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RESUMEN

Se realizé una revisién de la S-adenosil metionina, considerado como el donante fundamental
de grupos metilo en el organismo. Por una reaccion de transmetilacion es obtenida la S-
adenosil homocisteina, que es un potente inhibidor de transmetilasas dependientes de S-
adenosil metionina. La inhibicién de las reacciones de transmetilacion dependientes de esta
ultima, es revelada por la conversién metabdlica de S-adenosil homocisteina en adenosina y L-
homocisteina mediante una reaccién reversible, catalizada por la enzima S-adenosil
homocisteina hidrolasa. Esta enzima se encuentra fundamentalmente localizada en higado,
pancreas y rifidn, en el organismo. Estd compuesta por 2 cadenas alfa y 2 beta, unidas por 4
puentes disulfuro y contiene residuos sulfidrilos. Se encuentra regulada por sus sustratos,
adenosina y L-homocisteina, ademas, por purinas y otros metabolitos in vitro. La S-adenosil
homocisteina hidrolasa se encuentra inhibida de forma irreversible por 5-desoi-5-difluorometil
tioadenosina y 5-deoxy-5-trifluorometil tioadenosina.
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La S-adenosilmetionina (SAM) es considerada como el donante fundamental de grupos metilos
en el organismo. La incorporacion de grupos metilos de la S-adenosilmetionina a proteinas es
catalizado por proteinas especificas metiltransferasas. Tanto el ARNm como el ARNt son
metilados por transmetilasas especificas que requieren de SAM. La metilacion de &acidos
nucleicos esta probablemente involucrada en la sintesis de proteina al nivel ribosomal. La
metilacion de componentes celulares puede ser de gran utilidad en la regulamon biolégica, lo
cual ha sido comparado con la fosforilacion en cuanto a su importancia.”

La formacién de S-adenosilhomocisteina (SAH) a partir de SAM mediante transmetilacion fue
demostrada por Cantoni y Scarano en 1953.° La |nh|b|C|on de la transmetilacion dependiente de
SAM por SAH fue reportada por Gibson y sus colegas mostrando que la SAH es un potente
inhibidor de un numero de transmetilasas. En este sentido se indica que los sitios cataliticos de
muchas transmetilasas tienen la misma o mayor afinidad para SAH o SAM.

La inhibicibn de reacciones de transmetilacion dependientes de SAM es revelada por la
conversion metabdlica de SAH a adenosina (Ado) y L-homocisteina (LHcy). La reaccién es
catalizada por la enzima S- adenosﬂhomomstema hidrolasa (SAHH) (EC 3.3.1.1), la cual se
mostrd por primera vez en higado de rata en 1959.° La actividad de esta enzima desempefia un
papel critico en el control del nivel tisular de la SAH y por tanto, influye en las reacciones de
transferencia de metilo.

S-ADENOSILHOMOCISTEINA HIDROLASA
Distribucién y nivel celular

La distribucién de la SAH h|drolasa en varios tejidos de pollo, perro, rata y conejo, fue
investigada por Walker Duerre.® La actividad enzimatica fue alta en higado, pancreas y rifién;
intermedia en bazo y testiculo y baja en corazdn y cerebro. Estos hallazgos concuerdan
plenamente con los realizados para la enzima en tejidos de ratas y ratones, donde se
demuestra su mayor actividad en higado y pancreas. 8



La variacion de la SAH hidrolasa en diferentes especies es considerable, asi la actividad
especifica en homogenato de higado de rata es 5 veces mayor que la actividad encontrada en
higado humano,’ aunque la distribucion en este ultimo no ha sido S|stemat|camente
investigada. La en2|ma ha sido demostrada en placenta humana, ' linfocitos,"" h|gado y en
células leucémicas.'? Estos datos y otros sugieren que la enzima esta ampliamente distribuida
en tejido animal.

Pocos datos existen sobre la localizacion extracelular de la enzima. Se ha reportado que el
sobrenadante posmicrosomal de higado de rata contiene casi toda la actividad de SAH
hidrolasa y una cantidad sustancial es recogida en Ia fraccion nuclear. En humanos la enzima
se encuentra solo localizada en la fraccion del citosol.”

Localizacion genética

El gen para Ias enZ|mas SAH hidrolasa y adenosina deaminasa fue localizado en el
cromosoma 20.™"'* Esto sugiere que la ocurrencia de codificaciones de genes para estas
enzimas en el mismo cromosoma pueda tener un significado evolutivo.

Fueron identificadas 2 variantes alélicas en la enzima SAH hidrolasa en eritrocitos. La
frecuencia genética fue de 0,024 para la SAH hidrolasa 2 y 0,006 para la SAH hidrolasa 3.

La secuencia humana muestra considerable homologia con la de rata, en la region codificadora
del gen, y aunque menos extensa, tiene similitud con la parte distal de la regién 3" no
trasladada.

Propiedades fisico quimicas

La enzima punﬂcada de varios tejidos de mamiferos tiene un peso molecular de 18 000 a 19
000 Dalton.”" La SAH hidrolasa contiene 4 puentes disulfuro, presentando aproximadamente
de 32,1 a 32,5 residuos de sulfidrilos por mol de enzima. Estos datos se comprobaron mediante
valoracién con 5,5 Dithiobis (2 nitrobenzoato) y p- -cloromercuriobenzoato.?

La SAH hidrolasa purificada a partir de higado bovino, de ratén y de corteza adrenal bovina ha
sido sometida a filtracién en gel en cromatografla I|qU|da de alta resolucion (HPLC). La enzima
eluye exactamente al mismo tiempo de retencion’ en las 3 fuentes citadas antes. Este método
es caracterizado por una elevada resolucion y reproducibilidad. Asi la SAH hidrolasa de esta
fuente tiene exactamente el mismo radio de stoke. Cuando las enzimas son analizadas en
electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida, bajo condiciones que favorecen la alta
resolucion, se pueden distinguir 2 bandas de igual densidad. Estos datos coinciden con la
composicién molecular de la SAH hidrolasa dada por el simbolo a232.

La SAH hidrolasa contiene unido NAD", el cual participa en el sitio catalitico. Varios autores han
00|nC|d|do en que un mol de NAD es unido aproximadamente por mol de subunidad de
enzima.'

El punto isoeléctrico de la SAH hidrolasa de rata, 1921 ternero, ' bovino,' y de la corteza adrenal

de bovino'® esta en el rango de pH 5,35 a 6. Se ha demostrado que la reaccion en la direccion
de sintesis procede mas rapido a pH 7,8, mientras el pH 6ptimo de la reaccion de hidrélisis se
encuentra entre 6,4y 7,2.

Los datos actuales sugieren que la enzima de diferentes fuentes de mamiferos muestra muy
poca variaciéon en cuanto a peso molecular, composicion y carga. Sin embargo 2 vanantes de
punto isoeléctrico han sido observadas en higado de ternera con valores de pH de 5,8 y 6'® y
en raton es de 5,7."°

CATALISIS. INTERACCION ENTRE ENZIMA Y SUSTRATO



La SAH hidrolasa cataliza la hidrdlisis reversible de SAH a L-homocisteina y adenosina.
Cuando la concentracién de los sustratos excede al rango micromolar, la reaccion favorece la
sintesis de SAH.® Esto puede ser expresado con mas precision por la constante de equilibrio de
la reaccion Keq, la cual es definida por la ecuacion siguiente:

Tanto la adenosina como la L—homocisteina son potentes inhibidores de la reaccion hidrolitica.
La catélisis enzimatica puede ocurrir en sentido directo hacia la hidrélisis. La ado forma un
complejo estable con la SAH hidrolasa de varios tejidos.22 Una fracciéon de ado fuertemente
unida a la enzima de higado es convertida a adenina o a una sustancia liberadora de adenina.
Esta reaccién es reversible bajo ciertas condiciones.?® La ado unida no puede ser liberada o
disociada suavemente por incubacién de la enzima en exceso de ado no marcada, pero se
disocia facilmente por ebullicion o por tratamiento de la enzima con duodecil sulfato de sodio
(SDS) o etanol. EI complejo de ado con SAH hidrolasa no queda disponible para la
desaminacion a inosina catalizada por la adenosina desaminasa. Este fendmeno ha sido
denominado secuestro de ado e indica un posible error fisiolégico de este proceso. Esto y la
conversion de ado a adenina puede ser demostrado bajo condiciones de catalisis enzimatica,
por ejemplo durante la sintesis o hidrolisis de SAH.*

Altas concentraciones de ado inactivan a la enzima SAH hidrolasa de linfocitos humanos,
placentas'’ e higado de rata.?’ La cinética de inactivacion se considera como un mecanismo
suicida,'?® el cual implica que el complejo inactivo se forma de manera reversible de un
complejo enzima—ado. Estos fendmenos estadn quiza relacionados y han sido demostrados a
altas y bajas concentraciones de la enzima. Asi la enzima que forma el complejo con ado
estable es enzimaticamente inactiva.

La enzima, que es un dimero, une 2 moléculas de adenosina. La unién de la primera molécula
es rapida mientras que la unién de la segunda es un proceso lento que sugiere cooperatividad
negativa entre los sitios de unién. El complejo enzima—ado reacciona lentamente para formar
adenina, ribosa y enzimas activas. Asi en contraste con la SAH hidrolasa de mamifero la
adenosina no inactiva a la enzima. La vida media del complejo formado de nuevo es mas corta,
mientras el complejo mas viejo se disocia lentamente.

Datos similares han sido obtenidos con la hidrolasa de higado de raton.?

Estudios cinéticos y experimentos de filtracion en gel indican que SAH forma un complejo de
vida Iarga24con la SAH hidrolasa de higado de rata. Este complejo muestra una vida media de 5
a 10 min.

Mecanismo de catalisis

Se sugiere un mecanismo que se basa en la oxidacion reduccion de C 3' del residuo ribosa de
ado o SAH, con una concomitante reduccion/oxidacion de NAD* /NADH."” La oxidacion del
sustrato activa al protén de C 47, lo que facilita la eliminacién del sustituyente de C 5 (grupo
OH de la ado o grupo homocisteinil de la SAH).

La hidrolisis de la SAH incluye la oxidacién del grupo 3" OH de la SAH por el NAD" unido a la
enzima. En subsiguiente oxidacion, la L— Hcy es eliminada para dar 3" ceto 45
dihidroxiadenosina. Este compuesto reacciona con agua para formar 3" cetoadenosina, el cual
es reducido a adenosina (fig. 1).
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Fig. 1. Mecanismo de catalisis de la SAH hidrolasa.
Papel de la SAH hidrolasa en el metabolismo intermediario

Aunque la reaccion catalizada por la SAH hidrolasa es a favor de la sintesis de SAH, el flujo
metabdlico se dirige qwza haC|a la hidrélisis, dado que la ado y la L —Hcy son rapidamente
metabolizadas en la célula.’

El papel de la reaccion de la hidrolasa como fuente de ado en varios tejidos, no ha sido
evaluado. Se ha sugerido que la SAH pueda ser una via de produccién de ado en corazén de
mamifero.?® Esta es metabolizada de 2 formas: por desaminacién a inosina catalizada por la
ado deaminasa (EC 3. 5 44) o por fosforilacion a AMP a través de la accion de adenosina
quinasa (EC 2.7.1.20. ) El otro producto formado de la SAH es la L— Hcy. Debe ser notado
que la hldroI|S|s de la SAH es la Unica via metabdlica conocida en vertebrados para producir la
L— Hcy

La L—Hcy es convertida en L— metionina en una reaccion catalizada por 2 enzimas, la 5 metil
tetrahidrofolato L homocisteina metiltransferasa (EC 2.1.1.13.) y la betaina L homocisteina S
metiltransferasa (EC 2.1.1.5.). La L-Hcy reacciona también con serina para formar cistationina.
Esta reaccion es catalizada por la enzima cistationina beta sintasa (EC 4.1.22.).%

Cuando la ado, la L-Hcy o ambas se acumulan en la célula intacta, la reaccion catalizada por
la SAH hidrolasa se conduce en la direccion de sintesis de SAH, y la degradaciéon de SAH es
inhibida. Asi los elevados niveles celulares de SAH pueden ser obtenidos por suplementacion
exégena de ado y/o Hcy, aun sin inhibicién farmacolé 3%lca de las enzimas que metabolizan a la
ado. Esto ha SIdO mostrado con cultivos celulares™ y células aisladas,'® higado, corazon
prefusmnado.

Existe la posibilidad de que la adenosina sea compartimentada en la célula intacta mediante la
interacién con adenosil metionina hidrolasa. Esta informaciéon se basa en las observaciones
siguientes:

e Una fraccion de ado adicionada a un extracto concentrado de varios tejidos de
mamiferos, se une firmemente a SAH hidrolasa y esta no es disponible para la
desaminacion y posterior degradacion.”®

e El nivel celular de la enzima en el higado de rata es de aproximadamente 10 mlcromol
el cual es del mismo orden de magnitud que el nivel de ado y SAH en los teJIdOS

La relevancia de estos datos para el metabolismo de la ado en células intactas se indican por el
secuestro de ado en presencia de la enzima purificada, lo cual ocurre tanto en la sintesis como
en la hidrélisis de SAH.**



Se ha encontrado que la ado forma un complejo estable con la SAH hidrolasa intracelular en
hepatomtos de ratas. La formacion de este complejo es bloqueda por compuestos cataliticos de
la enzima.*® Debe hacerse notar que una fraccion de ado enddgena unida a SAH hidrolasa
libera facﬂmente adenina. Esto puede permitir la determinacion de la cantidad total de ado en el
hepatomto

El transporte de ado por células de neuroblastoma deficientes de adenosina quinasa ha sido
estudiado.** Se observo que la concentracion intracelular de ado excede a la concentracion
extracelular, y que la disminucion de este efecto concentrador disminuye con el aumento de la
concentracion de ado. Se sugiere que la union saturada de SAH hidrolasa en otros
componentes celulares, puede explicar este efecto.

El efecto vasodilatador de la ado en el corazdn es atribuido a la fraccion de nucledsido libre
extracelular. Una porcion de ado intracelular se une a la SAH hidrolasa o a otras proteinas. En
general el secuestro intracelular de ado debe tenerse en consideracion cuando se relacione el
efecto farmacologlco y fisioldgico de la ado con las concentraciones tisulares de este
nucledsido.”®%

Un razonamiento similar puede ser hecho para la SAH. El complejo SAH hidrolasa puede no
ejercer un efecto inhibitorio en transmetilasa dependlentes de SAM. En adicion de SAH puede
unirse firmemente a otros componentes celulares.® La compartimentacién de SAH sugiere una
explicacion al hecho de que el nivel de esta en tejido, parece ser lo suﬂmentemente alto para
bloquear por completo algunas reacciones de transmetilacion |mportantes

La conversién de ado a adenina es una reaccion colateral catalizada por la SAH hidrolasa. #|a
reaccion puede ser demostrada bajo condiciones de sintesis e hidrélisis de SAH. Sin embargo
solo pequefias cantidades de adenina son formadas a partir de ado en higado de rata.”' Parece
ser, por el contrario, que esta reaccion es una fuente cuantitativamente importante de adenina
celular. Esta idea se sustenta en observaciones recientes en células linfoblastoideas de
humanos, donde la ado se deriva sobre todo de la divisiébn de metiltioadenosina, que es un
producto de la sintesis de poliaminas.37
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Fig. 2. Papel de la SAH hidrolasa en el metabolismo intermediario. Metiltransferasa
dependiente de SAM (1), adenosina aminohidrolasa (adenosina deaminasa) (2), adenosina
quinasa (3), adenosina 5'-monofosfato nucleotidasa (4), formaciéon de adenosina (5), liberacion
de adenosina (6), complejo de adenosina con la SAH hidrolasa (7), cistationina p sintasa (8), 5-
metiltetrahidrofolato: L-homocisteina metiltransferasa y betaina: L-homocisteina
metiltransferasa (9), L-metionina S-adenosiltransferasa (10).

SUSTRATOS, INHIBIDORES E INACTIVADORES DE LA SAH HIDROLASA



La toxicidad de la ado en células de mamiferos se demostré por primera vez en 1961.% Este
descubrimiento fue seguido por la observacion de que varios nucleétidos de ado son téxicos
para la célula y también efectivos agentes antltumorales y antivirales. Estos compuestos
incluyen el 3d|deOX|adenosma (cor dlseplna) 2'-3'-dideoxiadenosina,”® 9 beta-D-
xilofuranosiladenina®' y analogos carboxilicos de ado N6 metiladenosina. Algunos de estos
compuestos son nucleétidos de origen natural encontrados en varios organismos.

Se ha sugerido que la toxicidad de ado requiere de la fosfor|IaC|on del nucledsido. Esta
conclusion esta basada en estudios con fibroblastos de raton®? y de células de hamster chino a
bajos niveles de adenosina qumasa

Ademas de los sustratos, la SAH hidrolasa se ve afectada por purinas y otros metabolitos, al
menos in vitro. El 5'-deoxy-5"-metiltioadenosina (MTA) es un producto formado de la adenosil
metionina durante la sintesis de poliaminas y espermlta ® el cual es un activador de la SAH de
placenta humana, linfoblastos'' y eritrocitos.*® La inactivacion de la enzima obedece a una
cinética de primer orden, mostrando saturabilidad respecto al MTA y esto es irreversible. La
enzima es protegida contra esta inactivacion con ado y SAH.*® Estos datos sugieren un
mecanismo de accion del MTA directo sobre el sitio activo, como se reporta para otros
analogos de la adenosina.”’

Por otra parte la 5'-deoxi-5'-difluorometil tioadenosina (DFMTA) y 5'-deoxi-5'-trifluorometil
tioadenosina (TFMTA) son inhibidores de la enzima SAH hidrolasa. La inhibicién es irreversible
y tiempo dependiente para ambos. Estos inhibidores son oxidados por la enzima NAD vy
producen enzima NADH y anién fluoruro MTA. La adenina ha demostrado ser un inhibidor
competitivo de la enzima en higado de ratas y en linfoblastos humanos, induciendo una
inactivacion reversible, la cual es parcialmente inhibida por la presencia de fosfato inorganico.
Sin embargo se requieren altas concentraciones de adenosina para elevar los niveles de S—
adenosil-homocisteina. Esto puede ser explicado por el rapido metabolismo de la adenina en
la célula o por la intensitividad de la enzima intracelular hacia la adenina.

Los nucledtidos de ademna (AMP, ADP, ATP) se unen a la hidrolasa e inhiben
competitivamente la catalisis.*” Estos metabolitos inducen también una inativacion irreversible
de la proteina purificada in vitro. Tanto la inhibicibn como la activacién de la enzima es
contrarrestada por el fosfato inorganico, lo cual apunta a la posibilidad de que el efecto de los
nucleodtidos sea un fendmeno in vitro.

La inosina induce una inactivacion reversible dependiente de fosfato en la SAH hidrolasa
aislada de placenta humana, se ha demostrado una inhibicion moderada de la enzima en
células linfoblastoides y de linfocitos humanos.

La inosina funciona como sustrato para la SAH hidrolasa purificada de higado de res, plantas
y placentas humanas.*® Esta reaccion es muy ineficiente porque la km para inosina es cerca de
mil veces mayor que para la adenosina y su velocidad maxima es cuarenta veces menor.?2*° E|
producto de la reaccion, S—inosil homocisteina es un inhibidor de las reacciones de
transferencias de metilo, pero su inhibicion es deb|I comparada con la que causan la S—
adenosil homocisteina y muchos de sus analogos

Relevant aspects of S-adenosylhomocysteine hydrolase related
to the metabolism of S-adenosylhomocysteine

SUMMARY

A review of S-adenosylmethionine, considered as the fundamental donor of methyl groups in
the organism, was made. S-adenosylhomocysteine, which is a powerful inhibitor of
transmethylases depending on S-adenosylmethionine, is obtained by a transmethylation
reaction. The inhibition of the reactions of transmethylation depending on SAM, is revealed by
the metabolic conversion of S-adenosylhomocysteine into adenosine and L-homocysteine by a



reversible reaction catalyzed by S-adenosylhomocysteine hydrolase. This enzyme is present in
the liver, pancreas, and kidney. It is composed of two o and two B chains, which are joined by
four disulphure bonds. It also has sulphidril residuals. The enzyme is regulated by its
substrates, adenosine, L-homocysteine, in vitro purines and other metabolites. The S-
adenosylhomocysteine hydrolase is irreversibly inhibited by 5-desoi-5-difluoromethyl
tioadenosine and 5-deoxy-5-trifluoromethyl tioadenosine.

Key words: S-adenosylmethionine, S-adenosylhomocysteine, L-homocysteine, adenosine.
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