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Introducción 

Nos planteamos e! estudio de Ja acción de la ureasa en dife
rentes aspectos que creemos de interés práctico, teniendo en 
cuenta que dadas las características de la espE'Cificidad de este 
ftrmento (Bo~~ET y Rt\ZAFIMAHARY (1), múlt1iples factores pue
den influir en las determinaciones de nitrógeno ureico efectua-
das por el método de VAN SLYKE y CULLEN. · 

Por otra parte, hemos .investigado la inhiibicicSn penicilíni
ca de la ureasa (TURXER, HEAT y MAGASANI (2) y FLOREY (3), 
que creemos interesante, puesto que no encontramos datos ex
perimentales en la l;>ibliografía sobre este efecto inhibidor· en 
presencia de mezclas complejas como las utilizadas por nos- . 
otros, con la finalidad esencial de trabajar 1in vitro en medios 
lo más posiblemente ~ompara1bles con los Hquidos fisiológiicos: 

Parte experimental 

Se dispusieron 2¡ tubos en ensayo en las gradnias corres
pondientes, para .introducirlos en la estufa· a 38º e ir retiirándo
los a inten·alos regulares de tiempo, con objeto de efectuar 
cada decerminacic)n. 

Los tubos 1 al 5 inclusi,·c, contenían 12 c. c. de una cliso-
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lución de met-ilurea, sucdnamida, nicotinami<la y urea, pre-· 
parada disolviendo 1 dg. de las tres primeras y 2 dg. de la 
cuarta, en líquido Tyrode, hasta completar el volumen .de 60 
centfmetros cúbicos. 

Se preparó, además, separadamente, 20 c. c. de una diso-· 
.lución de ureasa al JO%, operando según Van Slyke y Cullen. 
Dividida, pues, en cinco partes iguales, se agregó 4 c. c. por 
tubo, de dicha disolución. El volumen total de líquido conte
nido en cada tubo fué, por lo tanto, de 16 c. c. 

Para. dPtener la acción de la ureasa al sacar cada tubo de 
la estufa, se agregaban 5 gotas por tubo de una disolución 
acuosa ·de cloruro mercúr;ico, aproximadamente al 6 por mil. 

Elim:inado el amoníaco formado, según el método de Van 
Slyke v Cullen, para determinarlo colorimétr-icamente median
te -el r~activo de Nessler, se obtuvieron los siguientes resulta
dos, expresados en mgrs. de · nitrógeno. amoniacal proceden~~ 
del contenido de cada tubo : 

Mezcla de nicotinamida, succinamidaJ metilurea y urea 

Tiempo en minutos 

30 
30 
60 
90 

120 

Temperaturas en grados 
centígrados 

8 o 

38 o 

38 o 

38 o 

38 o 

Xitrógeno amoniacal for
mado, expresado en mgrs. 

por 16 c. c. de liquido 
contenido en cada tubo 

0,95 
10,55 
8,20 
4,30 
4,10 

. . . . 

Las determinaciones colorimétricas se efectuaron agregan-
do 0,3 c. c. de reactivo Nessler por tubo, mediante una micro
bureta, para comparaoión de la ointensidad de coloración en el · 
colorímetro de Dubosq, con .una disolución tipo de sulfato 
amónico, según la técnica de vVakeman y ~Iorrell. 

Mezcla de nicotinamida, succinamida, metilurea, urea 
y hexandiamida 

Se empleó de la misma concentración y dem{ts condiciones 
operatorias idénticas a las precedentes, con la sola diferencia 
de agregar 2 dg. de hexandiamida en substancia. 
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Nitrógeno amoniacal for-

Tiempo en minutos 
Tcmpcrnturn!I en grados 

ccntlgrados 
mado, expresado en rngrs, 

por 16 c. c. de contenido 
de cada tubo 

JO. 8 o 0,63 
JO 38 o o 
6o 38 o 6,10 
90 38 o 2¡,00 

120 38 o 20,00 

La hexandiamida es e~casamente soluble en el agua ; pero 
ernpleada a la concentración indicada se obtiene una disolu
rión, previa ligera calefacción y ag1itando, cuidando, natural
mente, de efectuarlo por separado con parte del líquido Tyrode 
necesario para completar el volumen de la disolución final a1 
de los 60 c. c. del caso precedente .. 

Mezcla de urea y hexandiamida · 

Se preparó disolviendo separadamente 2 dg. de urea en 20 

centímetros cúbicos de líquido Tyrode y otros 2 dg. de hexan
diamida en 20 c. c. del mismo líquido. ·Mezcladas ambas diso
luciones y completado el volumen con líqulido Tyrode hasta 
los 6o c. c., se obtuvieron los resultados expuestos a continua
ción, al operar de m·odo idéntico al ya descrito: 

Tiempo en minutos Temperaturas en grados Nitrógeno amoniacal 
centigrados formado por contenido 

de cada tubo 

30 8 o o 
30 38 o o 
60 38 o 0,04 
90 38 o 

0.03 
120 

1 
38 o 1,70 

Hexandiamida sola 

Se <lisol\·ieron 2 <lg. de hexandiamida en 50 c. c. de líqui
do Tym<lt, compldando después el volumen hasta los 60 c. c. 
Las dt·más condiciones operatorias fueron, pu·es, 1idénticas a 
l<1s \·a descritas. 
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Tiempo en minutos 

30 
30 

. 60 

Temperaturns en grados 
centigrados 

8 o 

38 o 
o 38 

Nitrógeno amoniacal 
formado por contenido 

de cada tubo 

o 
o 
o 

Disolución tipo de urea sola 

Se preparó disolviendo 2 dg. de urea en los 60 c. c. de lí
quido Tyrode, operando siempre en ident:idad de condiciones. 

1 Tiempo en minutos 

30 
30 
60 

Temperatura en grados 
centígrados 

8 o 

38 o 

38 o 

Nitrógeno amoniacal 
formado por contenido 

de cada tubo 

10,8 
10,9 
10,7 

Teórica.mente, como cada tubo contiene 12 c. c. de disolu
ción de urea al 0,333 %, o sea 0,04 grs. de urea, la cantidad de 
nitrógeno amoniacal desprendido debe, pues, ser de 0,0186 
gramos, o sea de 18,6 mgrs. 

'Ensayos en presencia de penicilina 

Empleamos penicilina de Producción Nacional, uPenicili
na OM Tópica» preparada por la Sociedad General de Far
macia, en am1pollas de 1000 unidades Oxford, que nos fué fa
cilitada amablemente. 

El producto se presenta en forma de polvo amorfo, de 
color pardusco, disolviéndose muy bien en el líquido Tyrode. 
:Preparamos, pues, una disoluoión de penicilina en Tyrode, 
completándola hasta el volumen de 20 c. c. ; 10 c. c. de esta 
disolución equivalían, por lo tanto, a 500 unidades Oxford de 
pen.icilina. 

Segu:idamente preparamos, por separado, dos disolucio
nes, una de la mezcla de todas las amndas mencionadas en este 
trabajo, o sea de nicotinamida, succinami<la, met"ilurea, urea 
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y hexandiamida, y la otra de urea sola, operando en absoluta 
identidad de condiciones experimentales. 

Disoh·imos, por lo tanto, 2 dg. de cada una de las amidas 
<l" Ja mezcla, en el liquido Tyrode, hasta el volumen de 60 c. c. 
Di\"idimos en dos partes exactamente .idénticas la disolución 
resultante, agregando a una de ellas 10 c. c. de líquido Tyrode 
y a la otra tambi~n 10 c. c., pero de la disolución de penicilina 
en líquido Tyrode. Quedaron, pues, así, dos d-isoluciones .idén
ticas d~ la mezcla de amidas: una sin penioiJ:ina y la otra con 
penicilina. 

· Operando del mismo modo, en condiciones idénticas, pre
paramos otras dos disoluciones de urea sola en líquido Tyro.de, 
con r sin penidlina, respectivamente. . 

Seguidamente, añadimos a cada una de las cuatro disolu
ciones mencionadas, JO c. ·c. de disolución de ureasa en 60 c. c. 
de dicho líquido, para introducirlas inmediatamente en la es..: 
tufa a 3¡º y mantenerlas a esta temperatura durarite una hora. 

Transcurrido este tiempo, agregamos a cada disolución 
r c. c. de disolución acuosa de. cloruro mercúrico al 6 por mil, 
aproximadamente, para detener la acción de la ureasa y pro .. 
ceder al arrastre en corriente de aire del amoníaco formado, 
operando según el métoc\o. de Van Slyke y CuHen (loe. cit.). 
La disolución de la sal amoniacal resultante de la fijación del 
amoníaco en ácido diluído, la t:itulamos color.imétricamente, 
<•n cada caso, mediante el reactivo Nessler, del modo va ex-
puesto en este trabajo. · 

Nitrógeno amo-
TC'mperntura Tiempo en 

niacnl formado, 
Substancias en g-rndos expresado en 

centígrados minutos milig-rnmos por 
disolución 
problema 

~frzcla de amidas sin pe-
nicilina ... ... . .. . .. 37° 60 8,77 

~ft:zcla de amielas con pe-
nicilina ... . .. ... . .. 37° 60. 3,15 

en::a ~lil pe:nicilina ... ... 37° 60 7,56 
l"rt:':i con p~nicilina ... ... 37° 60 3,60 
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Como quiera que el objeto del presente trabajo no ha sido 
P) de obtener valores absolutos de amoníaco formado, sino sólo 
el de conseguir, según se habrá observado, resultados total
mente comparables, nos hemos atenido en la realización del 
mismo, exclusivamente a la identidad de condiciones opera
toriias. · 

La ureasa, así como la nicotinamida, succinamida, metilu
rea y urea empleadas, procedían de las Casas ~1erck Y :E. de 
Haen ; la ·hexandiamida fué utilizada también purísim~, de la 
preparada al efecto por uno de nosotros. 

Todas lp.s disoluciones de ureasa fueron cuidadosamente 
centrifugadas y decantadas sobre un filtro de vidrio poroso, ~ 
presión reducida, antes de ser empleadas, · comprobando su 
reacción negativa frente al reactivo Nessler. 

Igualmente se procedió con el mayor dudado el examen 
de las diisoluciones de las amidas objeto de estudio, compro
bando previamente la ausencia de reacción de las mismas fren
te al reactivo Nessler, en cada ensayo. · 

Del mismo modo, todo el material de vidrio utilizado fué 
de vidrio neutro. 

Los valores bajos de nitrógeno ~moniacal que hemos obte
nido, obedecen, comó es fácil obsel'\·ar, no sólo a la ligera 
alcalfoidad del líquido Tyrode, sino a la insuficiente cantidad 
de ureasa empleada por nosotros, para conseguir resultados 
t.uantitat·ivos, a fin de evitar los inconYenientes del manejo de 
disoluciones con excesiva tendencia a la formación de espuma, 
especialmente en presenoia de penicil<ina, por sus posibles in
.A.uenoias sobre las condiciones de comparabilidad de los re:.. 
sultados de nuestros ensayos. 

e oncl usiones 

Del examen de los datos experimentales que acabamos de 
exponer, podemos llegar a la conclusión de que no es fácil 
precisar resultados en las determinaciones de nitrógeno ureico 
C::f ectuadas por el método de la ureasa, en medios en los qtJe 
sea probable la ex1istencia, junto a la urea, de otras combina
Ciiones orgánicas de función amídica o diamídica, como es el 
<'aso de los medios fisiológicos (sangre, orina, líquidos de per
fusión que· han circulado por . órganos aislados, etc., etc.) de 
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composición quím'ica compleja, y en general no. bien conooida, 
sobre todo en condiciones patológicas, cuando es manifiesta la 
~~istencia de procesos autolíticos de desintegración de com-
puestos orgánicos de naturaleza proteica. · 

Los hechos que pueden observarse en la tabla correspon
diente a los resultados obtenidos respectivamente operando en 
ausencia o presencia de penicilina, sobre mezclas de amidas o 
sobre urea sola,. corroboran la conclusión anterior. La penici
lina, operando en condioiones lo más fisiológicamente posibles, 
inhibe fuertemente la acción de la ureasa y este es un dato más 
en apoyo de la afirmación anterior, puesto que pueden existir 
en Jos medios biológicos en los que se practican ·ras determi
naciones de urea, agentes de acoión comparable, todavía no 
identificados quím:icamente. 

Sin embargo, no son ·datos suficientes para dudar del valor 
práctico de estas determinaciones en el diagnóstico clínico~ 
puesto que cuando se aplican al efecto, se opera en identidad 
de condiciones experimentales y con. arreglo a técnicas muy 
conocidas y perfectamente establec:idas para que fos resultados 
sean comparables, aunque generalmente, de valor muy rela
tivo. 

:En cam!bio, no puede afirmarse lo mismo cuando se buscan 
valores absolutos, en trabajos de pura investigación bioquí
mica. 

Resumen 

Se estudia la acción de la ureasa, sobre urea sola y mezclas de 
urea y otras ciiamidns, comparativamente con otras experiencias 
en las que se añade penicilina a mezclas de las mismas proporcio
nes, observándose que la penicilina inhibe fuertemente la ureasa. 

Summary 

\Ve study the action of the urease on urea aloue or on mixtures of 
urea and other diamides in comparison with other experiments, in 
which penicilin is added to mixtures of the same proportions. 
It will be observed 1 that the penicilin strongly inhibits the urease. 

Zusammenfassung 

::\fan studic:rt die \Virkung der Urease auf Harnstoff allein und 
::\Iischung-en auf von Harnstoff und anderen Diamiden im Vergleich 
mit arnh:rcn Versuchen in denen man Penicilin zu den Mischungen 
1111 sdhen Vcrhaltnis hinzufügt. l\Ian kann beobachten, dass das 
Pt:nicdin die Crease stark hemont. 
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