipos de receptor a adrenérgico, en 

membranas de hígado de rata. Utili zendo [
3
H ]prazosina como radio] igando 

selectivo para los receptores de tipo a 1, y [3u]yohimbina para los recep

tores a2 , se ha encontrado que el número de sitios a
1 

adrenérgicos es 

de aproximadamente 700 .frnol/mg mientras r¡ue el niímero ele sitios o
2 

es de 

alrededor de 200 fmol/mg (114). Estos estudios clarmncntc muestran que el 

subtipo de receptor predominante en el h'.Ígaclo de r.1ta adulta es el o
1

. 

Los receptores de tipo a
1 

representan cerca del 80% del total de 

sitios a ndrenérgicos. La estimulaci6n de estos receptores est& estre-

chamente asociada a efectos aclrenérgicos tales como la activación de la 

fosforilasa y la entrada de calcio a la célula (45). 

El efecto estimulatorio de la epinefrina sobre la s'.Íntesis de urca, 

en la rata adulta es bloqueado completamente con antagonistas a adren€r-

gicos, pero no es modificado por el antagonista ll adrcnérgico, propranolol. 
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El antagonista a1 adrenérgico, prazosina, es· capaz de lilóquear el efecto 

de epinefrina a concentraciones >100 veces menores que el antagonista a 2 
( " 

adrenérgico, yohiinbina (ver primer trabajo). Est'o claramente demuestra -

que el receptor adrenérgico involucrado en la estimulación de la ureogé-

nesis en la rata adulta es de tipo a
1

• A diferencia de lo encontrado em 

pleando ratas adultas, en hepatocitos aislados de ratas jóvenes, la esti_ 

mulación de 1 a ureogenesis por epinefrina no es bloque ad a totalmente por 

prazosina. La estimulación residual observada en presencia del antagoni~ 

ta a
1 

es bloqueada por el antagonista B adrenérgico proprnnolol. Además en 

presencia de una concentrnción alta de proprnnolol, el efecto ureogénico 

sí puede ser totalmente bloqueado con concentraciones crecientes de pra-

zosina. Esto indica que en la rata joven, ln cstimulación de la ureogen~ 

sis por epinefrina puede estar mediado tanto por receptores de tipo a
1 

adrenérgico como por receptores de tipo B (ver trabajo 2). 

Estos datos demuestran que la densidad y el subtipo de receptor 

adrenérgico en un tejido es susceptible de ser modificada por distintas 

condiciones fisiológicas, concretamente la edad del animal es uno de los 

factores que pueden influir sobre los receptores adrenérgicos involucra-

dos en la modulación del metabolismo hepático. 

El conocimiento del subtipo de receptor involucrado en la mediación 

de los efectos adrenérgicos es importante, por el hecho de que cada sub-

tipo de receptor se encuentra asociado a un mecanismo de transducción di 

ferente. El receptor a1 adrcnérgico no está asociado a la adenilato cicla 

sa, si.no que su estimulación produce cambios importantes en la citoes.tasis 

del calcio (26). Esto sugiere que este ion de alguna manera pudiere estar 

regulando la velocidad de flujo a través del ciclo de la urea en la 

célula. La estimulación de la ureogenesis por epinefrina puede estar me-
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diada a través de dos mecanismos distintos, uno asociado a cambios en 

la citoestasis del calcio, desencadenado por la estimulación de los re

ceptores a
1 

adrenérgicos, y otro asociado a la estimulación de la adeni

lato ciclasa desencadenado por la estimulación de los receptores S adre

nérgicos. La importancia re la ti va de es tos dos mecanismos en la mediación 

de los efectos de la epinefrina depende de las condiciones fisiológicas 

del animal y de la influencia de éstas sobre la población de receptores 

adrenérgicos en el hígado. 

La identificación del receptor a
1 

adrenérgico como el involucrado en 

la estimulacíón de la ureogenesis por cpinefrina en la rata aclulta hizo 

surgir la pregunta de si otras hormonas, con mecanismos de transducción 

similares al del receptor a
1 

adrenérgico también pudieran ser capaces de 

estimular la síntesis de urea. 

Los dos péptidos vasopresores, vasopresina y angiotensina II, pare

cen actuar mediante un mecanismo de transducción similar al de las aminas 

a
1 

adrenérgicas. Es decir, estos pGptidos no alteran los niveles basales 

de AMP cíclico en hepatocitos de rata, pero al igual que la epinefrina 

(a
1

) estimulan el recambio de fosfatidilinositol e inclucen una elevación 

en los niveles citopl&smicos de calcio (46). 

El glucagon es capaz de estimular la producción de urea en hepatoci

tos de rata. La acciones de glucagon, a diferencia de las acciones a
1 

adrenérgicas, son mediadas a través de la activación de la adenilato cicla 

sa, produciendo una acumulación de AMP cíclico y la consecuente activa

cion de las protcin kinasas AMP cíclico-dep~ndientes. Los receptores a 

adrenérgicos parecen actuar de una manera similar al glucagon, es decir, 

asociados activatoriamente a la adenilato ciclasa. 
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Se realizaron experimentos con el propósito de estudiar sistemátic~ 

mente los efectos de las tres hormonas cuyo mecanismo de transducción 

está asociádo al recambio de fosfatidilinositol y a la elevación de cal-

cío citoplásmi'co, es decir los efectos a
1 

adrenérgicos* de vasopresina y 

de angiotensina II, y de los efectos del glucagon, cuyo mecanismo de trans 

ducción está asociado a la adenilato ciclasa. 

La síntesis de urea se estudió utilizando glutamina como fuente de 

amonio. La concentración de este aminoacido en el pl.asma es mucho más al-

ta que la de cualquier otro, y la síntesis de glutamina es el mecanismo 

principal mediante el cual órganos distintos al hícndo logran una detoxi-

ficación inicial del amonio formado (2) . También ha sido observado que la 

glutamina es uno de los mejores substratos para la síntesis de urca tanto 

in vivo como en preparaciones de hígado ( 13). Los pasos involucrados en 

la biosíntesis de urea a partir de ¡;lutamina han sido ('Sturliados en híg~ 

do perfundido (13). El metabolismo de este aminoacido se inicia con su i 

transporte hacia el interior de la célula, el cual no parece ser un paso 

limitan te en su metabolismo. La glutamina es degradada por alguna de dos 

isoenzimas de p,l utaminnsa presentes en el hígado, una dependiente y otra 

·independiente de fosfatos. La acción de esta enzima da como producto gl~ 

tamato y amonio. En presencia de ornitina el amonio es inmediatamente con 

vertido en urea. En el hígado perfundido, la urea es formada en cantida-

des equivalentes a la glutamina consumida (13). En las condiciones de 

los experimentos presentados en los trabajos realizados con hepatocitos 

* Para estudiar los efectos a 1 adrenérgicos se utilizó epinefrina siempre 
en presencia de propranolol 10-5M para bloquear totalmente cualquier -
efecto f3 adrenérgico. 



aislados, la síntesis de urea fue lineal por lo menos durante 60 m~nutos 

de incubación en presencia de glutamina y ornitina (ver trabajo 1). Bajo 

estas condiciones, las cuatro hormonas estudiadas producen una estirnula

ción potente de la síntesis de urea (ver trabajo 3). La estimulación es 

dependiente de la concentración de la hormona, y saturable en un rango 

de 2 a 3 órdenes de magnitud. La efectividad de las hormonas para estiro~ 

lar la síntesis de urea fue variable; la estimulación producida por glu

cagon fue un poco mayor que la producida por epinefrina, y estas fueron 

considerablemente mayores a la estimulación producida por los peptidos 

vasoprcsorcs. 

El hecho de que tres hormonas que producen cambios en la citocsta

sis del calcio sean capaces de producir una cstimulacion de la síntesis 

de urea, sugiere que es te ion juega un papel en la regulación de la ac

tividad de esta vía metabólica. Con el fin de conocer mas acerca del pa

pel del calcio en la modulación del ciclo de la urca y en el mecanismo de 

acci6n de las hormonas ~studiadas, se realizaron expcrirncntos en los cua-

les el calcio fue omitido del medio de incubación. Jlajo estas condiciones 

se observó que la producción basal de urca disminuye significativnmente. 

Esto indica la presencia de un sitio sensible a.calcio localizado en al

gún paso entre la captación de glutamina por la célula y la formación de 

urea. Bajo estas condiciones, no fue posible detectar un efecto estimu

lador de la síntesis de urca por Jos péptidos vasoprcsores. Sin embargo, 

tanto el glucagon como la cpinefdna produjeron una estimulaciéín signif!_ 

cativa de la síntesis de urea en ausencia de calcio. 

La inhibición del efecto ureogénico de los péptidos vasopresores P!:_ 

ro no del efecto a
1 

pudiera indicar la existencia de factores adicionales 

en el mecanismo de transducción a
1 

adrenérgico, que no estan presentes 
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en las acciones de vasopresina y angiotcnsina II. 

Con el fin .de lo.calizar el sitio sensible a caléio en el proceso de 

síntesis de·urea a partir de glutamina, ademas del origen del bloqueo del 

efecto ureogénico de la vasopresina y la angiotensina II, se estudiaron 

los efectos hormonales, tanto en presencia como en ausencia de calcio, 

sobre 1) el recambio de fosfatidilinositol 2) ta acumulación ele NH
4 

in

tracelular; 3) La acumulación ele citrulina intracelular. 

Los efectos de estas hormonas sobre el recambjo de fosfatidilinosi-

tol, medido como resíntesis, fueron analizadas. Las tres hormonas produ-

. f . l . , d ] . . , el [32 J . f f . d 'l' Jeron uerte est1mu ac1on e .a incorporac1on e P Pi a os ·nt1 l ino-

sitol tanto en presencia como en ausencia de calcio. Esto indica que los 

efectos hormonales sobre el metabolismo de este fosfolípido no son secu!!. 

darios a la movilización de calcio, sino que son un evento primario que 

probablemente precede y qtd zas produce los cambios de pe rmeabil id ad mero-

branal al calcio. 

La acumulación intr.'.lcelular de amonio fue estudiada con el fin de 

detectar la sensibilidad de la CFS al calcio y a los efectos hormonales, 

Tanto en presencia como en ausencia de calcio, el amonio total jntracelu-

lar pennaneció en niveles basales (Fig. 5). Lo mismo fué observado cuando 

los niveles intracelulares de citrulina fueron cuantificados (Fig. 5). 

Estos datos sugieren que ni la actividad basal de la CFS ni el de la ASS, 

(que son dos de las enzimas que pueden ser limitantes para la síntesis de 

urea a partir de glutamina) son fuertemente dependientes de la presencia 

de calcio. 
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Fig. S.- Esquema de los pasos involucrados en la Síntesis de Urea a 

partir de Glutamina, y los efectos de lüs Hormonas sobre algunos de los 

Intermediarios del Ciclo, 

Los valores prC>sc.nL1<los C>stiln expresados en nmolas por mg de peso 

húmedo, y corresponden a las concentrac.ioncs de los metabolitos después 

de 60 minutos de incubación en ausencia (C) o presencia de las hormonas 

indicadas, a las siguientes concentraciones: Vasoprcsina (V) 10 mu/ml; 

5 ~ ~ 
angiotensina II (A) 10- M; epincfrina (E) 10 M; glucngon 10 M (G). La 

parte superior del esquema corresponde a los da tos obtenidos en ausencia 

de calcio, y la parte inferior a los obtenidos en presencia de este ion. 

Los asteriscos indican valores significativamente distintos al control 

(ver trabajos). La efectividad relativa con la cual las hormonas produ-

cen los efectos estimulatorios también se indica. 
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Anteriormente ha sido reportado que la·estimulación de hepatocitos 

aislados 'o hígado intacto por glucagon, produce cambios a nivel mitocon

drial, 'que· se traducen en un aumento en la actividad energética de las 

mitocondrias aisladas (36,41). Las funciones mitocondriales que se en

cuentran estimuladas incluyen la carboxilac:lón del piruvato, Ja activi

dad de deshidrogenasa succínica, la fosforilación oxidativa, el potencial 

de membrana, el gradiente ·de protones, y la sintesis de citrulina (36). 

'En el tercer trabajo, se presentan experimentos realizados con el fin de 

conocer si las hormonas calcio dependientes eran capaces de producir un 

cambio similar en la actividad mitocondrial, con una estimulación en la 

capacidad de las mitocondrias de sintetizar citrulina, y los efectos del 

calcio sobre es te parámetro. 

En estos experimentos, se incubaron células en presencia y ausencia 

de calcio con las concentraciones efectivas rn5ximas de las cuatro hormo

nas estudiadas. Después de 10 minutos de incubaci6n, las mitocondrias fue 

ron aisladas e incubadas en presencia de NH
4

, ornitina y succínato como 

sustrato respiratorio. Bajo estas condiciones, la actividad de la ornitin 

transcarbamilasa es m&s de veinte veces mayor que la de la CFS (41), por 

lo que la cantidad de citrulina producida es función directa de la acti

vidad de esta Gltima enzima. El estudio de los efectos del calcio y de 

las hormonas sobre la CFS es relevante en virtud de que esta enzima ha 

sido propuesta como el paso regulador principal del flujo a trav&s del 

calcio de la urea. Los resultados obtenidos (Fig, 6) muestran que la ac

tividad basal de la CFS no se ve disminuída por la ausencia de calcio. 

Esto confirma lo sugerido en los estudios con c&lulas íntegras, en las 
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Fig. 6, - Esquema de la Formación de Citrulina a partir de NH
4

• 

Los valores están expresados en nmolas de citrulina/mg de proteína 

mitocondrial obtenidos después de 10 minutos de incubación del extracto 

mitocondrial, obtenido a partir de células incubadas con las hormonas 

como se indica en el pie de la figura S. 
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cuales no se observó una acumulación de NH4 en ausencia de calcio. 

La incubación de 'las células con las cuatro hormonas estudiadas pr~ 

dujo un aumento marcado en la actividad de la CFS en las mitocondrias 

subsecuentemente aisladas, Es interesante notar que las cuatro hormonas 

estudiadas fueron igualmente efectivas en la producción de este aumento 

en la capacidad citrulinogénica mitocondrial. Esto contrasta con los 

efectos de las hormonas sobre la síntesis de urea, donde el glucagon y 

la epinefrina son marcadamente más efectivos que vasopresina y angioten

sina II. Esto pudiera indicar que el glucagon y la epinefrina estimulan 

en un sitio adicional al de los péptidos vasopresorcs, y otra vez señala 

una diferencia entre los mecanismos de acción o
1 

adrenérgicos y de vaso-· 

presina y ;:mgiotensina II. Cuando las células fueron incubadas en ausen-

cia de calcio, las cuatro hormonas fueron capaces de producir aumentos 

en la capacidad citrulinogénica de los mitocondrias aislados, aunque de 

una magnitud significativamente menor que cuando las células fueron incu 

hadas con calcio. Estoi datos muestran que aunque la actividad basal de 

la CFS no depende de la presencia de calcio, la magnitud de estimulaci6n 

de la activid3d enzirniítica por Jos hormonas sí esta influída por este ion. 

Esto sugiere que los ef ce tos hormonales no se ejercen directamente sobre 

la CFS, sino sobre otros factores que modulan la actividad de esta enzi

ma, como pudiera ser la disponibilidad de ATP o del activador alostérico 

N-acetil glutamato. Aunque no puede ser excluída la primera posibilidad, 

es poco probable en virtud de que, bajo las condiciones de aislamiento 

de mitocondrias que fueron empleadas en estos experimentos, los cambios 

que las hormonas inducen en los parámetros energéticos mitoconddales son 

muy pequeños (47). Es posible que las cuatro hormonas produzcan un aumen

to en los niveles de N-acetil glutamico, y que este efecto sea sensible 
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a cambios en la concentración de calcio. Es interesante notar que a pesar 

de que en ausencia de calcio extracelular no es posible detectar una es

timulación de la síntesis de urea por vasopresina o angiotensina II, la 

medición directa de la actividad de la CFS, si permite observar un efec

to de estas hormonas bajo estas condiciones ( Iig. 6). Esto indica que aún 

en ausencia de calcio, estas hormonas generan una scñál intracelular; el 

calcio parece ser necesario para amplificar este ef~c to. También cabe no 

tar que en ausencia de calcio, la estimulación de la capacidad citrulin.'?.. 

génica mitocondrial producida por epinefrina y glucagon es mayor que la 

estimulación por vasoprcsina y ~mgiotensina II, lo cual nueva1uente sugi~ 

re la presencia de un sitio adicional involucrado en los efectos de epi

nefrina y glucagon. 

Cuando la capacidad citrulinogénica mitocondr:i.al fue evaluada susti 

tuycndo al NH
4 

por glutamina como fuente ele nitrógeno, se observó que la 

síntesis de citrulina disminuyó a un valor de solo -20% del observado en 

presencia de NH
4 

(Fig. 7), Esto clarnmentc in<lica que la degradación de 

la glutamina es un paso limitante para la síntesis de citrulina (y por lo 

tanto de urca) a p:irtir de este aminoaci<lo. Cuctndo las células fueron in 

cubadas con las hormonas, y se estudió ·Ja capacidad citrulinogénica mit.'?_ 

condrial a partir de glutamina, solamente se detectaron efectos estimula 

torios de cpinefrina y glucagon y no de vasopresina o angiotensina II. 

(Fig, 7), Esto puede deberse a que la actividad limitante de la glutami

nasa mitocondrial da lugar a un flujo basal muy bajo a través de la CFS, 

con lo cual los efectos de vasopresina y angiotensina II sobre esta enzi 

ma se vuelven difíciles de detectar. Estos datos apoyan la posibilidad de 

que la epinefrina y el glucagon actuen sobre dos sitios distintos mien

tras que los péptidos vasopresores actuen preferentemente sobre un sitio; 
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V: 16 
A: 17 
E: 25~ 
·G: 24"' 

· Fig, 7.~ Esquema de la Formación de Citrulina a partir de Glutamína, 

Las indicaciones son las mismas que las del pie de la figura 6, 
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es decir, epinefrina y glucagon estimulan fuertemente las actividades de 

la CFS y de la glutarninasa mitocondrial, mientras que vasopresina y an

giotensina II estimulan preferentemente la actividad de la CFS. 

Se realizaron experimentos con el propósito de estudiar de una mane 

ra directa los efectos hormonales sobre la actividad de la glutaminasa 

mitocondrial. En estos experimentos se emplearon concentraciones mas al

tas de glutamina que las utilizadas en los experimentos de citrulinogén~ 

sis, y se cuantifico el glutamato producido. Los resultados de estos exp~ 

rimentos (Fig. 8) muestran que la actividad basal de la glutaminasa es 

fuertemente dependiente de la presencia de calcio: la actividad enzimati

ca en ausencia de calcio es solo 25% del valor en presencia de este ion. 

Esto explica la disminuci6n en la síntesis basal de urea a partir de glu

tamina observada en hepatocitos aislados incubados en ausencia de calcio 

extracelular. 

En presencia de calcio, las cuatro hormonas estudiadas produjeron e!. 

timulación de la actividad de glutaminasa mitocondrial; sin embargo, los 

efectos de epinefrina y glucagon fueron de una magnitud mucho mayor que 

los de vasoprcsina y an¡;iotcnsina II. En ausencia de calcio, l.1 actividad 

basal de la glutaminasa se encontró disminnída. Sin embargo, los efectos 

estimulatorios de la epinefrina y el glucagon pudieron ser detectados, 

mientras que los efectos de vasopresina y angiotensina II no pudieron ser 

observados. Estos datos sugieren que el sitio adicional de estimulacion 

por la epinefrina es la glutaminasa mitocondrial. 

En resumen, los datos presentados sugieren que existen c:-uando menos 

dos sitios involucrados en la modulación hormonal de la ureogé'nesis en 

los cuales el calcio puede jugar un papel. Uno de éstos, es la actividad 

de la CPS; aunque la actividad basal de esta enzima no parece depender de 

calcio, la magnitud de la estimulación hormonal de es.ta enzima si depende 
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Fig. 8.- Esquema de la Estimulaci6n de la Glutaminasa Mitocondrial, 

Los valores están expresados en nmolas de glutamato/mg de proteína 

mitocondrial. Las otras indicaciones son como las del pie de la Fig, 6. 
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de este ion: Tanto epinefrina, glucagon, vasopresina y angiotensina 

influyen sobre la actividad de esta enzima, quizás a través de cambios 

calcio-dependientes en los niveles de N-acetilglutamato. El otro sitio 

identificado es la glutaminasa mitocondrial. Esta enzima es factor limi 

tante en la síntesis de urea a partir de glutamina, y su actividad basal 

depende de calcio; sin embargo, la estimulación hormonal de la enúroa no 

depende de este ion, es decir, tanto en presencia como en ausencia de 

calcio, la epinefrina y el glucagon estimulan fuertemente la actividad 

de la enzima, mientras que los péptidos vasopresores ejercen un efecto 

muy pobre. 

En conclusión, los datos sugieren 1) que el receptor involucra.do 

en la estimulación de la ureogé'nesis por epinefrina es de tipo a
1 

adrené'E_ 

gico. 2) Que los pé'ptidos vasopresores, vasopresina y nngiotensina Il 

son capaces de estimular el ciclo de la urea. 3) Que todas estas hormonas 

producen aumentos estables en la capacidad citrulinogé'nica mitocondrial. 

4) Que el calcio juega un pnpel importante en la modulación del ciclo de 

la urea y en la mediación de los efectos hormonales sobre esta vía. 5) 

Que la estimulación a1 adrcnérgica y por glucagon de la síntesis de urea 

se localiza en dos sitios: la actividád de la CPS y la actividad de la 

glutaminasa mitocondrial. 6) Que la estiroulación de la ureogé'nesis por 

vasopresina y angiotensina Il se localiza fundamentalmente en un sitio, 

la actividad de la CFS, y por esto es mas dependiente de la presencia de 

calcio. Por último 7) que en el mecanismo de transducción a
1 

adrenérgico 

participan factores adicionales a los involucrados en las acciones de los 

pé'ptidos vasopresores, 
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