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RESUMEN

La enzima S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa parece tener
un papel clave en la regulacion de la fisiologia celular ya que se
.encarga de remover al compuesto S-adenosil-L-homocisteina que es
producto de las reacciones de metilacion y al mismo tiempo es
inhibidor de estas mismas. Por otra parte, esta enzima produce
adenosina en su reaccién de hidrélisis con lo que contribuye a la
homeostasis de este compuesto de gran importancia biolégica. La S-
adenosil-L-homocisteina hidrolasa también es importante en la
terapéutica humana porque es blanco en el disefio de drogas
anticancerigenas y antivirales.

A pesar de lo anterior, no se conocen los mecanismos de
regulacion de esta enzima en los organismos superiores ni se sabe el
papel fisiolégico que tiene en fa funcidn organica. En esta tesis se
exploraron algunos aspectos fisiologicos de la S-adenosil-L-
homocisteina hidrolasa en el corazén de cobayo. Para este fin se
traté de dar respuesta a dos preguntas: 1) jExisten condiciones
fisiol6gicas que estén relacionadas con cambios en la actividad de la
enzima? y 2) jQue alteraciones se: presentan al inhibir la actividad
de la enzima con un inhibidor especifico?

Se utilizaron como modelos el musculo papllar de cobayo
aislado y perfundido y el animal integro. Los misculos papilares
fueron perfundidos con agonistas adrenérgicos y con efectores de
calcio. Se investigé el efecto de estas sustancias en la actividad
contractil del misculo papilar y actividad enzimética en un extracto
crudo de la enzlma. Adicionalmente se realizaron experlmentcs in
vitro con una fraccidon mas purificada de la enzima para estudiar el
efecto directo del calcio sobre la actividad enzlmétlca. En el animal
integro se valord el efecto del.inhibidor de la enznma, el dialdehido
de adenosina, en fa respuesta vagal provocada por estimulacién alfa
adrenérgica. Ademas se explord el efecto de la inhibicion de la
enzima en la respuesta contractil - de auriculas alsladas de anlmales
tratados con el dialdehido de adenosina. |

Los resu_l_tados demostraron que los musculos papilares
perfundidos con adrenalina presentan una actividad de la enzima mas
baja que los controles y este efecto inhibitorio es dependiente de |a
concentracion de la adrenalina, Cuando se relaciona el efecto
inhibitorio de la catecolamina sobre la actividad de la enzima con el_
efecto conocido sobre la contraccion, se encuentra una clara relacién -



inversa. El efecto inhibitorio de la adrenalina sobre la actividad de
la hidrolasa parece depender de receptores f-adrenérgicos porque el
propranolol bloqued el efecto de fa adrenalina y el isoprotereno!
actda en forma semejante a la hormona. El calcio tiene un efecto
modulador sobre las acciones de la adrenalina ya que la perfusion de
los musculos con e! bloqueador de canales de calcio, verapamil, evité
el efecto de la adrenalina y un aumento en la concentraciéon de calcio
en el medio de perfusion provocd la inhibicion de la enzima., Al
ensayar la enzima obtenida de musculos control o tratados con
adrenalina en concentraciones crecientes de calcio libre, ambas son
inhibidas en funcién de la concentracién de calcio. Sin embargo, |a
enzima obtenida de misculos perfundidos con adrenalina es mas
sensible a la inhibicién por calcio. Esto sugiere que la adrenalina
pudiera inducir una modificacién en la enzima que la haga mas
sensible a calcio.

Para investigar si la enzima tlene que ver con la contraccién
cardiaca como lo sugiere la correlacion entre contraccion vy
actividad de la enzima en los musculos papilares perfundidos con
adrenalina, valoramos la respuesta contractil de auriculas aisladas
de los animales tratados con el inhibidor de la enzima. Estas
presentaron una respuesta contractil a la adrenalina dlsmmulda con
respecto a los controles.
| La estimulacién alfa adrenérgica en el ammal integro provoca

una respuesta vagal caracterizada por una caida importante de la

frecuencia cardiaca. Enlos animales tratados con el inhibidor de |a
enzima no se observd la caida en la frecuencia cardiaca indicando
una alteracidon en la respuesta vagal. Sin embargo, al estimular
eléctricamente el nervio vago de los animales tratados, se encontro
una respuesta aumentada. Estos datos sugieren que la alteracién
causada por el mhnbudor de la enzima puede encontrarse a nlvel
central.-

" En conclusién pude decirse que la S- adenosn L-homocisteina
hidrolasa es inhibida por adrenalina a través de la estimulacién de
receptores f-adrenérgicos. Este efecto inhibitorio es modulado por
calcio. La actividad de la enzima esta refacionada con la contraccion
cardiaca y su inhibicién causa alteracién enla respuesta contractil
y en la respuesta vagal. Los eventos relacionados con la actividad de
la enzima que llevan a un fenémeno funcional tienen que ser
estudiados mas ampliamente. Lo que es indudable es que esta enzima
participa en forma importante en la fisiologia cardiovascular. Por



Gitimo, el entendimiento del papel fisiolégico de esta enzima
ayudaria al uso mas racional de los farmacos que la toman como
bianco de inhibicion para sus efectos terapéuticos.



ABSTRACT

Purified  S-adenosyl-L-homocysteine  hydrolase  from  Dictyostelium
discoideurn or rabbit erythrocytes is inactivated when incubated with cAMP.
The aims of this study were to investigate whether adrenaline, which increases
cytosolic cAMP and calcium concentrations, is able to modify in vivo the activity
of S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase in the heart and to investigate if
inhibition of the enzyme in vivo could affect the cardiovascular function.

The enzyme was assayed in a crude extract obtained from perfused guinea
pig papillary muscles with the different tested substances,

~ Adrenaline was found to inhibit S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase in
papillary muscles in a concentratipn-dependent fashion, This inhibition was
associated with an increase in the concentration of S-adenosyl-l_-
homocysteine (326%), decrease of adenosine (40%), and é lower
transmethylation rate (17.6 control vs. 6.3 adrenalihe). B-adrenoceptors are
involved in the effect of adrenaline, since isoproterenol, a B-adrenergid égonist,
inhibited the enzyme whereas the B-adranergic b.locker. prbprénoldl. pre\'ferited
th_is inhibition. Paftlcipation_ of calcium in the inhibitory ef_fect of édrenalilne was
'suggested because the calcium.channel blocker, 've'raparni_l, suppreésed this
 inhibition and high calcium in the perfusion medium inhibited the enzyme. In
vitrd experiments with caicium were performed ih a semi-pdr_i.ﬂed. fréc.tion of
the enzyme, resulted in a concentration-dependent 'inhibitidn of the enzyrﬁe,

Calcium concentration that inhibited the enzyme in 50% was in the mM range



for control and in the uM range for the enzyme obtained from adrenaline-treated
muscles, indicating a ditferent sensitivity to calcium.

In vivo experiments were performed inhibiting S-adenosyl-L-
homocysteine hydrolase by using the adenosine analog: adenosine dialdshyde
which was injected 1h before studies to the animals. HResults from this
experiment shown that inhibition of the enzyme resulted in an impairment of the
auricular contraction and failure in the ability of alpha-stimulation to droop the
cardiac frequency after increase in blood pressure.

We conclude that adrenaline inhibits S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase in
vivo, probably by a calcium-modulated mechanism and the physiological role of

the enzyme is involved with the cardiovascular function



ABREVIATURAS

Ado = adenosina

AdoHcy = S-adenosil-L-homocisteina

AdoMet = S-adenosil-L-metionina

- AdoHcy hidrolasa = S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa



INTRODUCCION

La funcion de la metionina como donador de metilos en la
metilacion enzimatica requiere de la presencia de ATP para tormar
la versién activada de la metionina (2,3,8). Este compuesto fue
identificade como S-adenosil-L-metionina (AdoMet) por Cantoni en
1952 (4). Ei AdoMet parece ser el donador de metilos més versatil
practicamente en todos los organismos incluidas las bacterias,
mientras el Acido 5-metiltetrahidrofolato  (60), ia metilcobalamina
(37) y la betaina (60) funcionan como donadores de metilos solo en

algunos casos. La reaccidn general de metilacion es la siguiente:

metiltransferasa

L> aceptor metilado +

S-adenosil-homocisteina

S-adenosil-metionina + aceptor

Existe una gran variedad de sustancias de bajo peso molecular
- que sirven como sustrato para las metiltraﬁsferasas dapendientes de
| AdoMet (67). Es'tas'_.incluyen'_ a catecoles,-_nore'pinefrina-. histami_n'a.' ‘
sarotonina y triptamina. Existe un interés "e_speci'a| en la metiléci‘én
de fosfollpidos de la membrana como la _fosfatidiletanqlamina que
requiere de tres metilaciones subsecuentes y de la acciéh,:_ 'd'e.dos*
metiltransferasas (metiltransferasa | y metiltransferasa "'II)'

diferentes para convertirse en fosfatidilcolina. Se sabe que Ia



metiltransferasa I la cual tiene como sustrato a la
fosfatidiletanolamina  se encuentra colocada hacia el lado
citoplasmico de la membrana celular mientras la metiltransferasa |1
gue tiene como sustratos a los productos de la primera y segunda
metilacion, dando origen a la [fosfatidilcolina, se encuentra
orientada hacia el lado extracelular de la membrana (25a). La
distribucion asimétrica de las dos enzimas implica que durante las
reacciones de metilacién de estos fosfolipidos, existan movimientos
de translocaciones rapidas de los compuestos que alteran la
estructura vy fluidez de la membrana (25a). Estos eventos se han
relacionado con procesos celulares de membrana que involucran
estructura y funcion (6a,25, 25a). Asi, en membranas de corazén de
perro se demostrd que la estimulacion de receptores beta
adrenérglcos estimula la metilacién de fosfolipidos y la metilacidn
de fosfolipidos aumenta el pegado de agonlstas beta adrenerglcos
(40). Otro hecho que pone de mamfi_esto_ un papel importante del
fendmeno de métilacién es que existan variaciones luz obscuridad de
la concentracidn de fosfolipidos metilados en la menﬁbra_na' celular y
estén relacionados cdn cambios en los sustratos y las enzimas
involucradas en estas reacciones (6a). El ARNt vy el ARNm. son
'metilados por: | metiltransferasas eSpecificas depéndiéntes- de
AdoMet. La metrlacién de acidos ribonucleicos la han relamonado con'
la regulacion de la sintesis de proteinas a mvel rlbosomal (50, 58) El
ADN de diferentes fuentes cont:ene ‘bases menladas y_-se han
descrito enzimas 'especificas_ que catalizan - estas .reacciones.. El
papel de fa metilacién del ADN en e_ucariote_s no ha sido e’s_taibl_ecido

pero se relaciona con procesos de regulacion de la expresion

[ R



genética carcinogénesis, crecimiento y diferenciacién celular.
También se ha descrito la incorporacion de grupos metilo en los
aminodcidos de proteinas como la lisina, arginina, histidina,
aspartico, glutdmico y grupos carboxilo catalizados  por
metiltransferasas dependientes de AdoMet (42). La
carboximetilacion parece jugar un papel en procesos de quimiotaxis
y secrecién (1,41). Por lo anterior, la metilacion de componentes
celulares podria ser de gran utilidad en la regulaciéon bioldgica vy se

ha comparado con los procesos de fosforilacién.

La formacién de S-adencsil-L-homocisteina (AdoMcy) a partir

de AdoMet en las reacciones de metilacion la demostraron Cantoni y
Scarano en 1954 (6). Gibson (18), estudiando la s_fntesis enzimdtica
de fosfatidilcolina en higado de rata, repor'té la inhibicién de
| reacciones de metilacién dependientes de AdoMet por AdoHcy. Esta
observacion fue confirmada por otros autores y extendida a otras
reacciones de metilacidn -d'emo_strando que AdoHcy es. uh inhibidor
potente de la mayoria de metiltransferasas (35,68), como por
ejémpl'o: catecol O-metiltransferasa (9), metilt'ransferasa" .d'e ADN
nuclear (10,32), metiltransferasa de ARNt (2()'..32.44). ‘la (guanina-7-
)metiltransferésa de ARNm viral (45), fosfatidilé_tanolémina
microsomal (28) y de higado de rata (55), la guanidinoacetato
metiltransferasa (33), la tiramina meti_ltréns'fe'rasa de plantas '(38); |
La constante de inhibicién para AdoHcy (1-35 pM, ref, 4a)
frecuentemente es igual o mds baja que la Km para AdoMet (1.4-570

uM, ref. 4a); indicando que los sitios cataliticos de muchas



metiltransferasas tienen fa misma o mayor afinidad para AdoHcy que
para AdoMet.

Los niveles tisulares de AdoHcy en varios tejidos de
mamiferos varian de 0.5 a 30 nmol/g en  cambio el contenido de
AdoMet puede ser 5-10 veces mads alto (4-70 nmol/g, ref. 13). La
relacién entre el contenide celular de AdoHcy y AdoMet junto con las
Ki’lKm reportadas para las metiltransferasas senalan la posibilidad
de que AdoHcy sea un inhibidor in vivo de las reacciones de
- metilacion dependientes de AdoMet (6a). Se ha cuestionado si AdoHcy -
puede ejercer una inhibicién de metiltransferasas en condiciones
fisiologicas; sin embargo, se ha demostrado que bajo condicidnes en
que se encuentra elevada la concentracion intracelular de AdoHcy en
células intactas, higado perfundido y animal integro existe también
inhibicién de las metiltransferasas (53,54,6a).

Dada la capacidad de la AdoHcy de inhibir a las
metiltransferasas y por consiguiente a las raacciones de metilacion
se esperaria un sistema de remocién de este compuesto que permita
que se lleven a cabo dichas reacciones.. Este sistema consis_te en la
conversién de AdoHcy en adenosina (Ado) y homocisteina (Hcy). La
reaccion es catalizada' por la enzima S-adenosil-L-homocisteina
hidrolasa (EC 3.3.1.1), la cual se demostréd primero en el higado por
de la Haba y Cantoni en 1959 (19). La actividad ~de esta enzima'
alostéric'a puede jugar un papellcritico_'- controlando los niveles
tisulares - de Add_Hcy y por consiguiente influenciando las reacdioneé
de metilacién (6a). | -

La.pa'r_tici_pa_cién de las reacciones de metilacion en una gran -

variedad -de fendmenos biolégicos, sugiere la po’sibi'lidad de que los



compuestos que inhibieran estas reacciones pudieran tener actividad
farmacoldgica. La investigacion para encontrar inhibidores de la
metilacion biologica se ha desarrollado en tres lineas. 1) Se han
sintetizado diversos analogos de la AdoHcy y algunos de astos
compuestos son inhibidores potentes de ciertas metiltransferasas,
entre ellos tenemos a: L-AdoHcy, D-AdoHcy, AdoHcy sulfona, AdoHcy
sulfoxido, N®-metil-AdoHcy, 8-Aza-AdoHcy, 3-Deaza-AdoHcy, 2'-
Deoxi-AdoHcy y 3'-Deoxi-AdoHcy, 2) inhibidores o inactivadores de
la AdoHcy hidrolasa pueden perturbar las metilaciones bioldgicas
bloqueando la degradacion de AdoHcy (tabla 1) 3) andlogos de. AdoHcy
bioldgicamente activos pueden ser sintetizados a partir .de anélogos
sintéticos de adenosina (tabla 1) cuando son utilizados como

sustrato por la AdoHcy hidrolasa en la célula intacta.

TABLA | : '
~ Analogos de adenosina como sustratos, inhibidores o inactivadores de la S-
adenosil-homocisteina hidrolasa

———— iy . . bk e T T S S R o T A P T T TS S RS ot LS T R Tt i S e o e S Sk S LA (S S S e ripd ok e e S AP Lt S T frary P =il Y ALAS Lol S e

NOMBRE SUSTRATO INHIBIDOR INACTIVADOR
Adenosina | 4t o+ - +
Andlogos de
adenosina
modificados en la
base:
3-Deaza-adenosina R VO +
2-Aza-3-deaza- gt +
adenosina .
~ Nebularina ++ +
Formicina + + b
N"-Metil-adenosina 4 + +
8-Aza-adenosina + + +
Pirazamicina + . + +4
2-Cloro-adenosina o ot
_ Ah:ﬂogos de

adenosina )
moditicados en el
azucar:



Adenina-arabindsido + ++ ot
(+) Aristeromicina + 44 4o+
2’-Deoxi-adenosina +
9-(8)-(2,3-dihidroxi- ++

propil) adenina

D-Eritadenina e P
Dialdehido de R, o+
Adenosina

Andlogos

modificados en la

base y el azicar:

Ara-3-deaza-adenina +

3-Deaza-adenosina + -+

carbociclica

Como se ha mencionado y como  puede deducirse de lo planteado
hasta ahora, uno de los puntos de regulacién. de los procesos de
metilacion en general, lo constituye la actividad de la AdoHcy
hidrolasa. Por lo tanto revisaré algunos. puntos de esta enzima que

considero relevantes para la mejor comprensién de esta tesis.
'S-ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA HIDROLASA

PROPIEDADES

1.- Propiedades fisicoquimicas. La enzima purificada de varias

- especies tiene un péso mblecular de 180,000 a 190, 000 Da. con un

coeficiente de sedlmentacnon de 9S y esté compuesta de 4

subunldades de 45,000 a 48,000 Da. | |
La AdoHcy hidrolasa contiene una molécula de NAD*/subunidad
fuertemente 'unida,'la cual participa en el ciclo catalitico. El punto

isoeléctrico de la AdoHcy hidrolasa de ratén (61), rata (17,34),



ternera e higado bovino {49), corteza suprarrenal y cerebro de rata
(52) esta en el intervalo de pH de 5.35 a 6.0.

2.- Propiedades cinéticas. lLos valores de Km reportados en la
literatura para diterentes tejidos y especies de mamiferos varian en
el intervalo de 0.2 a 420 uM para adenosina y de 0.75 a 60 uM para
AdoHcy.

3.4 Localizacién genomica. La AdoHcy hidrolasa ha sido localizada en
el humano en el cromosoma 20. El gen péra la adenosina desaminasa
ha sido mapeado en este mismo gen. Se ha sugerido que la ocurrencia
de estos dos genes en el mismo cromosoma pudiera tener un caracter
evolutivo. La adenosina desaminasa cataliza el metabolismo de
adenosina y de 2-deoxiadeno'5ina y por consiguiente crea condiciones
favorables para la actividad de la AdoHcy hidrolasa. Ademas, la
adenosina desaminasa es una enzima presente en procariotes.- y en |
eucariotes mientras la AdoHcy hidrolasa es exclusiva de eucariotes.
L_a evolucion de la AdoHcy hidrolasa pudo haber ocurrido déspﬁés de
la adenosina desaminasa. El hecho dé que la Adpoy.hidrolasa ‘p.ueda
formar un complejo estable con adenosina, una nucledtidos de
adenina y contenga un NAD* unido fuert_eme_nté."sugiere la posibilidad
‘de que la evolucién __del_. gen d_é la AdoHcy hidrolasa involucrd una
recombinacion de _parie del gen de la adenosina deamina'sa'con'la_'
secuéncia de DNA para los  dominios de unién del NAD* -y 'Io's_

nucledtidos de adenina (22).

| MECANISMO DE REACCION |
La AdoHcy hidrolasa cataliza la reaccién de la hidrdlisis

reversible de AdoHcy a Ado y Hey (fig. 1).
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FIGURA 1. ~ Mecanismo catalltico de la AdoHcy hldrolasa.
Reaccién general panel A, mecanismo de reaccion panel B. E-B = base en
el sitio activo, EsNAD+ = NAD+ unido a la enzima, Ad = adenina, Hey =

homocistelna.



S-adenosil-L-homaocisteina ———>  adenosina + L-homocisteina
R —

Cuando la concentracién de sustratos es mayor al rango
micromolar, la reaccion favorece la sintesis de AdoHcy (19). Esto se
expresa mas precisamente por la constante de equilibrio (Keq) de ta

reaccion, la cual esta definida por la ecuacion:

Keq = [Ado] X [Hcy] = 10% M
[AdoHcy]

Tanto la Ado como la Hcy son inhibidores potentes de la
reaccion hidrolitica vy la catalisis de la reaccién puede dirigirse
hacia la hidrdlisis removiendo a la adenosina o a la homocisteina. El
flujo metabdlico in vivo es muy .probablemente hacia la hidrdlisis
porque la adenosina y la homocisteina son rerr_iovidas rapidamente.
Sin  embargo, el -metabolismo de estos co'_mpu_estos' presenta
variaciones luz-oscuridad lo que hace mds cdmplejo el prOcéso ('63)

La Ado intracelular (=10uM) forma un complejo estable con fa
AdoHcy hidrolasa de varios tejidos, de-hecho.'en-_condickiones' basales
no existe adencsina libre intracelular (_7’,21.'34,62).;'_Una. fra'cci'é,n muy
pequeia de Ado unida fuertemente a la enzima de. higado es
- _convertida a adenina por la misma enzima en una reaccion reversible
(59)'. La Ado que se encuentra fuertemente unida a Ié_- en_}.ir_na no se
libera facilmente o se disocia_.-tentame'nte ,(21,62) por. incubacién con

exceso de adenosina fria pero puede ser disociada rapidamente en



ebullicion o con tratamiento de la enzima con dodecil sulfato o
etanol. La Ado que estd en complejo con fa enzima no es
metabolizada por la adenosina deaminasa (59). Este fenémeno se ha
llamado “secuestro de adenosina” e indica un posible papel
fisiologico de este proceso.

Concentraciones altas de adenosina son capaces de inactivar a
la AdoHcy hidrolasa de linfocitos humanos, placenta (23) e higado de
rata (34,6a
). La cinédtica de inactivacidon es consistente con un mecanismo’
“suicida" (23,34), lo cual implica que el complejo inactivo se forma
de un complejo reversible Ado-enzima (66). La inactivacién de la |
enzima por Ado y el secuestro de Ado probablemente son dos
fendmenos r'elacionados. Asi, la enzima que forma  un complejo
‘inestable con adenosina es catalfticamente inactivé. |

El mecanismo catalitico .de la AdoHcy hidrolasa puede
observarse en la fig. 1. La enzima contiene una molécula de NAD*
unido firmemente, . el cual participa en e'l ciclo catalitico. El
mecanismo que se sugiere se basa en la oxidolreduct:ién. en el C-3’
del residuo de ribosa de la adenoéina_ o la AddHcy,_ con ‘la
reduccién/oxidacién concomitante del NADNADH. La o)_dd_aciéh “del
sustrato activa el protén'_,del I.'C-4’ y de esta manera se tacilita 'Ia'
“eliminacién del substituyente del C-5' (OH de la adenosina_'o el grupb
homocistinil del AdoHcy). De esta manera, la hidrélisis del AdoHey
involucra la oxidacion 'del"grupo 3'-hid_f0xi| 'de_Adecy_po_r-_"el_ NAD*
unido a la enzima. Posterior a la oxidacién, se - elimina la L

homoci_stefna | para dar '3'-cet_o.4'-5'-dihidrqadenosina. Este_l



compuesto reacciona con el agua para formar 3'-cetoadenosina, la

cual es entonces reducida a adenosina.

PAPEL DE LA S—ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA HIDHOLASA EN EL
METABOLISMO INTERMEDIARIO

A pesar de que el equilibrio de la reaccion catalizada por la
AdoHcy hidrolasa favorece la sintesis, la actividad de la enzima debe
ser en el sentido de hidrélisis en la célula intacta ya que la
adenosina y Hcy son removidas rapidamente como se describe ‘méas
adelante. |

El papel de la AdoHcy hidrolasa 'como fuente'de adenosina en
varios tejidos no se ha evaluado completamente. Se ha pfdpuesto que
tiene un papel primordial en la pro_duccidn’ de _-adé_no_sina po_f el '_
corazén (56,57); sin embargo, la aden_osiné puede .prov-énir. de la
desfosforilacién del AM'P o del :esp'acio éktracelular. "':L_a 'ad_enbsina_es
metabolizada por dos camino_s:'la qe_s'aminadién"a. inOéina por la
adenosina desamihasa y la fosforila'clién_"_ a AMP pbr la adenosina
cinasa. o | R _. |

El otro producto - for_mado' ‘a partir de‘ AdoHcy es la L-
homocisteina. Es interesante que en los Vértebrédds .esta'.e-s'la.unica |
fuente de Hey (5). La L-horhoci_éteina s '_éonveft_id_a ‘a L-metionina por

dos erizir_nas: la 5-tetr_'ahidr_ofolat_o:L-:_h"omocis.telna metiltransferasa

o la betafna:L-homocis_teina_ S-metiltransferasa. La Hcy también

reacciona con serina para formar cistationina. -
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Cuando la adenosina o la Hey o ambos compuestos se acumulan
en la célula intacta, la reaccidn catalizada por la AdoHcy hidrolasa
se dirige hacia la sintesis de AdoHcy y la degradacion de este
- compuesto se inhibe. Por lo anterior, se pueden obtener niveles
elevados de AdoHcy suplementando con adenosina o AdoHcy exégenos
o con ambos compuestos incluso sin inhibicién de las enzimas que
metabolizan a la adenosina.

Se ha mencicnado anteriormente que la Ado puede encontrarse
compartamentalizada en la célula intacta uniéndose a la AdoHcy
hidrolasa. La implicacion fisiolégica de este hecho puede deducirsé |
del papel que juega e! nucleésido en ciertos aspectos metabdlicos.
Asi, la adenosina es un regulador de la lipdlisis en tejido adiposo,
sin embargo parte de la adenosina intracelular esta unida a proteinas
intracelulares (16) (Por ejemplo la AdoHcy hidrolas.a). Ade.més, la
adenosina presenta variabiones luz-oscuridad en su concentracion en
diferentes tejidos de la rata (5a) y en sangre de humanos (5b).
Igualmente, el efecto vasodilatador del nucleésido en el corazon se
atribuye a la fraccién extracelular de adenosina libre. Una porcién de
~la adenasina intracelular podria estar uhida a la AdoHcy hidrolasa u
~otras proteinas (57). En general, el secuestro de ade_nosina se debe
tomar en cuenta cuando se trata de correlacionar los efectos
f'isiolégicos o farmacoldgicos del comp_ues_to con la concentracién
del nucledsido. | - |

~ Otra molécula que se une a fa AdoHcy h_idrol.asa es el AMPc. Se
ha reportado que el AMPc inhibe a la enzima por disociar el grupo
-prostético' NAD*' de la subunidad batalitica .en Di(:tyosteli__t.}m

discoideum pudiendo ser un regulador de la enzima en este
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microorganismo  participando en la regulacidn de procesos de
quimiotaxis (31). E! papel que juega el AMPc en la enzima de
animales superiores no se ha investigado.

DISTRIBUCION Y NIVELES TISULARES DE LA S-ADENQSIL-L-
HOMOCISTEINA HIDROLASA

Walker y Durre (65) investigaron los niveles de AdoHcy
hidrolasa en tejidos de vertebrados; de pollo, perro, rata y conejo. En
la rata por ejemplo, la actividad mads alta se encontré en higado,
pancreas vy ridén (0.91, 0.35, 0.4 nmol/min/mg de prot.
respectivamente), intermedia en el bazo y testiculos (0.33, 0.15
nmol/min/mg de prot. respectivamente) y baja en el cerebro vy
corazéon (0.09, 0.08 nmol/min/mg prot. respectivamente). Estbs
datos han correlacionado muy bien con lo reportado pbr otros autores
para tejidos de rata y raton. El rifion y las gléndulas suprarrenales
contienen entre el 20 y _40% de los valores del higado y pancreas. El
cerebro presenta valores intermedios y se han' feportado actividades
bajas dé la enz_im'a en corazon, testi{culos, mdéculo, préstata, bazb y
pulmones (13,14,51). -

Un 'punto' importante es que exiéten dife'fenéia_s de especie en
la actividad de la AdoMcy hidrolasa (Tabla 2). La actividad
~ encontrada en el hfgado de rata es 5 veces mas alta que la del higado
* humano y la actividad de la enzima de corazén de cobayo es > cerca de
20 veces mas alta que la de corazon de perro (56). |

La actiwdad especifica de la AdoHcy hldrolasa purmcada a
homogeneldad de varios tejidos es del mismo orden de m_agmtud (=:  |
0.1-1.0 umol/min/mg de prot. ref.17,43,49,63). ' '.



TABLA 2

Actividad de la AdoHcy hidrolasa en varias especies de

mamiferos.
ACTIVIDAD DE LA
AdoHcy HIDROLASA.
(nmol/min/mg de

REF. ORGANO ESPECIE prot.)

56 Corazon Cobayo 1.29+0.17

56 E Gato 0.27+0.05

65 Polio 0.10

56 - Rata 0.2140.04

65 Rata 0.08

56 Conejo 0.092+0.01

65 Conejo 0.16

56 Perro 0.079+0.011

65 - Perro 0.05

65 Higado | Rata 0.91

65 Perré | 0.30

65 | | - Conejo 0.92

La AdoHcy hidrolasa en higado de rata parece ser influenciada
~por factores nutricionales, hormonales y variaciones luz-oscuridad.
La actividad = especitica se incrementa con una dieta rica en

pr'otefnas._ La inyeccién de hidrocortisona o estradiol resulta en un
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ligero incremento en la actividad de la enzima mientras el
tratamiento con tiroxina inhibe su actividad. En ratas depletadas de
hormonas testiculares vy prostaticas se ha observado un decremento
severo de la actividad de la enzima después de hipofisectomia pero
se restaura con la administracién de testosterona por un mecanismo
desconocido (39).

Localizacion subcelular. Se ha reportado que la mayor cantidad de
AdoHcy hidrolasa se recobra en la fraccién postmicrosomal de higado
de rata pero una fraccién considerable puede recobrarse en la
fraccion nuclear (14). En el humano y en el higado de rata se ha
localizado en la fraccidn citosdlica. Igualmente, la AdoHcy hidrolasa
de cerebro de rata y de corazén de varias especies es una proteina

soluble (56).
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por lo que' se ha é_xpuesto. resulta evidents que la AdoHcy
hidrolasa pudiera ser una enzima muy importante en la regulacion de
muchos procesos bioldgicos en animales eucériotes. F’dr una parte es
la enzima encargada de remover el principal inhibidor de las
_re_acCiones_ de metilacidn '('A_doHcy) con lo que pudiera 'ser un factor
importante en la regulacion de estos procesos. Por otra parfe esta .
enz_ir'na_ cataliZa_-una de las réacciones que 'produceh adendsina que es
~un compuesto con una gran actividad bioldgica. Ademés’, las vias
metabdlicas relacionadas ._co'n la - AdoHcy hidrolasa . presentan
\)ariaciones con el ciclo lluz-dscuridad lo cual habla _de. la

i'mporta_ncia fisiolégica de este sistema.  Sin embargo, faltan
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estudios para definir el papel de esta enzima en la funcion de
organismos superiores y los mecanismos que in vivo pudieran
modular a la AdoHcy hidrolasa. A pesar de esto, uno de los blancos
terapéuticos en contra del cancer y algunos virus lo constituye la
inhibicion de esta enzima (11,12,36) y se utilizan ya algunos
farmacos de esta naturaleza con el desconocimiento de las
alteraciones que pudieran provocar.

El objetivo de este trabajo fue explorar el papel de la enzima
en algunos aspectos fisioldgicos 'del corazon de cobayo que como se’
recordard, presenta niveles altos en la actividad de la enzima con
respecto al de otras especies y en el cual ademds se ha descrito que
ta produccién de adenosina depende principalmente de la actividad de
la AdoHcy hidrolasa (26,57). |

El abordaje qué se siguid fue el buscar .re_spuesta a dos
preguntas basicas 1) ¢ Existen condiciones _fis'iolégi_cas que estén
relacionadas con cambios en la actividad de la enzima? y 2) ¢ Que
alteraciones fisioldgicas se presentan al i_nhibif Ia'_activi_dad' de la
AdoHcy hidrolasa?, | R

Para conteétar la primera pre'gunia se planted la- si'guienfe
hipétesis: : - | - . T
Puesto que el AMPc inhibe la actividad de la enzima
purificada_ de Dictyostéll_um 'dis'c'oi_déum 'y la
_éétimula'cidn adrene’rg_i'ca' aumenta !as.concentraciahes'
intracelulares de este ‘nucledtido, la administracién
'.de agohistas_ y éntagon!sras _a_drenérg'!c_os. 'éu -vafiar
los niveles de AMPc, deberdn niodlﬂcar’ la actlvidad de

la enzima.
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En esta parte del trabajo utilizamos como modeio el musculo
papilar del corazdon de cohayo el cual fue perfundido y sometido in
vivo a la accién de la adrenalina y diferentes sustancias para
después medir la actividad en un extracte de la enzima, Algunos
experimentos se realizéron in vitro en una fraccion mas pura de la
enzima del musculo papilar.

La segunda pregunta la contestamos inhibiendo ala enzima en
el animal {ntegro por medio del andlogo de adenosina, dialdehido de
adenosina. La hipotesis que nos planteamos fue muy simpie:

Inhibiendo la actividad de la enzima in vivo podemos

estudiar las alteraciones funcionales que se producen

e inferir el papel que fuega la enzima en las func_iones

exploradas. |

El inhibidor fue administrado por via intraperitoneal al animal
fntegro y posteriormente se analizé el efecto en algunos parametros
cardiovasculares en el animal integro o en._aurfculas aisladas Y

perfundidas,

Los resultados que obtuvimos demuestran eh 'pri'm_er iugar que: |
a) la adrenalina inhibe la actividad de la enzima b) esta inhibici_én' es
por estimulacién B-adrenérgica ¢) la inhibicién' es modulada por
calcio y en segundo lugar_'qué':, 1) al ihhibir_. la enz.irha in vivo se
altera Ia respuesta preséra vagal y2) la actividad ‘contractil - dekla.s
auriculas aisladas es mucho menof. .' | | | | o

Concluimos que la AdoHcy. hidrolasa es susceptible de inhibirse

- por condiciones que pueden presentarse fisiologicamente y Que'juega-_ |
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un papel importante en éigunas funciones cardiovasculares
exploradas.

La parte del trabajo que estudia la inhibicidon de la enzima por
adrenalina ha sido preparada para publicacién por lo que se anexa una
copia del manuscrito y en la tesis me referiré a él, en algunos

detalies de metodologia y de resultados.

METODOLOGIA
Se utilizaron cobayos machos de 400-500 g de peso alimentados ad

libitum y adaptados al ciclo natural de luz-oscuridad.

Experimentos con musculo papilar aislado y perfundido. El
método de aislamienta y perfusion de los musculos papilares, la
obtencidn del extracto para el ensayo de la AdoHcy hidrolasa y la |
‘cuantificacion de la actividad de la enzima se encuentran ‘descritos
en ol manuscrito anexo. También se encuentran Ios‘. detalles de los
experirﬁentos realizados y la me.tod'ologia' para medit la
concentracidn-da Ado, Hey y AdoHey. Los detalles més imporfantes se

encuentran ademds en los pies de las figuras.
Experimentos con el inhibidor de la AdoHey hidrolasa.

~ Preparacién del adenosina-2'-3"-dialdehido. El inhibidor se
prepard por el método.descrito por Hoffman (27). Una suspensién de

2.5 mmol de'adenosi_na en 5mi H,0 se ajusté a pH 4.0 con 4cido

acético. A esta _5uspensién se le agrego 5 ml de NalO, 0.51 M gota a
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gota. La adenosina se disuelve completamente. Esta mezcla de
reaccion se coloca en la oscuridad durante una hora al final de la
cual se ajusta el pHa 7.0 con NaOH. Se mantiene en el refrigerador
durante la noche y el precipitado contiene al inhibidor el cual se lava
y se liofiliza para utilizarse en los experimentos. En estas
condiciones la conversion de adenosina a dialdehido de adenosina es
casi total, sin embargo, algin remanente de adenosina o de acido
periodico es removido con las lavadas ya que estos dos compuestos
son solubles a pH 7.0 y el andlogo no lo es. La solucién a inyectar por
via intraperitoneal se prepara fresca cada dia en sol. salina

isotonica.

Auricula aislada. Para estos experimentos se disecd la auricula
izquierda ya sea de cobayos' controlés o tratados durante una hora
con el inhibidor de la AdoHcy hidrolasa (200mg/Kg.de peSo corporal,
intraperitoneal). Las auriculas fueron colocadas en una camara de.
incubacion de drganos aislados conteniendo sol. de Tyrode con un
volumen final de 18 mi y fueron estimuladas con un par de
electrodos de cafnpo a 5Hz, Se realizaron curvas. de concentracion
respuesta  con concentraciones crecientes acumulativas  de
adrenalina. Se registro la tension desarrollada por la. auricula
utilizando un transductor de tension Grass partiendoe de una fensién
inicial de 1g. Los resultados ée éXpresan como"po_rcenta'je' de la
tension desarrollada en ausencia de adr"enali‘na. | -

Efecto del inhibidor de la AdoHcy hidrolasa en el animal
;’ntégrd. Cobayos de  400-500 g fueron inyectédos

intraperitonealmente con 200mg/Kg de peso del dialdehido.‘de
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adenosina y anestesiados una hora después con 80/20 mg de
ketamina/xilazina. Se monitored la presidn arterial por medio de un
catéter insertado en la cardtida izquierda conectado a un
transductor de presién, La adrenalina y el propranolol se inyectaron a
través de un catéter insertado en la vena yugular derecha. Se
colocaron electrodos de aguja para monitoreo de electrocardiograma.
Los registros fueron realizados en un poligrafe VR6E (Electronics for
Medicine Inc., Pleasanville, New York USA).

Estadistica.- Los vélores en donde se indica son el promedio de al
menos 4 experimentos + Error estandar. El anadlisis estadistico se
realizé con la prueba de t'Student. Se aceptd un valor de p<0.05 como

estadisticamente significativo,
RESULTADOS

En la figura 2 se muestra el efecto del pH sobre la actividad de
la enzima AdoHcy hidrola_sa. en el ektracto crudo de musculo papilar
aislado y perfundidb. El compoftamie‘nto es similar al reportado para
enzimas obtenidas de otras fuentes con un valor de pH optimo ‘de_ 7.5
1), -

La figura 3 muestra la dependencia de la actividad de I_é'
AdoHcy hidrolasa con la concentracidn de protéfna, la cual _és I'inéal
en las__concentracibhes_ de proteina ut_ilizédas para eéte éstudio- (dé'
25 a 600 ug). - | |
Efecto de la adrenalina en la acn';vidad de Ia AdoHcy
hidrolasa en musculo papi!ar.-Se ha reportédo que el AMPc'_tiene |

un efecto inhibidor en la a_ctividad de la enzima en Dictyostelium

19



<
2 2
B
o 300 100 o
'+ S L ~M
Qo0 ’ Qg:‘
S pey ;
= 52 w0 TE3
> e o )
T - i c
- 200 X ecc
_gm% - 60 _8n.m
< £ < w® £
<.E'-—' ¢'Uo
3 E \ g0 A3
W 3 e 1001 w > o
<8 ® 23
Q
q~ oz,
pr- ] - t
- 0 0 \
- Q 4 10 Q
< <

FIGURA 2. Efecto del pH sobre la actividad de la AdoHcy
hidrolasa. En extractos crudos de la enzima se enzayd la actlwdad de
la AdoHcy hidrolasa en buffers con diferentes valores de pH. Los punto
representan el promedio de 4 experimentos individuales. Se sobrepuso
una grafica tomada de la literatura para comparar el comportamiento de
la enzima extraida de corazdén con la de otras fuentes en este caso de D.
d:sco:deum (31).
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discoideum (30,31). En este tr:abajo se explord si la adrenalina, la
cual aumenta los niveles de AMPc intracelular, pudiera afectar la
actividad de la AdoHcy hidrolasa. Los resultados obtenidos fueron
que la adrenalina tiene un efecto inhibidor de la actividad de la
AdoHcy hidrolasa dependiente de la dosis (Fig. 4, curva con los
circulos llenos), este efecto inhibitorio es inverso al efecto
estimulador de la adrenalina sobre la contraccion (Fig. 4, curva de
los cuadros vacios).

La figura 5 presenta la grafica de regresion lineal para
mostrar la correlacion entre el efecto de la adrenalina sobre {a
contraccion del musculo papilar y la actividad de la AdoHcy
hidrolasa. Existe una clara correlacion inversa (r=0.87).

Efecto de la adrenalina en el indice de metilacion en el
musculo papilar. Si el efecto de la adrenalina sobre la actividad de
la enzima observado hasta ahora se refleiéra en el tejido, la enzima
al ser inhibida no podria remover a la AdoHcy causando su
acumulacion y ademas se alt'erar_i'a' el ‘indice de metilacion.
Decidimos utilizar la concentraciéon de 1 uM"porq_ue la enzima se
encuentra inhibida en mas de un 80% (Fig. 4) y de esta' manera
pudiera ser mas claro el cambio en la concéntracién “de los
metabolitos lnvolucrados en la via. La figura 6 (2 del manuscrlto) |
mues_tr_a los niveles Ado AdoHcy vy AdoMet en - musculo papllar
‘tratado = 15 min. con 1x10¢ de adrenahn_a La adrenahna (1uM)
incremento s_ignificativaméhte los valores de AdoHcy en 32'6.%'
comparado con el control (control; 1.5+0.07 v s adrenalina; 4.9+0. 18' nmoi/g'
peso humedo) y provoco la dlsmmucmn de la concentracién de la Ado

en 40% (58.1+5 vs. 35,443 nmol/g peso humedo) La concentracnon de AdoMet
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no cambid significativamente (adrenalina; 26.4+1.2 vs. control; 31.3+1.0 nmol/g
peso himedo). El indice de metilacion calculado por la relacidn
AdoMet/AdoHcy fue menor para el musculo tratado con adrenalina
con respecto al control (17.6, control vs 6.3, adrenalina). Estos
resultados nos indican que la adrenalina esta afectando la actividad
metilante en el corazon por inhibir a la enzima AdoHcy hidrolasa /n
vivo.

Papel del AMPc en la inhibicion de Ila AdoHcy hidrolasa. La
figura 7 (3 del manuscrito) muestra el efecto inhibidor de adrenalina
(0.1uM, es la concentracion que inhibe en un 50% a la enzima) en la
actividad de la AdoHcy hidrolasa en el musculo papilar perfundido.
Este efecto fue bloqueado parcialmente por el antagonista 3 -
adrenérgico, propranolol (10uM). El agonista B-adrenérgico,
isoproterenol a concentracion de (0.01uM) tuvo un efecto similar al
de la adrenalina.

Papel del Ca?* en la actividad de la enzima AdoHcy

hidrolasa. Los efectos de los receptores [-adrenérgicos en el

corazdn son mediados por un aumento citosdlico de calcio (46,47,48)
Se explord la participacion del Ca® en el efecto inhibitorio de la
actividad de la AdoHcy hidrolasa inducido por adrenalina uiilizando |
efectores de calcio. Los resultados se muestran en la figura 8 (Fig. 4
del manuserito), El.bloquéador de canales de calcio.. verapamil, no |
tuvo ningtn efecto sobre la act'i_v'idad basal de la enzima 'p.ero si
bloqueé totalmente el efecto inhibitorio de la adrenalina. Un
incremento de la concentracién de Ca® en el medio de perfusién de
2.7 mM (concentracién normal) a 27mM. causd una inhibicién

complet'a de la enzima. Estos resultados sugieren la pos'ibilidad de
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estandar, n=6. | | | | R
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que el Ca* es el mediador ‘involucrade en la inhibicion de la
adrenalina sobre la enzima.

Experimentas in vitro con la enzima semipurificada. Se
explord la posibilidad de que el Ca® inhibiera directamente a la
enzima. Se utilizd la fraccién semipurificada con sulfato de amonio.
La enzima se ensayd a diferentes concentraciones de calcio (los
detalles se describen en el manuscrito). La enzima obtenida de
musculo papilar control, muestra una cinética de inhibicién
dependiente de la concentracién de Ca®. La enzima obtenida de
musculo papilar tratado con adrenalina es mucho mas sensible a la
inhibicién por Ca®* en el rango micromolar fisiolégico (fig. 9). Se
utilizé 1uM de adrenalina porque pensamos que si existia alguna
diferencia en la enzima provocada por la adrenalina, podriamos
hacerla mas evidente con una concentracidn mads alta ya que con las

manipulaciones podrian perderse cambios pequenos.

Papel fisiolégico de la AdoHcy hidrolasa en el aparato
cardlovascular en el animal integro. Por los resultados
anteriores hemos visto que la AdoHcy hidrolasa puede ser inhibida in
vivo por agonistas adrenérgicos como la adrenalina e isoproterenol
asl como por aumento en la concentracion de 'ca!cio e;trace’lUlar.
Esta inhibicién pudiera estar relacionada con la fuﬁcién contracti ya
que existe una correlacion inversa éntre I'a. actividad da_. la enzima 'y
la contraccion cuando se estimula con adrenalina. Otra posibilidad .es
que estos eventos fueran paralelos pero independientes uno del otro,

En un intento paia investigar el posible papél fisiolégico de la

enzima en el animal {ntegro se ulilizé el inhibidor de la AdoHcy
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FIGURR 9. Efecto del calcio en el enzayo de la RAdoHcy
hidrolasa. La actividad de la enzima parcialmente purificada de
musculos controles o tratados con adrenalina (1uM) se midio en
diferentes concentraciones de calcio libre como se describe en
metodologia (reproducida del manuscrito anexo, fig. 5).



hidrolasa; el andlogo de adenosina dialdehido de adenosina.
Inhibiendo a la enzima podrian provocarse alteraciones que nos
indicaran los procesos en los que tiene un papel fisiologico. Una de
las funciones que exploramos fue la contraccion del musculo
cardiaco por la relacion que parece tener con la enzima. Al inyectar
este inhibidor a cobayos durante 1 h, no se pudo detectar actividad
de la enzima, por nuestro método, en un extracto crudo del corazdn
(control, 263+21 pmoles/min/mg de prot, n=4.). Cuando se probd la
actividad contractil de las auriculas aisladas, se encontré que los
animales tratados con el inhibidor de la enzima presentan una
respuesta menor a la adrenalina que los controles (Fig. 10). Esto
indicarfa que la enzima tiene un papel importante en la transduccidn
de esta senal.

Dado que la auricula aistada presenta una respuesta andmala
nos preguntamos que pasaba en el organismo completo. En el cobéyo
(ntegro anestesiado y pretratado con el inhib_idOr se observa al
minuto 30, '_una caida discreta pero significativa de 10% en la
frecuencia cardiaca (frecuencia cardiaca basal='242;t_18,. 40 min
después del tratamiento = 221117. Las diterencias  son
sighificati\)as cuando se toma cada a_n.ir'nal. cor_no. su propio ‘control en
una prueba de t pareada. p<.001, n=15, Fig. 1.1). Esta disminucidn en
la frecuencia cardiaca se mantiene a lo fargo .de 3 horas en Ciue se ha
monitoreado al animal. Para determinar los efectos de la inhibicién
de la AdoHcy hidrolasa en la respuesta del animal ihtegto. se valord
la respuesta vagal. Una de las maneras para desenéadenar-esta
re'sp'ues_ta es p'ro'\./ocando una estimulacion «a-adrenérgica. Esto sé_ -

logra administrando adrenalina en presencia de un bloqueador beta y-
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FIGURR 18.  Influencia de la Inhibiclén In vive de la

AdoHcy hidrolasa en la respuesta contractil para
adrenalina de las auriculas aisladas. Los animales recibieron
‘una dosis de dialdehido de adenosina de 280mg/kg de peso
corporal Yy después de una hora se sacrificaron obteniendose la
auricula izquierda en la cual se valora el efecto de la
concentracion de adrenalina en ia contraccion.
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FIGURR 11, Efecto del Inhibldor de la AdoHcy
hidrolasa en la frecuencia cardlaca del cobayo. Los
animales fueron anestesiados como se describe en metodologia
y se les monitoreé la frecuencia cardiaca basal (242:18
latidos/min) que fue considerada como 188%. El cambio en donde
se indica es significativo tomando a cada animal como su propio

control, n=19, . '



obtenemos informacion del estado de una respuesta alfa y ademas de
la respuesta a acetilcolina por la estimulacion del nervio vago. Se
inyectaron bolos de la catecolamina a dosis crecientes, en presencia

~ del blogueador B-adrenérgice propranolol (1mg/kg de peso corporal).

En estas condiciones la adrenalina provoca inicialmente un efecto
hipertensor dependiente de la dosis como se observa en el control
(fig. 12) y posteriormente una respuesta de estimulacion vagal que
se manifiesta como una caida en la frecuencia cardiaca de hasta un
50% (Fig. 13). Los animales que recibieron el analogo de adenosina
una hora antes, presentan una respuesta andmala al efecto .
hipertensor de la adrenalina (Fig. 12 y 13). El aumento de la presion
arterial se evidencid hasta la dosis de 10° g de adrenalina, sin
embargo, la frecuencia cardiaca no disminuyo como se observé en
los controles indicando que existe una respuesta vagal' alterada. La
figura 14 nos muestra claramente la perdida de la correlacién
inversa entre frecuencia cardiaca y presion arterial que mantienen
los controles al compararlos con los animales tratados con el
inhibidbr de la enzima, La fespuesta vagal depende de la
e'stimula'cién -~ de los ba.r'orrec':eptore_s' carotfdeos,. que a'l ser
estimulados actiV_én al vago el 'cual libera acetilcolina directamente
al corazén, causando una disniinuciéh "de‘ la frecuencia cardiaca.
~Tratando de dilucidar el mecanismo por ef cual el ihhibidor_ altera la
respuesta vagal, estudiamos la 'réspuesta del nervio vago a
estimulacién eléctrica en cobayos_ tratados 'c':_on el inhibidor
nionitore"ando el efecto sobre _Ia_frecue_hcia cardiaca. Los resultados

de este experimento  mostraron que los cobayos tratados con el
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FIGURA 12. Efecto de Ia adrenalina sobre Ia preslén arterial
en cobayos tratados con el Inhlbldor de la AdoHcy hidrolasa.
~ Los animales fueron instrumentados como se describe en la metodologla |
Se compara el efecto de la concentracién de adrenalina sobra la presion
areterial en animales control y tratados con el dialdehido de adenosina
(200 mg/kg). Todos los animales recibieron propranoclo!l IV (img/kg de .
peso) 10 min antes de iniciar la curva. Las curvas son el promedio de los
incrementos con respecto a el basal antes de administrar el bolo de
adrenalina. Los valores de los- promedios de pres:én arterlal basales

fueron 1083;1/88:1-_07 mmHg -
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FIGURA 13. Efecto de la adrenalina sobre la frecuencia
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FIGURA 15.. | '.Influen_cia de la inhibicion de la AdoHcy hidrolasa en la bradicardia
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inhibidor, tienen mayor sensibilidad a la estimulacion vagal con

respecto a los controles (Fig. 15).



DISCUSION

Al hablar de la importancia que tiene la enzima AdoHcy
hidrolasa en los organismos, por el papel que juega regulando las
reacciones de metilacién, se puede caer en la ambigiedad, porque
todavia no tenemos claro el papel lisiolégico que juegan estos
procesos, ya que ademas de diversos son muy numerosos, pudiendo
tener repercusiones a muchos niveles de la fisiologia celular.

En esta tesis quisimos explorar algunos aspectos de la
fisiologla de la AdoHcy hidrolasa en el sistema cardiovascular,
investigando si existen situaciones fisioldgicas capaces de alterar
la actividad de la enzima in vivo y analizando las alteraciones
producidas al inhibirla en el animal integro.

Los resultados mostraron, en primer lugar, que los musculos
papilares del cobayo perfundidos con adrenalina presentan una
actividad de AdoHcy hidrolasa disminuida, posiblemente por un
mecanismo modulada por calcio. En segundo término, la inhibicién de
la enzima en el animal-ihtegro causa a) disminucién en la resp_uésta
a adrenalina de las auriculas aisladas y b) alteracién de la respuesta
bradicardizante de origen vagal posiblemente por una alteracion de
los barorreceptores. |

La AdoHcy hidrolasa es una proteina que une_adendsina y AMPc
con alta: afinidad; la implicaci'én de este pegado no esta dlara._Se___ha
demostrado . que la incubacidn de _la_'enzima puriticada de
Dictyostelium discoideum y de erilrocitos de conejo con AMPc.
produce inhibicion de la actividad por promo_Ver la disociacion - del

grupo prostético NAD* (30,31). Se investigé si al aumentar las



concentraciones citoplasmicas de AMPc in vivo, pudiera afectarse
también la actividad de la AdoHcy hidrolasa. La adrenalina es un
agonista adrenérgico que actia tanto en receptores alfa y beta. Sin
embargo, los cambios en la contraccion mediados por la adrenalina
en el ventriculo de cobayo son mediados primordialmente por
receptores beta (24). Los efectos finales de esta catecolamina
enddégena son mediados por un incremento en AMPc, el cual a su vez
incrementa los niveles de calcio citosélico por la fosforilacién de
canales de calcio por medio de una proteina cinasa dependiente de
AMPc (39a,49a). En el presente trabajo, la perfusién de musculos
papilares con adrenalina resultd en una inhibicién de la actividad de
la AdoHcy hidrolasa dependiente de la concentracidn, sugiriendo la
inactivacion de la enzima in vivo. Solamente se afectd la Vmax
(control; 222+13 vs, adrenalina 1gM; 42+6 pmol/min/mg de proteina)
ya que la Km no cambid (control; 3.28+0.12 vs. adrenalina; 3.30+0.13
uM, no se muestra la curva). Esta inhibicién in vivo es apoyada por
los datos de concentracién tisular de los metabolitos involucrados
en la via. El susfrato aumenta (AdoHMcy) y uno de los productos
disminuye (adenosina). Ademas, el indice de metilacidn, eé_timadc
por la relacion AdoMet/AdoHcy, disminuye considerablemente en los
musculos tratados con. adrenalina, indicando una inhibicién de las
reacciones de metilacién (27). El aumento d'é adehdsina-puede
parecer  pequefio, sin emb'argo se _debe ré'cor'dar - que las
concentraciones tisulares de este compuesio “estdn finamente
reguladas por otras rutas metabdlicas. Asi, la 5'nucleotidasa podrfz_i

mantener la concentracién en ausencia del aporte de la AdoHcy



hidrolasa. El parametro que realmente apunta a la inhibicion de la
enzima es el (ndice de metilacion (27).

El antagonista de receptores beta adrenergicos, propranolol,
bloqued el efecto inhibitorio de la adrenalina mientras que el
agonista beta, isoproterenol, tuvo efectos similares ala adrenalina,
indicando un efecto mediado por receptores beta. La captacion de
calcio en el musculo cardiaco estimulado eléctricamente se
incrementa bajo Ja influencia de la adrenalina (46,47,64). Este
efecto se ejerce a través del incremento de la corriente de calcio
mediada por receptores beta (46,47,64), el cual resulta de un
acortamiento en el tiempo promedio de apertura de los canales de
calcio activados en el sarcolema (48). Esta corriente de calcio puede
ser inhibida por medio de varios bloqueadores de canales de calcio
taies' como el verapamil (15). Los datos presentados en esté trabajo
sugieren que el calcio citosdlico participa en la inhibicion de la
AdoHcy hidrolasa inducida por adrenalina, El verapamil, el cual
inhibe la corriente de calcio extraceluiar, evité el efecto dé fa
adrenalina. Por otra parte, el aumento en las concentraciones de
~ calcio en el medio de perfusion produjo la inhibicion de la enzima. La
posibilidad de un efecto directo del calcio en la actividad del AdoHcy
hidrolasa fue apoyado por el hecho de que al incubar con diferentes
concentraciones de calcio Iibré, una fracéidn semipurif_icéda de ia
enzima, se observo un efecto .inhibito'rio_ dependiente de la
'concentracié_h del ion, tanto en la enzima obtenida de.l_ cohtr_ol como
Ia..Obten_ida de musculos papilares perfundidos con adrén'alina."Un
hallazgo interesan'te fue que fa enzima obteni_da de los musculos

tratados con adrenalina se inhibe a concentraciones micromolares

8



mientras la enzima de los musculos control se inhibe a
concentraciones milimolares. Este dato indica que existe una
sensibilidad distinta para las dos fuentes de enzima, lo que pudiera
sugerir dos tipos de conformaciones de la AdoHcy hidrolasa. Se
requieren mas estudios para determinar el mecanismo por el cual el
calcio inhibe a la enzima, sin embargo podriamos especular que
pudiera ser actuando sobre el grupo NAD* que parece ser el blanco en
la regulacién de la enzima.

La inhibicion de ta AdoHcy hidrolasa se ha convertido en el
blanco para el disefioc de drogas anticancerigenas y antivirales
(11,12,36). Uno de los problemas que se contemplan es que no se
sabe qué implicaciones tiene la inhibicion de la enzima en el
organismo. En este trabajo utilizamos un inhibidor potente de la
enzima. El dialdehido de adenosina es un analogo semejante a uno de
los intermediarios de la reaccién fijjos a la enzima: el
3’cetoadenosina bon'el cual compite durante la sfrites_is de s-
adenosil-homocisteina in vivo con una Ki de 3.3 nM comparado con la
Km para adenosina de 1.4 pM (26). El dialde'hido ~de adenosina no
produce efectos similares a los de .adenosina_ como bradicardia
severa, que puede Ile'gar al paro cardiaco por bloqueo A-V, o
hipotensién marcada. Por esta razén consideramos que los efectos
cbservados con el dialdehido de adenosina pueden deb.erse_' a la |
inhibicién de la AdoHcy hidrolasa aungue no podemos descartar - en
nuestros experimentos 'a_lnga actividad biolégicé' . propi‘a de este
compuesto. | | | |

Encontramos que la inhibicion de la AdoHcy hidrolasa en el

cobayo provoca alteraciones en todas las funciones exploradas. Las
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auriculas aisladas de los animales tratados con el inhibidor,
presentaron una respuesta disminuida a la adrenalina. Este efecto
podria estar determinado por una alteracién el la transduccion de la
sefal ya que se ha postulado que las reacciones de metilacion pueden
modular la respuesta adr‘enérgica (25,40). En el caso de la respuesta
anormal del animal integro al efecto presor de la adrenalina en
presencia de propranolol, se puede determinar que la alteracion
causada por la inhibicion de la AdoHcy hidrolasa se encuentra a nivel
de los barorreceptores ya que al estimular eléctricamente al nervio
vago en los animales tratados con el inhibidor, se presentd la
respuesta bradicardizante. Esto nos indica que el sistema de
liberacién de acetilcolina y la respuesta cardiaca son normales, de
hecho estdn aumentadas, por lo que la parte del sistema que puede
estar alterada es la recepcion del estimulo por los barorreceptares o

a nivel del sistema nervioso central.

No es la intencién de esta tesis esclarecer los mecanismos por los
que se alteran estas respuestas porque result_an muy complejos ya_
que al inhibir a la enzima provocamos la inhibicién de las reacciones
de metilacion y alteramos la homeostasis de la adenosina y no
sabemos por este 'traba]o la relacién de estos eventos ' con los
efectos observados. Sin embargo, creo que se'abrén infinidad | d.e
caminos de estudio_'que se pueden seguir para dilucidar el: pape! de la

enzima en la fisiologia integral.



CONCLUSIONES

Por los resultados presentados en este trabajo se puede
concluir que la actividad de la enzima AdoHcy hidrolasa es regulada
'por sustancias como la adrenalina, probablemente a través de
receptores B-adrenérgicos. La regulacidon de la actividad parece
estar mediada por inhibicién directa causada por Ca?®. La inhibicion
causada por adrenalina parece estar relacionada a su efecto
contractil indicando un posible papel de esta enzima en esta funcion.

El papel fisiolégico de la AdoHcy hidrolasa estd relacionado
con el funcionamiento cardiaco y la respuesta vagal. En este trabajo
exploramos solamente estos pardmetros pero como esta enzima se
encuentra en todos los tejidos del organismo, pudiera tanér un papel
importante en la regulacion de otros procesos fisioldgicos
relacionados con las reacciones de metilacién dependientes de
AdoMét o con la concentracién de adenosina. Se tiene que seguir
investigando para aclarar los procesos de regulacidn de la fisiologia
en los que participa esta enzima y se debe tener precaucion si se
piensa utilizar como un blanco de inhibicion para tratar -el' cancer o

enfermedades virales.
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ABSTRACT

Purified  S-adenosyl-L-homocysteine  hydrolase  from  Dictyostelium
discoideun or rabbit erythrocytes is inactivated when incubated with cAMP.,
The aim of this study was to investigate whether adrenaline, which increases
cytosolic CAMP and calcium concentrations, is able to modify in vivo the activity
of S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase in the heart.

The enzyme was assayed in a crude extract obtained from perfused guinea
pig papillary muscles with the different tested substances.

Adrenaline was found to inhibit S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase in
papillary muscles in a concentration-dependent fashion. This inhibition was
associated with an increase in the concentration of  S-adenosyl-L-
homocysteine (326%), decrease of adenosine (40%), and a lower
transmethylation rate (17.6 control vs. 6.3 adrenaline). f3-adrenocceptors are
involved in the effect of adrenaling, since isoproterenol, a 3-adrenergic agonist,
inhibited the enzyme whereas the B-adrenergic blocker, propranolol, prevented
this inhibition, Participation 'bf calcium in the inhibitory effect of adrenaline was
suggested because the calcium chanhel blocker, verapamil, SUppréssed this
inhibition and high calcium in the perﬁnsion medium inhibited the enzyme. lh_
vitro experiments with calcium were performéd in a sémi-purifiéd fractio_h of
the enzyme, resulted in a concentration-dépendant .inhi-bitt_f._)n of. the enzyme.
Calcium concentration that inhibited the enzyme in 50% was _in' the mM range

for control and in the uM range for the enzyme obtained from adrenaline-treated .



muscles, indicating a different sensitivity to calcium. We conclude that
adrenaline inhibits S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase in vivo, probably by

a calcium-modulated mechanism. (230 words)



INTRODUCTION

S-Adenosylhomacysteine hydrolase (S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase,
EC 3.3.1.1 AdoHcyase) catalyzes the reversible, thermodynamically
unfavorable cleavage of the thicether bond of S-adenosylhomocysteine
(AdoHcy) to adenosine (Ado) and homocysteine (Hcy) (de la Haba and
Cantoni, 1959). This reaction is essential for normal operation of S-
adenosylmethionine-dependent  transmethylation reactions, all of which
produce and are inhibited by AdoHcy. Purified AdoHcyase from diverse
mammalian tissues has a molecular weight of 180 to 190 KDa and is composed
by four subunits. Each subunit contains one molecule of tightly bound NAD*
cofactor, which is required for the hydroiytic reaction {Palmer and Abeles,1976;
Palmer and Abeles, .1979). In addition, AdoHcyase binds adenosine ahd cAMP
with high affinity (Aiyar and Hershfield,1985; Hershfield and Kredich,1978). A
previous work evidenced ‘the existence of 24-h changes in this enzyme's
activity, the metabolites involved in the reaction, and the relationship wifh
phospholipid methylation in rat liver (Chagoya de Sénchez -ef al, 1.991).
- Furthermore, AdoHc'yase has been proposed as an impor'tant'sourc'e of
~ adenosine during hypoxia in guinea pig hean. (Schrader et al., 1981). Purified
enzyme from .Dictyostelfum discoideum or from .rabbit 'throcytes -are
inactivated when ihcubafed ‘with cAMP due to a diSsOciation- of the_. NAD* |

cofactor (Hohman and Veron, 1984; Hohman et al, 1984).. In spite' of the



physiological importance of AdoHcyase in mammalian cells, the mechanisms
that regulate this enzyme are not well understood.

In the guinea pig ventricular heart muscle, the effects of adrenaline are
mediated mainly through stimulation of B-adrenoceptors by increasing cytosolic
cAMP and calqium concentrations (Hescheler et al., 1988). The aim of this
study was to explore whether adrenaline is able to modify the activity of
AdoHcyase in the perfused papillary muscle isolated from guinea pig hear.
The results show that adrenaline had an inhibitory action on AdoHcyase

activity by a calcium-moduiated mechanism.
MATERIALS AND METHODS

Papillary muscles, approximately 1 mm in diameter, were quickly dissected
from the right ventricles of guinea pigs (400-500 g of body weight) stunned and
killed by cervical .dislo‘cation. Muscles were positioned horizontally in Lucite
baths, One end of the muscle was held by a Lucite clip attached to a force
transducer (Statham) and the tendinous end was tied by a silk thread to the wall
of a Lucite bath (20 ml vol) and perfused with Krebs solution (pH 7.4) at 37° C,
bubbled continuously with 95% O, and 5%'002. Calciurﬁ concentration was 2.7
mM. All substances tested were diluted in the pérfu_sion msdium. a"nd',the
mqscles were perfused during 10 min, The muscles WGre_- cqntracted
isometrically.at 12 times/min with transverse field stimulation prov_ided' by a

Grass stimulator and two platinum electrodes situated parallel to the muscle,



The stimulus voltage was maintained at 2 V above threshold (usually 9-15 V) for
5 ms. To verify viability and response to pharmacological manipulation of the
papillary muscles, peak isometric forces were continuously monitored in a

polygraph (Grass Instruments, Quincy, MA., U.S.A.) (not shown).

Source of enzyme. Crude_extract, Following the incubation protocols, each
papillary muscle was homogenized with 3 vol of cold 250 mM sucrose, 0.1 mM
EDTA in a glass homogenizer. The homogenate was centrifuged for 10 min at
10,000 g and the supernatant fraction was used for enzyme assay. Ammonium
sulfate fractionation. The method described by Hohman et al, (1984) was
followed. Briefly, the soluble crude extract was adjusted to 40% (NH,),S0,,
mixed on ice for 15 min, centrifuged at 12,000g for 20 min, and the pellet was
discarded. The Supernatant was further adjusted to 60% (NH,),50,, and stirred
at 0°C for 15 min. After centrifugation, the pellet (containing the AdoHcyase)
was suspehded in 20 m! buffer and centrifuged to remove insoluble debris. ._This

procedure yields a 6-fold purification.

AdoHcyase assay. AdoHcyase'actiVity was assayed at.'25° C in the
hydrolysis direction following AdoHcy decrease at 260 nm in a double-beam
spectrophotometer (S'LM-Afninco. Urbana, IL USA)) (Chag.o_y_a _'de_Sénch'ez. et
~al, 1991). The assay mixture consisted in .a buffer (25 mM HEF’E_S; 2 mM
MgCl,, 0.1 mM NaH2P04 at pH 7.4), 62.5 UM of AdoHcy, and 0.1U of adenosine

deaminase in a final volum'e‘ of 2.5 ml. The reaction was started by adding 100- R



300 ug of crude extract containing the enzyme activity. The assay was linear
with respect to time (1 h) and enzyme concentration (600 ug). Protein was

measured by the biuret method (Gornall et al., 1949).

Effect of Calcium in the AdoHcyase Activity. The enzyme was assayed
in calcium-EGTA buffers, in which free calcium concentration was calculated
using the program described by Schoenmakers et al (1992).  Buffer
composition was the same as described above with a final EGTA concentration

of 2 mM and the pH of the fresh medium was carefully adjusted to 7.4.

Quantification of AdoMet, AdoHcy and Ado. Papillary muscles were
homogenized in 2 vol of ice-cold 0.4 M HCIO,, _and centrifuged at 9000 g for 10
min at 4°C. The supernatant was adjusted at pH 7 with 4 M KOH. After 15 min,
the KCIQ, precipitate was eliminated by centrifugation and the supematént was
frozen for further determination by reverse phase high-performance liquid
chromatography (HPLC), using a (33.0 cm x 39 mm id) C18 pBondapak
column. Ado, AdoMet, and AdoHcy were quantifiéd fo|lc5win_g the method
described by Gharib et al. (13)._Statistics. Values are expressed_ as mean _4,-,:
S.EM. Statiéticél sighificance was determ‘med between gr_oups by using the
Student's t test. A P value < 0.05 was acc'épted as a §tatisiically si_gnificant

difference.



RESULTS

Perfusion of papillary muscies with adrenaline resulted in a concentration-
dependent inhibition of AdoHcyase activity with an IC50 (concentration of drug
that inhibited the hydrolysis of AdoHcy in 50%) of 0.1uM when measured in the
crude enzyme extract (Fig. 1). Only Vmax was affected (control; 222+13 vs. 1
uM adrenaline 42+6 pmol/min/mg of protein) and Km was unchanged (control,
3.28+0.12 vs. adrenaline;3.30+0.13 uM, not shown), suggesting inactivation of
the enzyme. Wae investigated if this inhibition was reflected in tissufar
concentration of the metabolites involved in the reaction. Fig. 2 shows tissue
concentration of AdoMet, AdoHcy and Ado. Adrenaline (1uM) .increased
AdoHcy concentration by 326% as compared with the control papillary muscle
(control; 1.5+0.07 vs. adrenaline; 4.9+0.18 nmol/g w.t) No significant changé
was observed in the tissue concentration of AdoMet (adrenaline;_ 26.4+1.2 vs.
control; 31.3+1.0 nmol/g w.t.)}, however, adenosine concéntration_ decreased in
the muscle treated with adrenaline by 40% (58.1+5 vs. 35.443 nmol/g w.t.) as
expected if the enzyme were inhibited. The effect of adrenaline is basically
mediated by B-adrenoceptors in the guinea pig heart (Hescheler et al.., 1988).
To explore the participation:of B;adrenocéptors_ in the adrenaline-induced
inhibition of AdoHcyase, we tested the effect of two B-_adrénocepto'_r'_.effelc_.tors.
The inhibition of AdoHcyaSe, by adrenaline (O.IpM).was almc_jst totally b.lock'ed
by the B-adrenergic antagonist propranolol (10uM) Fig. 3. The B-adrenergic
- agonist isoproterenol (O.OImM) had similar effects to adrenaline. These dafa

agree with a B-adrenergic-mediated effect. Increase in cytosolic calcium is



responsible for the 3-adrenergic effects of adrenaline (Reuter,1967; Reuter,
1974; Vassort et al., 1963). Woe investigated the participation of calcium in the
adrenaline-inhibition of AdoHcyase by perfusing muscles with calcium
effectors (Fig. 4). Verapamil, a calcium channe! blocker, had no effect in the
enzyme activity but abolished totally the effect of adrenaline. Increase in
calcium concentration of the perfusion medium from 2.7 mM to 27.0 mM
inhibited almost completely the AdoHcyase activity. The possibility of a direct
effect of calcium on AdoHcyase was explored, Assay of AdoHcyase activity of
the ammonium sulfate purified fraction in presence of different free calcium
concentrations is shown in Fig. 5. Calcium inhibited AdoHcyase activity
obtained from control muscles o.r adrenaline (1uM) pertused, however, the
enzyme obtained from muscles treated with adrenaline is inhibited at lower

calcium concentrations (umolar range) than the control enzyme (mmolar range).

DISCUSSION

The results show that guinea pig papillary musqles treated with adrenaline
presented an inhibited -AdoHcyase-éctivity possibly .by a caicium-modulated
mechanism, AdoHcyasa is a high aﬁinity' a_dendsine and cAMP .binding-prptei'_n;
the implication cf this binding is undear. It has been'demonstrated ihat cAMP
inhibits AdoHcyase in vitro by promoting dissociation of the NAD" cofactor in
.Dicryos’telium discoideum and in rabbit _aryihrocytes (Hohmaﬁ and Vetoh_,
'1984:H_ohman et.' al, 1984). We searched w.hether in vivo, enhanced cAMP

could also affect the mammalian AdoHcyase activity. Adrenaline is an agoh'ist



acting in both, « and B-adrenergic receptors. However, adrenaline-mediated

changes in the contraction force are mainly due to 3-adrenoceptor stimulation
in the guinea pig ventricle (Hescheler et al., 1988). Final effects of this
endogenous catecholamine are mediated by an increase of cAMP which, in
turn, increases cytosolic calcium by phosphorylating the calcium channels by a
cAMP-dependent protein kinase. In the present work, perfusion of papillary
muscles with adrenaline resulted in a concentration-dependent inhibition of
AdoHcyase activity (Fig. 1), suggesting in vivo inactivation of the enzyms. In
vivo adrenaline-induced inhibition of AdoHcyase is supported by an increase in
tissue concentratlon of AdoHcy (substrate), and a decrease of Ado (one of the
products). In addition, a reduced 'rate of transmethylation (estimated by th'e'
| relation between AdoMet and AdoHcy) was obse_rved in muécles treated with
adrenaline (17.6 control vs. 6.3 adrénaline). which indicateé an inhibition of the -
transmethylation reactions (Hoffman, 1980). Propranolol, ‘a B-adrénergic
antagonist, bloc’ked the inhibitory effect of adrenal_ihe, and isoprdte_rehoi had
similar effécts to adrenaline, -indicating a B-adrene’rgié mediated effect. Calcium
- uptake in electrically stimulated heart muscle is in'creasc_ad under the.influén.ce
of adrenaline (Reuter, 1974), This-efféct. is exerted through a 'B-adréndéeptor-
induced ihcrea_ée in calcium current (Heuter,1967; Reuter, 1_97_4; Vassod at al..,
1969), which'resul't's from a iengthening of the maan'dpen' .ti.rr'le of activated (L-. |
type) calcium channels in the s'arcolem'ma (Reu'ter-et aI.,_ 19_82)..'Calpium current
can be inhibited by various calcium chahnel_ blockers_ éuch as verapamil

(Fleckenstein, 1983).  Data presented in this paper suggest that cytosolic
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calcium participates in adrenaline-induced inhibition of AdoHcyase. Verapamil,
which inhibits extra cellular calcium current, prevented the effect of adrenaiine.
On the other hand, high calcium concentration in the perfusion medium caused
inhibition of the enzyme. Possibility of a direct effect of calcium in the activity of
the enzyme is sustained since the assay of a partiaily purified enzyme fraction,
in presence of different free caicium concentrations, resulted in a concentration-

dependent inhibition in both, the enzyme obtained from papillary muscles

treated with adrenaline and controls (Fig. 5). it is interesting that the IC50 for the

control enzyme s in the mM range and the IC50 for the enzyme obtained from
adrenaline-treatad muscles is in the uM range, indicating a different sensitivity
for calcium and suggesting the existence of two conformations of the enzymae.
Further studies are neces'savy to understand the mechanism through which
calcium affects AdoHcyase activity; however, it could be acting on the NAD?*
prosth'etic group, which seems to be the regulat'or target 6f the enzyme. |

In summary, this report demonstrates that adrenaline inhibits AdoHcyase

activity by a calcium-modulated mechanism. The physiological relavance of

these findings has to be dst_ermined in further studies as well as the

mechanism involved in this calcium effect.
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