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Resumen

Se encaran las metilaciones naturales y aquellas patolégicas relacionadas
con disfunciones en el metabolismo de un carbono (C;) correspondiente a
los ciclos de folato y de metionina. Dado que las enzimas que intervienen en
este tipo de reacciones son las metiltransferasas, se analizan las correspon-
dientes a humanos, y mamiferos en general, dependientes de S-adenosil-L-
metionina (SAMe). Un papel importante corresponde a las llamadas metil-
transferasas de moléculas pequefias, las cuales fueron dejadas de lado durante
afos, pero han resurgido pues algunas intervienen en procesos de alteracién de
la percepcién en humanos. En este trabajo se pone énfasis en la importancia
clinica de la activacion y/o inhibicién de algunas metiltransferasas de moléculas
pequefas, con ejemplos referidos a: feniletanolamina-/N-metiltransferasa, cate-
col-O-metiltransferasa (COMT), histamina-/N-metiltransferasa, 5-hidroxiindol-O-
metiltransferasa (HOMT) e indoletilamina-/N-metiltransferasa (INMT). Se hace un
analisis histdrico de las metiltransferasas que acttan sobre sustratos indélicos,
con énfasis en indol-N-metiltransferasas, en particular indoletilamina-/N-metil-
transferasa, con sus caracteristicas y localizacién, asi como su importancia en
esquizofrenia. A continuacién se analiza la posible etiologia de la esquizofrenia,
destacando las disfunciones y deterioros generados en los ciclos de folato y de
metionina. En este aspecto se analizan las implicancias clinicas de la metilacion,
con énfasis en la disfuncion serotoninérgica en esquizofrenia, ejemplificando con
investigaciones de este laboratorio en pacientes y en conejos.

Palabras clave: metilacién * metiltransferasas de moléculas pequeiias * me-
tabolismo de un carbono * indoletilamina-N-metiltransferasa * disfuncién
serotoninérgica * esquizofrenia.

8ummary

Natural methylations, and those pathological related with dysfunctions in
one-carbon metabolism involving the folate and methionine cycles are ad-
dressed herein. Since the enzymes that catalyze these reactions are methyl-
transferases, we analyze those S-adenosyl-L-methionine (SAMe)-dependent
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enzymes occurring in humans, and mammals in general. An important role is played by the so-called small-mol-
ecule methyltransferases, which were neglected for years, but have reappeared as some of them are involved in
altering perception in humans. In this work the clinical importance of the activation and/or inhibition of some
small-molecule methyltransferases is emphasized, illustrated by reference to phenylethanolamine N-methyltrans-
ferase, catechol O-methyltransferase (COMT), histamine N-methyltransferase, 5-hydroxyindole O-methyltransfer-
ase (HOMT), and indoleethylamine N-methyltransferase (INMT). A historical analysis of methyltransferases acting
on indole substrates is carried out, with emphasis on indole N-methyltransferases, particularly characteristics
and location as well as importance in schizophrenia of indoleethylamine N-methyltransferase. Then, the possible
etiopathology of schizophrenia is discussed, highlighting malfunctions and damages arising from folate and me-
thionine cycles. In this regard clinical implications of methylation are discussed, with emphasis on serotonergic
dysfunction in psychiatric disorders and schizophrenia, exemplifying with research of this laboratory in patients
and rabbits.

Keywords: methylation * small-molecule methyltransferases * one-carbon metabolism * indoleethylamine
N-methyltransferase * serotonergic dysfunction * schizophrenia

Resumo

Metilagdo naturais, e aqueles patoldgicas relacionadas com disfungdes no metabolismo de um carbono que envol-
vem os ciclos de folato e metionina so aqui abordados. Como as enzimas envolvidas nestas reacgdes sdo metil-
transferases, analisamos as enzimas dependentes de S-adenosil-L-metionina (SAMe) que ocorren nos humanos e
mamiferos em geral. Um papel importante é desempenhado pelos chamadas metiltransferases de pequenas molé-
culas, as quais foram negligenciadas por anos, mas ressurgiram como alguns deles estao envolvidos em processos
de alteragdes de percepgdo em seres humanos. Neste trabalho, a importancia clinica da activagdo e/ou inibigdo de
algumas metiltransferases de pequenas moléculas séo enfatizados, ilustrado por referéncia aos phenylethanolami-
ne N-metiltransferase, catecol O-metiltransferase (COMT), histamina N-metiltransferase, 5-hidroxi-indole O-me-
tiltransferase (HOMT) e indoletilamina N-metiltransferase (INMT). A andlise histdrica do methyltransferases que
actuam em substratos de indole é realizada, com énfase em indole N-metiltransferases, principalmente indoleti-
lamina N-metiltransferase, com suas caracteristicas e localizagdo, bem como a sua importancia na esquizofrenia.
Em seguida, a possivel etiologia da esquizofrenia é discutido, destacando as avarias e danos gerados nos ciclos de
folato e metionina. Neste aspecto s&o discutidas as implicagdes clinicas de metilagdo, com énfase na disfuncéo
serotonérgica em esquizofrenia, exemplificando com a investigagdo deste laboratdrio em pacientes e coelhos.

Palavras-chave: metilacao * metiltransferases de pequenas moléculas* metabolismo de um carvdo e indole-
tilamina N-metiltransferase e disfuncdo serotonérgica ¢ esquizofrenia

Introduccién

En el organismo existe un proceso de metilacion na-
tural y necesario para el mantenimiento de las macro-
moléculas. Asi, la metilacion juega un papel importante
en numerosos sistemas biologicos, como transduccién
de senales, biosintesis, reparacion de proteinas, silencia-
miento de genes y regulacion de la cromatina (1). La me-
tilacion se realiza mediante metiltransferasas que trans-
fieren un grupo metilo de un donor a un aceptor; estas
enzimas utilizan un grupo metilo reactivo unido a azufre
como Sadenosil-Z-metionina (SAMe, también conocida
como AdoMet o SAM). La metilacion es fundamental
para la regulacion de muchos procesos biologicos: mas
de 50 metiltransferasas dependientes de SAMe metilan
un amplio espectro de compuestos celulares, como:
acidos nucleicos, proteinas y lipidos (2). Se conocen
ADN-metiltransferasas, ARN-metiltransferasas, lipidos-
metiltransferasas, proteinas-metiltransferasas y metil-
transferasas de moléculas pequenas. En muchos casos, se
han descripto el gen y la enzima. En otros, la presencia
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de una metiltransferasa esta s6lo inferida por un produc-
to metilado bien caracterizado. Variantes creadas por re-
acciones de splicing de ARN y otros procesos aumentan
aun mas la diversidad de las metiltransferasas (3).
Asimismo, se conoce el proceso de transmetilacion pa-
tologica asociado a trastornos neuropsiquidtricos, que este
grupo de investigacion viene estudiando desde hace un
tiempo (4-15), en el que estan implicadas metiltransferasas
de moléculas pequenas, que seran tratadas en este trabajo.

Metiltransferasas de humanos, y
mamiferos en general, dependientes
de S-adenosil-L-metionina (SAMe)

Hay mas de 150 enzimas metiltransferasas documen-
tadas, muchas de ellas con muy diferentes estructuras
generales, pero con propiedades muy similares dentro
del sitio activo. La transferencia de metilo es un buen
ejemplo de evolucién convergente con mas del 95% de
estas enzimas que utilizan SAMe como donante del gru-



po metilo y es una via importante en el metabolismo
de compuestos tanto xenobidticos como endogenos.
SAMe es el segundo cofactor enzimdtico mas comun-
mente utilizado después de ATP.

Muchos farmacos sufren metilaciéon, como lo hacen
los neurotransmisores, las hormonas, las proteinas, los
lipidos, los polisacaridos y los acidos nucleicos; la meti-
lacion es fundamental para el control de la transcrip-
cion de genes (16).

Cada una de las metiltransferasas dependientes de
SAMe cataliza una reaccién, dando lugar a dos produc-
tos: S-adenosil-Z-homocisteina y uno de una variedad
de biomoléculas metiladas, como: acidos nucleicos,
proteinas, lipidos y moléculas pequenas. La S-adenosil-
L-homocisteina es subsiguientemente descompuesta a
adenosina y homocisteina mediante la enzima S-adeno-
sil-L-homocisteina-hidrolasa (3) (Fig. 1).

Las metiltransferasas dependientes de SAMe, que ac-
tdan sobre varios sustratos que aceptan grupos metilo
(Fig. 1), son inhibidas mediante S-adenosil-Z-homocis-
teina (17), que se acumula en presencia de homocis-
teina debido a que el equilibrio de la reacciéon de §
adenosilhomocisteina-hidrolasa favorece su formacion.

La homocisteina formada puede ser metilada nueva-
mente para dar metionina, o bien, convertida en cistei-
na via cistationina (18). Por lo tanto, estas metiltransfe-
rasas son bifuncionales; constituyen una parte esencial
de la via para la conversion de metionina en cisteina,
ademas de generar productos metilados (3).

Niveles anormales de SAMe se han relacionado con
diversas patologias, como por ejemplo: depresion de Al-
zheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple,
insuficiencia hepdtica y cancer (19).

Comun a todas las reacciones de metiltransferasas de-
pendientes de SAMe es la liberacion del fuerte inhibidor
Sadenosil-Z-homocisteina, como subproducto de la reac-
cion (Fig. 1). La Sadenosil-L-homocisteina-hidrolasa es la
Unica enzima eucariotica capaz de la hidrolisis reversible
de Sadenosil-I-homocisteina en adenosina y homocistei-
na, disminuyendo la inhibicién de las metiltransferasas
provocada por ese compuesto. El deterioro de la activi-
dad de S-adenosil-I-homocisteina-hidrolasa en humanos
causa la acumulacién de S-adenosil-L-homocisteina y con-
secuencias patologicas graves (20). La hiperhomocistei-
nemia, que se caracteriza por niveles elevados de homo-
cisteina en sangre, también exhibe un fenotipo similar

S-Adenosil-L-metionina .
(SAMe)

S-Adenosil-L-
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de acumulacion de S-adenosil-I-homocisteina debido a
la inversion de la direccion de la reaccion de S-adenosil-
IL-homocisteina-hidrolasa (Fig. 1). La inhibicién de esta
enzima también esta relacionada con efectos antivirales.
Recientemente se han discutido las patologias asociadas a
la acumulaciéon de S-adenosil-I-homocisteina (20).

Metiltransferasas de moléculas
pequefas

Las metiltransferasas de moléculas pequenas son
cruciales para inactivar hormonas y neurotransmisores
y transformar otro tipo de pequenas moléculas endo-
genas y xenobiéticas para su eliminacion corporal. Se
conocen unas siete enzimas de esta clase que participan
en reacciones de M-, O-y Smetilacion.

La N-metilacion in vivo no es facilmente reversible y
los aminoacidos blanco son: lisina, histidina, arginina,
glutamina y asparagina. Las reacciones de N-metilacion
juegan un rol metabdlico importante en la terminaciéon
de la accion de histamina y en la formacion de epinefrina
(adrenalina) a partir de norepinefrina (noradrenalina).
Entre las N'metiltransferasas que catalizan la inactivacion
de neurotransmisores/hormonas se encuentran: histami-
na-N-metiltransferasa (HNMT, EC 2.1.1.8) que actia so-
bre histamina (21), feniletanolamina-N-metiltransferasa
(PNMT, EC 2.1.1.28; gen PNMT) que actiia sobre fenile-
tanolamina como sustrato y cataliza la sintesis de epinefri-
na (22) y que también posee actividad de B-carbolina-2 Nt
metiltransferasa (BC-2-NMT, EC 2.1.1.28; gen fC-2-NMT)
que convierte f-carbolinas, como norharmano y harma-
no, en cationes de p-carbolinio 2Nemetilados que son
analogos estructurales y funcionales de la toxina cation
l-metil-4-fenilpiridinio (MPP*) inductora de Parkinson
(23) (24) y, por udltimo, indoletilamina-N-metiltransferasa
(INMT, EC 2.1.1.49; gen INMT) (nombre sistematico:
S-adenosil-I-metionina:amina-N-metiltransferasa; sinoni-
mos: amina-M-metiltransferasa; nicotina-N-metiltransfera-
sa, triptamina-N-metiltransferasa, arilamina-Nmetiltrans-
ferasa) que participa en el metabolismo de triptofano,
teniendo como sustratos a la triptamina y otras indoleti-
laminas relacionadas (25) (26). La nicotina-N-metiltrans-
ferasa (NMT, £EC2.1.1.49) aparentemente involucrada en
la eliminacion del exceso de compuestos de piridina de
las células (27-29) perteneci6 al grupo EC 2.1.1.81 hasta

«+—— Adenosina + Homocisteina

homocisteina S-Adenosil-L-homocisteina

sust  sust-CH,
Metiltransferasa segun el sustrato

sust = sustrato

hidrolasa

Figura 1. Relacién metabdlica entre S-adenosilmetionina (SAMe), S-adenosil-L-homocisteina y homocisteina en células
de mamiferos. |---: Indica inhibicién.
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1990, época en que se la incluy6é en EC 2.1.1.49, como
INMT. La pérdida de la actividad de inactivacion de neu-
rotransmisores podria afectar la funcién cerebral.

Los blancos de la O-metilacion son catecoles, hidro-
xiindoles y los grupos carboxilo de las proteinas; estas
reacciones pueden ser reversibles. Por lo tanto, la O
metilacion reversible de glutamatos y aspartatos produce
ésteres metilicos de una vida finita, que se relacionan a la
funcion de la proteina. La O-metiltransferasa mas impor-
tante es catecol-O-metiltransferasa (COMT, EC 2.1.1.6)
que actia sobre dopamina, norepinefrina y epinefrina,
catalizando la inactivacion de estos neurotransmisores,/
hormonas. Otro ejemplo de este grupo es hidroxiindol-O-
metiltransferasa (HIOMT, EC2.1.1.1; gen HIOMT) (30),
también llamada MNacetilserotonina-O-metiltransferasa
(ASMT, EC 2.1.1.1; gen ASMT) que transfiere un grupo
metilo a Macetilserotonina dando melatonina (MN-acetil-
5-metoxitriptamina). La pérdida de actividad de estas
metiltransferasas causara también niveles anormales de
neurotransmisores y malfuncionamiento neurolégico.

La funcién principal de la Smetilacion es la detoxi-
ficacion de xenobiodticos. En realidad se conocen unas
cuatro metiltransferasas que participan en el metabo-
lismo celular no s6lo de compuestos que contienen
azufre, sino también de aquellos que poseen selenio y
arsénico. Los aceptores de metilo de estas enzimas pue-
den representar productos normales del metabolismo
(como sulfuro de hidrégeno) o compuestos xenobio-
ticos. Entre las enzimas que reconocen especies que

COO™

|
CH,—CH—NH, O,
9 .
HO

DHPR
-

L-Tirosina H,B

H.E

contienen sulfhidrilos (-SH) se encuentran tiol-Sme-
tiltransferasa (TMT, EC 2.1.1.9) unida a membrana y
tiopurina-Smetiltransferasa soluble (TPMT, EC 2.1.1.67)
(21, 31). Esta ultima desempena un papel clave en el me-
tabolismo de los farmacos de tiopurina contra el cancer e
inmunosupresores; no se conoce el sustrato endoégeno. El
rol desempenado por el polimorfismo genético de TPMT
en la profunda mielotoxicidad inducida por medicamen-
tos tiopurinicos, como azatioprina, mercaptopurina (MP)
y tioguanina (TG), es un ejemplo bien validado de la im-
portancia clinica de la farmacogenética; un ejemplo cla-
sico de la investigacion farmacogenémica aplicada (16).

Importancia clinica de la activacion y/o
inhibicion de algunas metiltransferasas
de moléculas pequefias

- FENILETANOLAMINA-N-METILTRANSFERASA:

La epinefrina (adrenalina) esta presente en el cere-
bro a niveles mas bajos que las otras catecolaminas y es
sintetizada por metilacion del grupo amino de la cade-
na lateral de la norepinefrina (noradrenalina) median-
te la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa, con
SAMe como cofactor (32) en el citosol de las neuronas
adrenérgicas y de las células cromafinicas de la médula
adrenal. La formacion de epinefrina es la reaccién fun-
damental en el mecanismo del estrés (Fig. 2).

OO~

H; O . |

+
2 CH,—CH—MNH,

HO
OH

L-Dihidroxifenilalanina (L-DOPA)

- CH, — E. H—™NH '
DOPA-descarboxilasa :
; HO L!I—LEI—NI!
CO, Dopamina-
B-hidroxilasa

Dopamlna

HO

ADHA on  MNerepinefrina

(SAe)

Feniletanolamina-
N-metiltransferasa

HomoCys

EH—L H—I\llH
CH:z

on  Epinefrina

Figura 2.Biosintesis de las catecolaminas neurotransmisoras. El aminoacido L-tirosina es el precursor de las tres catecolaminas. El primer
paso en esta via de reaccion esta catalizado por la enzima tirosina-hidroxilasa (TH), que es limitante de la velocidad.
Abreviaturas: TH = tirosina-hidroxilasa, DHPR = dihidropterina-reductasa, H,B = dihidrobiopterina, H,B = tetrahidrobiopterina, AA =
acido ascorbico, ADHA = &cido deshidroascérbico, SAMe = S-adenosilmetionina, HomoCys = homocisteina.
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Para que la norepinefrina sirva como sustrato de la
enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa en el cito-
sol, primero debe ser trasladada fuera de los granulos
de las células cromafinicas a través del intercambiador
catecolaminas-H", o sea el transportador VMAT, (del
inglés: vesicular monoamine transporter I: transportador
vesicular de monoaminas I), el cual también es respon-
sable de transportar la epinefrina recién sintetizada de
vuelta del citosol a los granulos de las células cromafini-
cas, desde donde es liberada fuera de la célula.

En las células hepaticas, la epinefrina se une al recep-
tor adrenérgico B, que se combina y ayuda a las protei-
nas G, un tipo de proteinas G, que intervienen a travées
de varios mecanismos en la conversion de ATP en AMP
ciclico (AMPc). E1 AMP ciclico se une a una subunidad
reguladora de la protein-kinasa A y la protein-kinasa A
fosforila a la fosforilasa-kinasa, la cual fosforila a su vez
a la glucogeno-fosforilasa, que luego fosforila el gluco-
geno y lo convierte en glucosa-6-fosfato (33). Este es el
mecanismo por el cual el higado libera glucosa en situa-
ciones de estrés, que de prolongarse pueden ocasionar
un desequilibrio funcional como la hipoglucemia por
hiperactividad pancreatica.

- CATECOL-O-METILTRANSFERASA (COMT):

Las dos enzimas principales implicadas en el catabo-
lismo de las catecolaminas (Fig. 3) son: monoamino-
oxidasa (MAO) y catecol-O-metiltransferasa (COMT).
Tanto las neuronas como la glia contienen MAO mito-
condrial y COMT citoplasmatica.

MAO es una enzima localizada en su mayor parte
en la membrana externa de las mitocondrias, que ca-
taliza la desaminacion oxidativa de las catecolaminas
(34). Las principales funciones de esta enzima consis-
ten en metabolizar las aminas de la dieta, las catecola-
minas intraneuronales, las circulantes y sus metabolitos
O-metilados. MAO se encuentra principalmente en el
tejido neuronal, aunque también estd presente en otros
tejidos extraneuronales. En base a la especificidad de
sustrato, sensibilidad a inhibidores, analisis genético y
anticuerpos monoclonales se han descripto dos formas
de MAO, los subtipos MAO-A y MAO-B (34). El subti-
po A tiene mayor afinidad por la norepinefrina (nora-
drenalina), mientras que la dopamina es buen sustrato
para ambas formas de la enzima (34).

COMT (35) es una enzima citoplasmatica presente
en tejidos neuronales o extraneuronales que transfiere
grupos metilo de SAMe al grupo hidroxilo de la posi-
cion meta de las catecolaminas y otros compuestos ca-
tecolicos y que requiere Mg*? para actuar. La enzima
COMT metaboliza las catecolaminas circulantes en el
higado y rinodn, y las localmente liberadas en el tejido
efector (35). Ha sido demostrada la importancia de la
O-metilacion en el metabolismo de las catecolaminas
circulantes y las liberadas localmente respecto de la
desaminacion oxidativa.
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El metabolismo de inactivacion de las catecolaminas
liberadas se produce mediante tres mecanismos, no ex-
cluyentes entre si, que son: recaptacion, transformacion
metabolica (desaminacién, metilacion y conjugacion) y
excrecion renal (36) (37).

La inactivacion por captacion de la norepinefrina
liberada es particularmente importante en las termina-
ciones nerviosas simpaticas post-ganglionares, siendo el
rol de recaptaciéon menos importante en la inactivaciéon
de la epinefrina (adrenalina) circulante. Este proceso
de captacion neuronal o captacion I es un proceso muy
rapido, cuya eficiencia en los tejidos es proporcional a
la densidad de la inervacion simpatica. Es un proceso
de transporte a través de membrana, saturable y que re-
quiere energia. Tiene gran afinidad por norepinefrina,
pero puede incorporar otras sustancias de estructura si-
milar. En la captacion 1, interviene una Na*/K*-ATPasa,
por lo que este proceso puede ser disminuido por in-
hibidores de esta enzima, como ouabaina. Es inhibido
especificamente por cocaina y antidepresivos triciclicos
como desipramina (36-38).

Las catecolaminas también pueden ser captadas por
tejidos extraneuronales (captacion 2); es un proceso que
carece de especificidad, es independiente de la presen-
cia de Na*y Ca*? extracelulares y no es inhibido por co-
caina. Todas las catecolaminas son sustratos aptos para
este tipo de captaciéon que no se relaciona directamente
con el SNC, sino con otras células: musculo cardiaco,
musculo liso, células glandulares, etc. Es bloqueado por
corticosteroides (por lo que se lo denomina también
corticoide-sensible), por los metabolitos O-metilados de
las catecolaminas y por f-haloalquilaminas, un grupo
de drogas bloqueantes irreversibles de los receptores o-
adrenérgicos (36) (37).

La vida media biolégica de las catecolaminas circulan-
tes oscila entre 10 y 100 segundos. La concentracion plas-
matica de las catecolaminas fluctia ampliamente debido
a su labilidad durante su determinaciéon y, ademas, a que
cerca del 50% de estos compuestos en plasma se encuen-
tra asociado débilmente con la albamina (39).

Las catecolaminas y sus metabolitos pueden ser con-
jugados con sulfatos o acido glucurénico, permitiendo
su excrecion renal por tratarse de compuestos hidroso-
lubles. En el hombre predomina la conjugacion a sulfa-
tos por accion de la enzima fenolsulfotransferasa que se
encuentra en altas concentraciones en plaquetas, cere-
bro, higado e intestino. La epinefrina y la norepinefri-
na circulan en forma conjugada en aproximadamente
un 60%, mientras que la dopamina plasmatica esta con-
jugada en un 99-100% (40).

En la periferia, el acido vainillilmandélico (VMA) es
el metabolito principal de las catecolaminas (Fig. 3) y
se excreta no conjugado en orina. Un metabolito me-
nor (aunque es el metabolito principal en el SNC) es el
MHPG o MOPEG (Fig. 4), que se conjuga parcialmente
con sulfato o derivados de glucurénidos y se excreta en
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orina (41), considerandose como un marcador de un
subtipo de depresiones y tendencia a trastornos bipola-
res cuando sale de rango en menos o en mas.

Fenomeno muy semejante es la excrecion del acido
homovainillinico (también llamado en el medio médi-
co: acido homovanilico; HVA) en orina, metabolito de
dopamina (Fig. 3), que expresa otro tipo de depresion;
en varios de estos casos incluso precede la aparicion de
un Parkinsonismo. Ambos catabolitos, MOPEG y HVA,
y sus disfunciones son orientativos en la eleccién de la
terapéutica correcta.

Se conocen datos que sugieren que las anomalias
heredables de la funciéon dopaminérgica prefrontal
son caracteristicas de la esquizofrenia y pueden estar
relacionadas con la enzima catecol-O-metiltransferasa
(COMT) en el procesamiento de la informacién pre-
frontal, mediado por dopamina, en la memoria ope-
rativa (42). Los inhibidores de COMT pueden me-
jorar la memoria operativa tanto en roedores como
en humanos (43). En este aspecto, en el ano 2001 se
demostré que en esquizofrénicos se produce a tasas
altas un polimorfismo de COMT (un residuo de valina
en una posicion de una metionina: Val/Met) que da
una enzima COMT cuatro veces mas activa. Este alelo
de alta actividad perjudica la cognicién vy la fisiologia
prefrontal, y se manifiesta una activacion cerebral inefi-
ciente por resonancia magnética funcional (fMRI).
Sin embargo, un estudio reciente en 2.800 personas
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excluye una relacién simple entre esquizofrenia y la
variante Val/Met que se pensaba anteriormente que
dominaba la funcién de COMT. Existen controversias
al respecto (44-46).

- HISTAMINA-N-METILTRANSFERASA:

La histamina se produce a partir del aminodcido
I-histidina mediante la enzima histidina-descarboxilasa
y se metaboliza por la accion combinada de histamina-
N-metiltransferasa y MAO (Fig. 5) (47). Altas concen-
traciones de histamina e histamina-descarboxilasa se
encuentran en las neuronas del hipotilamo que envia
proyecciones escasas, pero extendidas, a casi todas las
regiones del cerebro y de la médula espinal. Las proyec-
ciones centrales de histamina median la excitacion y la
atencion, siendo similar a la acetilcolina (ACh) central
y a las proyecciones de norepinefrina (48). Esto expli-
ca en parte por qué los antihistaminicos que cruzan la
BHE, como difenhidramina (Benadryl®), actian como
sedantes. La histamina también se libera de los masto-
citos en respuesta a reacciones alérgicas o dano tisular.
La estrecha proximidad de los mastocitos a los vasos
sanguineos, junto con la accién potente de histamina
sobre los mismos, aumenta la posibilidad de que este
compuesto pueda influir en el flujo sanguineo cerebral
(47). Modernos antipsicéticos tienen una indiscutida
accion sobre los receptores histaminicos.
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Figura 5. Biosintesis y catabolismo de histamina. La histamina se biosintetiza a partir del aminoacido L-histidina. Algunas enzimas parti-
cipantes: DAO = diamino-oxidasa, HMT = histamina-N-metiltransferasa, ADH = aldehido-deshidrogenasa, MAO = monoamino-oxidasa.
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- 5-HIDROXIINDOL-O-METILTRANSFERASA (HOMT):

La serotonina o 5-hidroxitriptamina se biosintetiza a
partir del aminoacido I-triptofano, que es esencial en la
dieta (49). El L-triptofano es captado por las neuronas
mediante un transportador plasmatico de membrana e
hidroxilado en una reaccién, dependiente de tetrahi-
drobiopterina (H,B), catalizada por la enzima triptofa-
no-5-hidroxilasa, que es el paso limitante de la velocidad
para la biosintesis de serotonina y de melatonina (Fig. 6);
luego se produce una descarboxilacién catalizada por una
descarboxilasa. La hidroxilasa no se satura normalmente
y, en consecuencia, una respuesta creciente de triptofano
en la dieta conducira al incremento en el contenido de
serotonina en el cerebro (50) (51).

La transformacion de serotonina en melatonina
se lleva a cabo principalmente en la glandula pineal,
y también en la retina, y consiste en dos pasos: a) La
acetilacion del grupo amino mediante N-acetiltrans-
ferasa dando MN-acetilserotonina. b) La metilacion del
grupo OH mediante 5-hidroxiindol-O-metiltransferasa
(HOMT), que cataliza la transferencia de un grupo me-
tilo de SAMe, para obtener N-acetil-5>-metoxitriptamina
o melatonina (Fig. 6). La concentracion de melatonina
en la glandula pineal presenta variaciones circadianas:

COOT

CH—CH— I:ng [« HO,
N N

sigue las variaciones de la actividad de la enzima N-ace-
tiltransferasa, aumentando durante la noche y disminu-
yendo durante el dia; la oscuridad y la luz juegan un
papel regulador via las catecolaminas. La luz inhibe la
biosintesis de melatonina. Las células del parénquima
pineal secretan melatonina en la sangre y en el liquido
cefalorraquideo (LCR); la concentracion plasmatica de
melatonina disminuye durante el envejecimiento (49).

La cantidad de I-triptofano ingerida diariamente es
de aproximadamente 0,5 a 1 g; la cantidad diaria re-
comendada es de 200 mg, de los cuales s6lo una pe-
quena parte se convierte en serotonina (49). Ademas
de la via metabélica que conduce a la serotonina (49),
el L-triptofano se utiliza en la sintesis de proteinas y se
transforma mediante la enzima hepatica triptofano-
pirrolasa, generalmente llamada triptofano-2,3-dioxi-
genasa (TDO) y mediante indolamina-2,3-dioxigenasa
(IDO), en Nformilkinurenina y luego en kinurenina,
precursor del acido xanturénico y del acido nicotinico
(Fig. 7), todo lo cual corresponde al metabolismo del
triptofano. La actividad de la enzima TDO se incremen-
ta por cortisol, consumo de etanol e ingesta de triptofa-
no. La actividad de la enzima IDO aumenta durante la
estimulacion del sistema inmune. La activacion de estas
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dos enzimas de la via de las kinureninas podria reducir
la cantidad de triptofano disponible para la biosintesis
de serotonina (50) (51).

Como en el caso de otras aminas biogénicas, los efec-
tos sindpticos de serotonina se terminan en un 70%
mediante la recaptacion en las terminaciones nerviosas
serotoninérgicas. La ruta catabélica primaria (30%)
consiste en la desaminacion oxidativa de la cadena la-
teral mediante MAO, que conduce a 5-hidroxiindol-
acetaldehido que se oxida luego a acido 5-hidroxiindol-
acético (5b-HIAA) (Fig. 8) que se encuentra en la orina
en cantidades normalmente inferiores a 10 mg/24 h.
Resulta interesante acotar que, el bloqueo de la recap-
tacion de serotonina ha dado origen a toda una familia
de modernos antidepresivos (ISRS: inhibidores selecti-
vos de la recaptacion de serotonina; en inglés: selective
serotonin re-uptake inhibitors: SSRIs) (52) dando como
resultado la presencia prolongada de serotonina en la
hendidura sinaptica.

La serotonina se encuentra en altas concentraciones
en el tracto digestivo (aproximadamente el 95% de la
cantidad total de la serotonina corporal), localizada en
las células enterocromafines y en las plaquetas (practi-
camente toda la serotonina sanguinea; concentracion:
100 a 200 mcg/L), las cuales no la sintetizan, sino que
la toman del plasma donde es liberada por las células
enterocromafines. Pocas cantidades se encuentran en
el SNC (mayor concentracion en el tronco cerebral que
en la corteza) y en la retina. La captacion de serotoni-
na por las plaquetas es muy rapida. La vida media de
serotonina en las plaquetas coincide con la de éstas, es
decir, cinco o seis dias. La vida media de la serotonina
es larga en las plaquetas y en el intestino, y muy corta,
unos pocos minutos, en el cerebro (49).

La serotonina en el SNC se localiza en grupos de
neuronas en la region del rafe de la protuberancia y
del tronco cerebral superior, que tienen proyecciones
difundidas en el cerebro anterior hacia porciones del
hipotalamo, sistema limbico, neocértex y médula es-
pinal y ha sido implicada en la regulacion del sueno
y la vigilia, asi como en multiples funciones ritmicas y
circadianas (49). La serotonina a través de procesos de
transmetilacion a nivel patologico, y por ser los indoles
grupos compartidos con psicodislépticos alucin6genos,
estd involucrada en la génesis de las psicosis, muy par-
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ticularmente en las esquizofrenias. La buena respuesta
a antipsicoticos actuales que bloquean especificamente
algunos receptores serotoninérgicos parece validar la
postura que involucra a las indolalquilaminas y sus pro-
ductos de metabolizacion, particularmente por acciéon
de metiltransferasas, con estas patologias, como vere-
mos mas adelante.

- INDOLETILAMINA-N-METILTRANSFERASA
(INMT):

Como se postulara en la hipoétesis de la transmetila-
cioén patolégicay en base alo comentado, los derivados
del indol podrian desempenar un papel importante
en la fisiopatologia de la esquizofrenia. Esta hipotesis
esta apoyada por el hecho bien establecido que la ma-
yoria de las drogas alucinégenas, como LSD o psilocibi-
na, actian via los receptores serotoninérgicos (53), en
particular HT,, y posiblemente 5-HTy (54), ademas
de compartir estructuras moleculares muy semejantes
a los neurotransmisores fisiol6gicos alterados en su
funcién por la presencia de grupos metilo. De hecho,
N,N-dimetiltriptamina (DMT) interactia también con
los receptores serotoninérgicos, pudiéndose hipoteti-
zar que parte del efecto de los nuevos antipsicoticos
puede estar relacionado con el bloqueo de la actividad
de DMT en estos receptores (55).

En estudios de doble-ciego (56) (57), Strassman demos-
tr6 que la administracién de una dosis no alucinégena de
DMT (0,05 mg/kg i.v.; en contraposicion con la dosis pico
alucinégena de 0,4 mg/kg i.v.) producia un estado mental
relajado y confortable en muchos sujetos, similar al efecto
principal de la DMT endégena (58) que proporciona asi
una respuesta homeostdtica para aliviar, en lugar de pro-
mover, los sintomas psicéticos. Mds recientemente, tam-
bién se ha demostrado que DMT es un ligando endégeno
de los receptores sigma-1 (59). La funcién del receptor sig-
ma1 se ha relacionado con la modulacién de la actividad
de canales i6nicos y de receptores acoplados a proteina G.
Niveles bajos del receptor sigma-1 se encuentran en todas
las regiones del SNC, pero es mas abundante en las neu-
ronas motoras del tronco cerebral y de la médula espinal
(60) y posee relacion estrecha con la enzima transmeti-
lante, indoletilamina-N-metiltransferasa (61). Se destaca la
relevancia que este hallazgo puede tener para explicar la
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Figura 8. Catabolismo de serotonina. Enzimas participantes: MAO = monoamino-oxidasa, ADH = aldehido-deshidrogenasa.
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clara sintomatologia motora evidente en la clinica de la
esquizofrenia, que tiene su punto culminante en las cata-
tonias.

En la investigacion que se realizara con pacientes es-
quizofrénicos (6)(8)(14)(62) se observé una intensa
actividad transmetilante que dio lugar a la presencia de
compuestos inddlicos metilados (N, N-dimetilindolalqui-
laminas psicodislépticas) en orina, siendo las mds impor-
tantes: N,N-dimetilserotonina (bufotenina, Bu) y N,N-
dimetiltriptamina (DMT). Estos compuestos metilados
se producen por la intervenciéon de enzimas del tipo de
N-metiltransferasas; dadas las caracteristicas estructurales
del sustrato se trata de la enzima indoletilamina-Nmetil-
transferasa (INMT) dependiente de SAMe, que se vera
mas detalladamente en secciones posteriores.

Fuente de grupos metilo: Metabolismo
de un carbono (C,). Ciclos de
metionina y de folato

La metionina es la principal fuente de grupos metilo
(CHg equivale a C;), pero éstos también se originan a
partir de la conversion de serina en glicina mediante
la enzima serina-hidroximetiltransferasa (SHMT) en el
ciclo de folato. En realidad estos procesos tienen lugar
via dos ciclos metabolicos: el de metionina y el de fola-
to, que convergen en SAMe, donante omnipresente de
grupos metilo para la transmetilaciéon (Fig. 9) (63). El

ciclo de metionina se refiere al ciclo de regeneraciéon
de L-metionina/SAMe y permite la transferencia de un
grupo metilo viala regeneracién de SAMe. Como mues-
tra la Figura 1, SAMe se convierte en homocisteina por
desmetilacion. LLa homocisteina, cuando se acumula,
puede producir dano neuronal y disfuncion cognitiva.
En la Fig. 9 se muestra el flujo de unidades de metilo
como C; dentro de circulos de borde negro; la serina
hace un aporte importante de estos grupos. En el ciclo
de folato, tras la conversion en glicina, la serina genera
MN-metiltetrahidrofolato. Los grupos metilo son en su
mayoria transportados por el folato (tetrahidrofolato).
El ciclo de metionina permite la transferencia de un
grupo metilo de N’-metiltetrahidrofolato a aceptores
de metilo via metionina y la regeneracion de SAMe.
La desmetilacion de SAMe produce homocisteina, po-
tencialmente toéxica, que puede ser re-metilada dando
metionina mediante metionina-sintetasa y vitamina B,
(Ia metionina-sintetasa transfiere un grupo metilo de
N-metiltetrahidrofolato a homocisteina). Las deficien-
cias de folato o vitamina By impiden la actividad de
metionina-sintetasa y causan la disminuciéon de metio-
nina y el aumento de los niveles de homocisteina. La
homocisteina puede también entrar en la via de trans-
sulfuracion que conduce a la produccién de cisteina
y glutatiéon (Fig. 9). La primera enzima en esta via es
cistationina-f-sintetasa, que cataliza la conversion de
serina y homocisteina en cistationina y agua, lo que
requiere vitamina B como cofactor. Gran parte de las
enzimas y compuestos que participan en los ciclos de
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metilo y de folato han sido asociados con la esquizofre-
nia (indicados en rojo) (63).

Como se puede apreciar en la Fig. 9, la sobrecarga de
metionina y la deplecién de folato causan la acumulaciéon
de homocisteina a través de distintos mecanismos (63).

Se conocen dos vias principales que metabolizan la
homocisteina: En primer lugar, la re-metilacion de ésta
para dar metionina es fundamental para mantener ba-
jos los niveles de homocisteina. Esta reaccion es catali-
zada por metionina-sintetasa, una enzima que limita la
velocidad, dependiente de folato y vitamina Byo, y que
es el vinculo entre los ciclos de metilo y folato. Estudios
nutricionales, epidemiolégicos y biol6gicos han demos-
trado que, en los casos de deficiencia de acido f6lico (o
folato), la actividad de metionina-sintetasa es baja, lo
cual causa la acumulaciéon de homocisteina.

En segundo lugar, la homocisteina también puede
entrar en una via secundaria que conduce a la produc-
cion de glutation (GSH), un antioxidante que reduce
el estrés oxidativo via la ruta de trans-sulfuracion. La
primera enzima en esta via es la cistationina-f-sintetasa
(Fig. 9), que cataliza la conversion de serina y homo-
cisteina en GSH y agua. Las mutaciones en cistationi-
na--sintetasa humana son conocidas por causar ho-
mocistinuria (64). Debido a que GSH es un tripéptido
compuesto de glutamato, cisteina y glicina, un aumento
en los niveles de GSH podria disminuir el pool de las
moléculas de glutamato y glicina libres.

En el liquido cefalorraquideo de pacientes esquizo-
frénicos, no medicados, se observo una disminucion
significativa en el nivel de glutation total (GSH) en un
27% en comparacion con los controles, en consonan-
cia con el nivel reducido informado de su metabolito
gamma-glutamilglutamina (65). Con espectroscopia de
resonancia magnética de protones no invasiva, se en-
contr6 que el nivel de GSH en la corteza prefrontal me-
dia de pacientes esquizofrénicos es un 52% inferior que
en los controles (65). El GSH desempena un papel fun-
damental en la proteccion de las células del dano por
especies reactivas de oxigeno generadas entre otros por
el metabolismo de la dopamina. Un déficit de GSH lle-
varia a procesos degenerativos en los alrededores de las
terminaciones dopaminérgicas que causan pérdida de
la conectividad. Bajas concentraciones de GSH también
podrian causar actividad hipoglutamatérgica (65) dado
que se sabe que GSH potencia los receptores de NMDA.

Historia de las metiltransferasas
que actlan sobre sustratos inddlicos.
Importancia en esquizofrenia

El interés en la posibilidad de que los alucin6genos
endogenos podrian tener algun rol en el SNC se incre-
ment6 por el descubrimiento de enzimas en tejidos de
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mamiferos que pueden catalizar la formacién de varios
alucinégenos (66-74). Estos hallazgos generaron un
namero de estudios que intentaron determinar si los
psicotégenos endogenos se sintetizan in vivoy si juegan
un rol en la psicosis o tal vez en algin aspecto de la
funcion normal.

En 1961 el Premio Nobel Julius Axelrod (66) descri-
bi6é una enzima en pulmoén de conejo que era capaz de
N-metilar indoletilaminas como sustratos para dar sus-
tancias alucinégenas usando SAMe como donante de
metilo (Figs. 10). Mas tarde, Morgan y Mandell en 1969
(68) describieron una enzima similar en el SNC que
se encontr6 en la fracciéon soluble y también en los si-
naptosomas y que presentoé la mayor concentracion en
tronco cerebral y la menor en las dreas corticales (69).

La enzima mostr6 una actividad especifica bajay una
K, relativamente alta (K, = constante de Michaelis,
que es la concentracion de sustrato que da la velocidad
media maxima y es una medida inversa de la afinidad del
sustrato por la enzima; a menor K, mayor afinidad).

Saavedra y Axelrod en 1972 (73) también describie-
ron una enzima en el cerebro de rata que cataliz6 la
N-metilacion de triptamina a monometiltriptamina y
dimetiltriptamina (DMT).

Saavedra, Coyle y Axelrod en 1973 (74) encontraron
esta enzima confinada a la corteza cerebral y al striatum
y a la materia blanca subcortical, una localizacioén di-
ferente de la indicada por Morgan y Mandell en 1969
(68). La enzima present6 una baja actividad especificay
amplia especificidad de sustrato.

Varias metiltransferasas se describieron en cerebro,
células sanguineas, plasma, pulmén e higado (70)(71)
(75-80). El nivel de la actividad N-metilante de los com-
ponentes de la sangre humana fue muy baja (77) (78)
(81)(82) y menos del 25% de los productos radioacti-
vos extraibles fueron recuperados por cromatografia
en capa delgada en el area correspondiente a N-me-
tiltriptamina (NMT) y N,N-dimetiltriptamina (DMT).
Las razones de esta baja recuperacién no fueron claras.
Wyatt, Saavedra y Axelrod en 1973 (77) no pudieron
confirmar los resultados de otros autores (83) sobre
un incremento de la actividad de N-metiltransferasa en
el plasma de pacientes esquizofrénicos. Sin embargo,
encontraron un aumento de esta actividad en las pla-
quetas de esquizofrénicos y psicoticos depresivos. Debe
recordarse que el comportamiento de la serotonina
plaquetaria es fiel indicador del comportamiento de las
neuronas serotoninérgicas.

Asi como aparecieron sistemas generadores de alu-
cinégenos, también surgieron discrepancias e inconsis-
tencias en los resultados de diferentes investigadores
(73) (74) (83-85) probablemente debido a que estos
estudios carecian de una identificacion completa del
producto ya que a la luz de las técnicas utilizadas en
esa época no se pudo resolver la superposicion entre
los indoles metilados y las correspondientes tetrahidro-
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Figura 10. Rutas en la formacion in vitro de derivados N-metilados y O-carbolinas de triptamina y serotonina. MeH 4 folato-reductasa:
N5 N10-metilentetrahidrofolato-reductasa; 5SMTHF: 5-metiltetrahidrofolato.

B-carbolinas mediadas por otro dador de metilos, el
acido tetrahidrofélico. En una serie de trabajos realiza-
dos para determinar algunas de las razones de estos ha-
llazgos conflictivos (81) (82) se encontr6 que la enzima
de los globulos rojos incubada con (14C)SAMe como
donante de metilo y N-metilserotonina, o bien NMT,
como sustrato, dieron como resultado la formacion de
derivados ciclados de indoletilaminas, las tetrahidro-f-
carbolinas, que eran dificilmente distinguibles de DMT
o de bufotenina por cromatografia, en los sistemas de
solventes usados en aquel entonces. Un fenémeno se-
mejante se observo cuando se us6 cerebro de rata como
fuente de la enzima, N-metiltriptamina como sustrato y
(14C)SAMe como donante de metilo (86).

Cuando se usaron técnicas de co-cristalizacion y deri-
vatizacion, mas confiables en identidad (86), se encontro
que podian ocurrir tanto la Mmetilacién como la forma-
cion de PB-carbolinas, cuando SAMe es donante de metilo,
dependiendo del tejido utilizado como fuente de enzima.

En los mamiferos, la enzima para la reacciéon de
metilacion estd presente principalmente en pulmoén y
adrenales (67) mientras que en otros tejidos predomi-
na la formacion de productos ciclados. S6lo pequenas
cantidades de DMT se forman en el tejido de cerebro
de rata (10-15 ng/kg de tejido cerebral mediante ana-
lisis por cromatografia liquida-espectrometria de masa)
(Fig. 11), mientras que la formacion de tetrahidro-33-
carbolinas se produce facilmente.
ci

H M.

SAM SAH

NH, MNH, N CH,
COH INMT
M paDcC INMT @TC
b e @ré) oy P 0
[::I:§T{ N N i
H A SAM  SAH H

Triptofano Triptamina

N-Metiltriptamina

N.N-Dimetiltriptamina

(NMT) (DMT)

Figura 11. Biosintesis de DMT a partir del aminoéacido triptofano: 1) La descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC: aromatic amino acid
decarboxylase) cataliza la formacion de triptamina a partir de triptofano; 2) la indoletilamina-/N-metiltransferasa (INMT) transfiere un grupo
metilo de SAMe (S-adenosilmetionina) a triptamina, dando N-metiltriptamina (NMT). 3) Se repite la reaccién anterior con NMT como sustrato,
INMT transfiere otro grupo metilo y produce DMT y dos equivalentes de SAH (S-adenosil-L-homocisteina) en total.
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Investigaciones sobre
indol-N-metiltransferasas desde la
década del 80 a la actualidad

En las décadas del 80 y del 90, hubo interés en la N-
metilacion de derivados de indoles, como B-carbolinas
e isoquinolinas, dado que podrian generar neurotoxi-
nas, que estarian vinculadas con patologias neurode-
generativas como la enfermedad de Parkinson. Collins
et al. (87) mostraron que las f-carbolinas simples, deri-
vadas de triptofano o indoles relacionados de cadena
abierta, cuando se metilan especificamente en los dos
nitréogenos disponibles (N-2 y N-9), presentan poten-
cias inhibitorias mitocondriales y efectos neurotoxicos
in vitro € in vivo, similares o superiores al ion N-metil-
4-fenilpiridinio (MPP*) (87) (Fig. 12).

Estos resultados adquieren significacion fisiologica
con los hallazgos de la actividad detectada in vivo de
la enzima cerebral, dependiente de SAMe, que cataliza
las metilaciones de N-2 y N-9 en f-carbolinas (87) (88)
(Fig. 12). La inusual N-metilacion del N-9 (N del indol),
previamente no reconocida en animales, requiere la
metilacion previa del N-2 (88), puesto que este ultimo
es mucho mas reactivo por ser un N piridinico. La di-
N-metilacion secuencial de las B-carbolinas endégenas
o xenobiéticas para formar el i6n 2,9-N,N’-dimetil-f-
carbolinio unico, neurotéxico (Fig. 12), puede servir
como una ruta de bioactivacion cerebral en condicio-
nes neurodegenerativas cronicas, tales como la enfer-
medad de Parkinson (87) (88).

Eli6n N-metil-4-fenilpiridinio (MPP*) (Fig. 12) es un
metabolito altamente téxico producido en el cerebro
por conversion oxidativa catalizada por MAO-B de una
neurotoxina exégena, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidro-

@jg_\w
N OHC\
H R

Triptamina

16n N-metil-4fenilpiridinio (MPP*)
(neurotaxico)

—

? MAO-B

N-Metil-4-fenil-1,2,3 6-tetrahidropiridina (MPTP)

Metiltransferasas en el metabolismo humano 89

piridina (MPTP), mal llamada “heroina sintética”, que
esta presente como impureza en la meperidina, usada
como sustituto de heroina. MPP* es tomado selectiva-
mente por las neuronas dopaminérgicas nigroestriata-
les, utiliza el transportador de dopamina y se acumula
intraneuronalmente en las mitocondrias de las células
gliales del cerebro, donde interrumpe la cadena de
transporte de electrones y la produccion de ATP, con
incremento de TNF-a, citoquina proinflamatoria, pro-
vocando atrofia neuronal y, en humanos, monos y varios
animales, provoca una condicién Parkinsoniana (87).

Asimismo, el producto metilado N-metil-1,2,3,4-te-
trahidroisoquinolina que se forma en el cerebro huma-
no puede ser el intermediario en la biosintesis de una
neurotoxina potente del metabolismo dopaminérgico
como es el i6n N-metilisoquinolinio (89) (Fig. 13). La
mayor parte de la actividad de la N-metiltransferasa in-
terviniente se encontr6 en la fraccion citosolica de la
corteza cerebral humana (89).

La enfermedad de Parkinson se cree que es cau-
sada por algunos factores endégenos y/o exogenos
desconocidos, interactuando con las predisposiciones
genéticas. Se ha observado que varios derivados de iso-
quinolina se encuentran en el cerebro de pacientes con
enfermedad de Parkinson. Los derivados de isoquinolina
tienen propiedades neuroquimicas similares a MPTP y se
considera que son neurotoxinas endogenas que causan
la enfermedad de Parkinson, siendo los mas potentes:
tetrahidroisoquinolina, 1-benciltetrahidroisoquinolina y
(R)-1,2-dimetil-5,6-dihidroxitetrahidroisoquinolina  ((R)-
N-metilsalsolinol) (Fig. 14). Las tetrahidroisoquinolinas,
igual que MPP*, inhiben el complejo I (NADH-ubi-
quinona oxido-reductasa) del sistema de transporte
de electrones en las mitocondrias, reduciendo de este
modo la formaciéon de ATP y produciendo especies re-

Ne R
H
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¢ N-Metilacién

N—CH
@E@ |
N R
\

CHj;

16n 2,9-N,N'dimetil-g -carbolinio
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Figura 12. Formacién de -carbolina y su N-metilacién al ién 2,9-N,N’-dimetil8-carbolinio, neurotéxico similar al ion N-metil-4-fenilpiri-
dinio (MPP*) producido a partir de MPTP. R = H o CH3.
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Figura 13. N-Metilacion de 1-metil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina y formacién del ién 1,2-dimetilisoquinolinio.

activas de oxigeno, principalmente: anién superéxido
(O97) (90). Cuya expresion clinica posiblemente se tra-
duzca en la astenia psicofisica propia de estos cuadros,
incluyendo posiblemente la esquizofrenia.

Dentro del rango de neurotoxicidad, si bien las pro-
piedades de las tetrahidroisoquinolinas (provenientes
de dopamina) son semejantes a las de MPTP (prove-
niente de indoles), su efecto es mas débil.

N-Metil-(R)-salsolinol (Fig. 14) es una tetrahidroiso-
quinolina también derivada de dopamina, que se en-
cuentra en el cerebro humano; induce parkinsonismo
en ratas después de inyectarlo en el striatum. Los cam-
bios conductuales, bioquimicos y patolégicos son muy
similares a los de la enfermedad de Parkinson (91).

Ademas este compuesto aumenta significativamente en
el liquido cefalo-raquideo de pacientes parkinsonianos
(91). N-Metil-(R)-salsolinol agot6 a las neuronas de do-
pamina en la substantia nigra de rata sin reaccion del
tejido necrético, lo cual puede deberse al proceso de
muerte apoptotica (91).

Como resultado de todos estos trabajos sobre p-car-
bolinas y tetrahidroisoquinolinas, se caracterizaron bio-
quimicamente una serie de enzimas capaces de la meti-
lacién de triptamina (66) (67) (92-95) y se describieron
al menos dos isoformas de triptamina-N-metiltransfera-
sa en pulmon (92) y en higado de conejo (93) (95).

Si bien estas actividades han sido denominadas de
distinta forma, como: metiltransferasa de pulmoén de
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Figura 14. Biosintesis de (R)-salsolinol y sus derivados. La condensacion enzimatica de dopamina con acetaldehido esta catalizada por
(R)-salsolinol-sintetasa para dar (R)-salsolinol. Luego la N-metiltransferasa cataliza la N-metilacién de (R)-salsolinol
en N-metil-(R)-salsolinol, que es posteriormente oxidado al ién 1,2-dimetil-6,7-dihidroxiisoquinolinio.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2016; 50 (1): 77-98



conejo (66), metiltransferasa inespecifica (66), alqui-
lamina aromatica-N-metiltransferasa (96), indolamina-
N-metiltransferasa (80)(92), arilamina-N-metiltransfe-
rasa (93) y amina-N-metiltransferasa (95), Thompson y
Weinshilboum en 1998 (25) se refirieron a la enzima
como indoletilamina-N-metiltransferasa (INMT) (94),
que es el nombre actualmente aceptado (£5C 2.1.1.49).

Thompson y Weinshilboum (25) purificaron la enzima
INMT de pulmoén de conejo para obtener la secuencia
parcial de aminoacidos, clonaron su ADNc, seguido por
la expresion y la caracterizacion bioquimica de la proteina
codificada por este ADNc. El ADNc se utiliz6 luego para
clonar el gen INMT de conejo y caracterizarlo estructural-
mente para que fuera posible estudiar la funciéon de esta
enzima y buscar ortélogos en otras especies, incluyendo
humanos, asi como enzimas relacionadas en el conejo.
Como la triptamina habia sido utilizada como un sustra-
to “prototipico” aceptor de metilo para la mayoria de los
estudios bioquimicos originales de esta actividad, se la uti-
liz6 como sustrato en estos experimentos. Estos autores
estudiaron el pulmén de conejo debido a su alta actividad
INMT especifica y debido a la extensa caracterizacion bio-
quimica previa de la actividad INMT en ese tejido (25).

Los sustratos indélicos de INMT se muestran en la
Tabla L.

Tabla |. Sustratos inddlicos de INMT estudiados a concentraciones
de 1 mM. La actividad es comparada con la de triptamina I mM

(100%) (25).
1 RZ
: : N :
H

R

Actividad
Sustratos R; R, relativa %
Triptamina H CH,CH,NH, 100
N-Metiltriptamina CH,CH,NHCH4 44
Serotonina OH CH,CH,NH, 11
Melatonina OCH3 | CH,CH,NHCOCH4 0

E1 ADNc del gen INMT que clonaron, codificaba una
proteina de 263 aminodcidos con una masa molecular
de 29 kDa. Mediante estudios genéticos del ARNm del
gen INMT estos autores demostraron que el mismo se
expresaba en pulmoén, higado y, a niveles mas bajos, en
el cerebro de conejo. La proteina codificada por este
ADNCc fue capaz de catalizar la metilacion de triptamina
y compuestos estructuralmente relacionados (Tabla 1).

Cuando se realizaron estudios cinéticos con sustrato
con INMT recombinante de pulmén de conejo, los valo-
res de K| aparente para triptamina y SAMe fueron simi-
lares a los de citosol de pulmén de conejo y a los de la
enzima de pulmoén de conejo, parcialmente purificada, lo
que indica claramente que se trata de la inica enzima con
esta actividad presente en el pulmén de conejo (25).
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Esta enzima INMT de pulmén de conejo, fue inhi-
bida por productos de la catdlisis de triptamina como
sustrato, los mencionados antimigranosos y los antide-
presivos triciclicos, como amitriptilina que se sabe fun-
ciona también como antimigranoso. Por lo tanto, si un
ortologo de INMT con propiedades bioquimicas simi-
lares se expresa en tejidos humanos, tendran que eva-
luarse los efectos potenciales de estos farmacos, comun-
mente recetados, sobre la enzima. Finalmente, la INMT
de pulmoén de conejo pareciera ser un miembro de una
familia de metiltransferasas de pequenas moléculas ci-
tosolicas, una familia que incluye tioéter-metiltransfera-
sa (TEMT), nicotinamida-N-metiltransferasa (NNMT) y
feniletanolamina-N-metiltransferasa (PNMT) (25). Esa
conclusion se bas6 en las comparaciones de las secuen-
cias de aminodcidos y en las estructuras de los genes. Se
desconoce si quedan por descubrir otros miembros de
esta familia emergente de genes.

En otro estudio, Thompson et al. (26) clonaron, ex-
presaron, localizaron y caracterizaron las actividades de
INMT humana, utilizando técnicas genéticas y estruc-
turales. La INMT humana se expres6 en el pulmoén,
tiroides, glandula adrenal, corazén, musculo y médula
espinal, pero no en el cerebro. Los autores observa-
ron valores altos de K (un orden de magnitud mayor
que en estudios previos) (69)(97) de triptamina para
la INMT recombinante humana y una ausencia de las
transcripciones de ARNm del gen INMT en el cerebro.
Pero estos autores no tuvieron en cuenta la constante
de velocidad de la reaccién de catalisis, como veremos
en parrafos subsiguientes. Por lo tanto, Thompson et al.
(26) llegan erréneamente a la conclusion que la pro-
duccion de DMT en humanos no es fisiol6gicamente
significativa. Su conclusiéon pone mucho peso en la
importancia de los valores de K de la INMT recombi-
nante humanay no tienen en cuenta varios aspectos ge-
néticos y enzimaticos adicionales, que son claramente
discutidos por Jacob y Presti en el ano 2005 (98).

A pesar de anos de investigacién, no hay una compren-
sion universalmente aceptada de la biofisica de la funcion
de la enzima (99); por lo tanto, el significado de los va-
lores de K, especialmente para las rutas bioquimicas in
vivo, sigue abierta a la interpretaciéon. Aunque Thompson
et al. (26) argumentan que valores altos de K | significan
una combinaciéon de enzima-sustrato que no es biol6gi-
camente significativa, un meta-analisis de reciente inves-
tigacion ha demostrado que los valores altos de K| son
significativos en los sistemas biolégicos (100).

Si bien los complejos enzima-sustrato con altos valo-
res de K muestran menos afinidad de union, la catali-
sis procede generalmente a una velocidad de reaccion
mas rapida. De hecho, Ferhst (100) identifica muchas
enzimas en la glicdlisis que operan a “muy altos” valores
de K mostrando eficiencia catalitica a pesar de tener
afinidad milimolar (mM). Ferhst (100) sostiene que la
afinidad se vuelve menos importante en los sistemas in-
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tracelulares donde estan presentes altas concentracio-
nes de metabolitos necesarios y sugiere que la constante
de especificidad k_, /K, (constante de velocidad de ca-
talisis/constante de Michaelis) es el mejor indicador de
la eficiencia enzima-sustrato.

Por lo tanto, Jacob y Presti (98) aconsejan no hacer
énfasis indebido en los valores numéricos de K | a la hora
de interpretar la actividad ¢n vitro. Segin estos autores, la
estructura de INMT humana necesita ser determinada y
sus parametros cinéticos in vivo deben ser evaluados mas
a fondo antes de considerar la Mmetilacién de triptami-
nas como fisiol6gicamente irrelevante. Los resultados de
Thompson et al. (26) también se deberian tomar con pre-
caucion debido a que sus mediciones reflejan la actividad
de una enzima recombinante, removida de su ambito na-
tural en el que la compartimentalizacion celular podria
alterar significativamente su actividad.

Genéticamente hablando, la ausencia de transcripcio-
nes de INMT producidas constitutivamente en el cerebro
no quiere decir que nunca se producen; muchos eventos
podrian potencialmente desencadenar la transcripcion
de INMT en el cerebro (98). Mas atin, en una breve publi-
cacion se afirmoé que la actividad de INMT aumenta bajo
estrés (descarga eléctricay natacion forzada) en el cerebro
de roedores (101). Por lo tanto, una respuesta de estrés
que produce grandes cantidades de triptamina en los teji-
dos podria llevar a una produccion significativa de DMT.
Ademas, dada la presencia de transcripciones de INMT en
los tejidos periféricos, la produccion de DMT podria ocu-
rrir fuera del cerebro y atin tener actividad en el mismo,
debido a que DMT puede cruzar facilmente la barrera he-
matoencefalica, como lo demostraramos en experimentos
con conejos (13, 14). Esto la haria diferente de la mayoria
de los neurotransmisores, los cuales no tienen significati-
va permeabilidad de la barrera hematoencefilica y por lo
tanto deberan ser producidos dentro del cerebro.

Figura 15. Estructura cristalina de la enzima indoletilamina-N-
metiltransferasa humana con S-adenosil-L-homocisteina (102).
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La estructura cristalina de INMT fue determinada y
publicada en bancos de datos de enzimas (102) (Fig. 15).

Localizacién de la enzima INMT

Recientemente se encontré que la enzima indol-N-
metiltransferasa (INMT) que convierte triptamina en el
ligando DMT de los receptores sigma-1, esta a nivel celu-
lar localizada, conjuntamente con estos receptores, en
las motoneuronas de las densidades postsinapticas coli-
nérgicas, también conocidas como CGterminales (103).
Esta asociacion estrecha de INMT vy los receptores sig-
ma-1 sugiere que DMT es sintetizada localmente para
activar eficazmente al receptor sigma-1 en las neuronas
motoras (103).

Los Gterminales fueron descubiertos hace 45 anos,
pero su funcién ha sido recientemente revelada, en-
contrandose que aumentan la excitabilidad de las mo-
toneuronas, especialmente bajo condiciones de estrés
(104). Los C-terminales poseen el receptor muscarinico
de acetilcolina tipo 2 (MgAchR: muscarinic type 2 acetyl-
choline receptor) que es un receptor acoplado a proteina
G (105), los canales de potasio K, ; (106) y SK que son
los canales de potasio de pequena conductancia activa-
dos por calcio (107), localizados en la membrana plas-
matica postsinaptica, mientras que el receptor sigma-1
se localiza en las cisternas de la subsuperficie (108). Por
lo tanto, el receptor sigma-1 afecta a la funcién motora,
probablemente a través de su accién a nivel de las mo-
toneuronas (108-110).

La activacion del MyAChR en las motoneuronas
inhibe algunos canales de potasio, probablemente los
del tipo SK, lo cual podria reducir la duraciéon de la
hiperpolarizacién posterior (107), dando lugar a una
mayor frecuencia de disparo de las motoneuronas y ge-
nerando una contracciéon muscular mas fuerte. Se ha
demostrado que el receptor sigma-1 regula la actividad
de algunos canales i6nicos dependientes del voltaje,
presumiblemente a través de su interaccion directa
(111)(112). El receptor sigma-1 en los C-terminales se
localiza, como dijéramos, en las cisternas subsuperfi-
ciales ubicadas a menos de 10 nanometros (nm) de la
membrana plasmatica (108). Por lo tanto, es razonable
proponer que ocurra una interaccion directa protei-
na/proteina entre el receptor y los canales de potasio,
permitiendo la regulacion del receptor sigma-1. En con-
junto esta cadena de eventos causaria un aumento del
eflujo de potasio, mayor hiperpolarizaciéon posterior y
una disminucién de la frecuencia de disparo. De esta
manera el receptor sigma-1 podria servir como un freno
que controle la excitabilidad de las motoneuronas.

Estos receptores sigma-1 permanecieron ignorados
durante afios hasta que en el 2007, Hayashi y Su (113)
propusieron el nuevo concepto de “chaperonas de re-
ceptores” para explicar su funcion fisiologica.



Se conocen dos subtipos de receptores sigma: sigma-1
y sigma-2. El receptor sigma-1 humano es una tnica pro-
teina de 25 kDa que consta de 223 aminodcidos, por
primera vez clonada y expresada funcionalmente por
Kekuda et al. (114), que estructuralmente no esta re-
lacionada con ninguna otra proteina de mamifero co-
nocida. Si bien existe un 30% de homologia entre la
secuencia de aminoacidos del receptor sigma-1 huma-
no vy la esterol Ag/A7-isornerasa de levadura (ERGQ), la
proteina sigma-1 no posee ninguna actividad de esterol-
isomerasa (115). Ademas, la contraparte funcional de la
esterol-isomerasa de levadura, la esterol-A8/ A”-isomerasa
de mamifero (hSI) o proteina de unién a emopamil
(EBP: emopamil binding protein), previamente clonada y
purificada por Hanner et al. (116) y Nes et al. (117) res-
pectivamente, posee no sélo un mecanismo de reaccion
diferente, sino también distinta secuencia y topologia
de transmembrana (118). Asi, la ERGy de levadura es
diferente de la enzima hSI/EBP humana en la secuen-
cia y el nivel estructural, pero muestra una homologia
significativa con la proteina del receptor sigma-1. Sin
embargo, las tres proteinas farmacologicamente estan
relacionadas entre si en que compuestos estructural-
mente distintos, como los ligandos de sigma-1, ifen-
prodil (119) y SR31747A (120), asi como el inhibidor
MDIL.28815 de la esterol-isomerasa (119) se unen con
alta afinidad hacia dominios especificos de uniéon en
ERGy, hSI/EBP y receptor sigma-1.

Esquizofrenia y metilacion

Las investigaciones realizadas por diversos autores
(63) sobre la fisiopatologia de la esquizofrenia confir-
man que ocurre: metilacion alterada del ADN (dando
disfuncién de la expresion génica), metilacion alterada
de feniletilaminas (dando disfuncién dopaminérgica),
metilacion alterada de indolaminas (dando disfuncion
serotoninérgica), transmision glutamatérgica anormal
(disfuncién glutamatérgica o en NMDA), funcién mito-
condrial alterada (disfunciéon mitocondrial), deficien-
cia de folato (deterioro en el neurodesarrollo y deterio-
ro de la neuroplasticidad) y altos niveles maternos de
homocisteina. Estos factores, si bien han sido explora-
dos por separado, implican el metabolismo de C; (Fig.
9) que es central en la regulaciéon de la homeostasis de
la energia celular y de la metilacion, confirmando su rol
en laintegracion de los factores genéticos y ambientales
por influir en la regulacién epigenética (63).

Este grupo de investigacion ha investigado la altera-
cién neurometabolica caracteristica de la esquizofrenia,
centrandose en las indolalquilaminas, algunas de ellas
conocidas desde hace anos por su capacidad neurodis-
léptica, alucinogénica y ente6gena (4-9) (15).

Los estudios tangenciales con Ayahuasca (10-12), bre-
vaje utilizado en rituales chamanisticos y ritualisticos en
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la Cuenca del Amazonas, de potente actividad alucino-
génicay disperceptiva, y la identidad de su principio ac-
tivo, N,N-dimetiltriptamina (DMT) (en Psychotria viridis)
protegida del ataque de monoamino-oxidasa (MAO)
por inhibidores naturales como las harminas (presentes
en la liana Banisteriopsis caapi), reforzaron, a través de
una situacion exoégenamente inducida, lo que podria
ser la clave de un fenémeno endégeno espontaneo de
origen genético, es decir una hiperactividad metilante
que en un alto porcentaje de pacientes con esquizofre-
nia se presenta en un fenotipo con hipoactividad de la
enzima MAO. Recientemente se ha verificado esta hi-
potesis con el consiguiente valor clinico diagnéstico y
potencialmente terapéutico (13)(14) (62).

Se evalu6 el comportamiento de las MAOs plaque-
taria y sérica, asi como la actividad transmetilante, en
un grupo de pacientes esquizofrénicos comparado con
un grupo apareado de controles sanos (62). Ademas,
se realizo la cuantificacion en orina de 24 horas en el
mismo grupo de pacientesy controles de los indoles psi-
codislépticos N,N-dimetilserotonina (bufotenina, Bu) y
N,N-dimetiltriptamina (DMT), demostrando la presen-
cia de ambas indolalquilaminas en las muestras de ori-
na de pacientes como marcadores de actividad de trans-
metilacion. También se logré la categorizacion de los
pacientes en estudio en cuatro fenotipos, encontrando-
se en estos casos de esquizofrenia un 94,1% de actividad
de transmetilacion superior a la normal. La transmeti-
lacién implica la producciéon de compuestos indolicos
N,N-dimetilados en el metabolismo serotoninérgico,
como: bufotenina y DMT, debido a un disbalance fun-
cional de la enzima indoletilamina-N-metiltransferasa
(INMT) (£C2.1.1.49), que han sido detallados en este
trabajo.

El hecho que la actividad de INMT se incremente
bajo condiciones de estrés, como hemos visto, dando
lugar a una produccion de indoletilaminas metiladas,
como DMT, explicaria también, al menos en parte, por
qué la esquizofrenia es una enfermedad que evoluciona
en brotes. El estrés que significa la alteracion percep-
tual aumenta la transmetilacion y, por lo tanto, ahi se
cierra el circulo de retroalimentacién, que activa agu-
damente la sintomatologia.

También se observé correlacion significativa entre la
actividad transmetilante, la hipoactividad de MAO, la
alteracion de las MAO intra- y extracelular y la presen-
cia de indolalquilaminas metiladas en orina en varios
fenotipos esquizofrénicos, proporcionando una vision
general de la bateria de analisis cuantitativos que debe-
rian llevarse a cabo con el fin de establecer un diagnos-
tico mas preciso y fiable de la esquizofrenia.

Los resultados apoyan la teoria de la transmetilacion
patolégica como una posible etiopatogenia de un gru-
po significativo de pacientes esquizofrénicos y muestran
que estas N,N-dimetilindolalquilaminas son biomarca-
dores de estado para la expresiéon neuroquimica de fe-
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notipos especificos de un subconjunto altamente signi-
ficativo de estas patologias (ca. 70 %) (62).

En funcion de los resultados obtenidos en la fase ex-
perimental en humanos, creci6 el interés en conocer el
comportamiento in vivo de DMT en comparaciéon con
serotoninay triptamina. Para ello, se procedi6 a realizar
la marcacion de DMT, preparada en estos laboratorios,
asi como de serotonina y triptamina con el emisor gam-
maiodo-131 parallevar a cabo estudios a largo plazo (se
desintegra con una vida media de 8,05 dias) en conejos
(13). Los estudios in vivo consistieron en determinar
si las indolalquilaminas mencionadas pasan la barrera
hematoencefilica (BHE) y en tal caso, analizar la capta-
cion en el cerebro, el tiempo de residencia y el clearance
plasmatico para cada uno de estos compuestos.

Los tres compuestos mostraron un comportamiento
diferente. La DMT marcada entr6 en el cerebro 10 segun-
dos después de la inyeccion (DI), cruzoé la barrera hema-
toencefdlica (BHE) y se uni6 a los receptores, siendo par-
cialmente excretada por orina. Se detect6 en orina dentro
de las 24 h DI, y permaneci6 en el cerebro, siendo atn
detectable 7 dias DI (se detect6 0,1% de la dosis inyectada
en el bulbo olfatorio). En cambio, serotonina y triptamina
fueron rapidamente captadas en el cerebro y totalmente
excretadas 10 minutos DI (13) (14).

La captacion cerebral de serotonina se expres6 como
porcentaje de la dosis inyectada de serotonina marcada
(ca. 0,06%). Este es el primer informe que demuestra
de manera concluyente que la serotonina cruza la BHE
y entra en el cerebro in vivo en conejos.

Los autores consideran que ésta es la primera prueba
cientifica de que DMT ex6gena permanece en el cere-
bro durante al menos 7 dias DI. DMT, serotonina y trip-
tamina se comportan como agonistas de 5-HTy, (ago-
nismo total) y 5-HTy (agonismo parcial), receptores
asociados a aminas traza (TAARs, sigla en inglés: trace
amine-associaled receplors) y sigma-1 (farmacoforo para el
grupo N,N-dimetilo). DMT es un ligando endégeno de
sigma-1, por lo que esta unioén puede explicar el dife-
rente comportamiento de DMT en el cerebro, frente a
triptamina y serotonina.

Comentarios finales

En este trabajo se analiz6 la informacion que hay
sobre un grupo de enzimas como las metiltransferasas
de moléculas pequenas dependientes de SAMe, que tie-
nen importancia en los procesos de metilaciéon de indo-
laminas, fenetilaminas y otros compuestos de bajo peso
molecular, que se relacionan con algunos aspectos de la
fisiopatologia de la esquizofrenia.

Se analizaron las metiltransferasas que actian sobre
sustratos indolicos y su importancia en esquizofrenia.

Dado que desde el punto de vista metabélico las me-
tilaciones involucran a los ciclos de folato y de metioni-
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na, se presentaron algunas evidencias que sugieren que
las enzimas y los metabolitos que participan en ambos
ciclos, asi como las interacciones genético-ambientales,
podrian estar asociados con la esquizofrenia. Se indica
claramente que varios componentes del metabolismo
de C; han sido estudiados hasta ahora por diversos au-
tores por separado, sin embargo, las vias metabolicas
son interdependientes.

Dentro del metabolismo de C, se ha visto que estdn
incluidas las metilaciones anormales de ADN, de feni-
letilaminas y de indolalquilaminas que conducen a dis-
funcion en la expresion génica, difuncion adrenérgica
y disfuncion serotoninérgica respectivamente. En todas
estas disfunciones estan involucradas metiltransferasas,
en el ultimo caso la enzima indoletilamina-N-metiltrans-
ferasa (INMT).

Se trat6 en particular la disfuncion serotoninérgicay
el metabolismo de C;, indicando los trabajos realizados
sobre biomarcadores en pacientes con esquizofrenia y
sobre biodistribucion a corto, medio y largo plazo de in-
dolalquilaminas sin N-metilar y N'metiladas, en conejos.

Se intent6 aportar una explicacion fisiopatologica al
fenémeno de las alteraciones de la percepcion con la
esperanza que sea de utilidad clinica, facilitando la de-
teccion precoz con la consecuente mayor especificidad
terapéutica y la prevencion del proceso degenerativo
concomitante.
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