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RESUMEN

Porlas posibles aplicaciones de la inhibicién de ureasa en la nutricién animal, se ensayé un método simple para ia sintesis de acido
acetohidroxamico (AAH) y se determiné la cinélica de inhibicién de la actividad de la ureasa de Canavalia ensiformis, causada por
el producto sintetizado. Caiculos basados en la figura doble reciproca de Lineweaver Burk, mostraron que la constante de Michaelis
Menten (K,,,) de 0.0044 M para la ureasa, independientemente de la presencia o no def compuesto, mientras que los valores de
velocidad maxima (Vpg,) de la reaccion fueron diferentes (p<0.001); se liberd menos NH en presencia de los cristales recuperados.
L.a concentracién de urea no afecté al sistema enzima-inhibidor, lo que da evidencia de una inhibicidn de tipo no competitivo,
cinética que corresponde a la del AAH. La sintesis alcanzé una eficiencia de recuperacién del 70.5% detl tolal de los solutos
reactantes. La presencia del AAH sintetizado provoco que se liberara un 18.4% menos del total de NH3 generable en el medio de

reaccion usado pero, mas relevante fue el retraso en la liberacion def radical amonio.

PALABRAS CLAVE: Acido aceto hidroxamico. Hidroxamatos, Sintesis. Inhibicién enzimatica, Ureasa.

Los hidroxamatos son especificos y potentes
inhibidores de las ureasas bacteriana y
vegetal (1), destacando por sus aplicaciones
clinicas e industriales el acido aceto
hidroxamico (AAH) y los hidroxamatos
derivados de amino acidos (2). La capacidad
de inhibicion de la ureasa se debe a la

presencia en la molécula de un grupo -

CONHOH. Especificamente, el AAH
(HONHC:OCH3) se ha usado para inhibir la
ureasa intestinal en humanos urémicos (3),
pero también se ha demostrado el efecto de
inhibicion de la enzima en el liquido ruminal
de borregos (4. 5) e, in vitro, de laureasade
canavalia (8).

La inhibicién de la ureasa por el AAH es de
tipo no competitivo, esto es, que inhibe la
actividad de la enzima sin importar la
concentracion del substrato (8, 7); el efecto
en un medio natural completo, es el de
reducir la velocidad de hidrolisis de urea,
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retrasando efectivamente la liberacién de
amonio (NH3), lo que es conveniente porla
potencial toxicidad del radical. Por esto, es
que el AAH podria ser de utilidad como aditivo
en la dieta de los rumiantes (notablemente,
cuando se alimenten con nitrégeno no
proteico) y de los no rumiantes, porque al
reducir la concentracion de NH3 se podria
lograr una mayor utilizacién de los
nutrimentos a nivel intestinal.

Los hidroxamatos, entre otros el AAH, estan
disponibles en grado reactivo, pero su costo
es elevado. Sin embargo, la sintesis del
AAH es sencilla y el proceso se puede
desarrollar para su aplicacién en la
produccién animal. El objetivo de este trabajo
fue el de aplicar un metodo acreditado para
la sintesis del hidroxamato (7), buscando la
obtencién de cristales que pudieran inhibir
la accién de la ureasa.

El procedimiento seguido fue el siguiente: a
un matraz conteniendo 300 ml de etancl al
30%, 1.0 moles de clorhidrato de
hidroxilamina y 1.5 moles de hidréxido de
sodio, se le anadi6 por goteoy en agitacion
constante 1.0 mol de acetato de etilo; Ia
solucién se dejé reposar durante 30 miny
se neutralizé con acido clorhidrico



concentrado. Finalmente, se evaporaron los
liquidos en bafio Maria a 50 C, dejando como
remanente a los cristales, que se extrajeron
con acetato de etilo a una temperatura
cercana a los 50 C, para luego filtrarlos en
papel y lavarlos en acetato de etilo y éter.
El producto de la sintesis se secé en una
estufa de aire forzado por 72 h a una
temperatura constante de 50 C.

Obtenidos los cristales, se midi6 la inhibicion
de la actividad uredsica de Canavalia
ensiformis, para lo que se usoé la técnica
descrita por Kobashi {2): se utilizé una
solucién de urea al 0.4% y la enzima se
prepard en concentracién de 0.2 mg/ml;
todas las soluciones y aforos a 4.0 mi, se
prepararon con una solucién amortiguadora
Tris'HCI0.1 My pHde 7.2. La adicion de la
solucién con la enzima fue constante, a
razon de 1.0 mi (i.e., 0.2 mg) por tubo de
ensayo, mientras que el substrato (la
solucién de urea) se adicioné en forma
creciente, de tal forma que, al ajustar el
volumen de reaccion a 4.0 mi, se lograron
concentraciones de 0, 6.68, 8.53, 10.2,
11.69, 13.36, 15.03 y 16.7 x 10-3 moles/. El
tiempo de reaccion fue, en todos los casos,
de un minuto y se detuvo esta con la adicién
de 3 mi de acido perclorico al 4%, seguido
de 0.7 ml de NaCH 3N y 0.3 mi de tartrato
de Na-K al 5%.

Para evaluar la respuesta se midié la
liberacién de amonio, para lo que se agregd
el reactivo de Nesslery se dejo ala mezcla
reaccionar por 15 min, para medir la
coloracion por absorbancia a los 420 nm.
La cinética de inhibicién se midié con el
método antericr, pero antes de la inclusién
de urea, se anadieron a cada uno delos tubos
de ensayo 40 ug de los cristales
sintetizados, a partir de una solucién 1.006
mM, incubandose los reactantes a
temperatura ambiente y por un periodo de
30 min. En todos los casos, los ensayos
se corrieron simultaneamente por duplicado.
El NH3 liberado se determiné al comparar
contra una curva patrén, construida con 10

niveles, a intervalos idénticos, de una
solucion patrdon de 0.195 mg/l de sulfato de
amonio (NH4)2S0y4, equivalente a 50 mg de
NHa/ml. Posteriormente, se adiciond la
solucidén amortiguadora Tris-HCI1 0.1 M para
llevar el volumen de reacciona 4.0 ml. Los
reactivos usados en la prueba de la reaccion
enzima-substrato fueron igualmente
adicionados a los tubos en los ensayos de
inhibicién (8). La curva producto de la
respuesta se calculé en pruebas por
triplicado y los valores resultantes de NH3
se sujetaron a un analisis de regresién (9),
cuya ecuacion lineal resulté ser la siguiente:

Y =-0.013 +0.021(X), r2=0.98

Las absorbancias registradas se
transformaron a g de NHz, usando para ello
la ecuaciéon de la curva patrén v,
posteriormente, se graficaron e incluyeron
en modelos de regresion lineal los inversos
de los valores de NH3. Asi, los resultados
se graficaron para la expresién de la doble
reciproca de Lineweaver Burk (8), conlo que-
se calificd el tipo de inhibicién. Los
resultados de la concentracion de NH3, se
sujetaron ademas a un analisis de varianza,
paralo que se usé un disefio completamente
al azar en un arregio factorial 7
(concentraciones de urea) por 2 (inclusién o
no de los cristales sintetizados), con dos
repeticiones (9).
Un resumen de los reactivos usados parala
sintesis, asi como de sus proporciones, se
presenta en el Cuadro 1. El fotal de solidos
utilizados fue de 2 moles, lo que equivale a
157.6 g; el Cuadro 2., exhibe el
comportamiento tipico del rendimiento de los
cristales en la sintesis, mostrando el peso
{en g) y los porcentajes (de los 157.6 g) de
los solidos rendidos. Con un total de 17
observaciones controladas se alcanzé una
media de 111.1 g, lo que equivale a una
eficiencia de rendimiento del 70.5% y supone
que 1.41 moles fueron recuperados como
cristales, presumiblemente de AAH, cuya
pureza no se determind.
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CUADRO 1.REACTIVOS PARA LA SINTESIS
DEL ACIDO ACETOHIDROXAMICO

SOLUTOS ™

Acetato de etilo, M 1.0
Clorhidrato de Hidroxilamina, M 1.0
Hidroxido de sodio, M 15
SOLVENTES

Etanol, mi 300
Acido clorhidrico, ml + 39

* El total de s6lidos reactantes (Acetato de etiio
y Clorhidrato de Hidroxilamina) usados fue de 2 moles.

En cuanto a la cinética de inhibicion de la
ureasa de Canavalia, los célculos basados
en los inversos de la produccion de NH3
(Cuadro 3.), en presencia o no de {os
cristales obtenidos (doble reciproca de
Lineweaver Burk), indican que la constante
de Michaelis Menten (K,,) fue de 0.0044 M,
como se ilustra en la Figura 1. y que
manifiesta que la concentraciéon del
substrato (urea), en presencia del producto
sintetizado, no afectd el complejo enzima
inhibidor (8). El efecto inhibitorio del
producto sintetizado no pudo ser eliminado
al aumentar la concentracién de urea, lo que

CUADRO 2. RENDIMIENTO DE CRISTALES
PORELPROCESO DE SINTESIS?

Gramos % Gramos %
115.0 73.0 110.0 69.8
110.0 69.8 113.0 717
114.4 72.6 105.0 66.6
113.0 71.7 111.0 70.4
113.7 72.1 111.0 70.4
114.0 723 105.0 66.6
100.0 63.4 111.5 70.7
113.7 72.1 114.0 723
115.0 73.0

Media+ S 111.1+4.18 70.5+2.65

8l a esperanza de rendimiento era de 157.6 g por observacion.
El producto se seco en estufa de aire forzado a 50C.
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se describe con la velocidad maxima (Vpa,)
y cuyas medias al analisis estadistico,
resultaron ser diferentes (p<0.001), lo que da
evidencia de una inhibicién no competitiva
(8.

El tipo y, méas aln, el grado de inhibicién
ohservado con el producto sintetizado fue
muy semejante al encontrado con
hidroxamatos purificados: K, de 0.0044, vs
una variacién de 0.02 a 0.002 M (10, 11,12,
13). Esta observacion se confirmé por los
resultados del analisis estadistico de los
valores del NHs liberado por la actividad de
la enzima {(Cuadro 3.). Aungue no se
confirmdé quimicamente la identidad de los
cristales, 0 su pureza, el producto obtenido
por la sintesis descrita tuvo las mismas
caracteristicas de los hidroxamatos
purificados, particularmente del AAH.

CUADRO 3. PRODUCCION DE AMONIO, POR
LA HIDROLISIS DE UREA, EN PRESENCIA O
NO DE LOS CRISTALES SINTETIZADOS 2

Urea,moles/l, SIN AAH CON AAH

x 103

6.68 16.64 1 1.51 13.43 £ 0.47
8.53 18.34 £ 1.48 14.29 £ 0.06
10.20 1917 +£2.73 16.289 £0.33
11.69 1853+ 162 15.31 £ 0.08
13.36 2096+ 1.82 17.86 £ 0.47
1503 21.45+009 17121017
16.70 21.95% 1.34 17.57 £ 0.54

a Amonio en g. promedio de dos observaciones y tres
cofridas.
Con AAH fue menor {(p < 0.001 ).

A partir de los reactivos y procedimiento
usados, se cbtuvo una eficiencia de
recuperacién de los sélidos del 70.5% y con
el ensayo de inhibicién de la ureasa, se
demostrd que el producto es un inhibidor no
competitivo de la ureasa de Canavalia.

Se presupone que el producto sintetizado fue
acido acetohidroxamico (AAH). Sin
embargo, no se tuvo la precaucidén de
conservar muestras de los lotes de cristaies
usados en estos ensayos, por lo que no se
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FIGURA 1. CINETICA DE INHIBICION DE LA UREASA DE CANAVALIA POR EL

PRODUCTO SINTETIZADO, DOBLE RECIPROCA DE LINEWEAVER BURK
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pudieron determinar en el laboratorio algunas
de sus caracteristicas fisicoquimicas,
mismas que hubiesen permitido inferir sobre
la identidad del producto. Esto seréd
condicion sine qua non en futuras
experiencias, cuando sea necesarioc concluir
sobre la identidad del producto de la sintesis,
o bien, como una rutina de control de calidad
en el proceso de produccién. Ademas, en
futuras experiencias, seria recomendable
secar los cristales en estufa de vacio para
prevenir el posible dafio térmico y buscar
aumentar la eficiencia de rendimiento.

Por la simplicidad vy eficiencia del proceso
de sintesis es posible denotar viabilidad para
el desarrolio de un producto gue, por la
inhibicion de ureasa, confiera ventajas enla
produccion animal. Particularmente, este
producto podria ser Util para promover el
crecimiento en animales no rumiantes (3,
14, 15), ya que al prevenir un exceso de NH3
en la luz intestinal se podra aumentar la
eficiencia del proceso de absorcién de
nutrimentos (15) y, en los rumiantes, el

producto podra usarse para inducir un mejor
aprovechamiento del NHz3 ruminal y con esto,
quizéa alcanzar mejores patrones de
fermentacién (4, 5, 16).
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SYNTHESIS OF A UREASE ACTIVITY
INHIBITOR

SUMMARY

Considering the possible applications of an urease inhibitor in
animal nutrition. a simple method of ketohydroxamic acid (AAH)
synihesis was assayed; inhibition kinetics of Canavalia
ensiformis urease activity by the synthetic product was fested,
The Michaelis Menten constant (K.} was 0.0044 M, regardiess
of the presence of the synthesized compound; while the
maximum velocity (V... value was different {(p<0.001); use of
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the mixed crystals showed less NHg formation. Since the urea
concentration did not alter the enzyme-inhibitor system, a non-
competitive inhibition was defined. This type of inhibition, as
previously found, corresponds to that caused by pure
hydroxarnates on the activity of plant or microbial urease. The
synthesis had an efficiency of about 70.5% on a molar basis; the
presence of the synthesized product resulted in an 18.4% lower
production of NH», and more important, the time of urea
hydrolysis was delayed.

KEY WORDS: Hydroxamates, Keto hydroxamiic acid, Synthesis,
Urease inhibition.
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