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From a biochemical point of view, we think that inhibition of adenosin-desaminase
by adenine-nucleotides represents a cybernetic mechanism, a positive feed-back wich
could act as a regulator of this nucleotides syntesis.

From a physiologycal point of view, we postulate that the role atributed to adenine-
nucleotides as regulators of coronary flux may be mediated through adenosine, as
results of inhibition of adenosin-desaminase, enzyme wich provides the hydrolitic
deamination of the nucleoside.

In tire present paper it has been studied the kinetics of the inhibition of adenosin-
desaminase by adenine-nucleotides. The amount of inhibition finded was 8. 12 and 25 %
for concentrations of 0.08 mM of AMP, ADP and ATP respectively, and 23, 26
and 40 % for concentrations of 0.16 mM. Present findings accord with values of Ki
of 0.024 mM for ATP, 0.032 mM for ADP and 0.038 mM for AMP. We suggest that
this may be due to the influence of the phosphoric chain on the affinity of the enzyme
for each nucleotide.

Desdc hace algunos anos se vicne con-
cediendo gran importancia a los nucleoti­
dos adenilicos (ATP, ADP, AMP) como
cfectores alostericos de numcrosos enzi-
nias (6, 8, 9, 20, 21). En este sentido, me-
rece destacarse el trabajo de Scarano
et al. (13) sobre la regulation de la
dCMP-aminohidrolasa, enzima que. por
cl niisino mecanismo que la adenosin-de-
saminasa, consigue la desaminacion hi-
drolitica del dCMP a dUMP. Su actividad
se encuentra regulada por un activador
alosterico, cl dCTP-Mg. y un inhibidor
alostetrico, cl dTTP-Mg. Estos efectores 

determinan un cambio en la afinidad de
los sitios cataliticos del enzima, para el
sustrato y para los inhibidores competiti-
vos del enzima: sobre esta base, Scarano
et al. (13) Began a proponer una hipote-
sis acerca del control del pool de los pre­
cursors de la biosintesis del DNA (dATP,
dTTP. dCTP. dGTP).

Desde el punio de vista fisiologico, hace
ya algiin tiempo que se viene atribuyendo
a la adenosina y sus derivados nucleoti-
dicos un papel primordial en la regula­
tion mctabolica del flujo coronario (1-4.
7. 17-19). En este sentido. en una serie de 
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trabajos nuestros anteriores (10, 14-16),
hemos demostrado que el dipiridamol, co-
nocida droga antianginosa, tiene un mar-
cado efecto inhibidor de la adenosin-de-
saminasa, de donde puede deducirse que
la adenosina es el mediador quimico de la
action de la citada droga.

En el presente trabajo se estudia el
efecto de los nucleotidos adenilicos (ATP,
ADP y AMP) sobre la actividad de la
adenosin-desaminasa. Desde un punto de
vista bioquimico, era presumible que di-
chos nucleotidos al presentar una estruc-
tura quimica tan similar al sustrato del
enzima (adenosina), pudieran determinar
alguna modification en su actividad, tai
como ser degradados por el, o inhibir a
este en competencia con el sustrato espe-
cifico. Esta ultima posibilidad presentaba
tanto mas interes cuanto que una de las
vias para la biosintesis de los nucleotidos
adenilicos parte precisamente de la ade­
nosina.

Desde un punto de vista fisiologico, el
estudio de las modificaciones de la activi­
dad de la adenosin-desaminasa por los
nucleotidos adenilicos, podria aclarar la
participation de estos en la regulation del
flujo coronario, permitiendo diferenciar si
lo hacen por una actuation directa o es
mediada por la adenosina, segun demos-
tramos con el dipiridamol.

Material y metodos

El enzima (EC 3.5.4.4), la adenosina y
los nucleotidos adenilicos (ATP, ADP,
AMP) fueron proporcionados por la
Boehringer Manheim. La actividad enzi­
matica se ha determinado mediante es-
pectrofotomctria, pcrsiguiendo el descen-
so de la absorbancia a 265 m/z, segun la
tecnica de Kalckar (5). Dicho dcscenso
de la absorbancia corre paralelo con la
desaparicion de la adenosina por trans­
formation en inosina.

La primera serie de experiencias ha sido
considerada como testigo, al objcto de
comprobar la actividad enzimatica de la 

adenosin-desaminasa en ausencia de cual-
quier otra sustancia frente al sustrato es-
pecifico, la adenosina. Para ello, se incu-
tura constante de 25°, 40 /zg de adenosin-
baron durante 10 minutos a la tempera-
desaminasa en 1 ml de tampon TRIS-
HC1, 0,1 M a pH 7,4. Se tomaron mues-
tras de 20 /zl y se anadieron a las cubetas
del espectrofotometro conteniendo 3 ml
de una solution de adenosina a concen-
traciones de 30, 60, 75, 90, 120 y 150 /zM
en tampon TRIS-HC1 0,1 M a pH 7,4.

Tras la adicion de muestras de 20 /zl
del enzima diluido a las distintas cubetas,
este quedaba siempre a la concentration
de 0,26 /zg/ml. Hemos empleado esta con­
centration de enzima y no otra, porque,
tras los ensayos iniciales con diferentes
concentraciones de sustrato, las graficas
obtenidas por el procedimiento de Li-
neweaver-Burk, demostraban que la recta
correspondiente a la cinetica de la reac­
tion enzimatica, queda en una position
con respecto a los ejes de coordenadas en
que puede verse con maxima claridad
cualquier desviacion determinada por ac-
tivadores —desplazamiento hacia absci-
sas de dicha recta — o inhibidores — des­
plazamiento hacia ordenadas.

Antes de la realization de las experien-
cias que se describen a continuation, se
ha investigado la posibilidad de que los
nucleotidos adenilicos (ATP, ADP, AMP)
pudieran ser sustratos del enzima objeto
de estudio. Los resultados obtenidos ex-
cluyeron de forma indudable tai posibi­
lidad.

En una serie de experiencias posterio-
res, se investigo la posible inhibition en­
zimatica por los diversos nucleotidos ade­
nilicos. Comenzando por el ATP, se pro-
cedio a incubar durante 10 minutos y a
tempcratura constante de 25°, mezclas
que contenian por ml: 40 /zg de adenosin-
desaminasa, 0,80-0,16 pmoles de ATP y
tampos TRIS-HCI 0,1 M y pH 7,4; con
identico procedcr a las experiencias tes­
tigo, sc anadieron muestras de 20 /zl de
la mezcla incubada, a las cubetas del es- 
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pectrofotometro que contenian el sustra-
to (adenosina) a las mismas concentracio-
nes que hemos descrito para las experien-
cias testigo.

Se realizaron dos series mas de expe-
riencias para investigar la posible inhibi­
tion determinada por el resto de los nu-
cleotidos adenflicos (ADP y AMP), pro-
cediendose de identica forma a la descrita
para el ATP y empleando concentraciones
equinomoleculares a la de este, en las
mezclas de incubacion.

Resultados
La figura 1 corresponde a la cinetica

de la reaction catalizada por la adenosin-
desaminasa y su inhibition por el ATP,
expresada por el metodo de Lineweaver-
Burk. En ella puede comprobarse la na-
turaleza competitiva de la inhibition oca-

Fig. 1. Cinetica de la inhibition de la adeno-
sin-desamlnasa por el ATP, expresada por el

metodo de Lineweaver-Burk.
Concentration de enzima: 40 pg/ml en la

incubacion.

sionada por el ATP a las concentraciones
de 0,08 y 0,16 mM.

En la figura 2 A se representa dicha
inhibition ocasionada por el ATP, rela-
cionando la velocidad initial de la reac-

A) Velocidad inicial de reaction frente a la
concentration de ATP. Iguales condiciones ex­
perimentales que en la figura anterior. Concen­
traciones de adenosina: (O) 90 /xM, (•) 60 /xM,

(■) 45 /xM.
B) Inhibition enzimatica en porcentaje frente
a las concentraciones de ATP empleadas. Se
ha dado el valor del 100 % a la actividad en­

zimatica en ausencia de ATP.

Fig. 3. Cinetica de la inhibition de la ade-
nosin-desaminasa por el ADP, expresada por

el metodo de Lineweaver-Burk.
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cion frente a la concentration de inhibi­
dor, utilizando tres concentraciones de
sustrato (90, 60 y 45 p.M por adenosina).
Puede comprobarse que el grado de inhi­
bition corre paralelo con la concentration
empleada de inhibidor. En la figura 2 B
se expresa el porcentaje de la inhibici6n

Fig. 4. Cinetica de la inhibition de la ade-
nosin-desaminasa por el AMP, expresada por

el metodo de Lineweaver-Burk.

[ADp] mM

Fig. 5. Inhibition de la adenosin-desaminasa
por el ADP.

A) Valor de la velocidad initial de la reaccion
frente a las concentraciones de ADP emplea-
das. Igual concentration de enzima que en las

anteriores cxperiencias.
B) Inhibition en porcentaje frente a las con­

centraciones empleadas de ADP.
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Fig. 6
Igual que la figura anterior pero empleando

AMP como inhibidor.

Fig. 7. Representation de Dixon para el
calculo del valor de Ki para los tres nucleo-
tidos inhibidores de la adenosin-desaminasa.
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en funcion de la concentration de inhibi-
dor, obteniendose una inhibition del 25
y 40% con concentraciones de 0,08 y
0,16 mM de ATP, respectivamente.

En las figuras 3 y 4 se expresa la cin6-
tica enzimatica y la inhibition ocasionada
por el ADP y AMP al emplear ambos a
concentraciones equimoleculares a las
mencionadas para el ATP, observdndose
una progresiva disminucion de la intensi-
dad de la inhibition sin que se modifique
la naturaleza competitiva de la misma.

El grado de inhibition ocasionado por
estos dos nucleotidos (ADP y AMP) que-
da expresado en las figuras 5 y 6, obte­
niendose una inhibition del 12 y 25 %
para concentraciones 0,08 y 0,16 mM de
ADP, y una inhibition del 8 y 23 % para
las mismas concentraciones de AMP.

El valor de Ki para los tres nucleotidos
adenilicos queda expresado por el metodo
de Dixon (fig. 7) al relacionar el valor
inverso de la velocidad initial de la reac­
tion enzimatica frente a las concentracio­
nes empleadas de inhibidor. Se han obte-
nido los valores de 0,024, 0,032 y 0,038
mM para el ATP, ADP y AMP, respec­
tivamente.

Discusion

Dada la similitud estructural existente
entre el sustrato (adenosina) y los nucleo­
tidos adenilicos, es logic© que la natura­
leza de la inhibition por estos ocasionada
sea de la variedad competitiva, pues am­
bos (sustrato e inhibidores) deben compe-
tir por el mismo lugar de union o lugar
catalitico del enzima. En efecto, tanto
los nucleotidos como la adenosina mues-
tran una fraction no polar —el micleo
purinico— a traves del cual pueden esta-
blecer enlaces de tipo hidrofobico con re-
giones del enzima dotadas de una elevada
proporcion de residuos no polares, como
ya ha sido demostrado para cl sustra­
to (11, 12).

De los resultados dcscritos en el apar-
tado anterior, puede deducirse iguahnente
que el orden de sucesion de los nucleoti- 

dos adenilicos en cuanto a la intensidad
de la inhibition enzimatica por ellos oca­
sionada, se encuentra en relation con la
longitud de su cadena fosforada. Por otro
lado, estos resultados se encuentran en
concordancia con los valores de Ki pro-
gresivamente crecientes para cada nucleo­
tide a medida que aumenta la longitud de
dicha cadena fosforada, lo que indica una
disminucion progresiva de la afinidad del
enzima para cada nucleotido. •

A la vista de los resultados obtenidos
la inhibition de la adenosin-desaminasa
por los nucleotidos adenilicos, parece te-
ner una important© proyeccion bioquimi-
ca y fisiologica. Desde el punto de vista
bioquimico, esta inhibition enzimatica in­
duce a formular una hipotesis acerca de
la regulation de la via adenosin-kinasica
empleada para la sintesis de los propios
nucleotidos adenilicos, en el sentido de
que estos, al inhibir la degradation de la
adenosina, aumentarian el pool de esta,
siendo susceptible de ser fosforilada por
la adenosin-kinasa en presencia de ATP,
con formation de AMP y ADP. Poste-
riormente, la resintesis de ATP a partir
de estos dos nucleotidos es sencilla, per-
petuandose asi el mecanismo segun un
sistema de feed-back o retroalimentacion
positiva (fig. 8).

La segunda proyeccion de la inhibition
de la adenosin-desaminasa por los nu­
cleotidos adenilicos es de indole fisiolo­
gica. Habiendo sido establecido que el
consumo de oxigeno por parte del mio-
cardio es el factor metabolic© principal
en la regulation del flujo coronario, han

Fig. 8. Hipotesis de la regulation por •feed­
back* de la sintesis de nucleotidos adenilicos.
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surgido numerosas hipotesis acerca del
mediador quimico encargado de transmi-
tir las ordenes generadas por la hipoxia
miocdrdica al sistema arterial coronario.
Entre estos mediadores se han citado me­
tabolites resultantes de la actividad car-
diaca en condiciones de hipoxia (acido
lactico, sustancias P de Lewis, etc.), libe­
ration local de catecolaminas o de AMP­
S',5'-cicIico, etc.

Sin embargo, recientemente se ha atri-
buido a la adenosina y sus derivados nu-
cleotidicos el papel de mediadores en la
vasodilatation coronaria generada por la
hipoxia, tai y como ya hemos resenado
en trabajos anteriores (10, 14-16). Igual-
mente, y como consecuencia de ello, se ha
formulado la hipotesis del papel de la
adenosina como mediador de la action
coronario-dilatadora de numerosas dro-
gas antianginosas (1-4, 7, 17-19). En este
sentido, se demostro que el dipiridamol
es un inhibidor competitivo de la adeno-
sin-desaminasa (10, 14), por lo que su
action coronario-dilatadora hay que in-
terpretarla como resultante del acumulo
de adenosina consecutivo a la inhibition
enzimatica por el ocasionada.

Basandonos en las experiencias ante­
riores se puede formular la hipotesis de
que la participation de los nucleotidos
adenilicos en la regulation del flujo coro­
nario tenga igualmente como mediador
quimico a la adenosina, puesto que se
comportan como inhibidores competitivos
de la adenosin-desaminasa.

Resumen

Se estudia la cinetica de la inhibicion de la
adenosin-desaminasa por los nucleotidos ade­
nilicos. La intensidad de la inhibicion ocasio­
nada ha sido del 8, 12 y 25 % para una con­
centration 0,08 mM de AMP, ADP y ATP,
respectivamente: y del 23, 26 y 40 % para una
concentration 0.16 mM de los tres nucleotidos.
Estos resultados se encuentran en concordan-
cia con los valores de Ki de 0.024 mM para
el ATP, 0,032 mM para el ADP y de 0,038
mM para el AMP. Se atribuyen dichos resul­

tados a la influencia de la longitud de la ca-
dena fosforada sobre la afinidad del enzima
para cada nucleotido.
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