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RESUMEN

Anteriormente se han reportado variaciones diarias de la adenosina (Ado) en diversos
tejidos de la rata. El papel fisiologico de estos cambios con el fotoperiodo es desconocido al
momento. La adenosina esta involucrada en el metabolismo de la S-adenosilmetionina (SAM), que
es el compuesto que dona grupos metilos en las reacciones de metilacion, y su producto la S-
adenosilhomocisteina (SAH), que al no ser hidrolizada por la enzima S-adenosilhomocisteina-
hidrolasa (SAH-H) se acumula e inhibe las reacciones de metilacion.

Pensamos que las variaciones diarias en la concentracidn de la adenosina podrian modular
la actividad de las rcacciones de metilacion por lo que en este trabajo se exploraron, por téenicas
convencionales, las concentraciones a io largo del dia de adenosina, S-adenosilmetionina, S-
adenosil homocisteina (SAH) y de los fosfolipidos de las membranas de higado y de sangre, de las
ratas sometidas a un fotoperiodo de 12.12 de luz-oscuridad. Como también se midio la actividad
de sustrato de la enzima (SAH-11), modulable por este sistema

Los resultados indican que existen variaciones diarias de adenosina similares a las
reportados anteriormente (44).

El aumento en la concentracion de la adenosina durante la noche coincide con una baja
actividad de la SAH-H y puede causar la acumulacion de SAH que fue observada en coincidencia
con concentraciones altas del nucleosido

Un cjemplo de compuestos susceptibles de ser metilados por ¢l SAM son los fosfolipidas.
En este trabajo se encontro que presentan un patron de cambios a lo largo del dia similar at
reportado anteriormente. Cuando se calculo el indice de metilacion por fa relacion SAM/SAH y se
comparg con el obtenido por la relacion FC/FE, se observo un patron similar a fo largo del dia lo
que suguicre que existe relacion entre éstos dos parametro y que la adenosina podria modular la
metilacion de fusfolipidos controlzndo la concentracion de SAH por mcciio de la regulacion de la

enzima que la hidroliza
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INTRODUCCION
I.- ANTECEDENTES GENERALES:

La adenosina es un nucleosido de purina, que constituye una molécula precursora de
nucleotidos de adenina, como Adenosin monofosfato (AMP), Adenosin  difosfato  (ADP),
Adenosin trifosfato (ATP) y Adenosin  monofosfato ciclico (AMP¢), necesarios para el
metabolismo energético y en la constitucion de coenzimas y matenal genético.

Una de las vias de formacion de adenosina es a partir de la destosforilacion del AMP, por
medio de fostatasas y de la S nucleotidasa; otra via es por a degradacion de la S-adenosil-
homocis‘lcinu {SAH) catalizada por la enzima S-adenosithomocisteina hidrolasa SAH-H.

L.a adenosina se encuentra en cantidades pequenas dentro de la celula, v se forma dentro de
ella, o entra por difusion facilitada, por medio de un acarreador que media la captacion de
pirimidin y purin nucleosidos.

Este nucleosido puede ser removido de las células por medio de su liberacion directa al
medio extracelular, por medio de sintesis de nucleotidos de adenina o par la degradacion de
productos de purina. La conversion de adenosing a inosina o a nucleotidos de adenina, dentro de
las células esta regulada por las actividades de las enzimas adenosin deaminasa y adenosin quinasa

respectivamente. (Fig 1)

L-LA ADENOSINA COMO UN ARMA PARA FL ESTUDIO DEL METABOLISMO

INTERMEDRID;
La adenosing tiene una gran actividad fisiologica cuyas concentraciones s epcuentran en
los fimites de 167+ M. Cuando se inyecta por via intraperitoneal a dosis de 7.5 x 1078 M, se liega a

alecanzar un nivel hasta de de cien veees mayor que el fisiologico normal Con dstas
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FIG.1: Vias de formacién y degradacion de adenosing.



. concentraciones farmacologicas ha sido posible detectar puntos de regulacion metabolica, por esta
razon se ha considerado a la adenosina como un arma para ¢l estudio del metabolismo intermedio
(1.

La importancia fisialogica de esta molécula se manifiesta por la diversidad de eventos
bialdgicos y bioquimicos en que participa.

Tales acciones son a nivel de diferentes drganos, a continuacion se imencionan algunos de
ellos:

2.- ACCIONES DE LA ADENOSINA

a) .- Efectos cardigvasculares:

.

Se han descritos efectos farmacalogicos desde 1929 (2), donde la adenosina bloquea la
conduccion auriculoventricular, baja la presion arterial, produce vasodilatacion coronaria y
sistémica, aumenta cl. flujo coronario (3), produce fibrilacion auricular, posteriormente Rubio y
Beme (4-5), proponen que esta sustancia también regula el flujo sanguineo en el musculo
esquelética y en el cerebro.

En el tejido miocardico sometido a hipoxia se libera adenosina la cual produce la reduccion
en la resistencia coronaria, aumentando asi, el flujo coronario. La aplicacion de la adenosina a las
aurieulas aisladas de la rata produce efectos cronotrdpicos ¢ inotropicos negativos (6) En el
cerebro fa adenvsina es un potente dilatador de arteriolas cuando se aplica directamente a fa
superficie cerebral

Presenta un efecto cronotropico negativo sobre ¢l nodo senoauricular (SA), bloquea la
conduccion a través del nodo auriculoventricular (AV). Acorta el periodo refractario funcional
(PRF) del miocardio auricular y la prolongacion del PRF, del nodo AV. Disminuye la
contractifidad miocardica en general. Promueve Ja fase de relajacion v aumenta la capacitancia de
las camaras cardiacas La accion farmacologica de un bolo de adenosina intravenosa, en el corazon

dura aproximadamenie 20 seg | ya que es rapidamente metabolizada (49).



h).- Efecto sobre acciones hormonales:

La adenosina tiene un efecto estimulador sobre la secrecion de glucagon (7) y la hormaona
de crecimiento, inhibe la secrecion de insulina bajo estimulo de glucosa (8) y estimula la sintesis de
algunas hormanas, como la hormona de crecimiento, esteroides y prolactina (9). Modifica la
accion metabolica de otras hormonas como es la de inhibir la lipolisis inducida por la adrenalina
(10), la hormona adrenocorticotropica (ACTH), 1a hormona de crecimiento y la hormona
tirotropica. Por otro lado inhibe la glucogenolisis inducida por adrenalina y glucagon en
hepatocitos aislados (11). La adenosina estimula la esteroidogénesis, en las glandulas adrenales y
cn las células de Leyding (8). Incrementa la eritropoyesis y la secrecion de histamina por c¢élulas

f

cebadas (6).

¢) .- Efecta cu el sistema nervioso :

Se le ha asignado a la adenosina un papel de neurotransmisor y de depresor de los nervios
de la corteza cerebral, ya que existen neuronas puvinérgicas conteniendo vesiculas de algunos
neurotransmisores, constituidos esencialmente por adenasina y ATP, que al vaciarse en el espacio
presinaptico vierten al mismo tiempo el neurotransmvisor y la puring, como lo ha reportado
previamente Burnstock (12).

Posee también un efecto depresor en el sistema nervioso periférico y antagoniza los efectos
analggsicos de a mortfina

A nivel de la membrana se produce hiperpolarizacion y modulaciones de ruido de
membrana por la aplicacion iontoforetica de la adenosina y la estimulacion del tejido vascular o
nervioso simpaticos, causan It liberacion de adenosina v sus metabolitos. Tambicn se fe ha

asignado recientemente un papel hipnogénico (13).



d) .- Efecto de los_niveles de AMP ciclico:

0

Este nucleosido aumenta los niveles de AMPc en misculo de miocardio, plaquetas y
disminuye la concentracion de este mismo en adipocitos, higado y cerebro de rata.

Los efectos de la concentracion de AMPc estan relacionados con la presencia de un
receptor especifico para la adenosina que se encuentra en la membrana celular (15). La adenosina
presenta un doble efecto ya que en algunos tejidos decrece y en otros aumenta la cantidad de
AMPc.

Los receptores purinérgicos se clasifican en dos grupos principales: P,, que son los que
reconocen a la adenosina y posiblemente al monofosfato de adenosina y los receptores Py, que
reconocen al trifosfato de adenosina y al difosfato de adenosina. Ademas existen receptores
especificos para la adenosina, que se clacifican en dos grupos principales: A;, que inhiben a la
enzima adenilato ciclasa y los A,, que estimulan la actividad de dicha enzima al igual que los del

tipo P, (8).

e) .- Efectos citotéxicos y de inmunosupresion:

La adenosina presenta efectos toxicos en cultivos de células de mamitero y en bacterias en
un rango de concentracion de 1-1000 mM, inhibe el crecimiento de fibroblastos, linfocitos
humanos, linfosarcomas de células T'y en células de ovario de hamster chino

Los inhibidores de la adenosina deaminasa, potencian el bloqueo de la transferencia de
monocitos a macrofagos, la inhibicion de linfocitos mediante citolisis y Ia linfoblastogénesis
mediada por mitogeno (11).

Los efectos citotoxicos son debidos principalmente a la inhibicion de fa sintesis de
pirimidina, alteraciones en el metabolismo de fasforribosil pirofosfato, ¢ impidiendo metilaciones
de tal manera que hay fallas en la fisiologia cefular y en la transterencia de la informacion genética

(6).



f) .- Efectos Metabolicos:

Se ha usado a este nucleasido como arma metabolica para evidenciar algunos puntos en la
regulacion del metabolismo de carbohidratos, lipidos y en el metabolismo energético. Se ha
reportado por Chagoya y cols. (16-17), la accion de la adenosina en la inhibicion de la
acumulacion del glucogeno hepitico  inducida por el cortisol, en el efecto glucogénico y
lipogénico en higado y tejido adiposo respectivamente (18). Su efecto en la glucogeno sintetasa de
higado de ratas normales, diabéticas y en presencia de cortisol (19). Dentro de sus acciones
metabolicas en el higado destaca el aumento de la carga energética del hepatocito (20), que junto
con la inhibicion en la activacion citoplasmatica de los acidos grasos y su consecuente oxidacion

(21), permite demostrar in vivo , la regulacion del metabolismo celular por la carga energética, ya

que al aumentar ¢sta, aumentan los procesos que utilizan energia, como la sintesis de glucogeno y
se inhiben las secuencias metabdlicas que van a formar ATP como es la oxidacion de los acidos
8rasos.

11.- ANTECEDENTES ESPECIFICOS:

El nucledsido de adenina S-adenosilmetionina (SAM) ¢s ¢l compuesto activado del
aminoacido metionina, de alta energia, que confiriere gran fabilidad al grupo metilo, que por medio
de metiltransferasas dona grupos CHy a otros compuestos suceptibles de metilacion. El SAM s¢

considera como el principal compuesto donador de metilos en el metabolismo de mamiferos.
.- FORMACION DE S-ADENOSILMETIONINA:

El S-adenosilmetionina se forma como un intermediario en la sintesis de Acetil-coenzima-

A, a4 partir de metionina, Fig. 2; donde se observa que la moléeula del aminoacido metionina es



€o0~
s |
N — <|:- H
i
cul
| 2 Q 0
o i
CH;/— S o—-r—o_p_o..
+
METIONINA
H
N H,
N
H G
N-
H
TETRAHIDROFOLATO

H
N_ W,
T
\N/
|

Tiz
Oy e
H
N-TETRAMETILHIDROFOLATO

o0~ ) N,
v N AN
Nt HyN— C— H
| Ny N
N CH
2
< | N |
\ g cH,
N N |
0 CH3——' § ——— CHE
—0— CH )
2 PN
~
- 0\‘ PR+ Py ? Won
VA —» H
H adenasiimetionina
translcrasa Ol oH
Ol OH
S-ADENOSILMETIONINA
R
coo™ ﬁm
\ransizrasa
1 co0™
HN —— ¢ ——H RCH,
'
WN — ¢ ——H
Cllz
H
2
CHz
adenosing H,0 o«
s CH,
s (...!‘.::.-__‘s::,w. 4
hidralaas
HOMOCISTEINA S~-ADENOSINA

FIG. 2:Rutas de formacion de s-adenosilmetionina.



activada por una enzima del higado y se requiere de adenosin trifosfato, de fosforo inorganico y de
pirofostato, dando como resultado una moléeula capaz de donar grupos de metilos en otras

reacciones metabolicas del organismo.(22).
2.- DEGRADACION DE S-ADENOSILMETIONINA:

Se considera que las concentraciones de SAM, sintetizadas son utilizadas en las reacciones
de transmetilacion, esto ocurre por medio de las enzimas S-adenosilmetil-transferasas especificas a
cada sustancia dando lugar a compuestos metilados y a formacion de S-adenosithomocisteina
(SAH), siendo este un compuesto que actita como fuerte inhibidor de las enzimas metilantes (23-
27). La reaccion, puede continuar por medio de la accion de la enzima S-adenosilhomocisteina-
hidrolasa, que hidroliza el SAH, para dar Jugar a la formacion de homocisteina y adenosina. Fig. 3,
debido a su accion reversible puede participar indirectamente para controlar, las metilaciones al
aumentar los niveles celulares de SAH (28), lo cual implica el control de un nimero considerable
de funciones celulares, incluyendo acoplamiento de excitacion, secrecion y la transduccion de
ceventos mediados por receptores, todas estas funciones relacionadas con las funciones de

metilacion (29).
3 -METILACIONES DE FOSFOLIPIDOS POR S-ADENOSILMETIONINA.

a).- Localizacion de fosfolipidos en la membrana plasmitica,

La membrana plasmatica esta formada por una bicapa de lipidos dispuesta asimétricamente
con la region hidrofobica hacia la cara externa e interna de la membrana y la region hidrofilica
hacia [a parte media de ta bicapa Las proteinas forman parte constitutiva de la membrana siendo
estas integrales y periféricas.

La composicion tanto de los lipidos como de las proteinas en la membrana varia de
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acuerdo a su clasificacion dentro de la escala evolutiva, tejido u organulo en un tipo determinado
de célula asi como de la funcion especializada que realice.

L.a membrana plasmatica varia en cuanto a la distribucion de los fosfolipidos ya que
presenta fosfatidilcolina y estingomielina en la capa externa de la membrana y fosfatidilserina,

fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina, confinada en la cara interna de la membrana plasmatica

3.

b).- Accion de las metil-transferasas.

El proceso de transmetilacion de fosfatidiletanolamina (FE) a fosfatidilcolina (FC) es a
través de la accion de fosfatidilmetil-transferasa 1 (FMT 1), que se encuentra en la cara citosolica
de la membrana que cataliza la adicion de un grupo metil al FE; esto sucede en presencia de Mg*,
ya pH de 7.5 y con Km baja (Fig. 4).

La segunda enzima, fosfatidilmetil-transferasa 2 (FMT 2) presente en la cara externa de la
membrana, cataliza la adicion subsccuente de dos moléculas de CHbs, para formar FC, dicha
reaccion tiene lugar a ptl de 10.5, siendo independiente de Mg*, con Km alta, puede ser

diferentemente solubilizada por sonicacion (31),

¢).- Flip flop de los fosfolipidos.

Los fosfolipidos de la membrana se encuentran en constante movimiento en condiciones
normales, teniendo un desplazamiento lateral de los componentes de la membrana y un
desdoblamienty de las cadenas acilo, existe también un movimiento que esta restringido
denominado de difucion transbicapa o de flip flop el cual es el movimiento de un lipido desde una
cara de la bicapa hacta la otra. Este movimiento necesita que el grupo de cabeza del lipido, que es
polar y puede estar cargado. deje su entorno acuoso y pase al interior hidrofobico de la bicapa,

este proceso tiene una gran variacion positiva de energia libre (muy endergonico).
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d).- Efecto de las metilaciones en la fluidez de In membrana,

La subsecuente metilacion de FE a FC incrementa el grado de fluidez de la membrana con
el reacomodamiento Vectorial rapido de los fosfolipidos, al cambiar la configuracion real de la
bicapa afectan otros procesos de la célula, como son el flujo de iones, exocitosis y fusion celular.
Esto se ha demastrado con estudios efectuados con Concavalina y por medio de polarizacion

fluorescente (3 1).

e).- Efecto de las metilaciones sobre la adenilato ciclasa,

Al producirse un aumento de la fluidez de la membrana, es atectada la distribucion de las
proteinas, produciendo movilidad de éstas, por lo tanto las proteinas receptoras pueden acoplarse
con la adenilato ciclasa. Parece que el primer evento es la activacion de los receptores que se
encargan de activar, las metil-transferasas para efectuarse las metilaciones en la membrana de los
fosfolipidos (31). La activacion de la adenilatociclasa por agonistas se ha demostrado que es
independiente de la fluidez de membrana (31). Los B-receptores que se encuentran en ¢l exterior

de la membrana son movidos y flotan en la membrana.

f).- Otros compuestos metilados por S-adenosilmetioning .

Existe upa amplia varicdad de compuestos impartantes en procesos metabolicos y
genéticos, susceptibles de ser metilados por medio de SAM; como ejemplo tenemos a las proteinas
que al ser metiladas llevan a cabo funciones de quimataxis (31), también presentan este tipo de
reacciones enzimas como la protein carboxilasa, citocromo ¢, e histonas De igual forma se
encuentra metilanda a los dcidos nucleicos (DNA, RNAm, RNAt, RNAr) Fig 5

Algunas hormonas como las catecolaminas, son receptoras del grupo metil del SAM, asi
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también como las poliaminas.
HL- IMPORTANCIA DEL CICLO CIRCADICO:

Los ritmos endogenos se caracterizan por conservar sus oscilaciones independientemente
de los factores externos cuando se estudian en aislamiento, fuera de sus condiciones naturales.
Esta ritimicidad se conserva con algunas variaciones ligeras pero ain significativas, denominandole
a éste proceso oscilacion expontanca de la ritmicidad conocida como ciclo circadico 6 circadiano,
que son periodos cercanos a las 24 Hs. de igual manera también existen ciclos circanuales,
circalunales etc. Ya a mediados de los 30°, Erwin Bimming demostro la dependencia genética del
periodo de ritmo en oscilacion expontinea. Presemtando pequefias oscilaciones en individuos de
una especie pero con diferencias significativas en individuos de otra especie. Determinando un
periodo caracteristico para cada espécie. Sus experimentos clacicos muestran que el apareamiento
de sujetos con diferente perioricidad inducia en los descendientes que se presentara un periodo
intermedio predecible.

Otra caracteristica de oscifacion espantanea es el fenomeno de compensacion de
relativamiente constante ain a pesar de que existan variaciones de temperatura que afecten la
cinética de procesos enzimdticos, sugiriendo que a nivel metabolico existen sistemas especificos
que compensan fos efectos de la variacion de la temperatura

La iluminacion ambicntal también afecta §a oscilacion espontanea, de tal manera que esta
disminuye conforme la intensidad de la Juz aumena en espécies diurnas de invertebrados, peces,
reptiles y aves, lo opuesta se observa en espécies nocturnas En mamiferas de espécies diumos y
nrocturnos presentan un alargamiento de la oscilacion espontanea al aumentar la intensidad de la
bz

En el periodo de 24 Hs. la oscilacion cxpontinea no depende de fos fendmenos

relacianados con Ja rotacion temrestre. Alternativamente se han planteado que existen ciclos



geofisicos cercanos a la rotacion terrestre pero con diferente tiempo. En el caso de la ritmicidad
circadica actualmente se considera que depende de fenomenos ambientales no identificados, no
existiendo ninguna evidencia.

Evolutivamente Colin Pittendrigh considera que en un principio ¢! organismo reaccionaba a
las condiciones ambientales y posteriormente este fué capaz de generar sus propias respuestas
ambientales, explicando las semecjansas entre los ciclos ambientales y los biologicos y las
diferencias dependiendo de las caracteristicas particulares de cada uno de los organismos para
adaptarse al medio ambiente. .

En candiciones naturales fa ritmicidad biologica no manifiesta su oscilacion espontinea, ya
quepresenta una relacion estrecha temporal con las variaciones ciclicas del ambiente geofisico, a
este fenomeno se le conoce como Sincronizacion y cuya importancia radica en permitir el ajuste o
adecuacion del tiempo biologico con el geofisico.

Algunos estimulos ambientales pueden considerarse como estimulos sincronizadores de los
ritmos endogenos, como son la luz, temperatura, disponibilidad del alimento y sefiales sociales. La
variacion de iluminacion del ciclo dia-noche presenta la mayor estabiblidad en su periodo y fase, lo
que lo hace mis predecible y considerada como a sefial principal de sincronizacion ambiental, al
menos en los organismos epigeos.

Considerando el concepto de reloj biologico como un sistema organico capaz de generar
un orden temporal en las actividades del organismo implicando la capacidad del sistema para
oscilar con un periodo regular, asi como la capacidad de usar dichas oscilaciones como una
referecia temporal interna. Permitiendo la interaccion adecuada en el dominio temporal entre cf
organismo y su ambiente. Existe controversia en cnanto a considerar al reloj biologico coino una
estructura organica en particutar que actiia como un marcapasos imponiendo fase y periodo a
procesos organicos (Pittendrigh o Aschof), o como un conjunto de interacciones de multiples
procesos fisiologicos oscilatorios con estructuras especificas limitadas al ajuste de fase entre os
diversos procesos (Halbery 0 Reinberg)

A diferencia de los mecanismos de regulacion homeostaticos cuyas alteraciones se



acompafian de graves trastornos e incluso la muerte, las alteraciones de los mecanismos de
regulacion temporal (cronostaticos) ;')roducen trastornos menos aparentes aunque no menos
graves. Se puede considerar ademds de la funcion de cronostasia en el reloj biologico que
participan en la regulacion de otras funciones en las que la medicion del tiempo (o mas
propiamente de los ciclos orginicos) participan. Por cjemplo la estimacion del fotoperiodo
ambiental, relevante en el proceso de reproduccion estacional y de hibernacion; la orientacion
espacial guiada por la posicion de las estrellas, de importancia en la migracion de las aves, los
procesos cognitivos relacionados a la medicion del tiempo (memoria temporal) y en general todos
los procesos orientados a la adaptacion del individuo a su nicho temporal.

Se han identificado estructuras que cumplen con los requisitos de un reloj biologico, en
Drosofila melanogaster un gen llamado per, cuyo producto controla el periodo de ritmicidad
bioldgica. Existe también un control a nivel de sistema como en el caso del ganglio cercbral en la
politla, los ojos en la aplisia, la glandula pineal en las aves o el nicleo supraquiasmatico en los
mamiferos.

En cada uno de ellos se ha podido comprobar que dicha estructura tiene capacidad para
imponer el periodo y la fase de la ritmicidad biologica en los diversos fenomenos estudiados.
Existen sisteimas basados en una organizacion de oscilador potencial o retroalimentacion negativa,
cuyo funcionamiento tleva implicito un orden temporal (impuesto por el ambiente) de los eventos
que regula, siendo importante su participacion ya que se ha observado la persistencia de los ritmos
circadicos después de la supresion de algunas estructuras como la glindula pineal en aves o el
niicleo supraquiasmitico en mamiferos, cuando se les somete a periodos ambientales de luz-
obscuridad, podria ser esta ritmicidad una respuesta a estimulos exogenos.

Varios estudios han demostrado que la interferencia en el funcionamiento de diversos
sistemas fisiologicos no son capaces de alterar la organizacion temporal global del organismo,
salvo en aquellas estructuras consideradas marcapaso, y la lesion de estas 4ltimas no son capaces
de producir organismos totalmente arritmicos. Sugiriendo una estructura multioscilatoria

jerarquica del sistema que pudiera depender de la oscilacion temporal o retroalimentacian



negativa. Se presenta en sistemas orientados a mantener constante la salida de este sistema, cuyas
oscilaciones son atenuadas y facilmente perturbable en periodo y fase. La oscilacion de los
llamados marcapaso parece ser en si misma la salida regulada del sistema, y esta oscilaciones son
autosostenidas y las perturvaciones del periodo y fase son compensadas por mecanismos

" aparentemente homeostaticos.

Dada la actividad fisiologica tan importante que tiene la adenosina y la observacion de que
su concentracion es muy baja, surgio la pregunta de como podia actuar fisiolégicamente esta
sustancia, si solo se acumulaba en condiciones de hipoxia y de strés. Por lo que se pensd que
posiblemente a ciertas horas del dia se elevara su concentracion, con esta idea se estudiaron las
variaciones de adenosina y sus derivados durante las 24 horas del dia. Encontrindose una
ritmisidad que se observa de 2-4 A.M., en sangre ¢ higado (26), el significado fisiolégico que se
propuso para estos cambios, es el mantenimiento de la homeostasis intracelular; sin embargo, dada

la multiplicidad de acciones fisiologicas, pensamos que podia actuar en otros procesos.



IV.- HIPOTESIS

Debido a que la adenosina esta considerada como un modulador fisiologico, que tiene
influencia en diferentes e importantes acciones sobre los diversos compuestos que interaccionan
dentro del organismo y partiendo de que su ruta de formacion es a través de la degradacion de
SAH, se penso que la concentracion de adenosina, debia estar regulando la formacion de SAH que
es un potente inhibidor de las metilaciones dependientes de SAM y por lo tanto a diferentes

productos metilados.

V.- OBJETIVO

El objetivo de este trabajo consistio en medir las concentraciones de adenosina, SAM,
SAH, e indice de metilacion a través de las 24 Hs. del dia, y estudiar la correlacion de otros
parametros, entre ellos {os fosfolipidos y SAH-H, asi como su influencia sobre fa metifacion de

fosfolipidos, durante el periodo luz-oscuridad.



Vi.- METODO EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso aproximado de 140-160 gs, las
cuales fueron adaptadas a un ciclo natural de luz-obscuridad (12:12) durante 4 semanas previas al
estudio. Al realizar ¢l experimento se tomaron todas las precauciones necesarias para evitarles el
estrés.

Se sacrificaron 5 ratas para cada tiempo seleccionado. Cada 4 Hs. a partir de las 08:00 a
las 20:00 Hs. y cada 2 Hs. desde las 20:00 a las 06:00 Hs (44)

Las muestras biologicas ensayadas fucron de higado y de sangre. Los parametros

experimentales y las técnicas que se emplearon para ello fueron las siguientes:

L.- PREPARACION DE LA MUESTRA EN EXTRACTO PERCLORICO

Aproximadamente 150-200 mg. de higado fue extraido lo mas rapido posible y se
homogeneizd con un Ultraturrex, en dos volimenes de solucion fria 0.4 M de HCLOy4. Las
muestras se centrifugaron a 9,000 rpm. durante 10 minutos a 40C. Posteriormente se decanto y se
congeld en nitrogeno liquido, para ser utilizado después en la cuantificacion de SAM, SAH y
adenosina, por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

Para las muestras de sangre ¢l procedimiento fue basicamente el mismo, utilizando 2 mi de

sangre en 4 ml de acido perclorico, agitandose en un vortex.

2.- CUANTIFICACION DE SAM, SAIL Y ADENOSINA:

a).- Procesamiento de muestras en una columna_Sep-pak C 18,

La muestra anteriormente obtenida se neutraliza con 4M de KO, y se centrifuga por 15



min. a 9,000 rpm, precipitindose el KCLOy Posteriormente el sobrenadante es purificado, a

través de un cartucho de Sep-Pak C 18.

Para tal proceso primeramente el cartucho es activado con 4 ml de metanol grado HPLC, y
después con 4 ml de agua bidestilada y 0.2 ml de CH3COOH, 0.175 M, todo lo anterirrmente
filtrado es desechado. A continuacion se pasa 1) | ml de CH3COOH, 0.175 M, siendo en ésta
fraccion donde se extrae ¢l SAM. y 2) EI SAH y la adenosina son eluidos por medio de | ml de la
mezcla de 25% de CH30H y 0.175 M de CH3COOH. Se utiliza la mezcla de 1) y 2) para el
estudio en HPLC (45).

b).- Determinacion de S-adenosilmetioning, S-adenosil-

homocisteina y Adenosina en HPLC.

La separacion de nucledsidos se lleva a cabo en un aparato de cromatografia liquida de alta
resolucion, utilizando una columna pbondapak C-18, de fase reversa (de 30 cm. x 3.9 ¢m de
diametro interno). Este sistema fue primeramente lavado con 20 ml de metanol grado HPLC al
30% y con un flujo de I ml por min., después se le pasan aproximadamente 20 ml de buffer de
heptano sulfonato de sodio 5 mM, a pH de 3.5 y con flujo de 2 ml por min., hasta obtener una

buena linea basal. Este buffer constituye la fase movil de la cromatografia

Para la determinacion se utilizo 20 pl, en ¢l caso del higado y 100 pl en la sangre de la
solucion final filtrada por el Sep-pak C 18. La presion soportada por la columna se mantuvo en un
rango 3000-3500 psi. la clucion fué monitoriada por un detector de absorbancia a 250 nm,

conectado a un graficador.



3.- IDENTIFICACION DE PRODUCTOS.

Anterior a la separacion en el HPLC, de las muestras problema, se efectuaron
determinaciones de los estandares de cada uno de los nucledsidos en estudio, para observar su
tiempo de elucion y posteriormente cuantificar la cantidad de SAM, SAH y Ado, por medio del
area bajo la curva del pico obtenido, y comparindola con la que se obtuvo del estandar. De tal

manera que 1a Adenosina eluyo a los 7 min. el SAH a los 9 min. y el SAM alos 21 min.

4.- DETERMINACION DE FOSFOLIPIDOS,

a).-Extraccion_de_fosfolipidos:

Para la obtencion de los fosfolipidos, se toma una alicuota de sangre previamente
heparinizada al momento de colectarla, debido a que la mayor parte de los lipidos se encuentran
unidos a proteinas, se coloca en un vial con reactivo de Folch (46), que es una mezcla de
cloroformo y metanol 2:1, 1a cual va a desnaturalizar las proteinas. extrayendo los lipidos, durante
24-48 Hs. Después de este periodo la muestra es filtrada y dializada contra agua bidestifada
durante 24 Hs para climinar la parte soluble en agua, al cabo de las cuales se aspira el exceso de

agua y se reconstituye en 4 ml de metanol y se deja evaporar totalimente.

b).- Separacion_de fosfolipidos por cromatografia:

Esta separacion se realiza por medio de una placa de silice de gel, en la que se aplican 25
yl de la muestra reconstituida en 0.2 ml de claroformo, aplicindose a | em. de distancia del horde
de la placa, en pequefias gotas para ocupar la menor drea posible, y se coloca en la camara de

cromatogratia, con fase de amoniaco, agua, metanol, cloroformo, 11-14:16 (47).



c).- Revelado de la placa:

La placa cromatografica es revelada dentro de una camara saturada con lodo, y los
fosfolipidos obtenidos coloreados de amarillo por el revelado, fueron raspados de la superficie y
colectados en viales a los que se les agregd 0.6 ml de acido perclorico al 70 % y se hidrolizo
durante Th. a 1500C, después se agregan 5 mi de agua bidestilada y se centrifuga para quitar la

silice de gel, a S rpm. durante 15 min. y el sobrenadante es decantado.

d).- Ensayo de Ames:

Del sobrenadante anterior se toma una alicuota de 0.45 ml en un tubo de ensayo y se le
agrega 0.9 ml de molibdato de amonio, al 0.42 % y 0.15 m! de acido ascorbico al 10 %, se agitan
y se dejan incubar durante | H a 370C 6 25 min. a 450C y despucs se lee a 820 nm de longitud de
onda en un espectrofotometro Zeiss. Todas las mediciones se efectuaron en celdillas de cuarzo de

I mi de capacidad y con paso de luz de | cm (48).

S.- DETERMINACION DE S-ADENOSILHOMOCISTEINA -HIDROLASA:

Una muestra de higado fue homogeneizada con 9 voliunenes de 0.25 M, de sacarosa y
centrifugado por un minuto en una microfuga Eppendortl, y ¢l sobrenadante fue utilizado para la
determinacion de la actividad de la enzima. Esta reaccion fue iniciada can la adicion de 100-300
mg. de enzima preparada en un medio conteniendo una concentracion saturante del sustrato, la
actividad fue seguida por ol decremento de absorcion a 250 nm, en un espectrofotometro de doble

haz.



VIl.- RESULTADOS

L.- MEDICIONES EN HIGADO

a).- Variaciones diarias de adenosing,

El comportamiento diario de la adenosina es mostrado en la fig. 6 (panel A), en
donde observamos que en el higado se presentan dos picos de adenosina, uno maximo hacia
las 02:00 Hs. cuya concentracion es de 53 nmoles/g de tejido (tej.). También se observo otro

pico hacia las 12:00 Hs. del dia con una concentracion de 40 nmoles/g. de tej.

b).- Niveles de concentracion de SAM:

Como se puede observar en la fig. 6 (panel B), en la grafica donde se muestran las
concentraciones durante el dia, se observa un pico de SAM a las 12:00 Hs. y otro a las
02:00 Hs. ambos de 100 nmoles/g de tej. Si se compara con la grafica de adenosina se puede

ver que tiene basicamente el mismo comportamiento bimodal a lo largo del dia.

¢).- Niveles de concentracion de SAH,

Los resultados obtenidos de fas muestras de higado denwestran la presencia de un
pico de SAH, de una concentracion de 12.5 nmoles/g de tej. a las 02:00 Hs. coincidienda
con {a concentracion maxima de adenosina en la madrugada; esto se demuestra en la fig. 6

(panel C)
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FIG. 6: Variaciones duraunte el dia de los nucledsidos de adenina. La barra negra en

todas las grificas indican ¢l periode de oscuridad,



d).- Indice de metilacion:

La relacion existente entre SAM/SAH, denominado indice de metilacion, nos indica la
cantidad de SAM degradada a SAH, por medio dé las reacciones de metilacion, podemos observar
que en comparacion con la grifica de adenosina, el indice de metilacion es bajo cuando la

concentracion de adenosina esta en niveles altos, como lo es a las 02:00 Hs. (fig. 7).
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(@) durante ¢l dia.



¢).- Niveles de S-adenocithomocisteina-Hidrolasa;

La fig. 8, nos muestra e} comportamiento de la S-adenosithomocisteina-hidrolasa, que es la
enzima encargada de degradar a la SAH en adenosina y homocisteina. Podemos observar que en el
transcurso de las 24 hs. presenta dos picos elevados de actividad, uno a las 16:00 Hs. y el otro a

las 04.00 Hs. ambos se encuentran desplazados después de la aparicion de tos picos de adenosina

reportados.
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FI1G. 8: Actividad de la enzima S-adenosithomocisteing hidrolasa durante ¢l dia,



f).- Niveles de fosfolipides:

Los resultados de las muestras de los fosfolipidos en higado, se muestran en la tabla
1, yenlafig. 9, en ella encantramos que fosfatidiletanolamina (panel D) y cardiolipina (panel
A) se mantienen constantes a través del dia, en cambio fosfatidilinositol (panel B) muestra
un aumento hacia las 20:00-24:00 Hs. Fosfatidilserina (panel E) se eleva entre las 16:00-
24:00 Hs. y fosfatidilcolina se mantiene alta de las 16:00-20:00 Hs, lo cual nos indica que

fosfatidilcolina (panel C) se mantiene bajo cuando los niveles de adenosina estan elevados.
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g).- Indice de metilacion en fosfolipidos:

En la fig. 10 mostramos la grifica del indice de metilacion calculado por la relacion FC/FE
observando que se’ presenta un pico maximo entre las 16:00-20:00 Hs. descendiendo
inmediatamente a valores minimos en las horas de alta concentracion de adenosina. Existe
paralelismo entre el indice de metilacion calculado con estos fosfolipidos y el calculado por la

relacion SAM/SAH.
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FIG: 10: Comparacion del indice de metilacion de SAM/SAH (@) con el indice de

metilacinn FC/FE (O).



11, MEDICIONES EN SANGRE:

a).- Concentracion de adenosina:

El comportamiento de la adenosina en sangre es parecido al de este nucledsido en
higado, teniendo una elevacion a las 12:00 Hs. con una concentracion de 40 nmoles/g de tej.
y otro pico a lag 02:00 Hs. de una concentracion de 82 nmoles/g de tej. Estos resultados

concuerdan con {o reportado anteriormente (44) fig. 11 (panel A)

b).- Concentracion de S-adenosilinetionina:

Observe en la fig. 11 (panel B), la grafica de concentracion del SAM que presenta un
pico hacia las 02:00 Hs, con una concentracion de 25 nmoles/g de tej. manteniéndose

constante las signientes horas del dia.

c).- Concentracion de S-adenosilhomocisteina:

El nivel de SAH, se mantiene constante en concentraciones bajas, la mayor parte del
dia; presentando un pico de maxima actividad a las 02:00 Hs. que coincide con el pico de

adenosina, esto se observa enla fig. 11 (panel C).
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d).- Indice de metilacion:

En la fig. 12, podemos observar la grafica que nos muestra el proceso de metilacion,
dependiendo de SAM, y vemos que estos niveles se mantienen altos la mayor parte del dia con

excepcion de las 02:00 Hs. que es cuando la adenosina esta alta.

O SAM/SAH
® ADENOSINA
90+
o
2
)
~
60+
@
°
o
N
)
=
c
30+
; ~— 00 |

@
~
&
)
<)
o
a
&

8
HORA DEL DIA

FIG. 12: Comparacion del indice de metilacion de SAM/SAH (0), y Ado (@) en

sangre duranle las 24 Hs. del dia,



e).- Fosfolipidos en sangre:

De acuerdo a la tabla 2, Fig. 13 podemos ver que los fosfolipidos existentes en la
sangre, qué son: fostatidilserina (panel D) y fosfatiietanolamina (panel B), se mantiene
constante durante las 24 Hs. fosfatidilinositol (panel C) presenta un aumento hacia las 06:00
Hs. fosfatidilcolina (panel A) tiene un aumento entre las 04:00 y 06:00 Ls. El error estandar
en cada uno de los puntos medidos es muy pequefio, por lo cual no se representa en las

graficas,
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f).- Indice de metilacion:

La fig. 14, muestra la grafica de los valores resultantes del cociente entre FC/FE, los cuales
se mantienen constantes durante el dia cn concentraciones bajas, incrementandose la actividad
metilante hacia hacia las 04:00-06:00 Hs. para descender posteriormente a las 08:00 Hs.
Comparando los indices de metilacion de fosfolipidos FC/FE y SAM/SAH, solo coinciden en cl

horario de 2-8 horas.
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FIG. 14: Relacion entre el indice de metilacion SAM/SAH (@) y ¢l coheficiente de

metilacion FC/FE (0O) en sangre durante el dia,



VIH.-DISCUSION

Se ha demostrado anteriormente en cste laboratorio (44) que la concentracion de
adenosina en estado estacionario, la cual depende del equilibrio entre la sintesis, la
degradacion y la utilizacion, varia en ciertas horas del dia, resultando en unit acumulacion de
adenosina.

En cste estudio se encontraron resultados similares a los observados anteriormente
en cuanto a las variaciones en las concentracion de adenosina (44). Estas oscilaciones han
sido explicadas como consecuencia de variaciones en la actividad de las enzimas que
metabolizan a la adenosina, las cuales dan una concentracion en equilibrio diferente (53). En
este trabajo solo medimos Ia actividad de la S-adenosil-homocisteina hidrolasa, Esta enzima
por su baja actividad en condiciones fisiologicas, no representa una fiente importante de
adenosina para explicar los cambios encontrados en la concentracion del nucledsido, sin
embargo la SAH-H puede ser una seftal determinante en los procesos de metilacion, ya que
es ta enzima encargada de remover a  su sustrato, la SAH, que se sabe es un potente
inhibidor de la mayoria de las metil-transferasas dependientes de SAM (26). La SAH-HI
cataliza una reaccion de equilibrio cuya constante de equilibrio estd desplazada hacia la
sintesis de SAH (54) pero la remocion de los productos de la reaccion en el sentido
hidrolitico, adenosina y homocisteina, a ciertas horas del dia, previene la acumulacion de
SAH (Fig. 6C y 11C). Por otro ladn, durante la noche es donde la actividad de la SAH-H es
baja y que podria ser el resultado de la alta concentracion de adenosina, se encontré una alta
concentracion de SAH (Fig. 8 y 6 panel Ay C).

La SAM presenta dos picos a lo largo del dia que coinciden con los picos de fa
adenosina. Un hecho interesante es que el pico de SAH solo se presento durante fa noche,
coincidiendo con los picos de adenosina y SAM. Esto indicaria que Ia actividad metilante se

fleva a cabo principalimente en el dia y en la noche se veria inhibida por la acumulacion de



SAH (ver fig. 6)

Los sustratos para las reacciones de metilacion son de diversa naturaleza, tales como
material genético, proteinas o fosfolipidos. En este trabajo estudiamos el comportamiento de
fos fostolipidoy durante el dia y la noche. Se encotrd que el ritmo en 24 hrs. fué similar al
reportado anteriormente (50). Si calculamos el indice de metilacion, (es un parémetro que
nos indica ta actividad de las reacciones de metilacion) por la relacion FC/FE, y lo
camparamos al caleulado por la relacian SAM/SAH, encontramos similitud en el patrén de
comportamiento a lo largo del dia en el higado (lig. 9) y sangre (fig. 14). Esto sugiere que el
flujo de metilacion a partir de de SAM, estaria involucrado en la metilacion de FE. En apoyo
a esta idea, existe un reporte que indica que la relacion SAM/SAH cantrola la actividad de la
metil-transferasa de S-adenosil-L-metionina /Fostolipido. De lo anterior podemos concluir
que dado cl paralelismo que existe en el comportamiento a lo largo del dia entre SAM y
adenosing, es posible que el nucledsido juege un papel modulador de las metilaciones por
SAM. Esto podria darse por las oseilaciones en la concentracion de adenosina (dados por el
equilibrio en su sintesis, degradacion y utilizacion) que a su vez inhibirian a Ja SAH-H,
causando la acumulacion det SAH que inhibiria las reacciones de metilacion.

En este trabajo se exploraron higado y sangre, sin embargo ef fenomeno podria ser general

en todos los tejidos del organismo.



IX.- REFERENCIAS

1. Chagoya de Sianchez V. (1981) Temas selectos de fisiologia celular C.IF.C. UNAM.
Editores:A. Peia, R. tapia y Drucher-Colin. pag. 51- 68.

2. Drury, A. N. and Szent-gyorgy, A (1929) The physiological activity of adenine compunds
whith especial reterence of their action upon.

3. Berne, R M. (1963) Cardiac nucleotides in hipoxia: Possible role in regulation of coronary
Flow. Am. J. Physiol. 20: 317-322.

4. Dobson, J.Gi., Rubio, R. and Berne, R M. (1971) Role of adenine nucleotides, adcnosine and
inorganic phasphate in the regulation of skeletal muscte blood flow. Circ. Res. 29: 375-384.

5. Rubio R., Berne RM., Bockman, El.. and Curnish, RR (1975) Relationship between
adenosine concentration and oxigen supply in rat brain. An. J. Physiol. 228: 1896-1902

6. Berne, RM., Rall, T and Rubio R. (1983) Regulatory tuntion of adenosine, Martinus Nijhoft
Publishers. U.S.A.

7. Weir, (i.C.. Knowton, S.D. and Martin, D. B. (1975) Nucleotide and nucleoside stimulation of
glucagon secretion. Endocrunology, 97:932-936.

8. Suarez, I, Valles, V.E. and Chagoya de Sanchez, V. (1987) Int.J. Biochem. Vol.19 (1).85-88.
9. Hhll, M.K. and MacLeod, RM. (1976) Dibutyryl cyclic AMP, adenosine and guanosine
blockade of the dopamine, ergocryptine and apomorphine inhibition of prolactin release in_vitro
Endocrinology, 99: 1612-1617.

10. Dole, V.P. (1901) Effect of nucleic metabolites on lipolysis in adipose tissue. J. Biol. Chem.
236: 3125-3130

11, Fox, Irving, H. (1978) The role of adenosine and 2'-deoxyadenosine in mammalina cell, Ann
Rev. Biochem. 47. 655-086.

12, Burnstock, G. (1972) Purinergic nerves, Pharmacol. Rev. 24-509-58 .

13. Haulica, 1. (1973) Preliminary data on the possible hipnogenic role of adenosine Neurochem.

J.21:701-702.



14. London, C. and Wolll, J. (1977) Two distinct adenosine-sensitive sites on adenylate cyclase
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 7:4:5482-5485.

15. Fain, I N and Shepherd, R.D. (1977) Adenosine, cyclic AMP metabolism, and glicogenolysis
inrat liver cell. J. Biol Chem. 252:8066-8070.

16. Chagoya de Sanchez V., Hamabata, A. and Laguna, J. (1967) Inhibition of gluconeogenic
eflects of cortisol by nucleotides and related substances. In. Nat. Cancer Ins Monograph. Vol 27.
Stulberg, M.P. (Ed) USA, pp. 61-69.

17. Chagoya de Sanchez V., Briones, R: and Piida, E. (1971) Biochem. Pharmacol. 20 2535-2541.
18. Chagoya de Sinchez V. y Pifia, E. (1972) Adenosine, a glucogenic and lipogenic
compound.FERS letters 19: 331-334.

19. Chagoya de Sanchez V., Brumner A, Sanchez, M E., Lopez, C. and Pifa, E. (1974) Utilization
of aden(;sine as a tool in studies on the regulation of liver glycogen biosynthesis. Arch. Biochem.
Biophys 160: 145-150.

20. Chagoya de Sanchez V., Brunner A. and Pifia, E. (1972) Invivo modification of energy charge
in the liver cell. Biochem Biophys. Res. Common. 46: 1441-1445.

21, Chagoya de Sanchez V., Alvarez-Grau, P, Jiménez, B., Villalobos, M.R. and Pifa, E., (1977)
Regulation of fatty acid oxidation by adenosine at the level of its extramitochondrial activation
activation. Biochem. Biophys. Res. Common. 76: 804-812.

22. Lehninger, A, Nelson, D. and Cox, M. (1993) Principles of biochimestry 2nd edn. Edit. Worth
Publishers. Inc., New York. p.p.523-525.

23. Hurwitz, J., Gold, M. and Anders, J. (1964) J. Biol. Chem. 239: 3474-3482.

24. Zappia, V., Zidek-Cwick, C. R. and Schlenk, F. (1969) J. Biol. Chem. 244: 4499-4509.

25. Akamatsu, Y. and Law, J.H. (1970) J. Biol. Chem. 245: 709-713.

26. Deguchi, T. and Barchas, J. (1971) J. Biol. Chem. 246: 3175-3181

27 Pegg, A E (1971) FEBS Lett 16: 13-16.

28. Baldessarini, R.J. (1975) J. Neurochem. 12:41-67.

29. Cantoni, G. 1. (1975) Biological methylation: Selected aspects. Neurochem 14: 435-451.



30. Walker, R D. and Duerre, J A (1975) Can J. Biochem 53: 312-319

31 Crews, F. T (1982) International Rev. of Neurobiol. 23 141 162.

32, Raberts, S. K. de F. (1965) Significance of endocrines and central nervous system in circa-
diam rhythms. Circadian Clocks (ed. J. Aschofl) Amsterdam: North Holland Publishing, Co.,pp.
198-213.

33. Rothman, B. and Strumwasser, F. (1973) Aflotaxin Bl blocks the circadian rhythms in the
isolated eye of Aphysia. Fed. Proc. 32:305.

34. Sheving, L. E., Halberg, F. and Pauly, J. E. (1974) Chronobiology. gaku Shain. Lid. Tokyo.
35. Sheving, L. E. and Pauly, J. E. (1967) Eflects of adrenalectomy, adrenal medullectomy and
Hypophysectom of the daily mitotic chythm in the corneal epithelium of the rat. The cellular
Aspects of biorhythins v. Mayersbach, H. Ed. Springer, Berlin, pp. 167-174.

6. Scha.war, R. C. (1971) Circadian testicular periodicity in the European starling in the absence
of photoperiodic change. Biachronometry, M. Menaker, Ed. National Academy Sciences,
Washington D. C., pp..428-447,

37. Agren, G., Wilander, O. and Jorpes, E. (1931) Cyclic changes in the glycogen content of the
liver and muscle of rats and mice. Biochem, §. 25: 777-785.

38. Stahle, J. (1949) Effects of advenalectamy on the diurnal rhythm on the liver glycogen. Act
Endocrinol. 2: 128-142.

39. Halberg, F., vissher, M.B. and Bittner, J.J. (1971) Eosinophil rhythi in mice. Range of
occurrence effects of illumination, feeding and adrenalectomy. Am. J. Physiol. 124:109-124,

40. Forobic, V., Forovic, C and Petrovic, V. (1956) La thyroid et te rhythm nycthéméral. Compt.
Rend. Soc. Biol. Paris, 150: 1249-1251.

41. Andrews, R.V. and Folk, G.E. Circadian metabolic patterns in cultured hamster adrenalglands.
Comp. Biochem. Physiol. [1:303-309

42. Sietson, M. H. and Watson-whitmyre, M. (1976) Nucleus supraquiasmaticus: The biological
clock in the hamster ? Scienee 191 197-199

43 Ibuka, N and Kawamura, H. (1975) Loss of circadian rhythms in the sleep-waketulness cycle



in the rat by suprachinsinatic nucleus lesions: Brains rescarch o: 760481

B Chagovade Sanches V) Heoandes-NMudos R .'()azaf-lexlﬁlr’ M Vitlalobos, R Glender, W

Vidine, 5, Swared, Doaad Yadies Llosdy Clreadinn vaciaseis ot Gonr s ievel 1 thoa P
and by mind vesdde pleseios i satioanee Do a8 b

St | RETUNN (PSR SRPUC ITL B SR ETITE AN G RUBI S SN I AR TN o T te
Vo diie ot st ceettene Dbl Ul 107 Ty

o bololn 10 Loos A and Sfoane S G B aEs Ty el el don b L

putitication of total lipids fons animal tssues 1 Biol Chen 220 407000

A7 Giacia-Samz, 3 A and Fan, JON(1980) Effect of insulin. catecholmnes and caleiim jons on
phospholipid metabolism isolated white fat cell. Biochan. } Bso. 78§- 789

45, Emes, . (1960) Analysis of phosphate in a lipid sample from animal tissue. J. Biol Chem 235
769-775.

49. Suarez, . y Pastelin, G. (1992) La adenosina y ¢f corazon. Quehacer cardiologico 2 (2) 10-12

50 Barnum, C. P, Jardetzky, C.D. and Hatberg, F. (1958) Time relation among metabolic and
morphologic 24-hour changes in mouse liver. Am. §.Physiol. 195, 301-310.

1. Gharib, A., Sarda, N, Chabannes, B., Cronenberger, L. and Pacheco, H. (1982) The regional
cancentrations of S-adenosyl L-methionine, $- adenasyl-L-homocysteine, and adenosine in rat

brain. J. Neurochem. 38, 810-815.

52.-0lsson R. M. (1970) Changes in content of purine nueleoside in canine myacardium during
coronary occlusion Circulation Res. 26: 301-306.

$3.- Chagoya de Sanchez, V., Hemandez, M., Sanchez, L., Vidrio, S, Yadez, L. and Sudrez, J. (1991)
Twenty-four-hour  changes of S-adenosylmethionine, S-adenosylhomocysteine, adenosine and  their
metabolizing enzymes tn rat liver, possible physiological significance in phospholipid methylation. Int. 1.
Biochem. Val. 23 (12): 1439-1443,

54.-de fa Haba, G and Catoni, G L. (1959) The enzymayic synthesis of' S-adenosyl-L-

homacysteine from adenosine and hamocysteine. J. Biol. Chiem. 234: 603-608.



	Portada 
	Resumen  
	I. Antecedentes Generales
	II. Antecedentes Específicos
	III. Importancia del Ciclo Circádico
	IV. Hipótesis   V. Objetivo
	VI. Método Experimental
	VII. Resultados
	VIII. Discusión
	IX. Referencias



