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EVALUACION DE LA TRANSMETILACION EN MEMBRANA
EN EL SINDROME PREMENSTRUAL

Patricia Tabacchi Bolivar'
RESUMEN

Lareaccion de transmetilacion lipidica consiste en la sintesis de fosfatidilcolina (PC) a partir de fosfatidiletanolamina
(PE), incorporando tres grupos metilo donados por S-adenosilmetionina (SAMe). Esta reaccion ha sido descrita en la
membrana plasmatica y en el reticulo endoplasmico, y ocurre por la accién de la fosfatidiletanolamina N-
metiltransferasa y la fosfatidil N-metiletanolamina-N-metil transferasa. El interés de estudiar esta actividad
enzimatica deriva de la observacion de una menor proporcién de PC en las membranas de eritrocito de mujeres con
sindrome premenstrual (SPM) durante la fase luteal tardia (FLT) del ciclo menstrual, y de los reportes del empleo de
SAMe para el tratamiento del SPM. El estudio piloto de la actividad de transmetilacién en 4 mujeres con SPM y 4
mujeres control, mostré diferencias significativas (p<0,05) en la cantidad de PC formada con respecto al grupo control
en la fase luteal. Los resultados confirman los estudios preliminares hechos por nuestro grupo y refuerzan la hipotesis
que la via de la transmetilacién lipidica seria de importancia para comprender la etiologia del SPM.

Palabras clave: Transmetilacion, Fosfatidilcolina (PC), Fosfatidiletanolamina(PE), S-adenosilmetionina (SAMe),
Sindrome Premenstrual.

SUMMARY

The lipid transmethylation reaction consists in the synthesis of phosphatidylcholine (PC) through the addition of 3
methyl groups from S-adenosyl-L-methionine (SAMe) to phosphatidylethanplamine (PE). This reaction is know to
take place in the plasma membrane and the endoplasmic reticulum, and is catalyzed by phosphatidylethanolamine N-
methyl transferase and phosphatidyl N-methyl ethanolamine-N-methyltransferase. Our interest in investigating this
enzymatic activity was raised by the previously reported lower proportion of PC in membranes of erythrocytes from
women with Premenstrual Sindrome (PMS) during the Late Luteal Phase (LLP) of the menstrual cycle, as web as the
use of SAMe for the treatment of PMS. The study showed significant difference (p<<0.05) between 4 women with SPM
and 4 control women with regard to their transmethylation activity expressed as the amount of PC formed in the
Lutheal Phase. The results confirm those from previous studies and reinforce the hipothesis that the lipid
transmethylation pathway is implicated in the ethiology of PMS.

Key words: Transmethylation, Phosphatidylcholine (PC), Phosphatidylethanolamine (PE), S-adenosyl-L-
methionine (SAMe), Premenstrual Sindrome (SPM).

INTRODUCCION

Desde hace mas de 50 afios se sabe que la membrana
plasmatica estd compuesta por lipidos y proteinas que
se disponen formando una bicapa organizada a través
de interacciones no covalentes. La forma como estos
componentes se disponen y cOmo interactian se
encuentra bien explicada en el modelo del “Mosaico
fluido” propuesto por Singer y Nicholson (1972),
(Singer, 1992).

Las membranas biologicas son mds que simples
divisiones de compartimentos celulares, cuentan con

mecanismos que facilitan el transporte selectivo de
sustancias de un lado a otro de la membrana, y
presentan receptores que se unen a ligandos especificos
en el espacio externo mediando la transmision de
informacién hacia el interior de la célula o bien
mediando la trasmisién de informacion entre célula y
célula (Kohwein, 1992; Mathews, 2002; Nelson &
Cox, 2000; Stryer, 1990).

Los fosfolipidos son constituyentes esenciales de las
membranas no sélo desde el punto de vista estructural
(forman la bicapa lipidica), sino también funcional,
influyen en la fluidez de la membrana y generacion de
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segundos mensajeros (Hirata & Axelrod, 1980; Nelson
& Cox, 2000).

Entre los fosfolipidos mds abundantes en las
membranas se encuentran la fosfatidileolina (PC), la
fosfatidiletanolamina (PE), la fosfatidilserina (PS), el
fosfatidilinositel (PI) y la esfingomielina (SM), los
mismos que se encuentran asimétricamente
distribuidos en la membrana plasmdtica (Nelson &
Cox, 2000; Mathews, 2002).

Los procesos de biosintesis y modificacion de los
fosfolipidos en la bicapa ocwren en diferentes
compartimentos celulares pero siempre asociados a
membranas. La mayoria de las vias biosintéticas de
lipidos ocurren en la membrana de reticulo
endoplasmico liso, y sus modificaciones como la
glicosilacion, en la membrana del aparato de Golgi.
También pueden ocurrir modificaciones a nivel de la
membrana plasmatica, en la cual existen enzimas que
catalizan reacciones de hidrolisis, de intercambio de
cabezas polares o de cadenas de 4cidos grasos, o
modificaciones de cabezas polares a través de
reacciones de transmetilacién (Marggrafwd, 1981;
Luberto & Hannun, 1989; Roberts, 1994; Nelson &
Cox, 2000).

ANTECEDENTES

Fosfolipidos y Transmetilacion en Membranas:
Segtin lo que se conoce hasta el momento, la modifica-
cién de las concentraciones de PE y PC en lamembrana
de eritrocito puede originarse por el transporte de
lisofosfatidilcolina o lisofosfatidiletanolamina por la
albimina desde la region extracelular al interior de la
membrana; por una reaccién de intercambio de PC
extracelular con PC de la membrana realizada por las
lipoproteinas; por la transmetilacién de PE a PC o por
la hidrolisis de cualquiera de ellos mediada por fosfoli-
pasaA2.
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Figural. Esquema de los mayores cambios de los componen-
tes lipidicos en membranas de eritrocite maduro (modifica-
doen base a Percy 1988). :

Estudios de Hirata y Axelrod muestran que la transme-

tilacion de PE a PC tendria un rol importante en los
mecanismos de transduccion de sefiales mediada por
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receptores y esto podria deberse a modificaciones en la
fluidez de membrana del microambiente del receptor
(Hirata & Axelrod, 19792, 1980)

La transmetilacion es una reaccion esencial para
muchos procesos bioquimicos en la célula. Esta reac-
cidn es catalizada por una familia de enzimas conocidas
como “metiltransferasas” ¢ involucra la transferencia
de grupos metilo activados desde una molécula dona-
dora llamada S-Adenosilmetionina (SAMe) hacia
diversas moléculas aceptoras tales como aminas
biogénicas, fosfolipidos, proteinas, dcidos nucleicos,
polisacaridos y portirinas (Stryer, 1990; Maher, 2000;
Nelson & Cox, 2000; Bottiglieri, 2002; Mathews,
2002).
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Figura 2. Estructura de la S-adenosilmetionina (Stryer
1990).

La via de transmetilacion de PE ha sido ampliamente
estudiada a nivel de hepatocitos, principalmente en
membranas de reticulo endoplasmico y microsomas
(Cui & Vance, 1993; Cw & Houweling, 2002; Garcia-
Trevijano, 2000; Gibson & Wilson, 1961; Hirata &
Axelrod, 1979; Kakimoto, 1992). Se ha establecido que
la biosintesis de PC es esencial para la funcion hepatica
y un 30% de esta especie lipidica proviene de la
actividad de la transmetilacion. En estos estudios se ha
descrito el mecanismo de esta via, el cual consiste en la
conversion del fosfolipido fosfatidiletanolamina (PE)
al fosfolipido fosfatidilcolina (PC) como producto final
tras la incorporacion de tres grupos metilo.

El mecanismo involucra la formacionde los productos
intermedios metilados
Fosfatidilmonometiletanolamina (PME) vy
Fosfatidildimetiletanolamina (PDE). La secuencia de

reacciones es la siguiente: conversion de PE — PME,
reaccién que es catalizada por la enzima
Fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa

(E.C.2.1.1.17); y la conversion de PME —PDE —PC,
siendo estas dos ultimas reacciones comsecutivas
catalizadas por la enzima Fosfatidil N-
metiletanolamina-N-metiltransferasa
(E.C.2.1.1.71), Hirata & Axelrod, 1979, Lew &
Hockaday, 1988.
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Figura 3.Mecanismo propuesto para la reaccion de transme-
tilacion de PC a PE a nivel de membrana.(tomado de Hirata
1980.)

Hirata y colaboradores han demostrado la actividad de
transmetilacion de PE a PC en membrana de eritrocito,
proponiendo el mismo mecanismo descrito anterior-
mente y estableciendo que la primera metilacion se
llevaria a cabo en la monocapa interna (citoplasmatica)
de lamembrana y la segunda y tercera metilacion en la
monocapa externa. Ademds postulan que la asimetria
en la distribucién de los sitios cataliticos facilitaria la
metilacion en etapas de la Fosfatidiletanolamina, a la
vez que promoveria una traslocacién del producto final
Fosfatidilcolina a la monocapa externa (Gibson &
Wilson, 1961; Hirata & Axelrod, 1978a, 1978b, 2000).

Transmetilacion y Estados de Animo.

Desde hace algunos afios SAMe ha sido empleadoen la
terapia de desordenes afectivos o de conducta tales
como depresion, mania y esquizofrenia, conresultados
bastantes satisfactorios, especialmente en aquella
poblacion que no tolera los antidepresivos convencio-
nales (triciclicos y SSRIs). (Donna, 1986, Baldessarini,
1987, Bressa, 1994).

Alrededor de los afios 80, Cantoni y colaboradores
postularon una hipotesis con respecto a las bases
moleculares de estos desordenes afectivos. Segun esta
hipotesis la accion antidepresiva de SAMe estaria
basada en su capacidad de metilar ciertos compuestos
en el sistema nervioso central. Uno de esos compuestos
fue llamado por él Barinine (que estudios posteriores lo
identifican como PE), el cual por accion de SAMe se
convierte en metilbarinine (que actualmente ha sido
identificado como PC) (Drouva& Laplante, 1986;
Gibson &Wilson, 1961). Esta hipotesis ha sido corro-
borada por estudios posteriores que sefialan, por ejem-
plo, que la actividad de Metionina Adenosin transferasa
(MAT, enzima que sintetiza SAMe) cuantificada al
medir los niveles de SAMe en sangre (Connor &
Gillum, 1990; Bottiglieri, 2000), estarfa disminuida en
la depresion y  significativamente aumentada en
mania. También se ha detectado bajos niveles de SAMe
en liquido cefalorraquideo de pacientes con esquizofre-
nia (Matcheri &Kashavan, 1993; Ryzantera, 2002)

Otros reportes sefialan cambios en la composicion
lipidica de la membrana de eritrocitos de pacientes con
desordenes afectivos, como por gjemplo una disminu-
cion de PE en esquizofrénicos con respecto al grupo
control (Schimt, 1998), asi como también un aumento
de PE y disminucion de PC en el trastorno conocido
como Sindrome Premenstrual (SPM), (De Jong &
Rubinow, 1985; Gallo & Polettii, 1993).

Se sabe también que la sintesis de SAMe esta intima-
mente ligada al metabolismo del folato y la vitamina
B12, y que la deficiencia de estas vitaminas reduce los
niveles de SAMe en el sistema nervioso central y
causaria disturbios neurolégicos similares en depre-
sion, mania y esquizofrenia (Bottiglieri, 1974; Camey,
1987; Camey, 1987; Connor & Gillum, 1990; Morri-
son, 1996; Bottiglieri, 2000; Bottiglieri, 2002). Todo
esto estaria asociado a cambios en la fluidez de mem-
brana ya que se ha establecido que SAMe ayuda a
mantener la relacion PC/Colesterol en membrana
neuronal (Bottiglieri, 2002), promoviendo de esta
manera una mejor recepcidén y procesamiento de la
sefial hormonal, neurotransmisora y eléctrica (Stritt-
matter et al, 1979; Strementinoli, 1987; Tavoni, 1987;
Mathews, 2002). La mejora del estado de animo ante el
suministro de SAMe estaria también relacionada al
incremento de la actividad dopamina/serotonina y a la
selectiva accién excitatoria sobre las neuronas de la
region cortical del cerebro (Baldessarini, 1987; Stre-
mentinoli, 1987; Bottiglieri, 2000).

El Sindrome Premenstrual y su posible relaciéon con
la Transmetilacion Lipidica:

Se define como Sindrome Premenstrual (SPM) a [a
recurrencia ciclica en la Fase Luteal del ciclo menstrual
de una combinacidn de sintomas fisicos, psicologicos y
conductuales, lo suficientemente severos como para
causar un deterioro de las relaciones interpersonales o
interferir con las actividades normales (American
Psychiatric Association, 1987; Freeman, 2003; Reid,
1987).

La incidencia del SPM en la poblacion femenina se
estima entre un 30 aun 40% de las mujeres en edad
reproductiva entre los 20 y los 40 afios, y particular-
mente en mujeres que tienen un hijo o historia de
depresion en sus familias (Freeman, 2003; Steiner,
2003).

Los criterios clinicos para diagnosticar el SPM estin
establecidos en el DSM-III-R, manual de diagnostico
editado por la Sociedad de Psiquiatria de los EEUU
(American Psychiatric Association, 1987).

El diagnéstico de Sindrome Premenstrual se da a
aquellas personas que presentan ciertos grupos de
sintomas durante la Fase Luteal en tres ciclos mens-
truales consecutivos y que tipicamente empiezan a
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disminuir dias después de iniciada la fase folicular del
ciclo menstrual. Las bases moleculares del SPM no
estan bien definidas, pero existen evidencias que lo
asocian a cambios hormonales dentro del ciclo mens-
trual (Backstom, 1983; Drouva & Laplante, 1986;
Facchinetti & Genazzari, 1993; Gallo, 1995) y anoma-
lias en el sistema de traduccién de sefiales (Hirata &
Axelrod, 1979; Habori, 1995). En estudios no publica-
dos de nuestro grupo de investigacion (Gallo & Polettii,
1993) se observo un cambio en la composicion de
fosfolipidos de membrana durante la fase Luteal del
ciclo menstrual asociado a un incremento de PE y una
disminucion de PC en mujeres con SPM con respecto al
control. Ademas, el empleo de SAMe en el tratamiento
del SPM conjuntamente con el suministro de acidos
grasos, sugiere que la transmetilacién de lipidos de
membrana podria ser un factor importante en la etiolo-
gia del Sindrome Premenstrual (De Jong & Rubinow,
1985; Mortola, 1998).

MATERTALES Y METODOS

Materiales:

Reactivos: Las sales y los estandares de fosfolipidos
asi como los solventes fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co. Los compuestos radioactivos fueron
obtenidos de New England Nuclear.

Sujetos: Para la evaluacion se contd con dos grupos de
mujeres voluntarias con ciclos menstruales regulares
de 28 dias:

Grupo SPM, cuyo diagnostico psiquiatrico las califico
como SPM (+); el diagndstico fue confirmado con un
cuestionario a través del cual se evalué su estado
depresivo, ansiedad, susceptibilidad afectiva e irritabi-
lidad a lo largo de tres ciclos menstruales completos.
Grupo Control, conformado por mujeres calificadas
de no padecer ningin desorden psiquiatrico.

Las personas participantes en esta etapa estuvieron en
unrango entre los 18 y los 40 afos de edad.

Muestras:

Se obtuvieron dos muestras de sangre: un tubo con 10
mL usando como anticoagulante heparina.

Las muestras fueron tomadas en dos fases del ciclo
menstrual: Fase Folicular Temprana (de 0 a 5 dias) y
Fase Luteal Tardia (de 24 a 28 dias).

METODOS:

1. OBTENCION DE FANTASMAS DE GLOBULO
ROJO

Reactivos:

a. Buffer Tris (310 mM) pH 7,6 (buffer isoténico): el
Tris es preparado y llevado a pH 7,6 con Hel.

b. Buffer Tris (20 mM) pH 7,6 el cual se prepara por
dilucion de una alicuota de buffer Tris 310 mM.
Procedimiento:

Se centrifugo la sangre heparinizada (10 mL) a 1000 g
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por 30 min. a 4 oC, se removid el plasma por succidn y
se resuspendid el paquete globular en buffer Tris 310
mM. Se mezcld porinversidny se centrifugo la mues-
tranuevamente en las condiciones antes descritas.

Se removio el sobrenadante sacrificando un poco de
células rojas para remover la capa. Serepitié el lavado
2 veces mas.

Las células fueron suspendidas en buffer isoténico a un
hematocrito de 50%. La muestra fue mezclada por
mversion por 1 min. antes de tomar el hematocrito.

Preparacion de membranas:

Una alicuota de 5 mL de suspension celular fue hemoli-
zada con buffer Tris 20mM pH 7. Se agitd en vortex
por 5 min. Se centrifugo luego a 20,000 g por 20 min. a
4 oC (verificando hemolisis).

Se prosiguio con 3 a 4 lavados hasta verificar la clari-
dad de las membranas.

Después de remover el altimo lavado, las membranas
fueron suspendidas en buffer Tris 310 mM y trasferidas
aunvial con pipetas Pasteur.

2. OBTENCION DE MEMBRANAS INVERTIDAS
(Lew & Hockuaday, 1988, Method in Enzymology, 1974)

Reactivos: Solucion 0,5P8: 0,5 mM de fosfato de sodio
pH 8. Una solucion stock de 0,1 M de fosfato de sodio
(pH 10) es diluida 200 veces.

Procedimiento: Una alicuota de 0,1 mL de fantasmas
de globulo rojo fue diluida en 4 mL de solucion 0,5P8,
se agitd en vortex por 30 segy fue colocada en frio por
1,5 horas. Luego la suspension fue centrifugada a 28
000 g por 30 min. Las membranas recuperadas fueron
suspendidas en 0,5 mL de solucién 0,5P8, agitadas en
vortex y pasadas 3 veces a través de una agujaNo 27 en
unajeringade 1 mL para completar la vesiculacion.

3. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La determinacion de proteinas en las membranas se
realizé empleando el Kit BIO-Rad DC basado en el
método de Lowry —Bradford (Lowry, 1951; Bradford,
1976).

4. ENSAYO DE TRANSMETILACION (Hirata &
Axelrod, 1978b; Percy & Schemell, 1988)

Medio de reaccién

Se emplea SAMe tritiado (S-adenosil-L-metil 3H
metionina). Buffer Tris ~-HCI 50 mM, conteniendo 5
mMde MgCI2 y | mM de cisteina, pH 8.

SAMe 1 mM (1pCi) (la concentracion final se obtuvo
trabajando con una mezcla de SAMe tritiado y SAMe
no radioactivo).

Preparado de membranas: No Invertidas e Invertidas
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en concentracion equivalente a 800 ug de proteinas (la
reaccion fue corrida para cada modelo de membrana).
Volumen de trabajo 1000 L.

Este Sistema B fue aplicado para la evaluacion de la
transmetilacién de PE a PC en el Sindrome Premens-
trual.

Procedimiento

Los sistemas de reaccién en los cuales se uso SAMe
radioactivo fueron sonicados por 5 minutos con un
sonicador de bafio, modelo Ultrasonic 2000 Branson
Luego se realiz6 una preincubacion por 16 horasa4o C
con agitacion constante. Se considerd un Tiempo cero
(to) de 5 min. de incubacién a 250 C después del cual se
retir6 una alicuota de 500 L y se detuvo la reaccion con
1,1 mL de isopropanol para proceder a la extraccion
lipidica. Este tiempo cero (to) sirvid de control de las
concentraciones basales de los fosfolipides de trans-
metilacion y esfingomielina. Luego se siguid incuban-
do por un tiempo de reaccion (tf) de 30 min. a 37 oC.
Una vez transcurrido el tiempo se detuvo la reaccion
con 1,1 mL de isopropanol para proceder luego a la
extraccion lipidica.

5. EXTRACCION LIPIDICA (Rose, 1965; Morris,
1986).

Se realiz6 con una mezcla de isopropanol cloroformo
bajo gas de nitrdégeno grado cromatografico.

6. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC) PARA
LA IDENTIFICACION DE LOS FOSFOLIPIDOS
PE; PME; PDE; PC Y SM (Hirata & Axelrod, 1978a;
Morris, 1986; Percy, 1988).

Materiales y Reactivos:

Placas de TLC silica gel G-60 en base de vidrio 20x20
marca Merck.

Acetona, cloroformo, hexano, n-propilalcohol, acido
propidnico (g.r.), aguatipol.

Camaras de revelado, pipetas Hamilton de 10 L, estan-
dares de Fosfolipidos PC, PE, PDE, PME y SM, marca
Sigma.

Seusaron como sistemas de corrida:

Sisterna 1: acetona-hexano (1:3)

Sistema 2: n-propilalcohol-acido propidnico-
cloroformo-agua (3:2:2:1).

Tincién:
Latincién de placas se realizd con vapores de yodo.

Procedimiento

Se colocd la placa de TLC en el interior de una cdmara
de revelado que contenia 0,5 g de vodo sublimado. Se
cerrO la cdmara y se dej6 revelar por 30 min. Luego,
con un lapiz se delinearon las manchas detectadas tanto
en la muestra y los estandares a fin de determinar su Rf
y permitir su posterior raspado y transferencia a los

viales de vidrio para cuantificar la muestra por cente-
lleo liguido. Los viales de vidrio de 5 mL de capacidad
contenian 1 mL de liquido de centelleo para la realiza-
cidén de las lecturas en el instrumento Beckmann LS
6500 Multi-purpose.

7. FORMULAS EMPLEADAS:

Para expresar la cuantificacion de la formacién de cada
intermediario fosfolipidico de transmetilacién y
esfingomielina en los ensayos realizados en esta inves-
tigacion se empleo la siguiente formula:

Cambio con respecto al basal = (D.O final — D.O
inicial).

Esta formula se aplico para cada fosfolipido evaluado;
considere que D.O significa densidad optica.

i Cambio con respecto al basal
% de Cambio="_ de cambios con respecto al basal

de las especies evaluadas

)x100%

8. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se usd el programa SPSS
(Statical Package for the Social Sciences) version 11,5,
considerando  calculos estadisticos descriptivos y
comparacién de medias. Para la comparacion de
medias se utilizé el Test de Student con un limite de
confianza del 35%.

RESULTADOS y DISCUSION

Identificacion de los intermediarios de transmetila-
cién por TLC.

Fosfatidiletanolamina (PE), Fosfatidilmonometileta-
nolamina (PME), fosfatidildimetiletanolamina (PDE)
vy Fosfatidilcolina (PC) fueron satisfactoriamente
identificados a través de la técnica en cromatografia en
capa finaunidimensional.

Se establecieron los Rf caracteristicos para cada uno de
los intermediarios:

Intermediario lipidico Rf
PE 0,58
PME 0,53
PDE 0,42
PC 0,41

(A) Membranas No Invertidas
A

Fosfolipidos
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(B) Membranas Invertidas.

B

Lo

PE PDE PC
Fosfolipidos

Figura 4. Evaluacién comparativa de la transmetilacién
usando dos modelos de membranas: A) Membranas No
Invertidas y B) Membranas Invertidas(*).

En el disefio del modelo experimental es para la evalua-
cion de la transmetilacion se emplearon dos formas de
fantasmas de eritrocitos. El llamado modelo “right out”
(membranas No Invertidas), utiliza membranas de
eritrocitos que conservan su constitucidon nommal, es
decir, su cara externa e interna correctamente dispues-
ta, mientras que ¢l otro modelo Ilamado “inside out”
(membranas Invertidas) utiliza membranas cuya cara
interna esta dirigida hacia el exterior. Estos modelos
son empleados en el estudio de la funcion de las protei-
nas de membranas y surelacion con la tasa recambio de
los fosfolipidos (methods in Enzymology, 1974;
Dugan, 1985; Lew & Hockaday, 1988; Connor &
Gillum, 1990). Al observar las Figuras 4A y 4B se
observa una mayor formacion de PC en el modelo de
membranas Invertidas, La respuesta permite entonces
corroborar lo propuesto por Hirata & Axelrod, (1978b);
Habori, (1995) y Hirata & Axelrod, (1979), quienes
describen los posibles mecanismos de accién de las
transmetilasas, estableciendo que este mecanismo
imvolucra el paso de los sustratos de una enzima a otra,
acompaiiado de un rearreglo dindmico en la matriz de la
membrana.

Al realizar un analisis comparativo de la formacion de
PE, PDE, PC y SM durante la Fase Folicular del ciclo
menstrual, usando membranas Invertidas, se encontro
que no existe diferencia significativa en la formacidn
de estos lipidos entre el grupo de mujeres SPM y el
grupo Control, tal como se aprecia en la Tabla 1 y se
representa en la Figura 5.

De 1gual forma, empleando membranas Invertidas, se
pudo apreciar una diferencia significativa (P<0,05) en
los niveles de Fosfatidildimetiletanolamina (PDE)
durante la Fase Luteal de pacientes con SPM
comparado con los controles, tal como se aprecia en la
Tabla2 y serepresentaenlaFigura 6.

Asimismo, se realiza después un andlisis comparativo
de la formacién de PE, PDE, PC y SM durante la Fase
Folicular del ciclo menstrual, usando membranas No
Invertidas. Esta evaluacién mostrd que no existe
diferencia significativa en los niveles de formacion de
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estos lipidos entre el grupo de pacientes con SPM y el
grupo Control, tal como se aprecia en la Tabla 3 y se
representaenlaFigura 7.

Cuando se realiza el analisis en la Fase Luteal del ciclo
menstrual, usando también membranas No Invertidas,

se establecio diferencia significativa (p< 0.05) en los
niveles de formacion de Fosfatidilcolina (PC) y Esfin-
gomielina (SM) entre el grupo de paciente con SPM y
el grupo Control, tal como se aprecia en la Tabla 4 y se
representa en la Figura 8.

Por otro lado se realizo luego un estudio comparativo
de la formacién de PE, PDE, PC y Esfingomielina
(SM), entre la Fase Folicular y Luteal del ciclo mens-
trual de cada grupo evaluado por separado, mujeres
con SPM y mujeres control, con la finalidad de versi la
reaccion de transmetilacion y formacion de SM es igual
o diferente durante ambas fases del ciclo menstrual en
cada grupo.

Al realizar el andlisis usando membranas Invertidas se
observd diferencia significativa (p<0,05) en la forma-
cion de los niveles de Fosfatidilcolina (PC) al comparar
la Fase Folicular y Luteal del ciclo menstrual en el
grupo de mujeres con SPM, mientras que en el grupo
control no existe diferencias significativa entre las
fases, tal como se presentaenlaTabla 5.

De igual forma que en el caso anterior, el anélisis
comparativo fue realizado usando membranas No
Invertidas, y se observo que no existe diferencia signi-
ficativa entre la Fase Folicular y Luteal de mujeres con
SPM, pero si entre la Fase Folicular y Luteal en los
niveles de formacién de Fosfatidildimetiletanolamina
(PDE) en el grupo de mujeres Control (p<0,05), tal
como se presenta en la Tabla 6.

Nuestros resultados sugieren que existiria una posible
relacion entre la transmetilacion lipidica que conduce a
la formacién de PC a partir de PE en la membrana
plasmatica y el Sindrome Premenstrual, ya que se han
encontrado diferencias entre el grupo Control y en la
cantidad de estos fosfolipidos presentes en la membra-
nas en la Fase Luteal del ciclo menstrual.

Asi tenemos que en relacion a la presencia de las espe-
cies de fosfolipido evaluada tanto en Fase Folicular y
Luteal del ciclo menstrual (Figuras del 5 al 8), la dife-
rencia entre ambos grupos queda establecida en la Fase
Luteal del ciclo menstrual (Tablas 1 al 4), favorecién-
dose la formacién de Fosfatidildimetiletanolamina
(PDE) y Fosfatidilcolina (PC) en controles con respec-
to al grupo con SPM en experimentos con membranas
Invertidas y membranas No Invertidas respectivamen-
te. Esta respuesta puede estar también relacionada con
la naturaleza de los acidos grasos asociados a los
sustratos intermediarios de la reaccion de transmetila-
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cion que haria que se favorezca la formacion de un
determinado tipo de intermediario (Dugan ef al, 1985;
Morrison, 1996; Freeman, 2003; Bottiglieri, 2000). Por
otro lado, al contrastar los resultados obtenidos en las
Fases Folicular y Luteal en cada grupo (Tablas 5 y 6)
podemos observar que no existe diferencia significati-
va del grupo Control en relacion a la concentracion de
PE,PDE, PCy SM al usar membranas Invertidas. Sise
manifiesta una diferencia cuando se emplean membra-
nas No invertidas, incrementandose la formacion de
PDE enlaFase Folicular. Esta respuesta puede deberse
aque al usar membranas Invertidas podria haber afecta-
do el entorno y la disposicién natural de las transmetila-
sas para unirse con sus sustratos; pero lo mas importan-
te es que el grupo de mujeres con Sindrome Premens-
trual no presenta diferencias significativas en la forma-
cion de PE, PDE, PC y SM entre las fases del ciclo
menstrual cuando se usan las membranas No Inverti-
das, que son la forma bajo la cual trabajan en el organis-
mo. La diferencia s6lo se presenta en la formacién de
PC usando membranas Invertidas la cual se incrementa
en la Fase Folicular, lo que sugiere que la enzima estd
afectada de alguna forma, ya sea por una disposicion
desfavorable de los sitios activos de las enzimas o por
la naturaleza de sus sustratos en la Fase Luteal del ciclo
menstrual.

Tabla 1. Formacion de PE, PDE, PC y SM en la Fase
Folicular del ciclo menstrual usando membranas
Invertidas(*)

5 Desviacion :
CASOS N Media Fsténdar Sig.
SPM 4 2.7 2537
PE N.S
control 4 -3.8 §.20
SPM 4 67.9 2345
PDE N.S
control 4 | 77.8 12.43
SPM 4 | 133 5.20
B N.S
control 4 312 29.76
SPM 4 16 3.95 {
SM i NS
control 4 4.1 4.3
N.S=Nosignificativo.
s
£
£
3
]
-]
ES
PDE PC ESPM
Lipidos @ Control

Figura 5. Valores Promedios de formacién de PE,
PDE, PC y SM en mujeres con SPM y mujeres
control. Fase Folicular, Membranas Invertidas

(*) Laconcentracion de los lipidos fue determinada mediante la
técnica de centelleo liquido tal como se describe en materiales y
métodos.

Se representan cn la figura los % promedios £ SD, de muestras
corridas por duplicado.

Tabla 2. Formacién de PE, PDE, PC y SM en la Fase
Luteal del ciclo menstrual usando membranas
Invertidas.(*)

. Desviacion .

CASOS N Media Estindar Sig.

PE SPM 4 -18.8 9.63
N.S

control 4 1.9 16.77

PDE SPM 4 53.0 15.04

P<0.05

control 4 83.9 14.20

PC SPM 4 -7.7 17.11
= N.S

control
4 2.9 0.02

SM SPM 4 34 99
17.99 NS

control 4 3.4 1.32

N.S.=Nosignificativo.

120

100
e

% de cambio

ESPM
control

Figura 6. Valores promedios de formacién de PE,
PDE, PC y SM, en mujeres con SPM y mujeres
Control. Fase Luteal. Membranas Invertidas

Lipidos.

(*) La concentracion de los lipidos fue determinada mediante la
técnica de centelleo liquido tal como se describe en materiales y
métodos.

Se representan en la figura los % promedios + SD, de muestras
corridas por duplicado.

Tabla 3: Formacion de PE, PDE, PC y SM en la Fase
Folicula del ciclo menstrual usando membranas No
Invertidas.(*)

e . F Desviacion .
CASOS N Media Estandar Sig.
5 4 : i
B SPM 18.2 10.80 NS
control 4 25.0 12.30
SPM 4 3 32,73
PDE 2_9 2 NS
control 4 62.8 11.44
SPM 4 16. 30.73
PC ] N.S
control 4 T 7.95
E 4 : 2
M SPM 6.9 13.22 %5
control 4 -1.4 875

N.S.=Nosignificativo.
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120
100

% de cambio

- ESPM
Lipidos Hcontrol

Figura 7. Valores promedios de formacién de PE,
PDE, PC y SM, en mujeres con SPM y mujeres
Control. Fase Folicular Membranas No Invertidas

(*) La concentracion de los lipidos fue determinada mediante la
técnica de centelleo liquido tal como se describe en materiales y
métodos.

Se representan en la figura los % promedios + SD, de muestras
corridas por duplicade .

Tabla 4: Formacién de PE, PDE, PC y SM en la Fase
Luteal del ciclo menstrual usando membranas No
Invertidas.”

Desviacidn

CASOS N Media Estindar Sig.
P SPM 4 87 3742 NE
control 4 10.7 .09
SPM 4 5 9.75
PDE a7 : NS
control 4 33.5 18.04
SPM 4 -3.4 21.63
PC v P=0.05
control 4 334 22.89
M SPM 4 4.7 429 P<0.05
control 4 216 12.12

N.S=Nosignificativo

Tabla 5. Comparacién delaformacién de PE, PDE,
PC y SM entre la Fase Folicular y Luteal, usando
membranas Invertidas.”

Sindrome Premenstrual

i SViac 3
N Media ?l-?:[éns;urn Sig.
pg  (folicular) vs. 4 182 10.80 NS
(luteal) 4 &7 37.42 o
ppe  (felicular) vs. 4 202 32.73 NE
(luteal) 4 7.8 9.75 '
pc  (folicular) vs 4 16.7 30.73
(luteal) vs. 4 34 21.63 HE
gy (folicular) vs. 4 6.8 1322 NS
{luteal) 4 47 429 o
Control
N Media  Dgiacion Sig.
pg  (folicular) vs. 4 25.0 12.30 N.S
(luteal) 4 10.7 7.09
poe  (folicular) vs. 4 62.8 11.44 P<0.035
(luteal) 4 R R 18.04
pc  (folicular) vs. 4 i3 7.95 N.S
(luteal) 4 334 22.89
gy (folicular) vs. 4 -1.3 575 NS
(luteal) 4 21.6 1212

(*) La concentracion de los lipidos fue determinada mediante la
técnica de centelleo liquido tal como se describe en materiales y
meétodos.
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Se representan en la figura los % promedios + SD, de muestras
corridas por duplicado.

100

% de cambio

Lipidos HESPM
B control

Figura 8: Valores promedios de formacion de PE,
PDE, PC y SM, en mujeres con SPM y mujeres
Control. Fase Luteal. Membranas No Invertidas

(*) La concentracidn de los lipidos fue determinada mediante la
técnica de centelleo liquido tal como se describe en materiales y
meétodos.

La tabla muestra los valores de % promedios + SD, de muestras
corridas por duplicado.

Tabla 6: Comparacion de la formacién de PE, PDE,
PC y SM entre la Fase Folicular y Luteal, usando
membranas No Invertidas"

Sindrome Premenstrual

N PR s
27 . N,
PE {folicula)vs 4 = 25.37 NS
{lutcal} 4 -[B.8 9.63
ppg  (foliculac) vs. 4 67.9 2345 N.8
(luteal) 4 53.0 15.04
(Folicular) vs. 4 133 519 P<0.05
PC , s S
(luteal) 4 13 17.11
{folicular) vs. 4 36 195 NS
SM
(luteal) 4 34 17.99
Control
N Media Dg:gd‘rfg;‘)r" Sig.
PE  (fulicular) vs. 4 38 8.20 NS
(luteal) 4 1.9 16,77
PDE {folicular} vs 4 77.8 12,43 s
(lutcal) 4 83.9 1420 o
PC (folicular) vs. 4 1.2 29.76 NS
(luteal) 4 29 .92 -
(folicular) vs, 4.1 2
sv  (fal 4 4 423 NS
{lutcal} 4 34 132

(*) Laconcentracion de los lipidos fue determinada mediante la
téenica de centelleo liquido tal como se describe en materiales y
métodos.

La tabla muestra los valores de % promedios = SD, de muestras
corridas por duplicado.

CONCLUSIONES

La Transmetilacion a nivel de membrana plasmatica en
eritrocito estaria afectada en las mujeres con Sindrome
Premenstrual disminuyendo la formacion de Fosfati-
dilcolina (PC) que es producto final de esta transmetila-
cidn y esta diferencia es observada en la Fase Folicular
del Ciclo menstrual cosa que no ocurre con el grupo
Control.
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