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The behaviour of guinea pig liver arginosuccinate synthetase with respect to pH,
temperature and kinetic parameters of substrates and inhibitors has been investigated.
The enzyme shows the máximum activity at pH 8 and máximum stability (15 min
at 30’ C) at pH in the range of 6.5 and 8. With respect to temperature it remains
stable (15 min at pH 8) up to 40° C.

The results found for the Km valúes of the enzyme substrates L-citrulline, L-as-
partate and ATP are 0.038 mM, 0.045 mM and 0.090 mM respectively.

L-ornithine, diaminopymelic acid, pyrophosphate and ATP acted as inhibitors of
the enzyme (competitive or not, according to the case). These kinetic studies of sub­
strates and inhibitors were carried out with a partially purified fraction of the enzyme
which had been purified 7.3 fold, which practically suppressed the ATP-ase activity,
present in crude extracts.

Como continuación de trabajos anterio­
res (13-15) sobre el ciclo de la urea en
hígado de cobaya, se ha investigado el
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comportamiento físico-químico de la argi-
nosuccinato sintetasa (ASS) (E.C. Ó.3.4.5.),
enzima que cataliza la reacción limitante
de este ciclo (2, 8, 12). Esta enzima, que
ha sido purificada a partir de hígado de
rata y bovino y estudiada en lo que se
refiere a sus propiedades físico-químicas
(9-11), presenta diferencias según el ori­
gen y su grado de purificación.

En el presente trabajo se estudia el
comportamiento de la arginosuccinato-
sintetasa de hígado de cobaya frente al
pH y la temperatura, así como sus pará­
metros cinéticos respecto a substratos e
inhibidores.
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Material y métodos

Reactivos. L-citrulina, L-aspartato y
L-lisina procedían de Merck; adenosin-
trifosfato (ATP), fosfoenolpiruvato (PEP),
mioquinasa (MK), piruvatoquinasa (PK),
laclato deshidrogenasa (LDH), nicotinami-
do adenindinucleótido reducido (NADH),
pirofosfatasa y ornitina, de Boheringer; y
ácido diaminopimélico, pirofosfato y dia-
cetilmonoxina (DAMO) de Sigma. Otros
productos químicos utilizados eran de
grado analítico.

Material biológico. Se utilizaron híga­
dos de cobayas machos, entre 500 y 600 g
de peso, alimentados ad libitum con una
dieta formada por alfalfa y una mezcla
de cebada, avena y salvado de trigo a
partes iguales.

Ensayo de actividad enzimática. La
actividad enzimática de ASS se determinó
en sobrenadantes de extractos crudos, que
se prepararon por homogeneización de
2 g de hígado del animal recién sacrifica­
do, por sección de las carótidas, con dos
veces su volumen de agua destilada, se­
guida de centrifugación a 0-4° C durante
30 minutos a 16.000 X g. La medida de
la actividad enzimática de la ASS en ex­
tracto crudo se realizó utilizando la téc­
nica descrita por Schimke (12), pero de­
terminando la citrulina no consumida por
el método de Archibald (1), y añadiendo
pirofosfatasa a la mezcla de reacción para
impedir la inhibición por pirofosfato. La
mezcla de reacción contenía: Tris-CIH,
pH 8, 150 //moles; L-citrulina, 2 //moles;
L-aspartato, 5 //moles; CLMg, 5 //moles;
CIK, 20 //moles; ATP, 3 //moles; PEP,
5 //moles; PK, 4 U.I.; pirofosfatasa, 2 U.I.
y 0,05 mi de extracto enzimático, conte­
niendo aproximadamente 4 mg de proteí­
na. El volumen final fue de 1 mi. La
incubación se realizó a 37° C el tiempo
adecuado y la reacción se paralizaba por
adición de 1 mi de ácido tricloroacético
al 5 %.

Utilizando extractos crudos se ha de­
terminado la influencia del pH en la ac­
tividad y estabilidad de la enzima, así
como su estabilidad frente a la tempera­
tura.

En el caso de la actividad en función
del pH se hicieron distintos ensayos em­
pleando la mezcla de reacción arriba in­
dicada, pero variando sólo el pH median­
te soluciones tampones de distinta natu­
raleza: tampón de fosfato potásico para
pH entre 5,5 y 7,5; tampón Tris-CIH para
pH entre 8 y 11.

La influencia del pH sobre la estabili­
dad enzimática se determinó diluyendo a
1/4 el extracto crudo con los tampones
indicados en el caso anterior para los co­
rrespondientes pH a la concentración de
0,1 M. Estas diluciones a diferentes pH
se mantuvieron 15 min a 30° C, determi­
nándose a continuación la actividad enzi­
mática residual en 0,1 mi de cada mues­
tra por el método ya descrito para ex­
tracto crudo. La concentración de proteí­
na de la enzima diluida con los diferen­
tes tampones era aproximadamente de
20 mg/ml.

El efecto de la temperatura sobre la
estabilidad enzimática se ensayó diluyen­
do el extracto crudo a 1/4 con tampón
Tris-CIH 0,1 M, pH 8 y manteniendo alí­
cuotas de esta dilución durante 15 min
a temperaturas entre 20 y 70° C, con in­
tervalos de 10° C. A continuación se de­
terminó la actividad residual como ante­
riormente, empleando 0,1 mi de la enzima
calentada. La concentración de proteína
de la muestra diluida fue de unos 20
miligramos/mililitro.

Los estudios cinéticos se realizaron con
enzima parcialmente purificada siguiendo
la técnica descrita por Ratner (5, 7) para
hígado de bovino, pero realizando sola­
mente los tres primeros pasos, ya que así
se consigue un grado de purificación sufi­
ciente para nuestros experimentos.

La estimación de la actividad de la en­
zima parcialmente purificada se realizó de
acuerdo con el método de Ratner (7),
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que está basado en acoplar la formación
de AMP en presencia de MK con el ATP
de la mezcla de reacción para producir
ADP, cuya velocidad de formación se
puede seguir mediante los sistemas PEP-
PK y NADH-LDH.

La mezcla de reacción contenía: Tris-
C1H, pH 7,5, 150 //moles; L-citrulina,
6 //moles; L-aspartato, 15 //moles; Cl,Mg,
15 //moles; C1K, 60 //moles; ATP, 7,5
//moles; PEP, 10 //moles; MK, 2 U.I.;
PK, 3 U.I.; pirofosfatasa, 2 U.I. y NADH.
0,5 //moles con la cantidad adecuada de
enzima, en un volumen final de 3 mi.

La proteína se determinó por el método
de Lowry et al. (3).

Resultados

Fig. 1. Actividad y estabilidad de las ASS de
hígado de cobaya en función del pH.

Las determinaciones se realizaron como se in­
dica en métodos. Los puntos representados en
los gráficos constituyen el valor medio de tres
experimentos. (A) actividad; (•) estabilidad.

Actividad y estabilidad de la enzima en
junción del pH y de la temperatura. La
ASS de hígado de cobaya presenta su
máxima actividad a pH 8 y es estable
durante 15 min a 30° C a pH compren­
dido entre 6,5 y 8,0. La figura 1 muestra
los resultados obtenidos acerca de la in­
fluencia del pH sobre la actividad y la
estabilidad de la enzima.

Con respecto a la temperatura, esta en­
zima se puede considerar estable (15 min
a pH 8) hasta 40° C, inactivándose de
modo apreciable a partir de esta tempe­
ratura.

Purificación parcial de la ASS de híga­
do de cobaya. En la tabla I se expresan
los resultados de la purificación en la que
se observa que, en el tercer paso se ha
conseguido un grado de purificación de
7,3 veces, eliminando prácticamente la ac­
tividad ATP-ásica.

Constantes cinéticas de la ASS de hí­
gado de cobaya. 1) Constantes de Mi-
chaelis aparentes: Los valores de Km apa­
rentes, empleando la representación de
Lineweaver y Burk, fueron, respectiva-

Tabla I. Purificación parcial de la arginosuccinato sintetasa de hígado de cobaya.

Fracción Actividad
•U/ml

Proteína
mg/ml

Volumen
mi

Actividad
específica
U/mg,/prot.

Recuperación Grado de
purificación

Actividad
ATPasa
U/ml

Extracción del pol­
vo acetónico 0,169 21,2 55 0,008 100 — 2,37

Precipitación con
SOxíNHJ, 0,38 10,8 17 0,035 69,60 4,42 0,76

Adsorción negativa
con DEAE-celulosa 0,41 7 8 0,059 35,30 7,3 ~0

* U = mlcromoles transformados por minuto.
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mente, 0.038 mM, 0,045 mM y 0,090 mM
para L-citrulina, L-aspartato y ATP (fi­
gura 2). En los tres casos se observa en
mayor o menor grado inhibición por ex­
ceso de substrato. 2) Constantes de inhi­
bición: En la figura 3 se expresa el efec-

Fig. 2. Efecto de la concentración de subs­
trato sobre la velocidad de reacción cataliza­

da por la ASS.
Los puntos representados en los gráficos cons­
tituyen el valor medio de tres experimentos.
Las rectas han sido ajustadas por el método de

mínimos cuadrados.

to que ejercen diversas sustancias sobre
el comportamiento cinético de las ASS

Fig. 3. Inhibición de la ASS por ATP (10 mM
frente a L-citrulina y 5 mM frente a L-aspar­
tato), L-ornitina (2 mM), ácido diaminopimé-
lico (1 mM) y pirofosfato (0,05 mM) frente a

los substratos de la reacción.
Los puntos representados en los gráficos cons­
tituyen el valor medio de tres experimentos.
Las rectas han sido ajustadas por el método de

mínimos cuadrados.
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Tabla II. Efecto de diferentes sustancias so­
bre la actividad enzimática de ASS con indi­
cación en su caso de la constante de inhibi­

ción [Ki [mM¡] y del tipo de la misma.

Sustancias
ensayadas

Substratos

L-cltrulina L-aspartato ATP

ATP 1 5,3 One 1 0,33„r

L-ornitina 1.35c . — 3,55c

Ac. diamino-
pimélico 0,18c 0,50u —

Pirofosfato 0,11 nc 0,12nc 0.17no

c = Inhibición competitiva; nc = no competitiva; — = no
se detecta inhibición.

frente a sus substratos. En la tabla II se
sumarizan las Ki de los compuestos indi­
cados, así como el tipo de inhibición que
presenta cada uno. L-lisina 2 mM no
presenta efecto inhibidor detectable.

Discusión

La influencia del pH sobre la ASS ha
sido estudiada en distintos organismos;
Petrack y Ratner (4), en hígado de
bovino encuentran máxima actividad a
pH 8,7, dato que difiere muy poco del
hallado por otros autores (11) para rata,
que es de 8,4. El pH de máxima activi­
dad encontrado por nosotros para la ASS
de hígado de cobaya alcanza el valor de
8, que se aparta ligeramente de los datos
anteriormente mencionados.

En cuanto al pH de máxima estabili­
dad, los resultados muestran que la enzi­
ma es estable entre pH 6,5 y 8, lo cual
indica que es una enzima bastante apta
para ser sometida a un proceso de purifi­
cación.

Con respecto al tratamiento térmico, la
enzima de hígado de cobaya es estable a
temperaturas que concuerdan con las apli­
cadas por Ratner (7) en la purificación
de la ASS de bovino.

La purificación parcial de la ASS se 

llevó a cabo con el fin de eliminar la ac­
tividad ATP-ásica que interfería la valo­
ración enzimática, obteniendo un grado
de purificación de 7,3, muy similar al
encontrado por Ratner (7) en idénticas
condiciones, y no detectándose en la frac­
ción purificada actividad ATP-ásica.

Los resultados obtenidos en este tra­
bajo con respecto a los valores de K„,
para la ASS parcialmente purificada de
hígado de cobaya, no difieren grandemen­
te de los encontrados por Rochovansky
y Ratner (9), con la enzima purificada
de hígado de bovino y de riñón de cerdo,
a excepción del valor para ATP, así
como de los valores para la enzima cris­
talizada de hígado de rata (11). Sin em­
bargo, estos valores se apartan en un or­
den de magnitud aproximadamente cuan­
do se comparan con los de la enzima cris­
talizada de hígado de bovino (10), que son
más elevados.

En la ASS de bovino (5, 6) se ha pues­
to de manifiesto un efecto inhibidor del
ATP usado a concentración de substrato,
efecto descrito aquí (fig. 3) en la ASS de
hígado de cobaya. Basándonos en esta
inhibición se ha estudiado el efecto del
ATP frente a los restantes substratos de
la reacción (L-citrulina, L-aspartato). Las
Ki del ATP en estas condiciones fueron
15,3 mM y 10.3 mM, respectivamente.
La inhibición encontrada es de tipo no
competitivo. Según Rochovansky et al.
(10) el efecto inhibidor del ATP encon­
trado por Ratner (5, 6) indica una coo-
peratividad negativa en la unión del ATP
a la enzima, independiente de la concen­
tración de los substratos aminoacídicos.
En nuestros experimentos, con ASS de
cobaya, no se observó cooperatividad ne­
gativa de este substrato.

Con respecto al pirofosfato. producto
también de la reacción catalizada por la
ASS, en la enzima de cobaya se ha puesto
de manifiesto una inhibición de tipo no
competitivo (fig. 3), cuyas Ki frente a ci-
trulina, aspartato y ATP son 0,11 mM.
0,12 mM y 0,17 mM, respectivamente.
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Esta inhibición concuerda con los re­
sultados obtenidos con ASS purificada de
bovino por Petrack y Ratner (4), que
pusieron de manifiesto que la síntesis de
arginosuccinato era ostensiblemente baja
en ausencia de pirofosfatasa. No sucedía
lo mismo cuando usaban extractos crudos
que contenían pirofosfatasa o cuando se
suplementaba la mezcla de reacción con
pirofosfatasa exógena. Estos datos sugie­
ren que la pirofosfatasa puede controlar
in vivo la actividad de la ASS.

Frente a la ASS de hígado de cobaya
se ha ensayado una serie de aminoácidos
que de un modo u otro están relacionados
estructuralmente con el ciclo de la urea
(ornitina, lisina y ácido diaminopimélico),
los cuales han sido estudiados en rela­
ción con su efecto inhibidor. En este con­
texto se estudia el tipo de inhibición ejer­
cido frente a cada uno de los substratos
de la reacción con los correspondientes
cálculos Ki.

Es interesante destacar cómo la orni­
tina y el ácido diaminopimélico se mani­
fiestan como excelentes inhibidores com­
petitivos frente a Ja citrulina. Sus bajos
valores de Ki indican una posible compe­
tencia de estos aminoácidos por la unión
al centro activo correspondiente a la ci­
trulina. La Ki para el ácido diaminopi­
mélico está aproximadamente en el orden
de magnitud de la Km para la citrulina.

La ornitina y el ácido diaminopimélico
inhiben también la ASS de hígado de co­
baya frente a otros substratos de la reac­
ción. La ornitina frente al ATP, presen­
tando una Ki (3,5 mM), mucho más ele­
vada que la Km para este substrato; el
ácido diaminopimélico frente el asparta-
to, con una Ki (0,50 mM), que es un or­
den de magnitud superior a la Km del
mencionado substrato. Amba inhibiciones
pueden también explicarse, como en el
caso de la inhibición por arginina de esta
misma enzima (16), por analogía estruc­
tural de algunos grupos funcionales de
inhibidores y substratos.

Resumen

Se investiga el comportamiento frente al pH
y la temperatura, y los parámetros cinéticos de
los substratos e inhibidores de la arginosucci­
nato sintetasa del hígado de cobaya (EC 6.3.4.5.).
La enzima exhibe máxima actividad a pH 8 y
máxima estabilidad (15 min a 30° C) a pH
comprendido entre 6,5 y 8. Con respecto a la
temperatura es estable (15 min a pH 8) hasta
40’ C.

Respecto a sus substratos, L-citruIina, L-as-
partato y ATP los valores de Km encontrados
para esta enzima son 0,038, 0,045 y 0,09 mM,
respectivamente. L-ornitina, ácido diaminopi­
mélico, pirofosfato y ATP se manifiestan como
inhibidores (competitivos o no, según el caso)
de la enzima. Estos estudios cinéticos de subs­
tratos e inhibidores se han realizado con una
fracción parcialmente purificada de la enzima
en la que se obtuvo un grado de purificación
de 7,3, y en la que estaba prácticamente ausen­
te una actividad ATP-ásica, existente en los
extractos crudos.
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