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The effect of oral hypoglycaemic drugs (derived from sulphonylurea) on urease
activity in the quantitative determination of urea has been studied. These compounds
have been found to produce a competitive inhibiton of enzyme activity with respect
to substrate. Possible interference of these antidiabetic agents upon urea analysis is
discussed.

El fundamento de la determination en-
zimatica de urea por la ureasa consiste en
la transformation de aquella en carbonate
amonico. Los iones amonio reaccionan
con fenol e hipoclorito y forman un color
azul de diclorofenol-indofenol cuya inten-
sidad es proportional a la concentration
de urea.

En 1913, Marshall (10) empleo por
primera vez la ureasa para la determina
tion cuantitativa de urea en sangre. Desde
entonces, esta reaction se ha venido utili-
zando ampliamente para el calculo de este
parametro y, en la actualidad, se lleva a
cabo incubando el suero en presencia de
ureasa segun el procedimiento basado en
el metodo de Fawcett y Scott (5) y, pos
terior, determination de amoniaco por la
reaction de Berthelot (3). Ulteriormente,
este metodo ha sido revisado por Chaney
y Marbach (4) con resultados excelcntcs.

Es bien conocido el hecho de que la
ureasa se inhibe por la action de agentes
quimicos tales como los metales pesados
(6-8) y los fluoruros (1), sustancias que
pueden interferir en la determination de
urea de muestras biologicas.

El presente trabajo describe la inhibi
tion de la ureasa por drogas relacionadas
quimicamente con la urea (tolbutamida y
clorpropamida, derivados de la sulfonilu
rea), y, al mismo tiempo, se analiza la
posible interfercncia de estas sustancias en
su determination.

Material y metodos

El experimento se ha realizado ana-
diendo tolbutamida, de 9 a 54 mM, al
suero y determinando posteriormentc la
urea.

Tanto la medida de la actividad enzi-
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matica de ureasa, como la determinacion
cuantitativa de urea en suero humano se
ban realizado segun el metodo de Fawcett
y Scott (5), modificado por Chaney y
Marbach (4). La actividad enzim&tica seha
expresado en funcion de la concentration
de amoniaco como incremento de absor-
bancia a 560 nm. El amoniaco se ha calcu-
lado mediante la reaction de Berthelot (3)
midiendo la absorbancia en cubetas de
1 cm de paso de luz a 560 nm, en un
Spectronic 70.

La concentration de proteina se ha
calculado segun la metodologia recomen-
dada por Lowry et al. (9).

La ureasa y urea, asi como los reactivos
de Berthelot (fenol, hipoclorito sodico,
nitroprusiato sodico e hidroxido sodico),
se han adquirido de Boehringer-Mann
heim. Los compuestos antidiabeticos ora-
les han sido suministrados por los labo
ratories Pfizer (clorpropamida) y Hoechst
(tolbutamida).

Resultados
La inhibition de la ureasa por la tolbu

tamida, in vitro, cs practicamentc total a
partir de una concentration 40 mM (fig. 1).

La inhibition producida por la tolbuta
mida sc presenta cn la grafica de los in-
versos de la vclocidad enzimatica cn fun
cion de los inverses de la concentration
de suslrato (fig. 2), comprobandose una
tipica inhibition competitiva de la tolbu
tamida respecto a la urea.

Tabla I. Efecto de la tolbutamida en la de
terminacion de urea usando la ureasa.

A) Concentracion normal de urea en suero
(30 mg ). B) Concentration alta de urea en

suero (162 mg ).
Tolbutamida

en suero
mM

Urea en suero (mg ° .)

A B

_ _ 30 162
9 22 105

18 19 98
36 16 83
54 11 67

La tabla 1 muestra los valores de urea
en suero. obtenidos en presencia de diver-
sas concentraciones de tolbutamida, para
una concentracion normal de urea en san-
gre (A), y para una concentracion supe-

Fig. 1. Inhibition de la actividad enzimatica
de la ureasa por la tobultamida.

El enzima se ha incubado durante un minuto
con tolbutamida a las concentraciones indica-
das y se ha determinado posteriormente su

actividad. Ureasa, 0,25 mg/ml de proteina.

Fig. 2. Representation inversa de la inhibi
tion competitiva de la actividad de la ureasa
frente a la urea por tolbutamida 13,5 mM.

Ureasa. 0,25 mg ml de proteina.
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rior a los valores normales de esta sus-
tancia en sangre (B). La determination
cuantitativa de urea se afecta de una ma-
nera acusada en presencia de tolbutamida,
aun para concentraciones relativamente
bajas de este compuesto.

Resultados similares a los anteriormente
descritos para la tolbutamida se han obte-
nido con clorpropamida, otro hipogluce-
miante oral, derivado, asimismo, de la sul-
fonilurea.

Discusion

Resumen

Se ha estudiado el efecto de fdrmacos hipo-
glucemiantes derivados de la sulfonilurea sobre
la actividad de la ureasa en la determinacidn
cuantitativa de urea. Se ha observado que estas
sustancias producen una inhibicidn de car&cter
competitivo frente al sustrato de dicho enzima.
Se discute la posible interferencia de estas dro-
gas antidiabeticas en el an&lisis de urea de
muestras biologicas.
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En unas revisiones recientes (2, 11, 12)
se estudian las numerosas interferencias
que pueden afectar las determinaciones
analiticas en Bioquimica clinica, descri-
biendo con respecto a la determination de
urea por la ureasa, que los antibioticos
cloranfenicol y estreptomicina inhiben el
desarrollo de color (reaction de Berthe
lot). Por otra parte, se pone de manifiesto
que el acido acetohidroxamico, el timol y
el formaldehido son inhibidores de la
ureasa por lo que pueden afectar el ana-
lisis cuantitativo de urea de muestras bio
logicas.

En este trabajo se pone de manifiesto
que los agentes antidiabeticos orales deri
vados de la sulfonilurea, tolbutamida y
clorpropamida, producen una inhibition
competitiva respecto al sustrato del enzi
ma debido a la relation estructural entre
la urea y estos agentes hipoglucemiantes.
Sin embargo, la inhibition in vitro de la
ureasa por estos compucstos, podria no
ser de gran trascendencia practica, debido
a que las dosis normalmente usadas en la
aplicacion clinica no suelen ser superiorcs
a los 2 g (7,5 mmoles) de tolbutamida
en 24 horas. No obstante, la experiencia
in vivo, actualmcntc en fase de investiga
tion. dara la rcspuesta satisfactoria a esta
cuestion.
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