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Introduccion

Nos planteamos ¢! estudio de la accién de la ureasa en dife-
rentes aspectos que creemos de interés practico, teniendo en
cuenta que dadas las caracteristicas de la especificidad de este -
fermento (BONNET v RAZAFIMAHARY (1), multiples factores pue-
den influir en las determinaciones de nitrégeno ureico efectua-
das por el método de Vax SLYKE y CULLEN.

Por otra parte, hemos investigado la inhibicién penicilini-
ca de Ja ureasa (TUrRNER, HEAT y MaGasanI (2) y FLOREY (3),
que creemos interesante, puesto que no encontramos datos ex-
perimentales en la bibliografia sobre este efecto inhibidor en
presencia de mezclas complejas como las utilizadas por nos- -
otros, con la finalidad esencial de trabajar in vitro en medios
lo mis posiblemente comparables con los liquidos fisioldgicos:

Parte experimental

Se dispusieron 27 tubos en ensayo en las gradillas corres-
pondientes, para.introducirlos en la estufa a 38° e ir retirdndo-
los a intervalos regulares de tiempo, con objeto de efectuar

cada determinacion,
Los tubus 1 al 5 inclusive, contenian 12 ¢. ¢. de una diso-
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lucién de metilurea, succinamida, nicotinamida y urea, pre-
parada disolviendo 1 dg. de las tres primeras y 2 dg. de la
cuarta, en liquido Tyrode, hasta completar el volumen de 6o
centfmetros ctibicos.

Se preparé, ademids, separadamente, 20 c. ¢. de una diso-
lucién de ureasa al 10 %, operando segin Van Slyke y Cullen.
Dividida, pues, en cinco partes iguales, se agregé 4 c¢. ¢. por
tubo, de dicha disolucién. El volumen total de liquido conte-
nido en cada tubo fué, por lo tanto, de 16 c. c.

Para detener la accién de la ureasa al sacar cada tubo de
la estufa, se agregaban 5 gotas por tubo de una disolucién
acuosa de cloruro mercirico, aproximadamente al 6 por mil.

Eliminado el amoniaco formado, segitn el método de Van
Slyke v Cullen, para determinarlo colorimétricamente median-
te el reactivo de Nessler, se obtuvieron los siguientes resulta-
dos, expresados en mgrs. de nitrégeno amoniacal procedente
del contenido de cada tubo :

Mezcla de nicotinamida, succinamida, metilurea y urea

- P Nitr6geno amoniacal for-
s . emperaturas en grados mado, expresado cn mgrs.
Tiempo en minutos centigrados por 16 c. c. de liquido
contenido en cada tubo

30 8 ° 0,05
30 338 ° 10,55
60 38 ° 8,20
90 38 ° » 4,30
120 38 ° 4,10

I.as determinaciones colorimétricas se efectuaron agregan-
de 0,3 c. c. de reactivo Nessler por tubo, mediante una micro-
bureta, para comparacién de la intensidad de coloracién en el
colorimetro de Dubosq, con una disolucién tipo de sulfato
amoénico, segin la técnica de Wakeman y Morrell.

Mezcla de nicotinamida, succinamida, metilurea, urea
y hexandiamida

Se empled de la misma concentracién y demds condiciones
operatorias idénticas a las precedentes, con la sola diferencia
de agregar 2 dg. de hexandiamida en substancia.
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T Nitr6geno amoniacal for-
. Temperaturas en grados | mado, expresado en mgrs,
Tiempo cn minutos centigrados por 16 c. c. de contenido
de cada tubo

30, 8 ° 0,63
30 38 ° o
6o 38 ° 6,10
00 38 ° 27,00
120 38 ° 20,00

La hexandiamida es escasamente soluble en el agua; pero
empleada a la concentracidn indicada se obtiene una disolu-
cién, previa ligera calefaccidn y agiitando, cuidando, natural-
mente, de efectuarlo por separado con parte del liquido Tyrode
necesario para completar el volumen de la disolucién final al
de los 6o c. c. del caso precedente.

Mezcla de urea y hexandiamida

Sz preparé disolviendo separadamente 2 dg. de urea en 20
centimetros ctbicos de liquido Tyrode y otros 2 dg. de hexan-
diamida en 20 c. ¢. del mismo liquido. ‘Mezcladas ambas diso-
luciones y completado el volumen con liquido Tyrode hasta
los 6o c. c., se obtuvieron los resultados expuestos a continua-
cién, al operar de modo idéntico al ya descrito :

Nitrégeno amoniacal
Tiempo cn minutos Temp ecx;antg;saggsgr ados formado por contenido
; de cada tubo

50 8 ° o]
30 38 ° o
60 38 ° 0,04
90 38 ° 0,03
120 38 ° 1,70

Hexandiamida sola

Se disolvieron 2 dg. de hexandiamida en 50 c. c. de liqui-
do Tyrode, completando después el volumen hasta los 6o c. c.
Las demas condiciones operatorias fueron, pues, idénticas a
las va descritas.
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Nitrégeno amoniacal
Tiempo en minutos Tempegg;\:{ét:aagsgrados formado por contenido
de cada tubo

30 8¢ o
30 38 ° o
60 38 ¢ 0

Disolucién tipo de urea sola

'Se preparé disolviendo 2 dg. de urea en los 60 c. c. de li-
quido Tyrode, operando siempre en identidad de condiciones.

=2 =

Nitrégeno amoniacal
Tiempo en minutos Temp:g:ttlilraa%r(\,sgrados formado por contenido
BT de cada tubo

30 , 8 ° 10,8
30 38 ° : 10,9
6o 38 ° 10,7

Teéricamente, como cada tubo contiene 12 c. ¢. de disolu-

¢ién de urea al 0,333 %, 0 sea 0,04 grs. de urea, la cantidad de
nitrégeno amoniacal desprendido debe, pues, ser de 0,0186
gramos, o sea de 18,6 mgrs.

Ensayos en presencia de penicilina

Empleamos penicilina de Produccién Nacional, «Penicili-
na OM Tépican preparada por la Sociedad General de Far-
macia, en am'pollas 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 liquido Tyrode.
Preparamos, pues, una disolucién de penicilina en Tyrode,
completdndola hasta el volumen de 20 ¢. ¢.; 10 c. c. de esta
disolucién equivalian, por lo tanto, a 500 unidades Oxford de
penicilina. -

Seguidamente preparamos, por separado, dos disolucio-
nes, una de la mezcla de todas las amidas mencionadas en este
trabajo, o sea de nicotinamida, succinamida, metilurea, urea
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v hexandiamida, y la otra de urea sola, operando en absoluta
identidad de condiciones experimentales.

Disolvimos, por lo tanto, 2 dg. de cada una de las amidas
de la mezcla, en el liquido Tyrode, hasta el volumen de 6o c. c.
Dividimos en dos partes exactamente idénticas la disolucién
resultante, agregando a una de ellas 10 c. c. de liquido Tyrode
y a la otra también 10 c. ¢., pero de la disolucién de penicilina
en liquido Tyrode. Quedaron, pues, asf, dos disoluciones idén-
ticas de la mezcla de amidas : una sin penicilina y la otra con
penicilina.

Operando del mismo modo, en condiciones idénticas, pre-
paramos otras dos disoluciones de urea sola en liquido Tyrode,
con y sin penicilina, respectivamente. »

Seguidamente, afiadimos a cada una de las cuatro disolu-
ciones mencionadas, 10 c. ¢. de disolucién de ureasa en 6o c. c.
de dicho liquido, para introducirlas inmediatamente en la es-
tufa a 37° y mantenerlas a esta temperatura durante una hora.

Transcurrido este tiempo, agregamos a cada disolucién
I c. c. de disolucién acuosa de cloruro merctrico al 6 por mil,
aproximadamente, para detener la accién de la ureasa y pro-
ceder al arrastre en corriente de aire del amoniaco formado,
operando segin el método de Van Slyke y Cullen (loc. cit.).
La disolucién de la sal amoniacal resultante de la fijacién del
amoniaco en 4cido diluido, la titulamos colorimétricamente,
en cada caso, mediante el reactivo Nessler, del modo va ex-

puesto en este trabajo.

—_— —_— e
Nli trbg?no amo-
Temperatura niacal formado,
Substancias en pgrados Tieimpo en expresado en
centierados minutos miligramos por
5 disolucién
problema
Mczela de amidas sin pe-
e e o
CNG, sia s’ oo ses 37 60 8,77
Mezcla de amidas con pe-
e .
nicilina ... ... ... ... 37 60. 3,15
e o3 - o
Urca sin penicilina... ... Vi 60 7,56
Urea con penicilina... ... 37° 60 3,60
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Como quiera que el objeto del presente trabajo no ha sido
el de obtener valores absolutos de amoniaco formado, sino sdlo
el de conseguir, segin se habri observado, resultados total-
mente comparables, nos hemos atenido en la realizacién del
mismo, exclusivamente a la identidad de condiciones opera-
tonias.

La ureasa, asi como la nicotinamida, succinamida, metilu-
rea y urea empleadas, procedian de las Casas Merck v E. de
Haen ; la hexandiamida fué utilizada también purisima, de la
preparada al efecto por uno de nosotros.

Todas las disoluciones de ureasa fueron cuidadosamente
centrifugadas y decantadas sobre un filtro de vidrio poroso, a
presiéon reducida, antes de ser empleadas, comprobando su
reacciéon negativa frente al reactivo Nessler.

Igualmente se procedié con el mayor ciudado el examen
de las disoluciones de las amidas objeto de estudio, compro-
bando previamente la ausencia de reaccién de las mismas fren-
te al reactivo Nessler, en cada ensayo.

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

Los valores bajos de nitrégeno amoniacal que hemos obte-
nido, obedecen, como es ficil observar, no sélo a la ligera
alcalinidad del liquido Tyrode, sino a la insuficiente cantidad
de ureasa empleada por nosotros, para conseguir resultados
cuantitativos, a fin de evitar los inconvenientes del manejo de
disoluciones con excesiva tendencia a la formacidén de espuma,
especialmente en presencia de penicilina, por sus posibles in-
fluencias sobre las condiciones de comparabilidad de los re-
sultados de nuestros ensayos.

Conclusiones

Del examen de los datos experimentales que acabamos de
exponer, podemos llegar a la conclusidon de que no es facil
precisar resultados en las determinaciones de nitrégeno ureico
cfectuadas por el método de la ureasa, en medios en los que
sea probable la existencia, junto a la urea, de otras combina-
ciones organicas de funciéon amidica o diamidica, como es el
caso de los medios fisiolégicos (sangre, orina, liquidos de per-
fusidn que han circulado por érganos aislados, etc., etc.) de
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composicién quimica compleja, y en general no bien conocida,
sobre todo en condiciones patoldgicas, cuando es manifiesta la
axistencia de procesos autoliticos de desintegracion de com-
puestos orgénicos 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 conclusién anterior. La penici-
lina, operando en condiciones lo més fisiolégicamente posibles,
inhibe fuertemente la accién de la ureasa y este es un dato més
en apoyo de la afirmacién anterior, puesto que pueden existir
en los medios bioldgicos en los que se practican las determi-
naciones de urea, agentes de accién comparable, todavia no
identificados quimicamente.

Sin embargo, no son-datos suficientes para dudar del valor
practico de estas determinaciones en el diagndstico clinico,
puesto que cuando se aplican al efecto, se opera en identidad
de condiciones experimentales y con. arreglo a técnicas muy
conocidas y perfectamente establecidas para que los resultados
sean comparables, aunque generalmente, de valor muy rela-
tivo.

‘En cambio, no puede afirmarse lo mismo cuando se buscan
valores absolutos, en trabajos de pura investigacién bioqui-
mica.

Resumen

Se estudia la accién de la ureasa, sobre urea sola y mezclas de
urea y otras diamidas, comparativamente con otras experiencias
en las que se afiade penicilina a mezclas de las mismas proporcio-
nes, observindose que la pemnicilina inhibe fuertemente la ureasa.

Summary

We 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, that the penicilin strongly inhibits the urease.

Zusammenfassung

Man studiert die Wirkung der Urease auf Harnstoff allein und
AMischungen auf von Harnstoff und anderen Diamiden im Vergleich
mit anderen Versuchen in denen man Penicilin zu den Mischungen
im selben Verhiltnis hinzufiigt. Man kann beobachten, dass das
Penicelin die Urease stark hemont.
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