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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Aunque en el texto se describe el significado de cada una de las abreviaturas
emplecdas para referirse a algunas enzimas especfficas o metabolitos diversos,
se considera conveniente enlistarlas a fin de faclitar la lectura de este trabalo.

ABREVIATURA NOMBRE DE LA MOLECUWA

obC Omitina descarboxllasa

SAMDC S-adenosiimetionina descarboxilasa

MBAG 1.1-[(melimetancdiidenc)dinitriio]bis-(3-
aminoguanidina)

DMFO DL-a-Diflucrometilomifina

GABA a-aminobutirato

0SS Dodeciisulfato de sodio

RMN Resonancla magnética nuclear

RNA Acido rlbonucléico

MRNA RNA mensajero

CRNA RNA cooperador

IRNA RNA de transferencia

RNA RNA ribosomal

DNA Acido desox-ribenuciéico



mMDNA

CcDNA

AMPe

ORF

PM

No

MGBG

AdODATO

kDa

EGBG

ATP

DNA mensajero

DNA coopsrador

Adenosin §' monofosfato

AMP 3, 5-ciclico

Estructura de lectura ablera (open reading frame)
Adenina o adencsina

Citosina o cltidina

Guanina o guanosina

Prolina

Seﬁno

Timina o fimidina

Peso molecular

Nimero
Metilglicoxal-bisiguaniihidrazona)
S-adenosll-1,8-diaminc-octano
Kilo Dattons
Etilglicoxal-bis(guaniihidrazona)

Adenosin tifosfato



LDS0

TPA

DMBA

SNC

CML

DNM

HMBA

AcCoA

EDTA

Adenaosin monofosfato

Dosls letal 50

12-Orto-tetradecancliforbol-13 acelato
7.12-dimefilbenza-a-antraceno

Sistema nenvioso cential

Leucemla mieloide crénica

Delectable pero no medible

Cliomegalovirus

Herpesvirus simple Il

N, NDiacetliputrescina (fetramilen-bls-acetamida)
N, N' Diacetliputrescing (hexamelilen-bis-acetamida)
Acetll coenzZima A

Acido Etllendiamino acético



RESUMEN



Las pollaminas son un grlupo de moléculas orgdnicas, catidnicas y polivalentes
que infenienen en un gran nimero de funciones biclégicas fanto nomales
como patolégicas. Por esta fozén se produjo un auge en ia investigacion de
estas sustancias a nivel mundial,

La observacién de que la falta de poliaminas durante la divisidn, diferenclacién
y reproduccién celular altera el desariollo nomal, ha conducido a sintetizar

diversos Inhibldores especificos de la biosintesis de poliaminas,

Esta Inhiblcidn puede causar efeclos terapéuticos en enfermedades donde es
Imporiante detener el crecimlento celular, como en céancer, parasitosls,

psoriasls e Infecclones viiales, entre ofras.

Por olta parte, la determinacldn de pollaminas en tejldos vy fluidos bloldgicos
puede ser un Indicador de cleros estados patoldgicos, ya que las
concentraclones de poliaminas aumentan en forma directa a la proliferacidn

celular,

Las perspectivas en la utilizacién de estas sustancias a nivel clinico y diagnoéstico
son muy prometedoras, pero fodavia hace falta conocer muchos aspectos de
la bioquimica de pollaminas para tograrlo,



INTRODUCCION



- Las poliaminas son cationes oigdnicos poilvalentes de bajo peso molecular,
que se encuentian ampliamente distibuidas en muttiples sistemas celulares
tales como bacterias, hongos, levaduras, piantas y células de diversos tejidos.
En cada uno de os cuales desemperian funciones especificos.

Pueden encontrarse tanto en eucariontes como en procarontes, en forma de
bases alifdticas libres o conjugadas con carbohidiatos, estercides, fosfolipidos,
péptidos o como unidades subestiuctuiales de numeroasos alcaloides (1),

La putrescing, espermiding y espeimina constituyen ef giupo de poliaminas
mds estudiadas (Figura 1),

PUTRECINA:

1. 4 diamincbutano

HoN-CHg-CHp-CHp-CHa-NHp

ESPERMIDINA:
N-{3 aminopropi)-1, 4, diamincbutano

HaN-CHo-CHp-CHa-Ch-NH-CHz-CHa-CHa-NHp

ESPERMINA:
N-N1-bis{3 aminopiopil)- 1. 4, diaminobutano

HoN-CHp-CHg-CHo-NH-CHg-CHa-CHg-CHa-NH-CHp-CHp-CHy-NHp

Fgura 1: Nombres y fémulas quimicas de las poliaminas mds estudiadas (1),




Tamblén exlste ofio tipo de pollaminas, los cuales son Mencs comunes y se

encuentran princlpalmente en plantas y bacterias (Figura 2).

Las poliaminas estén involucradas en diversas funclones blolégicas, se sintetizan
en grandes cantidades durante el crecimiento de tefido normal y neopldsico
{45). También destacan duiante la diferenclacidn, divisidn y proliferacidn

celular.

Asi mismo, flenen efectos iImporiantes en la sinfesls de dcldos nuclelcos y
proteinas (46), por ejemplo: establizan la estructura secundaria del DNA,
protegiéndolo de la desnaturalizacidn #émica y de la degradacién enzimdtica.

Debldo a todo esto y a la amplia participlacién de las pollaminas en procesos
biolbgicos, actuamente se ha dado auge al estudio de las poliamings en
diversas dreas de la investigacion, Por lo cual se considerd importante realizar

un andlisis de los avances en la Investigacidn de estas moléculas,



DIAMINAS
NH2{CH2]3NH2
1-3 Diaminopropano

NHg(CHz2)4NH2
Cadaverina

NHo(CH2)3NH(CH2)3NH2
Norespermidina
TRIAMINAS
NH2(CH2)NH{CH2)5NH2
Aminoproplicadaverina

NH(CH2)4NH(CH2)4NH2
Homoespemmidina

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)aNH2
Norespemina
TETRAMINAS
NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)4NH2
Termoespermina

NH(CHRJ2NH(CHR)3NH(CH2)4NH2
Canavamina
PENTAMINAS

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)5NH2
Caldopentamina

NH2(CiHo)3 NH(CH2)3NH(CH2)aNH(CH2)5NH2
Homocaldopentamina

Figura 2: Férmulas de otras poliaminas estudiadas.
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HISTORIA DE LAS POLIAMINAS

La presencia de pollaminas en materales biokdglcos se repond hace mds de
300 affos, desde el descubrimiento de los dcldos nucidicos (81).

Antony Van Leewenhoek informé por primera vez en 1678 a la Royal Society en
Londres, la formacién de ciistales de espermina en muestras de semen
humano (81). En 1791, Nicolds Vauguelin estudié la naturaleza de estas sales y
demostié la relativa insclubilidad de los cristales en agua y etanol, definiéndolas
como " cristales transparentes, en forma de linea karga, muy deigada,
agrupados de fal modo, que representan los radios de una rueda’,
concluyendo que se trataba de sales de calcio (55).

Posteriomnente estos cristales fueron redescublerios en varlas ocasiones. En
1865 los cristales fueron descritos nuevamente por Boettcher, quien supuso que
la sustancia de la que estaban formados era una proteina a la que llamd

espemating.

Schelner en 1878 postuld que los cristales eran sales de fostato a partr de un
compuesto orgénico bdsico simple. Diez ofios después A. Landerburg y J. Abel
{e dieron el nombre de espermina a esta base orgdnica. ’

Finalmente en 1926, se determiné su estuctura quimica simultdneamente en
Alemania e inglaterra y se confimé sintetkando ofra base conocida como
fosfato de espeimidina (1, 8§5).



Investigaciones posteriores mostaron que ka espemidina podia obtenerse de drigancs de
animales, microorganismos y plantas. Sin embargo, todavid no s& conoce con cereza ka

Importancia de estas sales en procesos celukares y moleculares (81).

Le putrescina fue alskada en 1879 giackas a los trabajos de Breger y sintetzada 7 anos
después, como sales dobles de melales pesados a partr de tejidos animales. A este
Investigador también se le atiibuye el descubyimiento de la cadaverina (1, 2).

PROPIEDADES DE LAS POLIAMINAS

Las poliaminas son bases nitrogenadas alifdticas de bajo peso molecular, A pH fisioidgico
la putrescina, espemmiding y espemina son prolonadas y flenen 2, 3 y 4 cargas positivas
respectivamente (64). Otras propledades de estos compuestos se muestran en ka Tabia 1,

Fabla 1: Algunas prepledades de las pollaminas mds comunes.

[NoMeRE o Pis 1
Putrescina 88.15 an
Espermidina 145.25 1096
9.9
8.51
Espermina 202.34° 10.86
10,05
8.82




Debido a su carga positiva, las pollaminas pueden unirse fuertemente a dcidos
nuckéicos y a ofros constituyentes celulares cargados negativamente, por lo
cual sio fracciones menores de el fotal de los pooles Intracelulares son
metabdlicamente activos (B85), por esta razén se sugiid, que kas poliaminas
pueden contribulr a la neutralzacién de la carga negativa de una cadena de
DNA (64).

Tradicionalmente se ha asumido que las pollamings ejercen su funcidn
blolégica por vitud de su carga positiva (85).

Actualmente se ha demostrado que en mamiferos, los niveles tisulares Mmds
altos de estas moléculas se encuentian en &ganos que levan @ cabo una
sintesis activa de RNA (46), como la médula &sea, la préstata vy el pancreas. En
este Uitimo se han delectado dltas concentraclones de espemina,
principalmente en células productoras de insulina (47, 50).

Tambkén se sabe que en clertos estados bloldgicos se Incrementa o
concentraclén de pollaminags, como son el crecimiento, el embarazo, en el
felo y en el neonato y en estados patoldglcos como acromegalia, neoplasias y
psoriasis, entie ofios (1).

DISTRIBUCION DE LAS POUAMINAS

La distibucién de las pollaminas en fa naturaleza es muy ampiia, ya que
pueden encontrarse en tejidos animales, vegetales y microorganismos. Sin
embargo, las concentraciones relativas de estos compuestos varan



notablemente dependiends del ipo de céiulas (Tabla 2) vy en funcién del ciclo
celuiar (Figure 3),

En general, ios procarionfes tienen mds alfas concentiaclones de putrescing
que de espermiding y carecen de esperming, mientras que en los mamiferos y
en general en todos los organismos eucaronetes. la espermidina v ia
esparmina estén presentes en la mayor parte de los tejidos, mientras que la
pufrescina se encuentra en balas concentraclones, con excepcién de fos
fejidos que se encueniran estimulados al crecimiento que muestran un
compartimiento celulor proliferativo, por elemplo ia meédula Sseq.

Campbell realizd una amplia descripelén de la participacién de las poliaminas
en relacion con sucesos normales y tastornos dei crecimiento, enfermedades
genéticas y ofias aiteraciones como fas renales.

Otios autores han delerminado los patrones de acumulacidn intacelulor de
pollaminas durante el crecimiento y la diferenciaclén de células normales y

neopldsicas, en cultivo y en tejidos de animales,

Como ejemplos tenamos que la refacidn espermina-espermiding es menor de
1.0 en tefidos con actividad blosintética baja o en fefidos difetenclodos con
una velocidad constante de sintesls de RNA y de protelnas, Una relacion de 2,0
se encuentra en telldos con hipertofia o hiperplasia.

Se sabe que ia concentracién de esperming es mayor en tefidos diferenciados,
que disminuye durante los plocesos de diferenclacidén, como en la
regeneracion del higado y que la disminucién es constante con la edad.



Tabla 2: Concentracion de polaminas en diferentes sistemas biciogicos (1),

Emssm FUTRESCINA, ESPERMDNA ]
Mamiferos - 1mM 1mM
Higado de raton 01 0.61 0.02
Lobulo frontal humano 0.015 0.23 018
Préstata de rata - 7.73 4.77
Pancreas de rata - 8.62 0.80
Plasma seminal humano 023 o1 3.04
erichia col 15.00 1.50 -
Pseudomona $p. 4.60 - -
Bseudomena gequginesa 5,60 - R
Lactobactius casel - - 0.]0
Shigelia sonnel 14.00 - N
Acetobacter vinelandil 13.00 - .

i il 11.00 - -
Aspergllius niger 4.00 - -
Asperglilus nidylans . 0.16 0.40
S. cerevisiae - - 1.40 0.60

Por otra parte, el hecho de que ias pollaminas puedan detectarse
extracelularmente ha conducido a realizar varos trabajos que tienden a
cuantificarias en fiuldos bloldgicos de diversas entidades clinicas (1).
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figura 3: Cambios en el contenido de pollaminas durante el clclo celulor.



CAPITULO 2

BIOSINTESIS DE POLIAMINAS

17



Como ya hemos menclonado, es cuando las células son estimuladas para
crecer y dividiise, se da una rdplda induccién en la biosintesis de poliaminas
(64).

Para peder explicar la biosintests de poliaminas es necesario establecer pimero
el slstema bloldgico en cuestidn y aunque, en general, se sigue la misma ruta
en animales, vegetales y microoiganismos a parlir de puliescina, los pimeros

pasos son diferentes.

En los mamiferos, la blosintesis de pollaminas se lleva a cabo a partlr de omilina
(Figura 4), este compuesto proviene del plasma y famblén puede ser formado

Intracelularmente por acclén de arglnasa.

con L—ARGININA

AGHATINA > (-)*\ wee
®
w] . ORNITINA
AN
e PUTRESCINA Fkatgnido
g T —— ODN N-ACETIL
’%con e 201 (0) o ESPERNIDINA
“jecna “weke  ESPERMIDINA heitteCod
- S-Ac.ca“o
vl . O e T
(19 .3 ESPERMINA
(.')Aoo. . ' e
=T ESPERMINA e st
Rgua 4: Blosintesls e Infeiconversén de fas polaminas, Erzimes Involucradas: (1)

Asginasa, (2) ODC, {3) Aiginina descarboxiasa, (4) Agmatinasa, (5} Agmatina
deaminasa, (6) N-carbomoilputrescina aminohidroiasa, (7] Espermiding sintasa,
(8) SAMDC, (9} Espeimina sntasa, (10) Espermidina/espetmina  N-
aceliffransterasa, {1 1) Pollamino oxdasa,



la arginasa es una enzima que esta ampliamente distiibulda en tefidos v es
posible encontrarla en tejidos extrohepdticos, donde facliita la disponiblidad de
omitina para la blosintesls de pollaminas. Por o cual la arginasa puede ser
considerada como una de las enzimas que regulan la etapa Iniclal de la
blosintesls de poliarninas, deblendo recordarse que su participacion fisloldgica

se relaciona con el clclo de la urea (1, 61){Figura 5).

W-GI"(CH-)-NWIM- _“"'"%.. m.c'n(cu.)m. —‘M—T NHa(CH e) eNHa
COoH N Ureo cooH cbe
Arginina Orniting Pulrescing
Agwo 5: Biosintesls de putrescing en células animales.

La putrescing es el precursor de la sintesls de espermidina y espermina (Figuia
4}); en las células animales esta diamina se obtiene a parir de omitina, Sin
embargo, en células vegetales superiores, en bacterias y hongos la putrescina

puede obtenerse a partir de otras vias que veremos mds adelants,

BIOSINTESIS DE POLIAMINAS EN CELULAS ANIMALES

La ormnitina descaboxilasa (ODC) cataliza el primer paso clave en la bloshtesls
de poliaminas en células animales calallzando la conversidn de omitina en
putrescina. A partir de una estimulacién en el ciecimiento la actividad de la

ODC se Incrementa varlos clentos de veces (64) como respuesta a diversos



estimulos fedficos, fales como hormonas, drogas, fregeneracién de tejldos y

factores de crecimiento (1),

La actividad de ODC depende del fosfato de plidoxal. Esta enzima se
encuentia en niveles bajos como compenente en células con estados

fislolégicos de latencla (61} (ver capitulo de *Regulacion®).

Para convertir la putrescing en espermiding, debe agregarse un grupo
propllamina. Este grupo se deriva de la metionina, 1a cuadl, es pimeramente
convertida en S-adenosimetionina y posterlormente descarboxilada por la §-
adenoslimetionina descarboxilasa (SAMDC] (Figura 6).
Arginina
——» Urao
Oll'ﬂl'li‘nd
| i €O

* " g=Adenosilmetionina
@acovboxiladn -

DNFO| ——
Putrescina
L €o. 5'-Melilticadenosin y - '~ Acetilespermiding
S-Adenosilmetionina /
TR -C0a Espasimiding
S=-qdenasiimetioningm \

descorboxilada o N-Acetilespermina

§'-Metiltioodenoging

FAgura 6: Rula de bisintesis de pollaminas en cétulos animales. Las leacclones
Involucradas se explican detfalladamente en la 16f.45. La inhibicién de los
pasos moshados se llevan a cabo por DMFO, MGBG y AJODATO (95},
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El producto de la descarboxilacion (S-adenosihomocisteamina) es utilizado
come donador de grupos propllamine ((CH2)3-NH2) para la sintesis de
espeimidina  y espermina  (Figura  7)(61). La produccién de S-
adenosihomocisteamina se mantiene a bajas concentraciones y es el factor

limitante en la formacién de espermiding,

> mhon A T BN
:

m,
SN L
~

W 4
W, GHy Saou D on oH O on
§-Adsnosllmstionina £-Adsnosslhome - Metllticadsnosina

eisteanina

Figura 7: Mecanismo de obtenclén de [os grupos propilamina.

Esta enzima es un imporante paso regulatorio en la biosintesis de pollaminas y
en el metabolismo de la adenoslimetionina ya que la adenosimetionina
descarboxilada es vituaimente inactiva como donadora de un grupo metilo
ademds de que su concentracién celular normal es muy baja (menes del 5§ %
de la concentiacién de adenaosimetionina). una vez qus se ha llevado a cabo
la descarboxilacion. la adenosimetionina forma parte, de manera Ireversible,

de la blosintesls de poliaminas (95).
la SAMDC de mamliferos es octivada por putrescing e Inhibida por

espermiding; esta enzima, que depende del pluvato como cofactor, esta

presente en los ejidos en muy bajas concentraciones (0,016 % de la proteina
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soluble en préstata y 0.0007 % en higado), su actividad estd regulada por

muchas hormonas y ofros estimulos que promueven el crecimiento {61),

En la reaccldn catalzada por SAMDC para obtener grupos propliamina
fombién se produce mefiltioadencsina, que se hidrollza por acclén de la
enzima metltioadenocsina fosforliasa formando adenina, se recupera como el
nucledsido metil-tioribosa-1-fosfato que es posterormente es reconvertido a
metionina, Este metabolismo ocure a través de una compleja serle de
treacclones, que todavia no estén bien caracterzadas.

Posterlormente se Incorporan grupos propllaming para la sintesls  de
espermidina y espermina por acclén de las enzimas espermidina sintasa y
espeimina sintasa, respectivamente (Figura 8). Estas reacclonas sen reguladas
por la disponibildad del sustiato especifico. parficularmente la  §-
adencslihomocisteamina,

22



B AOROILMETIONL

.. X
Oy 1A ® 5-Cry
LLe

coam
wym1cng by o
oy
PUTAESCINA £ AGENCEN FONOGS T A
/: Withaty oy u.-lu.l,—g—’;f
o —aCTTILE 9P fRuima ;
m;-mmr:ml‘:l/"’:'m':::':‘

CareANIDING
Naw [0y by 0 ICHg 1y WMy

,,_“/ l/.':;'.,'*:::“

o-.;m).-mw. )y

‘ - \ METILVICADENGTING
( -f-nn.navu D

o et wnorany

Figura 8: Bosintesis e Interconversién de poliaminas en céluias mamifero (1).

La sintesls de espermkiina y de espenmina es dependiente de lo disponiblidad de

donadores aminoproplio, de tal manera que nuevamente aqui intenviene la SAMDC

como factor Imttante en la blosintesis de poliaminas (3, 4).

Sin embargo, se ha observado que ka espermiding sintasa famblén se eleva en respuestas
a homonas, regeneracion tisular y factores de crecimiento celuiares. Las reacciones
catalizadas por las dos sinfasas son imeversbies (1), v la conversion de espermina en

espermiding y de éslo en puliescina ocune 'in vivo" por accldn de los enzimas

espemiding-N-acefiiiansferasa y poliamine oxdasa,
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Tanto ka espermmina como ka espemmiding pueden ser convertidas a putrescing por accidn
de la N-acetifransferasa (que actlia con acetil coenzima A -AcCoA-), el primer paso para
esta conversidn es la acetikackon de un grupo propllamina de la espermina por medio de

la enzima espemina N'-acetitiansterasa obteniendo N'-acelliespemnina,

Posteriomnente estos compuestos son hidrolzados a nivel del nitrdgeno intemo por acclion
de pollamino oxidasa obtenkéndose espemmidina o putrescing y N-acetipropionaldehido,
depefidiendo del sustrato (Figura 9).

Acetil CoeA Poliamim

N o(CH o) sNH{CH2) aMH{CH 8) sHH 1 oo  CH 2 CONH(CH 1) sHH{CH ) oNH{CH a) s o
Erparmins :pnnidim/v- N-Acstilesperming oidose

ocetiltraraleraza

N u(CH ) NHCH o) oM+ CHWCORH(CH a)aCHO

Esparmiding N-oeetilpropionaldehico
(3~ ccatomidopropanal}
Agua 9: Conversion de espermina en espemmidina mediante ocetilacion por espermincyespenmiking
N'-acefitionsterasa y posterior axdackn mediante poliamino oxdasa.

Como en condiclones fisioidgicas ks dervados acefllados son  metabolzados
Gpidamente, podiamos declh que ka acetilacion es el paso iimitante en esta
Inferconverskn, ademds de que ki espemmidina-N'-acetifransferasa muestra una rdpida e
Intersa reducclén por exposicldn a agentes tddeos, que resulia en ka conversidon de
espermidina en puliescing y de espermina en espermidinag (1, 4), Ademdés de la
putrescing, fambién se obtiene durante ka reaccién un aldehido, el cual por una serie de
reacclones se convierte en B-alanina (Geldo 3-amino-propiénico) (Figura 10).
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CHeCONH(CHo)oCHO e CHACOMH(CH:):COOH e N o(CH 1) sCOOH

J-Acetomidopr cpand Acido 3-Acetomidoproponoico Acido 3-Amincpropancico
(# ~ Nanina)

RAgwa 10: Formocion de B-alanina a partic de 3-<acetamido-propanal.

La putrescina que se obtiene en estas reacciones puede ser axddada por ka diomina
oxidasa para producir gama-aminobutiraldehido en lugar de convertiise en espermidina,
el cual puede ser posteriomente oxidado a gama-aminobutlrato (GABA), o bien, dar

origen a compuestos ciclicos, por elemplo A-pirolina.

Pox ofia parte, la putiescina también puede ser acetiioda por una enzimo micresomal y la
monoacetiiputiescina  resutfante puede ser oxidada por una monoamina  oxdasa
produciendo GABA (Figura 11). Estas reacciones pueden ocunir en tejidos con una baja
actividad de diamina oxidasa como el cerebro (61).

La acetliacion de pollaminas tamblén puede llevarse a cabo por una enzima nuclear,

que utilzando espemidina como sustiato, foma Ne-acetliespemidina (61).
En fejidos de rata se han encontiodo solamente pequefias cantidades de derivados

acefliados adn en e mayor pico de induccidn, ya que ki actividad de ka pollamino

oxdasa es alin mayor.
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Agrall:

Catabolamo de pulrescina por la via del doido +-aminobuliico, Enzimas Involucradks: (1) Acell CoA, 4-
daminobukno, N-aceiasierasa, {2) Mumﬁnamn. (3) Aidehido-cleshidrogenasa, (4) Diamino
odciasa, (5} t-aminobuireto ¢ ollasg, (4) --aminat 30 arincansierasc, (1) Suecinclo
semicidehico-ceshikirogencasa, (8) Gharmato descaradas, (7 0DC (1)

En raién pueden enconfrase grandes cantidades de N'-acetiespermidina y de N'-
acetiespermming, ya que ios tejidos de este animal tienen niveles veinte veces mas bajos
de polamino axddasa, pero alin ad, 10s dedvados acetiiados son degradados en unas
cuontas horas (61).

A pesar de lo mencionado, aunque se han encontrado poliaminas acetiadas en sangre y
ofina en cantidades pequefias, todava no se ha dilucidado la impotancio de la
acetliacion en ko excracién de poliorminas (61)



VIAS ALTERNATIVAS DE BIOSINTESIS DE POLIAMINAS

La agmatina es una enzima que no estd presente en las células de mamiferos
y eucariontes inferiores (55}, pero estd ampllamente distibuida en las plantas,

esta enzima es producida por la déscarboxliiacién de arginina.

Una de los vias por las que puede formarse putiescina o parir de agmatina es
la via N-cabamollputiescina, la cual estd colalzada por la enzima N-
carbamoliputrescinag amidohidrolasa, en esta reaccién se desprende biéxido
de cabono y amonlo. Esta reaccién se lleva a cabo en plantas como el

Lathyius sativus (Figura 12).

NH2(CH 1) dNHC=11 + W1CHICH 1)l g + HaD — m.m(cu.).mﬁm. + Mis(CHa)eNHa + WHs
NH CooH H ]

Agmotine Otniting
Figwa 12: Blosintesls de putiescina en (athyius sQlivus.

Mediante otra via, la agmatina es hidiolizada en putiescing y urea por acclén

de la agmatinasa (Figura 13).

Arginina
descorboxilasa
KH CH{CH HHH B 3(CH 3] (NHCHH. NH(CH a)aN e
|M( .)H? .T—b ; _T’

tood M C0s NH Urao
Mgining Agmatina Putrescing

Fgua 13; Blosintesls de putiescing en bacterias y plantas.
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Algunos organismos poseen ambas rutas para la biosintesis de putrescina, por
elemplo: Escherichig coll.

En clerto nimero de bacterias y plantas la blosintes!s de pollominas se lleva o
cabo por la via cldsica, en donde el L-aspartico-semialdehido es el donador de
grupos propllamina en la blosintesls de espermiding, un elemplo es e Lathyrus
sativus (Figura 14). ’

NH-(iHCH-CHO + N[N g NHe{CHe)MH(CH ) eCHNH

COOH cooH
iddabi .
S:";;q‘:i.:;“ Putrexciee Carboxi=espermidng

-—-‘-. N o (CH o) sNH(CH ) o818
€0
Egpermiding

FAguwa 14; Blosintesis de espermidinag en bacterias y plantas,
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CAPITULO 3

REGULACION DE LA BIOSINTESIS
DE POLIAMINAS



La regulacién de ia biosintesis de poliaminas y de o iuta de la inferconversion (Figuras 4y
15), depende de las sigulentes enzimas: arginasa, omitina descarboxiasa (ODC), §-

adenosimetionina descarboxiasa (SAMDC) y espemmina/espermmidina N'-acetifransterasa,

Las otras enzimas (espemiding sinfasa, espermina sintasa y pokamina oxidasa) estén
reguladas princlpalmente por ia disponibiidad del sustrato especifico (1, 3),

o 0

Ormitina descarboxilass
LA -
Orsteina @t
'/\/\ SANDC, Rspermidina sintase
W :\/\ + >
H Putrescine z *H

I:ﬂ," SAMDC, Espermina sintass
H.M'/\/\/ »

Ksperniding

Tl i Ny

Rspetalina
Fgura 15; Blosinteds de poliaminas (96).
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ARGINASA

Como ya se ha menclonado, la arginasa es de vilal iImportancia en la etapa
inicial de la blosintesls, ya que propoiciona la oiniing necesaria para su

conversién a putrescina.

La arglinasa (L-orginasa-aminohidrolasa) es la enzima que catallza la hidréliss de
la L-arginasa a L-omitina y urea, Inicialmente fue detectada en higado de

mamiferos como la enzima terminal del ciclo de la urea (9).

Nomnaimente, la arginasa no estd presente en higado de organismios
uricotélicos (repties y aves en Ios que la excreclén de nittdgeno aminico se
redliza en forma semisdlida como suspensldén de Gcido drico sdlido) en los

cuales su actividad es notable.

Ademd@s de la funclién hepdatica, la actividad de la arginasa estd asociada con
la regulacidn de diversos procesos celulares, Esta enzima se encuentra en
diferentes tefidos en mamiferos y en otros sistenas vivientes {granos vegetales
en geiminacién, levaduras, bacterias y algunos hongos) (10). esto Indica que su
presencla es esencial para que se lleven a cabo piocesos bdsicos de la

funcién celuiar.
La actividad extiahepdtica de la arginasa ha sido reporada en didén (11, 12),

Intestino delgado (13, 14), cerebro (15), tiroldes (16), epidemmis (17, 18),
pancreas (19}, gldndula mamarla lactante (22, 23), ertrocitos (24, 27), Infocios
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y granulocitos leucémicos (25), en iineas de células tumorales en cuttivo (26), en
suero nomal (28) y en diversas patologias (29, 30, 31).

Se le atribuye a la arginasa distribuida en tejidos extrahepdticos, la funcidn de
faciltar la disponibllidad de omitina necesaria para la blosintesls de poliaminas,
prolina y glutamato; por lo cual o arginasa Infendene indirectamente en lo

blosintesls de pollaminas (32).

La estructura de la arginasa es oligomnérica, consiste en un tetrdmero forrado
por cuatro mondmeros, cada uno de los cuales tiene un peso molecular de
30,000 a 40,000 y un ién manganese (Mn) intmamente ligado.

La arginasa hidrollza unlones C-N no peptidicas y tiene afinidad por ef sustrato L-

argining, no es afin a los isbmeros D-arginina y L-homoarginina,

Se han recllzado Investigaciones en la especificidad de la arginasa por los
sustratos como por ejemplo: sustratos portadores de un resto guanidinico-
sustitulde y derlivados monosustituldos, los cuales no pueden ser sustratos de la
arginasa si no cumplen con las siguientes condiciones:

1) Tener un radical NHy libre en el grupo guanidinico y un carboxiio
asociado a un grupo NHp o un CH en dlfa.

2) Que exista una separacidn determinada entre ambos radicales.

La arginasa se combina con el resto guanidico de ambas partes, la odentacién
del grupo activo descansa sobre la atracclén del manganeso por el grupo
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carboxilo, amino o hidroxiio de! sustralo, El metal se compora como

coordinador entre ia enzima y &l sustrato por medio de los grupos terminales,

Lla arginasa actlia sobre la canavanina, y de forma moderada sobre la

cupleina vy la moncbenzol-arginina, écldo guanidin-acético, creatinina v
. creatina (1).

Se han identificado varias isoenzimas para la arginasa, las cuales piesentan

diferenclas en algunas propledades bdsicas, p.e. moviidad electroforética,

solubilidad, termosensibilidad, ete.

La caracterizacién de las isoenzimas tiene el propdsito de Identificar la relacion
entre las propledades bloquimicas de la enzima y la funcién fisloldgica de

cada forma molecular.

Las isoenzimas son utiizadas para la direccién de metabolitos a traves de rutas
metabdlicas especificas (33). También pueden tener una funcién catalitica

determinada para una estructuia o compartimiento celular,

Desde su descubrimiento, han sldo relacionadas con la diferenciaclén tisular,
Por ofra parte, existe una posibiidad de que las iscenzimas sean protelnas

vestigiales remanentes de la evolucion gendtica,

Las propiledades de la arginasa depanden de su fuente de extraccién (Tabla 3),
ya que la arginasa obtenida de higado de rata es la mas caracterizada, tiene
un peso molecular de 9.5 (34). no es tdclmente desnaturallzada por dcidos,

aunque e tratamiento con dcido etflen-diamino-tetra-acélico (EDTA) provoca
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su Inhiblcién por remocién del manganeso, Inhiblcién que puede severtirse con
adicién de iones Mn* 2 en el medio (35).

El pH éptimo para la actividad Isocenzimdtica es 9.3 - 10.0, Existe una varedad
de lones metdlicos que activan y/o establizan o la arginasa de diferentes
telidos (36). p.e. Mn*+2, Con*, Ni*+3 y Fe*3, Los lones Cut, Hg+2 vy Ag+
destruyen la actlividad enzimatica por precipltacién.

Tabla 3: Diterentes propledades de las lsoerzimas de lo arginasa,
ANIMAL TEJDO PM (Da) pH OPTIMO Km
ARGININA
Rata Higado 120,000- 10-10.6 2.4
142,000 13-45
20- 40
RIfién 120,000 7.5v39 18,00
Intestino 120,000 10 19.00
Cahallo Higado 138,000 7.00
Conelo Higado 138,000 1.40
Owveja Higado 0.9-28
vaca Higado 115,000 9.5-10.5 1.00
120,000 10.80
Ratén Epldermis 9.5 20-40

Estos lones protegen a la arginasa de higade de rata de la *disoclaclén con
dodeclt sulfato de sodio (DSS), ya que se suglere que estdn directamente
involucrados en la creacién de la forma tetramérica de la enzima (36).

Estudios de resonancia magnétics: nuclear {RMN) del enlace Mn+2 en arginasa

obtenida de higado de rata, muestian que la enzZima con una actividad
catalitica residual del 50 %, no se disocla en subunidades y contiene dos moles
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de manganeso por mol de arginasa (37). Lo cual concluye que la enzima
existe en la farma E-Mn+2,

La remocién de los fones Mn*+2 activantes por cualquier medio, produce la
inactivacion de la enzima debldo a su division en subunidades.

Hunter, et.al., (38) reportaron que ia arginasa de higado bovino muestia una
actividad reduclda en presencia de hidrolizados de proteina y que esta
actividad disminulda se debe a la interaccldn de diversos aminodcldos con
arginasa. lo cual inhibe la enzima. Estas combinaciones pueden producie
cambilos conformacionales, los cuales deterioran el recombio del complejo

enzima-sustrato,

Asl, los Inhibidores competitivos de arginasa de higado bovino fueron omitina y
Iising, y los inhibldores no competitivos fueron los aminodcidos Isoleucing, valinag

y cisteina,

También se han reportado (38) la Inhibicidn de la enzima en higado de bovino
por aminodcidos poco comunes como la norvaling, norleucing y el 4cido

aminobutirico,

Estudios detallados de cinética de Inhibicién de arginasa por diferentes
aminodcidos pueden ayudar o explicar el aumento en la actividad de la
arginasa hepdtica, reportado en verebrados bajo la influencla de clertos
factores como detas altas en proteinas (39), Inanicidn  (40), hormdnos
glucocoriicoides (41), etc.
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Kesevarco, et.al., (42), estudib el efecto de 18 aminodeidos distintos en la
actividad de arginasa de higado de oveja (Tabia 4).

Tabla 4: Efecto de los L-ominodcidos sobre higado de oveja,
lAMlNOACIDO (50 mM) ACTVIDAD DE ARGINASA PORCENTAJE DE CAMBIO l
{m DE UREAN/mg PROTEINAY
Control 147.3 -
Alanina 162.8 +10.5
Sefina 156.4 + 62
Treonina 142,9 . - 30
Aspariato 140.4 - 47
Glutamato 135.7 -79
Clstina 135,5 - 8.2
Metlonina 140.6 - 4,6
valina . 32.7 -77.8
Leucina 53.5 -63.6
Lisina 46,2 -68.6
Ornitina 27.6 -813
Trosina 155.7 + 57
Fenlialanina 138.4 - 60
Tiptétano 138.4 - 60
Histidina 1751 +18.9
Prolina 98.4 -33.3

Los amino4cidos alanina e histiding mostraron una ligera estimulaclén en la
actividad enzimética.

Ademds de la proling, solamente los aminodcidos aclclicos monocarboxficos
con 2 o més Gtomos de carbono (leucing, valing, lisina y emiting) inhibleron a la
arginasa de higado de oveja. La arginina, el sustrato de la enzima, contiene &
é&tomos de carbono.

Probablemente la longitud de la cadena carbonada es cifica en el
aminodcido Inhibldor para competir efectivamente con el sitio activo, La
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omiting, la lisiha y proling mostraron ser inhibidores competltives. Para o
arginasa de higado de rata la omifina aclita como inhibidor no competitivo,

El giutamato y metionina que contlene solamente § dtomos de carbono no
inhiben a la enzma. Lo presencla de un segundo grupo caboxilo en el
glutamato y un Gtomo de Gzufre en la metionina, quizd disminuya su eficacia

en la competencia por el sustrato,

La arginasa de cerebro de oveja es inhibida significativamente por la leucina,
valing, Iisiha u omiting; sin embargo la Inhibicién provocada por prolina no es

muy significativa (tal como ocuré para la arginasa de higado de oveja).

Esto puede ser debido a la posibiidad de que la arginasa esté Involucrada en
la sintesls de prolina en el cerebro (43). Ademds de los amino&cidos
anterlormente  menclonados, famblén inhiben a la arginasa: el dcldo
clorogénico y sus derivados, colorantes de trifenimetano, &cldo fosférico y

suifonil urea (44),

Algunas Investigaclones de Interés particular son las que repertan Inhibldores
competitivos y no compelifivos de baojos pesos moleculares de arglnasa,
solubles y estables a 100°C, Estos inhibidores no han sido lo suficlentermente
puiificados como para permitir su identificacion, pero sus propiedades sugleren

que éstos son purinas y piimidinas.

Asf los productos del metabolismo de ios Geldos nuclélcos pueden Influenciar el

ciclo de la urea ‘in vivo'. Algunos inhibldores de arginasa de estructura
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conocida (44), oparentemente se asermelan a la arginasa SN Poseer un Grupo guanicino,

Rosenfield, et.al., (44), han reportado que varas purnas son inhibidores competitivos de ka
arginasa de higado bovino y que tas primidinas son inhibidores no competitivos. De ias
purinas, @l inhibidor competifivo mds potente es el acido (ico. La inosina es la que
presenta una unibn Mdés déoll para la L-argining; el valor de Km encontrado fue 300 - 400
MM (Tabia 5).

Tabia 5: inhibidores purinicos ¥ plrimidinicos de anginasa ablenkda de higoda bovino.

| nBoDOR COMPETIVO K (motes) ]

Adenosina
losina
Adenina
Acldo Urco
Chidina
Cistosina

30

40
14
9
5
0

gg!&!ﬂi&i&

9
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ORNITINA DESCARBOXILASA

La omifina descarboxilasa (ODC) es la enzima mds estudiada en lo famlia de
las poliaminas, ya que se conocen diversos Inhibideres, potentes y especificos
que actian sobre ésta y nos permiten reallzar diversos estudios en sistemas

blolégicos donde se bloquea la biosintesis de poliaminas.

La ODC es una enzima extremadamente Idbil, se encuentia en las células en
estado fisloldgico de latencia en niveles bajos, generaimente representa el
0.0001 % del total de picteina celular (64).

En rifiones de ratdn esimulados con andrdégenos. [a ODC representa el 0,05 %
de protelna soluble después de la Inducclén mdéxima. Por lo que el 1ifién de
ratén es la princlpal fuente de obiencldn de la enzima (5). La sintesis de ODC

puede representar el 1 % de la sintesis fotal de proteina soluble (64).

La ODC tamblén se ha alslado en microorganismos, higodo de rata y de

ternera,

Lo actividad de la ODC depende de fosfato de plidoxal, que tisne una
estructura diméirlca, se encuentra en el nicleo y en el citoplasma, pero

después de una induccidn la mayor actividad estd en el cltoplasma (6).
Hay evidenclas de gue la mayer actividad de la ODC se encuentra después de

la estimulacidn de una varledad de sistemas bloldgicos regulados para el

crecimlento. Por elemplo: la actividad celular de la ODC es comparada, como
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una funcién de tlempo, o ki acumukacién de poliaminas intracelulares en linfoclios T

activades mitogénicamente (Figura 16).

50 2
FaseS
w0 120
| %
i 20 /"" 10 %
2 i
» __,//
0 - ¢
[} 10 2 ] )
Tiempo (Hr.)

Faua 16:

Comparacion de fos niveles de ODC y poliaminas despuis de a activacion mitogénica de linfocitos
T. los 1-T se oclivaron con concanaveling A en el flempo ceo v 50 siguenvon ka ODC (AAA),
putrescing (~--), espemmiding (-x-} y espeimming (X x x|, come una funcién de flempo (85),

La actividad enzimdtica comienza a acumularse antes de que se cumplan 5 hr de o
activacién celular v se alcarza el pico de actividad al tiempo en que entra a la fase 5.
Come se esperaba, los niveles de pollaminas fue simiiar al incrermento de la actividod

ODC (85).
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descarboxilacion forma un intermediario electroflico en el sitio activo de la
enzima unido por un enlace covalente, o enzima queda inactivada de

manera reversible (4}

Gene de la ODC

Las canfidades excepclonalimente grandes de ODC mRNA presentes en rifdn
de ratén estimulado con andrégenos y en lineas de células resistentes a DMFO,
sivieron como vehiculo para la clonacién molecular del cDNA de ODC de

ratdn,

Lo acumulacién de mRNA de ODC en el rlidn de ratén como respuesta a
andrégenos, parece ser debida a la establlizacién del mensaje. mientras que
en células reslstentes a DMFO es normalmente causada por la amplificaclon
del gene funcional de la ODC,

La cual es promovida por la eliminacién de pollarminas y se ha observado en
muchas lineas celulares después de una larga exposicidn a DMFO. La
elminaclén de pollaminas en células deficientes de arginasa, por omisién de
omitina en el medio de crecimiento, también ha Inducldo la amplificacion del

gene de la ODC.

Algunas de las lineas celulares obtenidas producen ODC como su proteina
principal, gue compaiadas a células parenterales, {as sobreproductoras de
ODC pueden contener varlos clentos de veces exceso de mRNA de ODC, y su

sintesis puede cuantificarse en el 20 % de la sintesis total de proteina.

41



Un andlisls bajo estictas condiclones de hibridacién por southern blot de
resticcidn de DNA con digestién de endonucleasa de DNA gendmico, han
revelado que hay una familia [posiblemente de mdas de 12 miembros) de
genes ODC en ratén,

Los mlembros de esta famila multigénica parece estar dispersa y se han
encontrado por lo menos, sels cromosomas. En lineas celulares de ratén
resistentes a DMFO, solamente uno de los genes de ODC (dando un fragmenio
EcoRI de 6-7 kb) es amplificado. lo cual Indica que representa al gene activo,
L.os otros genes de ODC relacionados parecen ser pseudogenes,

Las secuenclas de clonas gendmicas recombinantes del gene de la ODC han
sido desciifas en levaduras, tripanosoma, ratén, rata y en el humano. Las
secuencla gendémicas de las levaduras y del tipanosoma unen Infrones,

mientras que 11 Intrones inferrumpen esas secuenclas en los mamiferos.

Las posiclones de los 12 exones en los genes de mamiferos fueron Intederidas
por comparaclén de las secuencias de nucledtidos del cDNA y del DNA
gendmico (Figura 17). Los primeros dos exones forman fa mayor parte del
extemo 5 Iider no-traducldo, y el ditimo exdén foima parte de la regién

codificada tan blen como el extremo lider 3' no-traducldo.
Se ha encontiado que los genes ODC de fumor de iatén estan extensamente

metllados, peio permanece sin determinarse si e} grado de metliacién juega

un papel en la regulacion de la actividad del gene.
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Es interesante la metiacion de residuos de cltosina como un medio de
regulacién de la actividad del gene, en vista la riqueza en GC de la regidn
promotora. El extremo &' no-traducido contlene varos elementos promotores-
incrementadores: una caja TATA, una caja CAAT colocativa, ung caja GC vy
varlas secuencias de un elemento responsivo AMPC y de varios SP1 colocativos

de sitios de unldn de factores de franscripcién., (64)
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Aguwra 17:

Localizacién cromosémica del gene humane de fa ODC v eshucturas generales del
gene de ratodn de ta ODC y sus dos mMRNAs de ODC atternativos, El gene de la ODC en
el cromosomda 2 se encuentia en la regldn del extemo corto (2p23ter}, ef cual fambién
contiene un proto-oncogens [N-MYC) v la subunidod (RRM2) del gene que codifica
para la fibenucledido reductasa M2.

El gene de la ODC de ratdn contiene 12 exones y 11 Intrones, el extrerno superior del
gene es una caja TATA, una caja CAAT colocativa ¥ una caja GC, ¥ & consenso de
secuencias de un elemento responsivo cAMP y de muchos sifios de unién de factores
de franscripeidn SP1 colocatives. En el exhemo 3' del gene exsten dos juegos de
secuenclas de consenso fueremente conservadas [AATAAA), que achian como una
sefial de polladsnliacion. La Hronscripcidn pimaiia se piocesa en un MRNA
conienlendo regicnes §'y 3' no fraducidas y un ORF que los fraduce en los 46 residuocs
de aminodcldos de ODC (64).
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Los ensayos reollzddos de expresion transitorla en células de ratén, han revelado
que la regién promotora de ODC de ratdn, es casl tan fuerde como la
repeticién del extremo Iider del virus de sarcoma Rous, v algo mas fuerte que el
promotor SV40.

A diferencla del genoma de ratén, el genoma humano haplolde parece
contener solamente dos genes de ODC; estos dos pueden incrementar al
MRNA simple de ODC (2.2 -2.3 kb) de las especies expresadas en células
humanas, o probablemente une podria ser un pseudogene.

Los experimentos reallzados con clonas hibidas de células somdticas indican
Gue las secuenclas humanas de ODC se localizan en los cromosomas 2y 7. La
secuencla de ODC en el cromosoma 2 se encuentia en la regién del extrerno
corto, el cual contiene el gene N-MYC que es frecuenternente amplificado en

neuroblastomas y en carcinomas pulmonares de células pequefias (Figura 17},

También se han observado co-amplificaciones del gene N-MYC y del de la
ODC en algunos neuroblastomas, -Del mismo modo, co-amplificaciones de los
genes activos de la ODC y de la subunidad M2 del ibonucledtido reductasa
{también localizado en la regidn terminal del extremo corto del cromosoma
humano 2) en células de mamiferos seleccionadas por su resistencla a la
hidroxi-urea.

MRNA de fa QDC:

Las células de roedores contienen pof lo menos dos especles de MRNA de!
ODC, de 2.0-2.4 y de 2.6-2.7 kb de longitud. Sus cantidades relalivas varian
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entre la especie. En las especies mds cortas rata y ratén, es mds comin el
mMRNA mds largo, mientras que la situacidn contraria es el hamster.

La heterogenicidad de tamafic se debe prncipamente a las diferentes
longltudes de los extrernos 3' no-traducidos, consistente con la presencia de
dos seficles de polladenitacién en el gene. La eshuctura ablerto de lectuia
[ORF = open reading frame) que codifica para la proteing ODC flene 1383
nucledtidos de large.

Los tejidos humanos, en confraste con los roedores, expresan solamente una
de las especies de mRNA del ODC, que es ligeramente mds largo que el mds
corto de los dos mRNAs de ratén,

EL mRNA de la ODC perfenece a la pequefia clase de mRNA mamiferos que
contienen secuenclas de escalera mayores a 200 nucledtidos en longitud, De
hecho. las escaleras del mRNA del ODC de ratén, rata y humano tiene casl 300

nucledtidos de largo,

Los andllsis realizados al MRNA del ODC en mamiferos revelaron que el extremo
es extrernadamente fico en GC, particularmente en su porcién &', y puede
formar estructuras secundarlas con una alta energla libre de establiizacion, Esta

regldn también contlene un ORF pequefio.

Sin embargo, los nucledtidos que franquean €l sitio de inkclo de la transiacion
no conforman perfectamente la secuencla del consenso por e modelo
detallado para la Iniclacién, haclendo que la traducclén de este ORF sea
distinta.
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La proporclén incrementada de sintesis de ODC, después da un estimulo de
crecimiento, es parciaimente debida al gran Incremento en la cantidad de
MRNA del ODC.

Los andlsls nucleares de transcripeidn indican que el incremento en la
transcripcién de ODC, cuenta para la Inducclén mitogénica de mRNA del
ODC, Sin embargo, come ya se mencicno, la acumulacién andrdégeno-
inducida de mRNA del ODC no puede contarse como un Incremento en la
transciipcion del gene. Esto es debido aparentemente, a un efecto principal en
el procesamiento de mRNA y/o en su desdeblamiento (64).

Kahana y Nathans (86) demostraron que el mRNA de la ODC fue elevado en
restos de fibroblastos en respuesta a un estimulo del crecimiento y que esla
Induccion no requiere una sinfesls de protelnas previa, Otros genes que
ruestran una respuesta primarla simllar a estimulos de crecimiento codifican
un grupo Interesante de proteinas reguladoras que es compuesto, en parte, por

un nimero de productos prolo-oncogénicos (87, 88).

Con muchos de estos genes de respuesta primaria, las vidas medias, tanto de
sus profefinas como sus productos de mRNA son muy coros, siendo del orden
de minutos. Como la proporcidn de aproximacién de una célula
macromolecular a un nivel nuevo en un estado estable depende Unlcamente
de su vida media (89), los productos celulares de estos genes son capaces de

excursionar idpidamente en respuesta a rangos alterados de transcripcion (85).

En el caso particular de la ODC se da una situacién interesante, en este caso la
proteina se transforma rdpldamente, con ung vida media del orden de 10 @ 20
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minutos, mientras que la vida media del mRNA del ODC es mas larga, variando

de 2 a 5 hr, segun el tipo de célula,

Esto significa que las proporciones de camblo en un nivel de protefna de ODC
estable dado a parlir de cambios en el rango de transcripcion, es limitado por
la establidad del mRNA y que la significancia de la vida media, generaimente

corta, de la profelna no es aparenie inmediatamente (85).

Tradiclonalmente se ha interpretado la corta vida medla de la ODC come un
facilitador del répido incremento de la blosintesls de poliaminas. Ademds, se ha
sugerdo que estos niveles elevados de pollaminas son requerddos en el

surgimiento inicial de células en respuesta a estimulos tréficos.

En el extremno, este punto de vista dio lugar a la hipdtesis (no fundamentada) de
que las pollaminas eran moléculas reguladoras que participaban en el control
del crecimiento celular y particularmente en la produccién de RNA (90). Sin
embargo, en el contexto de esta conjelura, es curioso que se enconirara que
la acumulacién de fas poliaminas por sl mismas sea refiasada en todos los
sistemas estudiados,

Por efermplo, en los linfocltos T (Figura 16) donde esto se ha estudiado con
precision, los incrementos en los niveles celulares totales de poliaminas quedan
claramente alids de la acumulacién de mMRNA y son conslderablemente mas
lentos que los evenlos regulatorios tempranos, Incluyendo camblos en la

expresién de proto-oncogenes (85).

Ademds, basados unicamente en la cinélica refardada de la acumulacién de

poliaminas, que es probablemente deblda en parte a la lenta interconversion
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de pocles Infracelulares a estos compuestos, debe conclulise que los procesos
de crecimiento en los cuales pueden paricipar niveles elevados de poliaminas,
deberian ocunir mucho después de la activacidn mitogenica.

Por lo cual, esta es una fuerte razén para cuestionarse el punto de vista
tradicional de los mayores atributos regulatorios de fa ODC, la corta vida media
de su proleina que nace de ia necesidad de controlar la produccidon de
moléculas regulatorias  esenclales, la cual en su momento aciia

tempranamente en el proceso de activacién mitogénica.

Por esta razén Moris (85) argumenta que, en este caso las propledades de la
ODC son de singular importancia en el momento de arresto celular y tamblén
sugiere que los mecanismos post-transciipcionales de la regulacion de ODC
son particularmente significantes en la prevencién de una sebreproduccion de
polflaminas cuando las células entran a un estado quiescente,

La protelna ODC:

Las secuencias compietas de aminodcidos en ia ODC de ralén, rata y de
humano han sido deducidas de las secuenclas nucledtidas de DNAs y de
cDNAs genémicos, confenlendo la regién completa de codificacién del mRNA
del CDC.

Las proteinas codificadas contienen 461 residuos de aminodcidos, tienen una
masa molecular de aproximadamente 51 kDa y representan la subunidad de

la enzima nativa homodimérica.
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Cada secuencka contiene 12 residuos de clstelna, lo cual es consistente con el
requerimiento de altas concentraciones de tiol para la actividad de la ODC. La
Identidad completa de las secuenclas de aminodcidos de proteinas de ODC
en tatén, rata y humano es mayer al 90 %.

En vista de la Importancia del popel que desempena la CDC en el crecimlento
y diferenclocién celular, no €5 muy sorprendente qQue su secuenclas de

aminodcidos se conserve entre diferentes especies (64).

La dpida proporcidn de desdoblamlento intracelular de ODC (que puede ser
tan cofa como de 5 minutos) debe ser explicada por la presencia de dos
reglones PEST y su secuencia de aminodcidos. Las secuencias PEST (reglones
ricas en aminodcidos P, E, $ y T) son caracteristicas de muchas proteinas con
vidas medias Intracelulares cortas (_< 2h).

Las dos reglones PEST se encuentian cerca del exreno C de la OBC, v la
reglén mds terminal C (la cual fiene la mayor proporcién de PEST) puede contar
para la Inestabllidad intracelular de la enzima.

La CDC del tipancsoma, que es una proteina mucho maés estable, se une a
esta regidn PEST (Figura 18) y cuando la ODC de ratén es truncada en el
extremo de la C teiminal, el desdoblomienio de la enzZma se reduce de
manera marcada (64).
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FAgua 18: Las posiclones de las reglones PEST en la ODC, SAMDC v algunas otias

proteinas con una apida degradacion (M2 < 1 k), Las regiones PEST
fuertes (valores PEST mayores a 0} se muestran en negro. Notar que lo
ODC del tipanosoma estd tiuncado en el exremo C-ferminal, que
falta la regidn fuerte de PEST y que esta enzima es mucho mds estable
(M4 > 6 hi) (64).

El lente desdoblamiento de la ODC en tripanosornas puede ser la base para la
accldn selectiva antitipanosorna de la DMFO. El tratamiento con DMFO puede
reducir efectivamente el nivel de pollaminas en el pardsito, pero no en su
anfitién mamifero en donde la ODC se desdobla répldamente y donde la
ODC Ineversiblemente inhibida es continuamente reemplazada por enzima
nueva activa,

Sin embargo, también es posible que la formacldn reducida de tipaniotiona,
un deiivado de espermidina actuando como un radical libre, contribuya a la
sensiblidad del parasito al ratamilento con DMFO.
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La locallzacién del sitio catalitico en ODC no se ho establecldo en forma
definiiva, Sin embarge, la parte més hidiofiica de la enzima, comprendiendo
residuos da 290 - 340, parecs ser importante para ia actividad catalitica.

El extremo C terminal no es bien conservado y no parece conlener porciones
criicas del sifio activo. Un ratén deficiente de o terminal C de 38 aminodcidos
de CDC todavia tiene la mayoria de 1o actividad de lo enzima nativa, pero si se
remugven 7 ominodcidos més de la ferminal C perrnanece solamente una
pequena actividad,

Lo concentracldn celujar de poliominos produce una regulacidn  por
retfroalmentacion negativo en la sintesls de ODC, determinada por medicion
de la Incoporacién de S-metionina G la proteha. Este etecto paiece ser
producldo principalmente por ef nivel de transiacion de ODC, debldo a que no
hay ninguna carga en ef contenido de MRNA del ODC y que solamente exisie
una pequena carga en el rango de degradacion de la ODC.

Estos descubrimiantos han sido conroborados en varios estudivs de franslacién
de mRNA de la ODC en sistemnas iibres de célulos.

Como los lsados de reticuloclios contienen allas concentiaclones de
poliarminas, existe un incremento en lo pioporcidn de fronsiacién de MRNA de
o ODC sobre la reduccidn de la concenfiacion de poliaminas por fitracién en
gel, y una disminucién sobre fa adiclén de poliaminas,
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En base a experimentos reclentes, se ha sugerido que el efecto mediado por
poliaminas en la expresidon de ODC, se da en vez de un fendmeno post-

translacional.

Tamblén se ha sugerldo que el rapldo desdoblamiento de lo profeina de la
ODC llega a ser significante cuando cesa el crecimiento celular y expiden una
regulacion para bajar las concentiaciones de ia enzima, que es importante
para prevenir una sobreproduccién de poliaminas, lo cual resultarda en

cliotoxicldad en las célutas involucradas.

Aunque se ha estudiado Intensamente la activacién mitogénica de la
activacién de la expresidn de la ODC, apenas se conocen los mecanismos de
contio! de la regulacién para disminulr lo blosintesls de poliaminas durante el

crecimlento celular animal (85).

Reguiaclép de la ODC:

Es Interesante el confraste en el comporiamiento de la ODC con ofros genes
que muestran una respuesta pimara a factores del crecimiento, como el ¢-
rmye, la tamilla fun, la famllia fos y el egri/zif268.

Estos genes codifican para factores de transcrpclén, Ios cuales actian
fisioléglcamente por expresidn regulatoria de ofros genes que funcionan a lo
largo de los procesos de aclivacién mitogénica y de progresién del ciclo

celular.
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Los genes Inmediatos temprancs estdn "equlibiados por accidn®, en estos
cosos donde se ha examinado, las vidas medios tanto pora los mRNAs como
para los productos de protelnas son del orden de unos cuanios rminutos,

permitfendo cinéticas de induccién extremadamente rdpldas.

|
Esto presumiblermente se debe, a que los productos de estos genes requieren
actuar tempranamente en procesos mltogénlcios. En contiaste, una Induccién
plco de mRNA del ODC es md@s tardia que ia “mayorfa de los otros genes de
respuesta primarla, i
|
Como la transcripcién de ODC es activada ’Q'L femprano como el c-myc, el
reliaso en la respuesta pico de mMRNA del ‘ODC no parece ser a nivel
transcripcional, lo cual puede deberse, por io rpenos en paie a lo larga vida

media del mensaje ODC.

Esta acumulacidn mdés gradual del MRNA de I# QDC, relativa a los productos
de ofros genes de respuesta primaria, parecen consistentes con la evidencla
mencionada anteriormente Indicando que los ‘productos de la actividad de
ODC, los poliominas, no son requerddos| en ias células activadas
mitogénicamente hasta cerca de un dia despyés de los eventos aclivadores

iniclales.

Si el MRNA de la ODC s& acumula de manera slativaments lenta entre las
especles de mensajes tempianos, vy sl se necesltan que se conocen, parece
ser que la interpretacién Inicial de que esta corta vida media permite el dpido
Incremento de la actividad no es corecta, ya quL el rango de Induccién de la
ODC a un nuevo estado estable es limitada por id establlidad de su MRNA,
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§i no se requiere para la inducclon, la Inestablidad de la proteina ODC podila
ser importante para la regulacién baja de le actividad de la enzima. Como ya
se menciond las células han desaroliodo esquemas elaborados para prevenir
la sobreproduccion de las poliaminas potenciaimente cltotdxicas.

Una extensidén de esta légica sugiere que sl la exdremadamente coria vida
media de la proteina ODC no es Importante para la cinética de su induccion
durante la activacién mitogénica, puede requeriise enzima activa para una

1dpida extincién cuando cese el crecimiento.

Debldo a la larga vida media de su mRNA, una regulacién baja abrupta de [a
actividad de la ODC durante el crecimiento involucrado podiia resuliar
solamente a parir de procesos regulatorios post-transcripclonales como los
discutidos anteriormente.

Estos procesos pueden partit como un resultado directo de la remocion del
estimulo mitogénico (o de exposiclon de las células a estimulos de crecimiento
negativos) o también como un resultado de Inhibicidn por retroalimentacién

cuando las pollaminas comlenzan o acumularse en las células involucradas.

Estos posibles mecanismos de baja-regulacién de la biosintesis de pollaminas
en células involucradas en crecimiento no se han examinade lo suficlente, pero
parece ser que este aspecto de la regulacion de ODC es por lo menos tan
importante desde un punto de vista bioldgico como su induccldén y debe ser
estudiado delalladamente (85).
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S-ADENOSILMETIONINA DESCARBOXILASA

La $-adencsimetionina descarboxiiasa {SAMDC) es uno enzima que depende del piruvalo
como cofacter, e han obtenide preparaciones homogéneas de SAMDC a partlr de
Escherichia coll. Saccharomyces cerevisiae, higado de rata, misculo de rata, higado de
ratén, giéndula mamaria e higado bovino.,

También se han repoitado purificaciones parciales y caracterizaciones de la enzima de
otas fuentes que Incluyen plantas (95). Sus propledades varan con la forma de
cblencion, (Tabla 6).

Tabola 6: Propledodes de la SAMDC alsiada de distintas fuentes.

FUENTE M PM SUBUNDAD ACTINADORES Km M)
No. SUBUNDAD

E.coll 108,000 17,000 (6) Mg Catt, Mn** 60

Sceevidoe 88,000 41,000 (2) Puescina 151

Higado de fata 68,000 32,600 (2) Afrescina 50

Le SAMDC proveniente de momiferos contiene una subunidad PM de aproximadamente
32,000 y estd normalmente presente como un dimero de PM de aprodmadamente 65-
70,000, aungue en ocasiones se fornan agregados mds grandes.

La SAMDC proveniente de $. cefevsiae es famblén un dimero con una subunidad PM de
aproximadamente 41,000, pere a endma proveniente de £, ¢oll tlene seis subunidades
de PM 17,000
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Se ha demostrado que la SAMDC obtenida de E. call, levaduras y de higado de
rata contiene un plruvato unido covalentemente e cual es esenclal para Ia
actividad de la enzima. Presumiblemente este reslduc de piruvoll forma una

base de Schiff con el sustrato y esto facilita la descarboxiiacién (95).

Aunque las primeras deferminaclones de plruvato en la SAMDC  mostraron
solamente una molécula de piruvate, por moléculo de enzima, en
preparaciones recientes producidas por medios mds drésticos de alsiamiento
se determiné una molécula de piruvato por subunidad y tiene §-6 veces mayor
actividad (95).

También se han realizado investigaciones de la estereoquimica y los efectos
clnéticos de Isétopos en la descarboxliacién de la SAMDC y se ha demostrado
que la reaccldén se lieva a cabo con refencién de o configuracidnen el C 1y

el efecto de un isStopo de tifio de 4.5 (95).

las isoenzimas son activadas por putiescina e Inhibidas por SAMDC y por
metiiglicoxal bis-{guonihidrazona). en lodos los vertebrados superiores y en
varos tipos de levaduras (64). La activacién es un paso imporante en el
mecanismo de regulacién, que asegura que la sintesls de la adenoslimetionina
descarboxllada se incremente en respuesta @ una mayor disponiblidad de

putrescina.

Asf mismo, un incremento en la actividad de lo ODC produce a su vez, un

incremento en la sitesis de espermiding (Figura 16).
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En forma simiiar, las poliaminas espermiding y esperming, mds que la
putrescina, son las poliaminas predominantes en este tipo de organlsmos,
tamblén cuentan con una SAMDC activada por putrescina.

Ya que la presencia de esta dlima se comelaciona con la capacidad de
sinfetizar espermina (la cual No estd presente en muchos microorganismos en
condiclenes normales). pero la generalidad de esta correlacldn no se ha

establecido por completo.

la putrescina como activadora de la SAMDC, puede ser reemplazada
parctaimente por una gran varedad de ofras diaminas aunque éstas no sean
tan potentes, Esta activacién es pH dependiente y es considerablemente

mayor a un pH de 6.5 que a uno de 8.5.

Por otra parte, existen reportes recientes que indican que la espermidina es
capaz de activar a la SAMDC, pero no se ha podido confimar con

espermidina altamente purificada y la enzima homogénea,

Una menor centidad de SAMDC activada por espermidina puede estar
presente en extractos crudos y podria explicar ios resultados obtenidos
reclentemente, pero otia explicacién es que la putrescing u ctra diaming fue

un contaminante de la esapermidina utilizada en la activacién,

Tal como la ODC, SAMDC es répldamente inducida con varios estimulos de
crecimiento (64) v se encuenta en fejides en bajas concentiaciones,
equivalentes al 0.015 % de la protelna soluble en préstata ventral y a 0.0007 %
en higado. Su actividad estd regulada por hormonas y por estimuios que
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plohueven el crecimiento (1). Esta enzima puede ser un factor Imitante en lo

sintesis de proteinas (64).

No se han encontrado inhibidores ireversibles (fan efectivos como DMFO para
ODC) que puedan ser usados para influenclar el metabolismo de as pollaminas
por inhibiclén especifica de esta enzima {ver capitulo de Inhibicién).

Gene dg lg SAMDS

Se han alslado e identificado las secuencias de clonas de cDNA que codifican
a SAMDC en telidos bovinos, humanos y de ratas, tamblén se han aisiado e
Identificado las secuenclas de SAMDC gendmica de levaduras.

Los andlisis de southein blot Indican que existen miitiples genes para la SAMDC
en células de ratas y ratones, Tamblén se sabe que mds de uno de estos genes

son activos.

Las células humanas tienen un nimero mMds limitado de genes SAMDC. Las
secuenclas comespondientes o SAMDC, se locallzan en los cromosomas
humanos 6 y X. Sin embargo, todavia no se sabe sl ambos representan genes

acivos, o §l uno de ellos es un pseudogene.(64)
la SAMDC ¢

Se han realizado estudios por northern blot en tefidos humanos, bovines, ratas y
ratones, utlizando cDNAs que codlifican para SAMDC, los cuales han revelado

dos secuenclas de mRNA con tamarios de 1.7 - 2.4 y de 3.0 - 3.6, Como para
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ODC, la diferencla en el tamano puede deberse a una diferente utillzacién de

dos sefiales de poliadenilacidn en el mismo gene.

Asl, las especies con MRNA pequeno tienen un extremo 3' no-fraducido con
557 nucledtidos, y olro mdés largo con una extrension de 1.3 kb en el extremno 3.

Las secuenclas de cDNAs de SAMDC demuestran una fuerte homologla con
menos del 6 % de diferencla en su secuencia codificada. Los resultados de la
mayor extensidn demuestran que € MRNA de SAMDC de la rata tiene un
extiemo &' no-tfraducido con aproximadamente 320 nucledtidos.

Aunque esta secuencla no es completamenta conocida, el extremo de mRNA
de SAMDC, como la de mRNA de ODC, parece también ser fco en GC, y
también probablemente pueda formar estiucturas secundarlas. Ademds de la
ORF larga (99-1002 nucledtidos) que codlfica para ia enzima SAMDC, tamblén
existe una ORF mds corta (372 nuciedtidos) hacia abgjo, empezando nueve

bases después que el coddn final.

No se conoce sl esta secuencia (que puede codificar para una protelna con
124 - 125 aminodcidos) se traduce "in vivo'. Sin embargo, la secuencia que
flanquea el sitic de Iniclo de transtacién colocativo en el MRNA de SAMDC

concuerda, al menos en parte con el modelo propuesta.(64)
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0 proteina SAMDC :

En confraste con la ODC, la SAMDC no es dependiente del fosfato 8 de
pliidoxal como cofactor, pero cuenta con un plruvate unido covalentemente

COMO UN grupo protético.

SAMDC es el tinico efemplo en mamiferos de un pequeiio grupo conocido de
enzimas que contiene unido pliuvato. La formacidn del pluvato es mejor
conccido por la histidina descarboxliasa en el Lactobaclius, Esta enzima es
sintetizada como una proenzima, que es paitida en una unién serina-serina
dando Ia cadena _ que confiene pluvalo y la cadena B libre de pliuvato

como ia enzima activa.

La molécula de piruvato en SMADC de E. coli es producida por particién de
una ligadura péplica de lsina-serina. La SAMDC de mamiferos es sinflzada
tamblén como una proenzima inactiva de 38 kDa contenlendo de 333-334
aminodcidos, y es entonces partida en un sitio desconocido produclendo dos
polipéptidos (de 32 y 6 kDaj).

La paricién presumiblemente genera pliuvato a partlr de un residuo Intemo de
serina. El piruvato se iocaliza aparentemente en la terminal N de la subunidad
mas larga. Investigaciones utlizando preparaciones purificadas de SAMDC de

mamifero solamente han revelado una subunidad de 32 kDa,

Sin embargo reclentemente se demostid que el polipéptido mds pequeio
también es una subunidad de la enzima activa, Esta subunidad es precipltada
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con un anficuerpo contra la enzima pura, y contiene una secuenclia idéntica a

la secuencia encontrada en SAMDC pura de bovine,

La enzima nativa patece ser heterotetramérica, contenlendo dos subunidades
pequefias y dos largas: SAMDC que también se desdobla dpidamente,
contiene una reglén PEST fuerde (Figura 18) con residucs de 243 - 269, en la

subunidad mds larga.

Se ha demostrado también que la estimulacién de crecimiento causa una
actividad incrementada de la SAMDC en muchos sistermnas expermentales,
debido a Incrementos tanto en el rango de sintesls como en la vida media de

la enzima,

Se han ulillzado clonas de cDNA que codifican para SAMDC de rata y bovina,
como pruebas para analizar la expresién del gene de SAMDC mds
profundamente. la proporcion de sintesis de SAMDC incrementada se
determind como consecuencia de un incremento en el contenido de MRNA

de SAMDC y en la eficiencia de la transiacién.

El Incremento en la eficlencla de translacién parece aumentar a partir de un
Incremento selective en fa proporcién de Iniciacién, permitiendo codificar

mMRNA de SAMDC a mds rlbosomas por pollsoma.

La sintesis de SAMDC en lisados de reticulociios es Inhiblda més Intensamente
por la adicidén de pollaminas que por la sintesis de proteinas en s, indicando
que la proporcién de translacion de mRNA de SAMDC es dependiente de 1a

concentracién de poliaminas. De hecho, un estudio reclente proporciona
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evidencla de un contiol de la franslacién celulor de SAMDC en la célula
mediado por pollaminas.{64)

Regulaciédn de la SAMDC:

Se ha observado que muchos estimulos producen cambios substanciales en la
SAMDC de mamiferos. Pero adn en un maximo estade de Induccion, la
protelna sélo estd presente en niveles de apioximadamente 1 pare en 10,000
de protelna soluble, esto ha promovido los estudios de la bloquimica de esta
inducclidn.

Sin embargo, se han producido anticuerpos monoespecificos contra la SAMDC
de ralq, rotén y bovino, Se han utilzado antisueros de las enzimas de rata y
ratén para demostrar el aumento de actividad de la SAMDC durante la
regeneracién de higado, crecimiento prosidtico inducido por andrégenos y
después del ratamiento con MGBG (se explica en el capftulo de inhibicién) lo
cual se explica por un Incremento en la canfidad de enzima protéica mds que
por camblos en la actividod cafaltica de una cantidad de proteina

dsterminada.

Se empled el antisuero de la erzima bovina y el alslamiento de la enzima
después de marcarla con aminodeldos radloactivos para demosttar la
proporcion de sintesls de la SAMDC, la cual se incrementS 10 veces en linfocitos
bovinos después de su activacién mitogénica.

Parece ser, aunque no s& ha comprobado, que s& han medido otros cambios
en la aclividad de la SAMDC "in vitro* en ensayos a concentraciones de
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saturacldn de putrescing, los cuales son también debldos a alteraciones en la
cantidad de enzZma protéica. Ademds del cambio en el contenldo de enzima
protélca, se obsetvaron alteraciones en o concentraclén de putrescina en la

célula que influenciaron la extensién a la cual 'a SAMDC es activada *in vivo*,

La mayoria de los estimulos que incrementan la cantidad de SAMDC, tamblén
incrementan la actividad de la ODC (Figuia 6) y por lo tanto la cantidad de
putiescina presente que activa a la SAMDC, en esta forma, lo actividad de la
SAMDC “In vive® es incrementada por medio de ambos mecanismos.

La SAMDC tlene una vida media muy corta en céiuias de mamifetos. Lo cual se
demosird en un principlo, por el uso de ciclohexlamida para bloguear la
sintesls de proteinas que resultd en una dpida disminucién de la actividad de
SAMDC.

Estudios mas reclentes, utiizando anlicuerpos, mostraron en una forma mas
contundente, que esta pérdida se debe ala disminucién de la enzima protéica
vy gue en el higado de mla la vida meda de la SAMDC es de
aproximadamente una hora,

Cuando se administid MGBG la actividad fue medida despuds de una didlisis
para remover al inhibidor.

Este inciemento, aparentemente paraddjico en la actividad producida por el
inhibidor se explica por Ia esiabiizacién de 1o enzima contra ia degradacién
proteolitica y la vida mediia es incrementada por MGBG por 1o menos en orden
de magnitud, '
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El MGBG, como inhibidor ineversible tamblén causd una estabilizacidén y un
Incremento en la cantidad de piotelna SAMDC, pero en este caso las proteina
medida por inmunoquimica, fue enzimdticamente Inactiva aln después de

una extensa didlisis.

La corta vida medla de la SAMDC permite un rGpido camblo en el nivel de
proteina como respuesta a los inductores. También es posible que induciores
fisioldgicos puedan, como el agente farmacolégico (MGBG) incrementar la

contidad de erzima protéica por medlo de 1a establizacion de la proteina,

Existe evidencia que esto ocurre durante las 24 hr posteriores a la activacién
mitogénica por linfocitos cuando la vida media se Incrementa de 80 a 170

min.

También pueden ocunir pequenos Incrementos (dos veces) en la actiidad de

la SAMDC en respuesta a una induccién en la disponibilidad de metlonina,

Este efecto también es mediado al dobiar la vida media de la enzima y puede
ser secundarlo a camblos generales en fa propercion de interconversion de

profeina bajo condiclones de eliminacién de aminodcidos.

Otros cambios mds soiprendentes en los niveles de SAMDC, se obtuvieron por
alteraclones en el contenido de poliaminas y se ha establecldo que los niveles
de SAMDC son regulados por la concentracidn infracelular de espermiding, ya
que cuando e} contenido de espermidinag es alto, la SAMDC es reprimida y
viceversa,
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Esta conclusién ha sida formuloda en base o dos aproximaciones
expermentales: La administracibn de espermidina o sin-norespermidina a ratas,
reduce la actividad de SAMDC en extractos tisulares.

Se obseivé que el efecto fue mayor en el diafragma y en musculo esquelético
que parecen tenar formas diferentes de la enzima que el higado, pero todos
los tejfidos fueron afectados en mayor o menor proporcion, con excepcion del

corazén,

Por el contrario, cuando la sinfesis de poliaminas es inhibida por un inhibldor de
ODC, DMFO (Figura 6) o el Inhibidor de espermina sintasa, AJoDATO (Figura 6)

los niveles de espermidina caen y ios niveles de AJoDATO aumentan,

Esto Implica que la regulacidn de SAMDC fambién puede ser llevada a cabo
por la represidn de putiescina o espermina, pero los experimentos con
AdoDATO indican, como se propuso originaimente, que la espermidina es Ia
moléeula regulatoria clave, ya que permife un incremento tanto en la
putrescina como en la espermina y una disminucién nolable en la
espemidina. El descenso de la espermnldina es paralelo al Incremento en la
SAMDC.

El mecanismo por el cual la espermidina reprime @ SAMDC no se ha entendido
por completo, pero parece ser que por lIo menos en parte esto involucra
cambios en la propoicién de degradacion de esta enzima. La vida media de
SAMDC se reduce en animales o células tratadas con espermidina y se

incrementa en células en donde la espermiding es reducida por DMFO.
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Se ha propuesto un modelo hipotético en el cual el sustiato de la degradacion
es un complelo espermidina-SAMDC. Esle modelo podila explicar la
establiizacldén por MGBG por medio de si misma, ya que tiene similitudes
estructurales con espermidina v puede remover a la espermidina de este

complejo.

El control negativo de SAMDC por espermiding tiene una importante
consecuencla farmacoiégica: Cuande fos niveles de espermidina y putrescina
son reducidos por DMFO, existe un incremento en la cantidad de SAMDC que
permite una produccién incrementada de adenosimetionina descarbexliada.
(A mayor incremento en el contenldo de la enzima, mayor es la compensacion
por la pérdida del activador, putrescina),

No se conocen otias reccclones metabdlicas de la  adenosimetionina
descarboxiiada, mdas que la sintesis de espermidina y espermina (Figura 6). En
ausencla de putrescina y espemiding, estas reaccliones no pueden realizarse y
por lo tanlo, se acumula la adencsimetionina descarboxliada. Como
consecuancia, en células mamiferas traladas con DIMFO se da un incremento

de 500 veces en el contenido de adenosiimetionina descartoxilada,

Aungue también es posile que el dlto nivel de adenosimetionina
descarboxiiada contibuya a la inhiblcidn de crecimiento atribulda al DMFO,

Alteinativarmente, la alta concentracion de adenosimetionina descarboxilada
bdsica puede sustitulr una poliaming v el gran exceso de este nuciediido
asegura que la pequena cantidad de putrescina producida en presencia de

DMFO se convierta en espermina.
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El confenido de espermina no disminuye por la presencia de DMFO en la
mayoria de las células. Ds forma similar, la AdoDATO causa un sorprendente
Incremento en la adenoslimetionina descarboxlloda por la re-disminucidn de
SAMDC y en su oporiunidad permite un aumento en lgs concentraciones de
espemmina.

Es aparente que se neceslta determinar el potenclal de los Inhibidores potentes

y especificos de la SAMDC disponibles actualmente y discernlr la interrelacién
entre el metabolismo de nucledtidos y la biosintesls de pollaminas.(?5)
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ESPERMIDINA SINTASA Y ESPERMINA SINTASA

Estas enzimas son mucho Mds eslables que la ODC y SAMDC. La espermidina
sinfasa es un homodimero con una subunidad molecular y una masa
molecular de aproximadamente 36 KDa.

ta espermina sinfasa estd formada por dos subunldades con una masa
molecular de 44 KDq, los actividades de estas enzimas dependen de la
dispeniblidad de su sustiato especifico (5)

A diferencla de los sintetasas, las sintasas son enzimas que no requieren de
energia liberada en la hidrGlisis de un enlace pirofosfato para reallzar su funcién
de sintess,

La espemmidina sinfasa v la espermina sinfasa son expresadas en forma

consecutiva y son mucho mds estables que 1a ODC y que la SAMDC,

La espemmidina sinlasa es un homodimero con una subunidad de masa
molecular de aproximadamente 36 kDa. La espermina sintasa consiste de dos
subunidades con una masa molecular de 44 kDa,

Estas enzimas tienen aparentemente valotes de Km para SAMDC de 0.1 - 1.1

UMy pulrescino/espermidina de 40 - 100 uM, que estdn ceica de las
concentiaciones observadas en los tefidos (64),
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ESPERMINA/ESPERMIDINA N1 -ACETILTRANSFERASA

Se conocen dos polaminas  ocefilosas: una es  uno enzima
predominantemente nuclear que actia principalmente sobre las histinas y
puede aceliar espermidina para formar  N-8-acefil-espermiding, que

posteriormente es desacetiiada en la célula.

El objeto de este procedimiento todavia no es muy claro, pero se piensa que
este método constituye un medlo para remover la espermidina excedente en

el nticleo celular.

La otra enzima es la espermidina/espermina N.acetitransferasa, que es
cltosdlica y puede diferenciorse de la acefliasa nuclear por medio de
reacciones con anticuerpos especificos y por reacclones de inhiblcién, dada la

diferencia en la respuesta ante Inhibidores,

La enzima tiene un peso melecular de 115,000 y estd formada por dos
subunidades.

La espermidina forma N1 -acetll-espermidina acetila la

espermina formando N]-qcetllesperrnldmo. que a su vez puede ser acetilada
nuevomente por la enzima y formar NI-NT12 diacetilesperming, peio este
compuesto no ha sido detectado in vivo', Esta enzima es altamente especifica
vy solamenie acetila sustratos con una estructura R-N2H-(CH2)3NH2, esta €5 la
razén por la que no es capaz de formar N-acetliespermidina (3, 4).
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POLIAMINO OXIDASAS

tas poliamino oxidasas son endmas que se clasifican en tuncién del grupo

amino con &l que reaccionan de la sigulente manera:
1) Amino oxidasas que actdan con grupos amine pimarios,

2) Amino oxidasas que actian con grupos amino secundarlos, p.e. sobie

grupos propilamina de la espermidina y esperming,

La poliamino oxdasa proveniente de plasma bovino tiene la capacidad de
actuar sobre la  espermidina y espemmina  para produclr un
aminomonoaldehido (N] -{4-aminobutil-aminopropanaldehide) o un dialdehido
(N, N!-bis-(3-propionaldehido)-1,4-dlaminobutanc). amoniaco y perdxido de
hidrdgeno, respectivamente (Figura 19).

NHS{CH ) sNH(CH ) NH(CH o) MHTa e OCHCH 1) NH{CHS) HHH(CH)oCHO + 28o + 2H204
+20s + 2H:0

Esperming NN'-bis (3-proponai}-1 A—diarrinobulono
NHa{CH o} NH(CH2) @ ¢ + O + HiO =t 1 {CH o} NH(CH s} oCHO + NHa + HaOa

Evparmiding N (4= aerinobutli)3-aminopropanad

Aguwa 19; Oxidacion de esperrnlnc y espermidina por pollaminc oxdasa dlslada
de plasma bovino

La poliamino oxidasa es una glicoproteina con un PM cercano a 180,000, las

dos subunidades que la forman estdn unidas no covalentemente y cada
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subunidad estd constituida por un puente disulfuro, dos Gtomos de cobre y un

grupo carboxilo.

Existe otra pollamino oxidasa que actta sobre las poliaminas que es alskada de
higado de rata, esta enzima es un polipéptido con un PM de 60,000, utillza
como cofactor FAD y probablemente hleno, se sabe que actio sobre los
grupos aminoc secundarios de la espeimina o espermidina produciendo 3-

aminopropanal (Figura 20).

HH(CH 3 ) o NHCH ) RH{CH ) aliHs e NHa(CHa) NH{CH 3} NHs 4 HH3{CH)2CHO + 1205
+ Oc + Hi0
Esparming Espermiding 3=Aminoproponot

NL{CHa) (CH)NHe + 04 + Ha0 =t HH{CH1)aCHO + NHo{CHa)aNH: + HyOn
Espermiding 3-Amincprepond  Putrescing

Figura 20: Oxldacién de espeimina y espermiding por pollamino oxldasa alslada
de higado de rata.

Se encuentra en concentraciones simllares a los de la espermidina y espermina
sinfasa vy excede a las concentraclones normales de la espemmina vy

espermidina N'.acetltransterasa (3).
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REGUACION POR RETROALIMENTACION DE LA

SINTESIS DE POLIAMINAS

La estimuiocion del crecimiento celular causa una dpida Induccion en ia expresion de ios
genes de ODC y de SAMDC. Esto, combinado con ias proporciones excepcionaimente
1épidas del desdoblamiento de estas enzimas blosintéticas de poliaminas, piovee a ka
célula de un répido medio de reguiacion de las concentraclones de poliaminas.

ESTIMULO DE CRECIMIENTO
\ e——’ “:—_@---— TRANS CRIPCION

Vasp Fouya
———r——t

Apolya
!

imovccron (O wmemmmnnn ESDEﬁ‘\InG e —————— -G | taovceron

,—’ﬂ Espermidna [
oo Fd I' ‘\‘ Prowming
/. i-{ Piescia_}e}-b-meen g

‘_‘"—‘ \\ &
@ A} \

Poliorminas

Aguea2i: Reguiacién det confenido de poliaminas en céiuias de marmiferos {64).
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Por ofra porte, 105 pollamlnc:s tomblén elercen un control por relroollmentaclén
de su proplc sintesls. a nIveI 1ronscrlpclonol, 1rc1ns|oclonol y post-transiacional
(Figura 21). : ’

Parece exisliit una relaclén reciproca entre el rango de transiacién del mRNA de
la ODC y la concentiacidn de espermina y espermidina, Como se menciond
onteflormente, el mMRNA de la ODC flene un exiremo lider §' no-traducido, que
es altamente fico en GC vy fiene una fuerte tendencla a formar estructuras
secundarias.

Se ha especulado que este exiemo estd Involuctado en la regulacién
translacional de 1a ODC ya qﬁe la formaclén de estructuras secundarias en esta
regldn puede Interferir con la translacién del mRNA de la ODC y esta formacion
puede ser afectada en forma directa o indirecia por poliaminas.

Este mecanismo podia implicar que el control de la sintesis de ODC mediado
por pollaminas, es elercido principalmente en la fase de iniclacién, Sin
embargo, el hecho de que el nimero de rbosomas asoclados con cada
molécula de mRNA de la ODC no es afectado por el nivel de poliaminas,
Indica que existen olras formas de control,

Los estudios de eliminacion realizados recientemente, Indican que el extremno

no desempefia un papel principal en el proceso actual de regulacion.

La sintess de la proenzima SAMDC tamblén es inhiblda por altas
concentraclones de espermidina y esperming, Ademas de estar Involucradas
en el mecanismo de contral transiacicnal, estas aminas ejeicen un efeclo a

nivel del estado de permanencia del mRNA de la SAMDC.
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‘ También podemos encontiar un extremo S'ider no-traducido en el mMRNA de
SAMDC que pueds estar involucrado en el contiol franslacional de la expresién
de SAMDC. Oto posible sitio regulador de poliaminas, es la convesidn de la
proenzima SAMDC en subunidades de 6 y 32 kDa de la enzZma actlva. Esta

conversidn parece ser estimulada por putrescina.

La degradacion de ODC y de SAMDC es sulete de control por las poliaminas. La
espermina vy espermidina estimulan la degradacién de ambas enzimas,

mientias que la putrescina solamente afecta ala ODC.

£l mecanlsmo molecular para esta degradacién mediada por pollaminas atn
no ha sido determinado.

Sin embarge, se ha demostrade que las poliaminas inducen la sintesls © 1a
liberaclén de una protelna de 22 kDo que Inhibe a la ODC, lomada
anflenzima, que se une no covalenlemente a la ODC, esta unidén (y el
consecuente efecto Inhibltorio) de la antlenzima a la ODC es extremadamente

fuerte ya que tlene una constante de equilibrio muy alta (1.4 x 1011 el )

Debido a que el contenido de protefna ODC decrece mdés rapidamente
después de la exposicldén a polaminas que después de la inhibicién de la
sinfesls protélca por ciclohexamido, la antienzima puede actuar como un

sistema blanco para la degradacién de ODC.

Los niveles celulares de poliominos son normalmente una funcién de sus
proporciones de sinfesls. Sin embargo, en casos en los que su sintesls es

afectada, yo sea debldo a falta de sustiatos o ala presencia de Inhibidores, las
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células flenen un sistema especifico de transpore para la utlizacidn efectiva de
poliaminas extracelulares.

Lo actividad de este sistema parece ser negativamente regulado por las
mismas pollaminas (Figura 21),

Lo impertancia del sistema de suministio de poliominas es evidente a partr de
un estudio en el que se demostrd que tumores experimentales utiizaban este
sistermna como un mecanismo de rescate para compensar la deficlencia de
poliaminas.

De acuerdo a lo enteior, se encontid que la prevenclén del suministio de

poliominas potencla el efecto teropéutico de un inhibldor de la ODC.
resultando en una significante mejorka en los animales fratados.
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INTERACCIONES ENTRE CICLO DE LA UREA,
BIOSINTESIS DE POLIAMINAS Y CICLO DE ACIDOS TRICARBOXILICOS (KIREBS)

ICLO UREA:

El ciclo de la urea consiste en cinco pasos principales (Figura 22):

1) Sintesis de carbamolifosfato a partir de lones bicarbonato y amonio.
2) Formacién de citulina a partir de omitina y carbamolifosfato.

3} Sintesis de argininosuccinato a partir de citiulina y asparato.

4) Hidrélisis de argininosuccinato con formacion de arginina

§) Degradacién de arginina con formacién de urea y omitina.

Al finalizar el clcio, la ormnitina formada estd disponible para utiizarse en el paso

2 del clclo o para la blosintesls de poliaminas y [a urea es excretada.,

Los dos pasos Inicloles son catalzados por dos endmas mitocondrales, 1o
carbamoeilfosfato sintetasa | vy 1a omitina transcartbamillasa, v los tres siguientes
por enzmas clioplasmdticas: argininosuccinato sintetasa, argininosuccinasa y

arginasq, respectivamente.

Estas enzimas estan presentes en el higado, intestino y rfidn, pero sdlo las
concentraciones a las que se encuentran en el higado son suficientes para que
se redlice la ureogénesls hepdtica. La sintesis de argininosuccinato es un pase
Impeortante en la interaccion del ciclo de fa urea con el ciclo de Krebs ya que
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k dlanina es transaminada para fomar piruvato, v cede su gupe amino al a-—

cetoglutarato, pasando este a glutamato,

Citrall- AMP
Intermediaro

Figura 22. Clclo de la wea. Efapa cliopidsmica y mitocondial (8).

El piuvato es descarboxiado paia entiar al ciclo del Geldo citfco como un

fragmento de dos carbonos.

El glutamato por medio de una reaccién de transaminacion con el oxdlacetato

forma aspartato y se regenera a a-cetogiutarato.
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El aspariato formado contlene el segundo grupo amino destinado a la sintesis
de la ureqa. Ei fumarato que se obtiene por hididlisls de argininosuccinato por
argininosuccinasa, regresa al ciclo del &cide citilco y en esta forma la arginina
queda disponible para la sintesls de proteinas en tejidos extrahepdticos o para

continuar con el ciclo de fo urea en &l higado.

La arglnasa efectla lo conversidn de arginina en urea vy omitina y asf se
completa el ciclo.

En algunos tefides extrahepdticos solamente se llevan a cabo [os ties Ulimos
mecanismos enzZimdlicos del ciclo de la urea, por elemplo: en cerebro y
musculo ya que la blosintesis de urea depende del gporte hepdtico de

cltulina,

La funclén dei ciclo de la urea es la captacién de grupos amino a partir de
aminodcidos, siendo este un proceso anabdlico con requerimiento energético.
Este ciclo permite la formacién de los esqueletos de carbono que son

necesarlos para &l metabolismo oxidativo (1).

Las concentraciones de poliaminas se iIncrementan de maneta marcada en el
higado de rata en regeneracldn, en estas cicunstancias se observa un
incremento en la aclividad de las enzmas Involucradas en su biosintesls (52,
53).

Después de una hepatectomia parclal se produce un Intenso crecimiento
celular y un incremento en la concentiacién de ODC, que alcanza un plco

dentro de las 4 horas posteriores a la intervencion (53).
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Brebnor, et.al., determind la actividad enzimatica en el ciclo de la urea en las
primeras 24 horos de la regeneracién hepdtica. Por otra parte, en las primeras
etopas de fegeneracldn en animales sometidos a una dieta normal los
resultados indicaron una sorprendente disminucién en los niveles de las cinco
enzimas Involucradas en el clclo de la ureo, alcanzando niveles minimos dentro
de las 4 horas posteriores a 1a Intervencldn, este descubimiento es consistente
con el Incremento de ODC (82).

Con este estudio se demostid una feguiacién concertada de las cinco
enzimas, Lo que a su vez suglere que la actividad de esta via metabdlica
puede competlr con la ODC por la omitina y coincide con el Incremento de
omitina hepética y amonio en plasma durante este perfodo (53).

La via metabdica que sigue la omitina depende de los requerlmientos
orgdnicos.

CICLO DE KREBS:

La funcién del ciclo de Krebs es proveer al ciclo de la urea del aspartato

necesario para que junto con citruiing, se sintetice argininosuccinato.

Posteriormente, este Glitimo se hidrolza y el fumarate obtenido se Incorpora al
ciclo de Krebs, mientias que la arginina sigue el ciclo de la urea pata formar

omitina y urea, las cuales siguen los mecanismos ya descrites.



Se ha observado que cuando aumenta la sintesis de pollominas aumenta la actividad de

arginasa y que asi se Incrementa el suministro de omitina hacia ODC,

Asl es como los ciclos se relacionan, dependiende de las necesidades celulares en un

mormento dado (Figura 23).
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Inteiacciones enfte el ciclo de ia Wea, & ciclo da Kiebs y la biosintes's de poliarminas. Enzimas
Involucradkas: (1) Carbornoll-fosfato-sintetaso, [2) Omifina ranscarbamiiasa, (3) Aginino succinato-
sintetasa, (4) Aginino succinasa, (5) Arginasa, Los asteriscos indean ei odgen del nirdgeno weico (1).
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CAPITULO 4

INHIBICION DE LA SINTESIS
DE POLIAMINAS
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Las poliaminas son constituyentes normales de las células, como ya hemos
vislo, Cuando las células son despojadas de sus poliaminas, utilizando
inhibidores de sintesls altamente especificos, estas dejan de proliferar (64).

Inversamente, cuando a las célulos despojadas de polaminas se les
administran  polieminas, el resultado es un crecimiento normal. Por estas
razones y porf las ya descritas anteriormente, es evidente que las pollaminas

desempedan un papel imporante en el crecimiento y divisién celular.

Ademds del efecto antlproliferativo, los inhibidores de la sintesis de pollaminas
Inducen diferenciacién terminal en cierfos fumores de origen embrionario y

tienen un alto poder antiparasitario.

Como elemplo, tenemos que uno de los Inhibidores ha cutado pacientes con
la enfermedad del suefio aficana, y es efeclivo en confra del Pneumocystis
carinil que es un profozoario oportunista en paclentes con SIDA (64).

El aumento en el conocimiento de los mecanismos que regulan os niveles
Infracelulares de poliaminas, comeo los Inhibldores especlficos y el alslarmlento
de mutontes deficlentes en pollaminas, promete el desarrollo de nuevos
famacos y regimenes antiparasitarios y anticancer (64).

Muchos procesos blogulmicos, fales como e transporte de nuidentes al interfor
de una célula, la velocidad de sintesis de diversas macromoléculas v el control
de su degradacién son influenciados por agentes Inductores del crecimiento

0
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En cambios lempranos asoclados con la transiclon de células de un estado
quiescente a un estado de proliferacién, existe un aumento en las enzimas
Involucradas en la blosintesls de pollominas, Coma resultado de esta actividad
enzimdtica Intensa, hay una acumulacion intracetular de pollaminas (1).

Aln cuando la velecidad de sintesis de estos compuesios slempre parece estar
acoplada a un aumento de la proliferacién celdlar, fodavia esta por
descubrirse sl este incremento es circunstancial o esenclal para que las células
entren en aclividad mitésica (1),

Para esto se ha Intentado provocar una deficlencia en la concentraclén de
poliaminas, utlizando inhibldores mds 0 menos especificos de las enzimas que
las blosintetizan, asi como moduladores de la actividad de ODC andlogos de

putrescina (1).

Uno de los sistemas mds estudiados sobre este aspecto ha sido el higado en
regeneracién, en el que actuamente se investiga la relacidon entre la

embriogénesis de los mamiferos y las pollaminas (1).

Como ya menclonamos, la biosintesis de poliaminas Inovolucra la accién
secuencial de dos descarboxilasas y de dos transferasas. Muchos de los
Inhibidores de la biosintesls de poliaminas que han sido desarrcllados para
bloquear la blosintesis de pollominas "in vivo®, son difigidos a las descarboxilasas
(Tabla 7).

la _-difiucrometilomitina (DMFO) es une de los inhibidores de la ODC mds

eficlentes y su mecanismo de accién es blen conocido.
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El desanollo preferencial de inhibidores de descarboxilasas puede explicarse

por dos razones:

1. Se cree que la velocldad de descaiboxilacién de la omnitina es limitante

en la regulacidn de los pasos blosintéticos de las poliaminas,

Aunque en algunos casos, la sintesis de omitina podra ser el factor

limitante.

2. Los meconismos cataliticos de los transferasas (espermidina sintasa y

espermina sintasq) no han sido blen dilucidados.

Tabla 7: Inhibidores de la blosintesis de pollaminas (1),

[ENZMA [ INHIBIDOR [ MECANISMO DEACCION |
Omitina Andlogos del sustrarto:
Descarboxilasa (ODC) A, Dl-a-hidracina-oiniting Reversible y competitivo
B. Dl-a-mefil-omitina Reversible y competitivo
C. Dl-a-hidracino-etilomnitina Reversible y cornpetitivo
D. Dl-a-diflucio-mefilomitina Ireversible
Andlogos del pioducto;
E. Trans-1,4-dlamine-2-buteno Reversible y competitivo
f. 1.4-diamino-butanona Reversible y competitiva
G. 5-hexino-1,4-diarmina Ireveisibie
H. Homdlogos de diarminas con 3-12 Indiiecto (p.e Induccldn de
dlomosde  Carbonal, ODC antlerzima, proteina
Inhibidora de CDC)
1. 1.3 diomino:2-propanol Indiiecto
s- A Meliglicoxal-bis  [guanihidrazong) | Reversible y competilivo {con
ludenosllmellon (MGBG) respecto al sustrato)
na
dascarboxilasa B.1,1*[{metilstano Reversible Inlclalmente vy
(SAMDC) -dilideno)dinitilo] competitivo con respecto al
bls-(3-aminoguoniding) (MBAG) sustrato. Después ineversible
C. §-adenosil-DL-2-melimetionina Reveisible y compelitivo con
tespecto al sushrato
Espermidina sintasa Ay.w-diaminas con 3-12 cabonos, El Reversible y compefilive con
1.5-diamino-  pentano es el mds activo | respecto a uno de los sustratos
(puttescing)
Espermina sinfasa A.y.w-cdlominas con 3-12 carbonos. El Reversibie ¥ competitvo con
1,5-dlamino-pentano es el mas activo respecio a uno de los sustiatos
[espermiding)
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IBIDORES ODC:

Uno de los inhibidores mds utilizados es la 2-diflucro-metilomnitina (DMFQO), que es
un Inhibidor altamente especifico e ireversible de la ODC. La especificidad esta
basada en la activacién del inhibidor, catalzada por CDC. §in embargo, la
descarboxilacién de DMFO desenmascara un grupo reactivo latente que se
une covalentemente al inhibidor en, o cerca de, el sitio activo de la enzima
(64).

NHIBIDORES DE LA SAMDC:

El MGBG es un Inhibidor competitive con respecto a la adenoslimetionina y

fiene un k' de menos de 1 uM, lo cual se ha confiimado en matiiples ocasionss.

Exlsten tamblén varios congéneres del MGBG, por elemplo su andlogo de etilo
EGBG., que actia como un fuerte inhibidor de la SAMDC vy es cinco veces mds
potente (95).

Otro Inhibidor que actda en forma irreversible, es un derlvado del MGBG que
fiene grupos amino adicienales en cada  exdremo. e 1,1-
[(metiletanedilidenoldinitrilobls(3-amineguanidino)  (MBAG), que qunque e€s
considerablemente mds potente como Inhibidor de la SAMDC activada por
putrescina, es Inactivo con lo enzima activada por Mg+2 o conlra las
variedades de enzima que no requleren cationes, De hecho, es un buen
Inhlbidor de la enzma de E,_coll [k de 13 - 20 uM] y del Physarum
polycephalum (K de 10 uM} (95}

85



La EGBG que tiene uh Kide 1.6 M para la SAMDC de E. coll, es el inhibidor mas
potente para esta enzima de s que se conocen hasta ahora (95).

$¢ ha examinado lo capacidad inhibidora de una gran varedad de
nucledsidos relacionados a la adenosimetionina, pero no se ha encontrado
uno comparable al MGBG. La parte de adenina y la carga positiva en el centro
de sulfonio {que puede ser provisto por un dtomo de nitrkdgeno) son necesarias
para la unlén en el sitio activo, pero el resto de la porcién de aminodcido no es
esenclal,

El 5-(Dimetilsulfonlo) 5-deoxiadenosina v fa adenoslimetionina descarboxilada,
fueron Ios Inhibidores més potentes. El hecho de gue el compuesto formador
que unicamente fiene un segundo grupo metilo unido al centro sulfonio, fue
tan activo como la adenosiimetionina descarboxilada contradice la sugerencla

de que el grupo aminopropil es esenclal para la unién con el silo activo.

Aunque se forma una base de Schiff entre el plruvalo unido a la enzima v la
adenosimetionina a clertos inhibldores, los derlvados de estos compuestos

elaborados con piuvato libre no resultaron Inhibidores.

Sin embargo, la inactivacién ineversible de la SAMDC se produce por adicién
de! sustralo o Inhibidores que confienen un grupo amino primario terminal
seguido de un clanoberohidide de sodlo. Esto Gitimo reduce la base de Schift

formada en el sltio activo.

Estos compuestos, en ausencia dei clanoborohidido de sodio producen una
Inactivacion mucho mds lenta, lo cual es Ibgico por la transaminacién del
Inhibidor.
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Aunque es retativamente lenta, la actividad de la enzime tiene una vida media
menor a 90 minutos en presencia de 0.2 mM de adenoslimetioning, lo cual
puede conkibulr a la rdpida Interconversion de la proteina *in vivo',

No existen reportes que indiquen que los nucledsidos inhibldores de la SAMDC
puedan ser usados con éxito en la prevencién de la blosintesls de poliaminas,

Aunque la MGBG ha sido utilzada frecuentermente con este propdsito, estos
estudios se han complicado con otios efectos adversos de esta sustancia a
nivel celular (95), como son: dancs mitocondriales que Interfieren con el
transporte de poliaminas, inhiblcién de las dlamino-oxidasas e induccién de los

acetittransterasas (64).

Estos efectos son provocados por su Inespecificldad a la SAMDC ya que es
transportada por la misma via que las pollaminas. Desafortunadamente, la
MBAG comparte estos efectos colaterales y ©s menos estable bajo cendiciones

experimentales (95).

También existe otio Inhibidor de la SAMDC que es la S-meltil-5-ticadencsina
[(AdoS + (CHa)2}, sin embargo, también Inhibe a la espermina sintasa (64).

Reclentemente se reportd un inhibidor de las Isoenzimas ATP:L-metionina
adenosifransferasa de higado de rata y del hepatoma solido de Novikoff: el
éeldo L-2-omino-4-metox-¢ls-but-3-encico vy se determind que la potencla de
este acldo es significanternente mds allo que la de sus andlogos estiucturales,
la L-metionina v el &cldo L-2-amino-4-metoxi-fians-but-3-enolco ya que los
valores Ky de la L-metionina son comparables a los de higado de rata e
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lsoenzimas tumorales. por lo que esto suglere una estrecha correlacién entre
estas dos moléculas (107).

Aunque actualmente no se cuenta con un Inhibidor especifico de la SAMDC y
no es clara la posiblldad de su descubrimiento, si existe alguno, las accliones
anthiumorales de MGBG son terapéuticamente apreciables debldo a sus
efectos en el metabaolismo de pollaminas (95).
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CAPITULO 5

EFECTOS BIOLOGICOS
DE LAS POLIAMINAS
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PAPEL DE LAS POLIAMINAS EN EL CRECIMIENTO CELULAR:

Desde el descubrimiento de la ubicuidad de las poligminas a alias
concentaciones intracelulares, s& ha dado un gran Interés en sus funciones
blolégicas.

Los estudios genéticos y famacoldgicos han demostrado que  estos
compuestos son esenclales en procesos normales de crecimiento tanto en

células procariontes como eucariontes.

En considerables sitios moleculares de acclén de poliaminas en células
animales, la cinética de la acumulacién de poliaminas suglere un papel taidio
para estos compuestos en el proceso de activacidn mitogénica, posiblemente
en la replicacién de DNA o divislén celular (85).

En mutantes de E._coli, donde se ha debilitado la capacidad de producir
niveles celulares normales de putiescina y espermidina, € movimlento de la

bifurcaclén en la replicaclén de DNA es defectuosa (91).

En iinfocltos T mitogénicamente aclivados (Figura 16) bloqueando la
acumulacién de poliaminas con inhibidores que acilon en dos sitios diferientes
en la rila bicsintética, se revelaron efectos menores, cuande habla, en la
sintesls de RNA © proteina antes de cumpliise 20 hr de la activacién v ias células
Iniclaron la replicacidn de DNA (fase S) al mismo flempo que aguelias con un

complemento de poliaminas normal (85).
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En contraste a la entrada normal de las células en la fase S, la replicacidn de
DNA per se fue inhibida en nicleos alskados de células deficienies en
poliaminas, eflsjando una fase § alargada en comparacion con las células

Intactas,

Aln no se ha resuelto si este comportamiento resulta de un papel directo de las
poliominas en los procesos de replicacidn, o sl estos compuestos estan
Involucrados en la expresién de enzimas especificos de la fase S, que ejercen
una influencla indirecta en la sinfesis de DNA (92}.

Sin embargo, sin tomar en cuenta las funciones delalladas de las pollominas en
el crecimlento celular, es claro gque actian tardiamente en el programa
mitogénico, Porlo que parece poco pasible que la significancia bioldgica de la
corla vida media de la proteina de la ODC resida en la necesidad de una

aplda conversidn en la sintesls de poliaminas (85).
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CITOTOXICIDAD DE LAS POLIAMINAS

A pesar de la gian utiidad que pueden tener las poliaminas, estas sustanclas
pueden ser cltotdxicas en concentraciones Inadecuadas.

Se ha reconocido la influencia téxica de la espeimina en microblos desde
hace muchos afos. Al menos uno de estos mecanismos de toxicidad parece
claro: fa exposicion de E._coli a attas concentraciones de poliaminas inhibe la
sintesis de pollaminas.

Parece ser, que este efecto tbéxico se debe a la sustitucldén de iones de
magnesio en sltios criticos en los flbosomas con pollaminas, produciendo una
pérdida de la estructura nativa de las dos unidades rbosomales y sus RNAS

constitutivos.

En E. coli, tanto la blosintesls de poliaminas comoe su metabollsmo son de tal
forma que previenen la acumulacién de concentraclones intracelulares téxlcas
de estos catlones, Las dos rutas biosintélicas de putrescina cuentan con un

control de producto final, que previene una sobreproduccion.

Probablemente es de Igua!l iImportancia el hecho de que cuando la E,_coll
crece en una fase estacionaria, toda la espermidina Intracelular se convierte en
defvados de glutationil: vy cuando estas células son expuestas a allas
conceniraciones de espermidina ¢ espeimina enddgena, se excretan grandes

cantidades de derivados acetilados en el medio de cultive.
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Por lo tanto, el metabolismo v la excresién de pellaminas cormpensan en parte
la acumulacién intracelular bajo estas condiclones fisiolégicas.

En el caso de células animales, los estudios de toxicidad de poliaminas son
confundidos por la presencio de poilamino oxidasa en suefo bovino presente
en el medio de cullivo,

La accldn de esta enzima en la espermidina v la espermina da un incremento
de acroleing, la cual es altamente téxica por si misma y enmascara cualquler
Influencla téxica producida por los peliominas. Por lo cual, la toxicidad de altas

concentiaciones de poliaminas a niveles intracelulares no ha sido resuelta.

Sin embargo, existen multiples mecanismos en las célulos eucariontes que
previenen la acumulacion de pollaminas a niveles altos, Las poliaminas se

degradan en las células animales por acetliacién segulda de oxidacion.

No se ha eslablecido sl el exceso de pollaminas o sus derivados acetllados
pueden ser excielados de los célulos animales, como las bacteras, No
obstante, en Neu 1a ¢rassa, la excrecion es claramente un mecanismo de

gran importancla para despolar a las células del exceso de pollaminas.

Una forma extremadamente imporante de prevenir la sobreproduccion de
potiaminas s la regulacién negativa de 1o ODC port pollaminas, utiizando 1o
que parece ser un complejo patién de mecanismos post-transciipcionales.

Un componente de la regulacién por relicalmentacién del nivel de ODC

puede ser al nivel de la Iniclacién fransiacional, aunque esta interpretacién se
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ha cuestionado fecientemente. Un mecanismo - adiclonal de regulacién
negativa de la ODC por poliaminas parece ser a través de ia modulacion de la
establidad de la proteina,

Mientias esta foima de contiol es mediada per via de la proteina inhibidora,
antienzima ODC, no ha sido clararmente establecida,

$in formar en cuenta los detalles de los mecanlsmos Involucrados, es claro que
las células eucariontes tienen multiples medios de prevenir la acumulacién
Intracelular de os niveles de poliaminas que pueden ser daninos, Esto sugiere
que en células animales, asi como en bacterias, deben evitarse las
concentiaciones Inapropladas de pollaminas (85).
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INTERACCIONES CON ACIDOS NUCLEICOS

Se ha descublerto que las pollaminas interacclonan con Gcidos nucléicos,
establizando la estructura secundario del DNA y proteglendo al DNA de la
desnaturalizacion térmica vy de la degradacién enzimdtica, por ofra pare

tambilén regulan la sinfesls de Geidos nucléicos y de protelnas (Tabla 8)(1).

Tabia 8: Efectos bioisgicos de las pollamins (1).

1. Pollaminas como factores dei crecimiento:

- En microorganismos
- En ecélulas de mamiteros

2. Estabilizacion de membranas celulares,
3, Establizacién de particulas subcelulares,
A, Asociacion con dcidos nucksicos:

- Estabilizacidn del DNA contra la desnaturalizacién témmica.
- Asociaclon con IRNA.

- Estabilizacién de la forma superennoliada del DNA.

- Empacamiento del DNA en bacteridfagos,

- Estimulacion de la sintesls de DNA y de RNA,

- Modificaclén de la actividad de ribonucieasas.

- Establlizacién del RNA recién sintetlzado.

5. Efectos sobre la sintesis de proteinas:

- Fllacién de molécuikas de 1RNA a rlbosomas,

- Estimulacion de la metllacidn del {RNA.

- Reemplazamiento de Mgt * en la reacclén de ia aminoaci tRNA
sintetasa.

- Asoclacién con ribosomas.

- Blogénesis de particulas fbosomales.

- Iniclaclén v fidelidad de la traducclon.

- Estimulaciéon de la nucleotiditransferasa de 1RNA,
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6. Efectos sobre reacciones metabolicas;

- Estimulacion de nucledtidocinasas.

- Modlficacién de las actividades de proteincinasas.

- Incremento de la ADP-ribosliacién de proteinas nucleares.

- Activacidn de fosforiiasa b.

2 Estimulacion de la lipdlisis.

- Activacion de colinacinasa.

- Incremento en la utillzaclon de fructosa en espermatozoldes
(epididimo).

- Inhibicién de ATPasa.

- Modiflcacién de la actividad de acetilcolina esterasa.

- Inhiblclén de la agregacién de plaquetas.

- Estimulacidn del metabolismo de estiadiol en miciosomas de higado.

Lo distribucién de la carga en una molécula de espermina la hace unlise
fuetemente a dos grupos fosfato en cada extremno de la doble hélice de DNA,
Por lo tanto la espermina establiiza la hélice unlendo sus dos extremos (64) e

incrementando su resisiencia a los agenies separadores de filamentos (62),

Tamblén se ha encontrado que las polaminas pueden causar grandes
distorsiones en la forma B normal det DNA, Incluyendo transiclones a las formas
Ay Z, Estos cambios pueden tener consecuencias importantes en la Interacciéon
del DNA con proteinas de la célula (64).

Las pollaminas también pueden estabilizar otras estructuras de doble héilce.
Ademds, las poliaminas pueden encontrarse en preparaciones de DNA,
ibosomnas y IRNA. Probablemente en los bacterias, se encuentian en los
fibesormnas, ya que la concentracion tolal se aproxima al contenido filbosdémico

en diferentes condiclones de crecimiento (62).
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Aungue la sintesls estable de RNA incluye al tRNA y al IRNA, estos dos no son

regulados de la misma forma.

A diversas tasas de crecimiento la concentracidon de tRNA permanece
alrededor del doble de o de DNA y o una décima parte de la concentracién
de protelnas. Dado que lo frecuencia de contacto de cualquier ibosoma con
un RNA es proporcional a la concentracion de este Uitimo, esta constancia

conresponde a la eficiencia de la funcldn ribosémica (62).

Las poliaminas estan en gran parte unidas a la célula de los ribosomas v a los
1RNA. Cuando la sintesis de RNA se bloquea, lo sintesis de poliaminas continta,
pero ia relaclén normal con el RNA se mantiene por la excrecién del exceso en

forma de derlvados acetllados (62).

Las pollaminas son excelentes reguladores de las estructuras secundarias y
terclarias de los Geldos nuclélcos. No solamente porque las pollaminas
promueven las transiciones B/Z y B/A y establlizan las triples hélices, ya que datos
de diversos modelos, cristales y soluclones Indican que también establizan o

crean uniones en los Geldos nucléicos.

Estos camblos conformacionales pueden tener efectos generales y especificos
en las funciones de 10s dcidos nucléicos. afectando a procesos biolégicos
como condensacién de cromafina, fases del nucleosema, fregulacion
transcripcional y recombinacién del DNA. I

Ademds pueden afectar la cltotoxicidad de los agentes dirlgldos al DNA como
las antraciclinas o los agentes alquilantes (93).
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La evidencia que se tiene acerca de la especificidad de las pollaminas en las
interacciones con DNA por ejemplo, es tnicamente circunstancial,

Por una parte las poliaminas pueden ser localizadas en posiclones especificas
en una refila de cristales y por otra los estudlos de modelos diferenies, implican

que existen posiblidades de que las interacclones sean estables.

Sin embargo, estudios realizados con soluclones muestian que las poliaminas
tfambién pueden [nteractuar en forma no especifica con dcidos nucléicos. La
dificuliod de esta interaccién radica en locallzar los sitios de las Interacciones

especificos entre los sitios de las interacciones no especlficas.

Una poslbliidad de aproximacién a este descubrimiento podila ser aislando
anticuerpos monoclonales para complejos especificos de oligonucledtidos vy

poliominas (93),

Reclentemente se ha encontrado que los andlogos de las poliaminas tienen
una mayor afinidad por el DNA que sus compuestos precursores, pero tamblén

cuantan con una menor capacidad de agregarse para inhibir el crecimiento.

Sin embargo. estos andlogos pueden competir con poliarinas naturales para
unirse a sitlos de DNA, permitiendo una inhiblcidn del crecimiento (93). Pero esta
afirmacion necesita ser mds detallada.

Reportes reclentes demuestian que 1o sensiblidad de acidos nucléicos a
nucieasa micrococal, DNAsa |l, y DNAsa | es dependiente de la concentracién
de pollaminas, por lo cual parece ser que laos pollaminas regulan la

conformacién de la cromatina (94).
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PANCREAS

Las poliaminas pueden actuar como sustratos de las transglutaminasas, las
cuales eslén presentes en células productoras de Insulina {47, 48, 49) y

desemperian un papel importante en la liberacion de la hormona.

Reclentemente, se ha descubledo que las poliaminas se localizan en células
productoras de Insulina (B-pancredticas) y que su biosintesls *In vito" es
estimulada por glucosa (47, 50),

En adipocitos, la espermidina tiene un efecto parecido a la insulna, ya gue
Inhibe la lipdlisls y estimula la conversién de glucosa a bldxido de carbono,
procesos que clertamente se relacionan con camblos en la permeabilidad
celular (51),



REPRODUCCION

Se han estudiado los efectos de las pollaminas en el sislema reproductor
femenino y masculino en organismos humanos, conelos, ratas, cuyos. y olras

especles. En condiciones normales y patoldgicas.

Hembras

Ef metabolismo de las poliaminas se ha estudiado durante el ciclo menstual,
en sangre, orina, placenta y liquido amniético durante el embarazo, en muleres

con abortos esponté@neos y en preclampsia.

Durante el ciclo menstual ka excrecldén urnarla de putrescina, espermidina y

espermina conesponde a los perfodos de menstruacion y owulacion,

Existen estudios que Indican que las polieminas v los enzimas que las
blosintetizan tienen una participacién importante en el curse del embarazo y en
su desanollo normal, ya que muestran un incremento en piasma y ofina en
mujeres embarazadas, principaimente después de la fomacidn de ta placenta
(putrescina).

También se han medido poliaminas en la placenta y se relacionan con la
actividad de ciertas enzimas capaces de metabolizarias.

Las concentraclones de pollaminas muestran camblos durante el curso del
embarazo: la putrescina no es detectable al final de este, mientras que la

espermidina declina permaneciendo a niveles bajos y constantes a partir de la
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semana 25 de la gestacién, la espermina se eleva de manera continua hasta

el final del embarazo.

También, una baja en las concentraciones de poliamina oxidasa nomalmente
estd asociada con el aborto esponténeoc (61). Ya que los efectos depresivos de
los productos de reaccién entre esta enzima y las polaminas sobre la
proliferacién de los linfocllos puede contibulr a la proteccidn del feto y
placenta contra un rechazo inmunoldglco matemo, causa frecuente de

abortos fanto espontdneocs y recurientes.

Otos estudios indican que la fuente de oclividad de la pollamino oxidasa es ia
decldua mds que la placenta. Por lo que los niveles bajos encontrades en
pacientes con aborto espontaneo pueden indicar una alteracién en la funcién
decldual, pero estos camblos deciduales deben ser mds ampliamente

estudiados.

lachos

En machos, se ha medido el nivel de pollaminas en las diferentes gléndulas
accesorlas, testiculos, préstata, semen; se ha estudiado tarmbién la conelacion
que existe en los niveles de estos compuestos y la motlidad espermdtica. Se
han asociado con la capacidad del espeimatozolde para penetrar la capa de
células gronulosas que recubre al dvulo durante la ovulaclén femenina y con la
fertilizacion,
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Willlams-Ashman, et.al. (66) reporiaron que el semen humano confiene
concentiaciones elevadas de espermina {de 5 @ 15 mM), ademGs de

espermiding, putrescina y cadaverina,

El hecho de que la concentracién de espemmina en el semen humano sea
mucho mds alta que en cualquler otro tejido o flulde corporal ha provocado

especulaciones en cuonto a su funcldn fisloldglca.

Otros estudios *in vitro* indican que Ia espermina aumenta la actividad de la
maltasa seminal, Involucrada en la  degradacién  de  glucdgeno,
Incrermentando el consumo de glucosa en el espermatozoide y reduclendo el

de fructosa.
la adicién de espermina en cantidades fisioldgicas a suspensiones de

espeimatozoides, provocan un aumento significativo en los niveles de AMP

clclico, nucledtido gue induce la capacitaclén del espermatozolde,
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METABOLISMO DE POLIAMINAS

Reclentemente se ha reconocido que la mayor parte de lo excresién de
poliaminas es en foima conjugada, Ia mayoria de los investigadores utilzan €l
método de hidrdlisis de Russell (HC! 6 N por 12-16 hr a 100°C - 120°C) (97) para
obiener bases libres.

Estos potentes medios de separaciéon son utlizados para la hidrdlisis de
péptidos, pero posteriormente se demostrd que las pollaminas son excretadas
en la orfna prncipalmente como dervados monoacefllados. Se ha
demostrade que las poliaminas putrescina (98), espermidina (99) y espermina
{100) pueden ser acetiladas en tefidos de rata.

También se ha sugerido que en paclentes con cancer hay un mayor
Incremento en la excresién de Nl.aceti espermidina que de NB.
acetilespermidina, y que la proporcién de estos metabolifos puede tener
Importancia en el diagndstico (101).

Sin embargo, existen autores (46} que dudan de esta premisa, ya que parece
ser que la forrmaglén de N'-acetil espermiding es ¢l resultado de una
acefilacién cltopldsmica, mientias que la Ne-ocetllespermldlnc es formada en

el nicleo, también se ha demostiado la desacetilacion de ésta Utima (96).

Mientras que la acetllacidn de poliaminas es un medio en el se permite la
excresién de la molécula intacta, la oxidacién da origen pimeramente a un
aldehido mediante la accién de amino-oxidosas y posteriomente al dcldo
carboxlico mediante la accién mediadora de la aldehido deshidiogenasa,
presente en los tejidos (Figura 24).
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Agua 24 (96).

Las amino-oxidasas oxidan a lo espermina vy a ia espermidina en el grupo
amino terminal en la parte de! aminopropilo. La pollamino oxidasa puede
encontrarse en higade de rata donde osida a la espermidina y a la esparming
en el grupo amino secundaro dando jugar a pulrescina y a espermiding,

respectivamente y liberando B-aminoproplonaldehfdo.

La oxdacién es adyacente al gupo aminopropile y tiene lugar aunque la
amina terminal de este gupo sea acetilada. Ademds, la N‘-ocetllespermldlnc,
la Nl-acefilespermina vy lo NI, N2.diacetiespermina son mejores como
sustratos que como bases libres, Cuando éstas reaccionan, se elimina un

aldehido, el B-acetamidoproplonaldenido (96).

La diamino oxidasa obtenida de (ifidn porcino, oxida a las diaminas putiescina

y cadaverina, aunque fambién puede utilzar histamina como sustrato {103).

Pero mientas se cuenta con una vasta evidencia de la presencla de las
diamino y monoarnino oxidasas, los descubrimientos acerca de otrias amine

oxldasas no se han conslderado substanciales.

La importancia ciinica de la diamina oxidasa en el metabolismo humano de
poliarinas fue sugerida recientemente. Anterlormente so habla demostrado
que ja administracién de arninoguanidina, un potente inhibidor de la diamino-
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oxidasa, a ratas prefadas causa un incremento  de cinco veces la

concentraciéon normot de putiescina,

Con esto parecld, que st la mayorie de las poliaminas humanas fueran
afectadas por Ia dlamine oxldasa, las pollaminas determinadas en la ofina
seffan entonces sélo una Minima fraccién de la produccién diarla, Por lo que se
investigs el efecto de la administracién de aminoguanidina (como hemisulfato
o bicarbonato) en dos voluntaios humanos con dosis de 50 mg cuatro veces al
dia durante dos dias. En cada caso Ia exciesidén de espermiding, que fue la
mdés afectada, alcanzé de 0.5 mg a 3.0 mg por dia aproximadamente (96).

Ofros autores han Investigado 1o oxidacion de espermiding 'in vivo® en ratdn y
han identificado al metabolite resultante (104, 105). En un extracto de higado
de ratones con aclde percldrico, tralado previamente con 1 mmol de
trishidrocloruro de espermidina por kg de peso corporal, obtuvieron un
metabolito que reacclonaba ¢on cloruro de  danslio  identificado  por

espectiometria de masas como monodansi-N-(3-aminopropll)pirralidin-2-ona.
Sin embargo, cuando se administio N1-ccetllespermldlna, no se enconiré el

metabollto, pero sigulendo con la hididliss dcida, se obtuvo Isoputreanina

{Figura 25),
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Figua 25 (96).

La N]»c:cemespermldlnc apaentemente  sufre la misma  sere de
transformaciones, pero como el giupe amine del producio se enmascara con
un grupo acetlo, no sufre dansiacidon. Sin embargo, ambos productos
producen {soputreanina por hidrélisis dcida (Figura 26).

HaN{CHa)s N 7

o

CHACONH(CH o l
[}

"0 Ha#{CH ) sNH(CH 5) sCOOH

Isopuleeoning

Fgura 26 (96).

La Isoputreanina que ha suflido una hidrdlisis dcida, se ha encontrado en orina
de ratas y de humanos (96). En humanos se ha demostrado una excresidn
media diaria de 23.6 = 3.3 yumol (en contraste con sélo 3 pmol de putreanina)
(104),



En términos de espermidina, esto podria represeniar una produccién diaria de
3.5 mg, que es consistente con la excresidén de espermidina observada en los

voluntarios tratados con aminoguanidina (96).

Por olia parte se confimé la *N-(3-aminoprepil)-pirolidin-2-ona o su conjugado

no son marcadores Gtlles en clenos estados patolégicos.

Sin embargo, se ha demostrado una elevacién de Isoputreanina en la ofina
hidrollzada de pacientes de linfoma y una excresién de poliaminas por debajo
de los niveles normales, lo cual se ha considerado de particular interés (96).

Normalmente se esperan niveles uiinarios aitos de poliaminas en cdncer, el
descubrimiento de una exceslva oxidaclén de espermiding, podiia deberse a

la presencla de dlamino oxidasa en el tumor.

La actividad de Ia diamino oxidasa pueds ser alia en muchos tumores como
por elemplo: en carcinoma medular de la gldndula tiroldes, carcinoma de
células pequefias en pulmén, cdéncer de owvaro, otios tipos de cdncer
ginecoléglcos y muchas ofras varledades de cancer.

Se ha demostrado que la actividad elevada de diamino oxidasa en (05 fluidos
de paclentes con céncer fue el mejor marcador de todos los estudiados,

La alta aclividad de la diamino oxidasa en algunos turmores, puede dar

resultados’ falso negativos en los andlisis de determinacién de  las

concentraciones de poliaminas para el diagndstico de cdncer.
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Aunque la acetilacién vy la oxidacién parecen ser los principales mecanismos
excretorios de pollaminas, se@ han enconirado complejos de pollaminas con
unlones peplidicas covalentes. Estos complejos pudleron haberse formado por
transglutaminacién y podrian fener importancia fisiolégica.

Russell (96) ha demostrado que la ODC puede ser modificada en subunidades
Idbiles de RNA polmerasa | por unidn a putrescina mediaoda por
tranglutaminasas. se considera que este mecanismo puede ser una Influencia

directa para que las células proliferen.
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METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS
DONDE INTERVIENEN POLIAMINAS

Se ha observado que la incubacién de adipocitos de rata con Insuling,
espermiding o espermina estimula la conversidn de glucosa a bidxido de
carbono e Inhibe la lipdlisis cuando las concentraciones de poliaminas varian
entre 1 - 50 uM (50).

Cuando se utilizan concentraclones elevadas de espermiding y esperming, el
aumento en la oxldacién de glucosa y ia supresidn de la lipdlisls son fdénticas a

jos efectos producidos por la insulina.

El mecanismo por el cual la espaimidina y la espermina tlenen acciones
parecidas a la insulinag no estd muy estudiade, sin embargo, se sabe que éste
no se debe a lo fuera lénica de estas moléculas, ya que al someter los
adipocitos de rata al mismo estudio, la putrescina (de fuera ibnlca similar) no

presenta este comperiamiento.

Por esta razén se cree que la Inhiblclén de la lipdlisls por medio de poliaminas
se debe a supresiones en los niveles de adenosinmonofosfato clclico (AMPC), ya
que la lipdlisls inducida con epinefrina o teofiing es inhibida por poliaminas, Sin
embargo, cuando se administa dibutlit AMPe esta accidn no se produce (51).

Las poliaminas tambilén intervienen en vailos procesos bioldgicos a nivel de
membrana. El grupo de Elgovish demostd que estas moléculas estimulan el

transporte de D-glucosa en células renales cilladas.



i chho'tvcnspo'ne quizd se deba a la Inhiblicldn de la via Nat/H+ por espeimina,
estimulando asf el mecanismo *simport* de D-glucosa y Nat, En presencia de
Mg *+ la espermino permite tener un 10 % de la actividad de ia Mg-ATPasa.

Esto se debe a la habilidad de esta pollamina para reemplazar el Mg+ + en ia
sintesis de ATP. El Mg+ * reduce la carga negaliva del ATP, formando Mg-ATP,
que posterlormente se combina con la ATPasa. Las poliaminas tienen un efecto

similar combinandose con el ATP (57).

Recientemenie se ha demostiado que algunas enzimas de ia via glucolitica
como hexoclnasa, fosfofiuctocinasa vy pliuvatocinasa en €l sitio de
Implantacién en rata, son activadas significotivamente por espermina (58, 59),

También se han realizado estudlos de respllometiia en los que se ha
descublerdo que la espermidina y espermina son capaces de activar la
conversién de glucosa a bldxido de carbeono, siendo esta esenciaimente

producida por insulina en células intactas y no en células lisadas,
En este punto, las poliaminas se comporian de manera similar a la cisteina,

oxlfecina y prostaglandinas, las cuales tamblén flenen un efeclo similar a ia

insulina (51).
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METABOLISMO DE LAS POLIAMINAS EN CELULAS

No estd muy estudiado el papel de las pollaminas en la:
aungue han sldo relacionadas con e! metaboilsmo de Ios ¢
la sintesls de protelnass y en el crecimiento. Tamblén se h

Inhiblcién del envelecimiento tisular (55),

VEGETALES

plantas superiores,
icidos nuclélcos, en

on asoclado con la

Las pollaminmas que mdés frecuentemente se encuentran en los plantas

superiores son la putrescina, espermina y espemidina que se encuentran en las

hojas, rafces y frutos. La putrescina se acumula en altos ni
que crecen con deficlencla de potaslo. La espermidina

presentan conjugadas en algunos alcaloldes vegetales (55)

Se ha demostrado que las poliaminas regulan, entre
permeablidad de las membrands, debldo a su habildc
pollaniones orgénicos como los fosfolipldos © con los &e

realizar otras funciones (85).

Se ha descublerto fomblén que los poliominas promul

protelnas en plantas superlores *in vitro® e “in vivo* ademé

veles en las plantas

y la espermina se

otios procesos, la
id para unirse con

dos nuclelcos para

gven la sintesls de

de servir como un

factor de crecimiento para cierdas células vegetales en cultivo.

Las pollaminas tamblén pueden Jugar un papel regulador
gran vailedad de células y teldos vegetales sometidos a cg
ya que la aplicacién exdégena de estas sustancias junfo ¢

retardan el envejecimiento progresivo de protoplastos €

m

Importante en una
sndiclones adversas,
on lisina y argining,

n hojas de avenaq,



estbilzéndolos, favoreciendo una alta Incoporacién de wridina feucina en las
rmacromoléculas y aumentando la actividad mitésica.

Lo cual fue repelible en vailas especies y se demostid que las pollaminas
detlenen la degradaclén de clorofila e inhiben la regulacién de ribonucieasa y
proteasas (55).
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CAPITULO 6

APLICACIONES CLINICAS DE LAS
POLIAMINAS
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DETERMINACION DE POLIAMINAS Y SUS METABOLITOS
EN TEJIDOS Y FLUIDOS HUMANOS

Los métodos andliticos ullizados en la determinacién de poliaminas han sido
revisados por varios aufoies y se han tomado en cuenta los problemas
analiticos actuales y discutido el efecto de los anticuerpos anfipollaminas. Con
el descubrimiento del HPLC (High-performance liquld chromatography), los
métodos se han modeinizado, permitiendo un atlo grado de selectividad y
sensibilidad, con resultados de cuantificactén simples vy la posiblidad de

automatizacién,

Los métodos mdés reclentes se han disefilado para  separar,  fanto
acetilpoliaminas como bases libres, ya que si solamente se desean determinar
poliaminas libres no se neceslia una alta sensiblidad, para esto la separacion

isocrdtica de derivados de benzollo sera el procedimiento mdés simple,

Asl misrno, el andlisls de aminodcidos dervados del metabolismo de

espermidina y espemina se han descrito ampllamente.

Después de la demostracién de Russell del incremento en la excresion de
pollaminas en la ofina de pacientes con cdncer, han aparecido varios reportes
confimando y extendlendo estas observaciones en oifna y demostrando

niveles elevados en suero.

El descubrimiento de dltas concentraciones de putiescino en el fluido
cerebroespinal parece ser un medio eficaz para la detecclén de tumores

cerebrales, especialmente meduloblastorma,
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Una tendencia reciente es la de medir pollaminas en las células formadas en sangre. Los
autores han sefialado, que las concentraciones medias de poliaminas en leucoctios son
mucho mds altas que en ertirocitos, pero come en ka sangre se encuentia una PrEPOICion
de 1:700 de estas células, ka contibuciéon mds significante (cerca del 80 %) proviene de

los eritrocitos, contra solamente 20 % de los leucocitos (Tabla 9).

Tobia 9: Contenido de pollarminas en céluas sanguineas (96).
Vaores medics de contenido de poliaminas en céluas
sangrineas en téminos de nanomoles par 10° céiulas.

[cruns [ esperviona | espermna |
ERTROCOS 1.06 £0.19 0.46 = 0.09
PLAQUEIAS 011 2002 004 = 001
LEUCOCIIOS MONONUCLEARES 2665 + 28.2 440.3 = 61.4
LEUCOCNOS POLIMORFO- | 266.5 + 28,2 440.3 = 61.4
NUCLEARES

Las concentraclones relaiivamente attas de poliaminas en ertirocttos o en sangre entera y
la répida respuesta a camblos fisiolégicos ha permitiido a los investigadores medir las
concentraciones de espermidina y espermina en los erfrociios de pacientes con cdncer,
E£stas concentraclones de pollaminas disminuyen después de clrugia y/o quimioterapia en
muchos casos.

El descubimiento de aftos niveles de poliaminas en cdncer es por supuesto, una
Indicacidn simple del crecimiento y/o ge muefe celular. Los niveles elevados han sido
enconliados en muchos tipos de enfemedades que Russell ha caracterzado comoe una
paricipacion de los factores de pérdida celular yfo
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una proliferaclon incrementada, incluyendo a la fibrosis quistica, psoriasis y

distrofla muscular de Buchenne,

Se han encontrado tamblén otras condiclones en los que se Incrementan los
niveles de poliaminos como por ejemplo, fallos renales agudas y
enfermedades hepdticas crénicas.

También se han determinado altos excresiones de putrescina y cadaverina en
olgunas Infecclones bacterdanas asl como en algunos tipos de cdncer

{(rarticularmente del tracto gastrolntestingl) (96).

Los efectos antiproliferativos de [0s Inhibidores de la sintesis de poliaminas en
célulos fumorales desarolladas en cultivos, normalmente no producen los
mismos efectos “In vivo", Sin embargo. se han reglstrado muchos casos de
efectos terapéuticos, asoclados a lo inhibicién de la blosintesls de poliaminas,
frecuentemente combinados con ofros agentes quimioterapéuticos (64).

Por elemplo, el efecto clinico més dramdético de la DMFO es el obtenido contra
el protozoario Tvpanesoma brucel gamblense, el causante de la enfermedad
africana del suefio, De hecho, el tratamlento con DMFO curé a mds del 95 %
de Ios paclentes tratados en la ulima fase de la enfermedad, la cual involucra
al sistema nervioso central y no fesponde a la terapla convencional, Ofro
protozoarlo sensible al tratamiento con DMFO es el Pneumocystis carinll, un

agente infeccioso oportunista en pacientes con SIDA (64).

El efecto limifado de DMFO en el tratamlento de otfras enfermedades

Infecclosas y vorias formas de cdncer, puede deberse a multitud de
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mecanismos de regulacién que sirven para mantener el contenido dptimo de
paliaminas en la céluia. Un mayor entendirmiento de estos mecanismos podiia
coniribuir al disefio racional de nuevos y potentes 1armacos para el tratamlento
de enfermedades parasitarias y desdrdenes proliferatives que afectan al
hombte (64},

La Inhiblcién de la profiferacidn celular por medio de Inhibldores especificos de
la sintesis de pollominas, puede ser reverida al ahadit cualquiera de las
poliaminas principales {putrescing, espermidina y espermina), adn en bajas
concentraciones, lo cual se ha demostrado en algunos sisiemas como por
elemplo (66):

- Explantes cuitivados de gléndula mamaria

- Linfoclios estimulados con concavalina A

- Culiivo de embiicfibioblastos de rata

- Cultivos de células malignas hepdticas de rata

- Desarnollo de huevos fértiles de erizo de mar

Tamblén existen evidenclos experimentales que sugieren que las pollaminas
estén intimomente reiaclonadas con la regulaciéon de hiperrofia e hipeiplasia
celulares (65, 66).
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REPRODUCCION

EMBRIOGENESIS

Las pollaminas putrescing, espermidina y espermina juegan un imporante
papel en el crecimiento y en la proliferacién celular, En driganos del sistema
reproductor femenino de o hembia, su acumulacién depends del estimulo
hormonal, como hemos mencionado dentro de los efectos bioldglcos de las

poliaminas.

Las actividades de ODC y de la SAMDC surgen repentinamente al principlo de
la gestacion, paralelas a un incremento en la sintesis de RNA y proteinas, Estos
pardmetros podian ser indicativos del Inicio de la decldualizaciédn inducida por
el blastocito.

La embilogénesis es uno de los sistemas mds activos de divisién y
diferenciacién celular en maomiferos, y existen numerosos estudios en el
incremento de la actividad de ODC durante este proceso (67). Durante lo
embriogénesls en mamiferos, después de la Implantacion se presenta una
elevaciéon brusca en la aclividad de lo OPC uterina (68}, asl como también se
produce un Incremento en las concentraciones de putrescina (esencial en el
periocdo criico después de la Implantacién) vy espermidinag, con pequenos
cambios en la concentraclén de esperming (67).

Cuando se administia DMFO continuamente durante la gestacion temprana,

se detlene el desarollo embiionarlo en el ratdn, rata y conejo (68, 60).
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La implantacién no parece afectarse, pero se da una detenclén temprana del
desanollo embrionaro lo que conduce a una reabsorclén, ya que no se
encontraron fetos desarnollados en ninguna de ias especles estudiadas 24 horas
antes de! parto (60, 61)

El efecto inhibidor de la DMFO es revertida por la administracién de putrescina
(producto normal de la reaccién inhibida) o tamblén per la administracion de
progesterona, que induce la sintesls de ODC (61).

Los principlos para la administacién de la DMFO podrian ampliarse o otras
especles de mamiferos con perfodos de gestacién mds prolongados y sevir
como un medio para uscs clinicos con enfoques contraceptivos. Asl como
tamblén ofrece perspectivas en la investigacidbn en el campo de la
reproduccién, como por ejemplo los mecanismos moleculares de la
diferenclaclébn  embionaria, cuyas fallos normalmente se reflefan  en

alteraciones durante el desarolio, muerte fetal y abortos (60).
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CANCER

STATITIS

Desde hace mds de 20 aios se seiald una posible relacidén entre el
Incremento de pollaminas en ofina en diversas entidodes clinicas.
particularmente en paclentes con cancer. Tamblén se ha demostrado la
disminucidén de dichos niveles después de tratamientos exitosos con ihlbldores

especificos de la blosintesls de poliaminas (1).

En varas enfermedades, ademds de la prostatitls se incrementa la
concentracién de poliaminas en la orina, Lo cual ha conducido a investigar los
niveles de poliaminas en el cancer de prédstata o prostalitls y en condiciones
normales. Se sabe que normalmente, [os niveles de pollarminas son elevados en
esta gldndula. No obstante, ia mayor excrecién de poliaminas en la orina se

encuentra en pacientes con cdncer grado It o mayor (1),

Dunzendorfer y Russell {63} estudiaron la inhibicidén de ODC en casos de
prostatitls no supurativa crénica, basadoes en el conocimiento de que la DMFO
afecta el aumento de peso de la prdsiala ventral de la rata y de las vesiculas

seminales durante el crecimiento de los animales.

Estos resultados mostraron una fespuesta clinlca parclal con desaparicion de la
hematoespermina, después de la adminisiracién oral de 18 g de DMFO/dia
(LD5g5g/kg peso) durante un mes, Algunos pardmetios bioquimicos, tales como
_-glutamil-ransferasa, hormona lutelnizante, testosterona en semen, asli como

la vitalidad y la moviidad espermdtica mostraron cambios importantes en
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pacientes tralados con DMFO, Induciende un efecto significative sobre Ia
actividad de la préstata,

Durante el perfodo de tratamiento se observé una reduccién en el tamario de
la préstata, Solamente en 2 de 20 pacientes se observd una reducceién en
hematocrito y en hemoglobina, que revitieron a ios dos meses de suspensién
de la terapla (63).

Estas observaclones tamblén sugleren que la determinacion de los niveles de
pollaminas en orna, pueden ser una prueba Ufif para la detecclén de la

ralignizacién de la préstata, en una etapa potencialmente curable (63).

Se hon demostrade tamblén elevadas concentraclones de poliominas en
suero, orina y liquido cefaloraguideo en paclentes con diversas neoplasias,

Incluyendo leucemias. psoriasls y fibrosts quistica, entre otras (63).

OCI MO

La formacidn de un tumor en piel de ratén estd dividida en dos fases: iniciacion
y promocién, La Iniclacion esta acompanada por el tratamiento cutdneo con
un carcindgeno en dosis muy bajas que en raras ocasiones desarolla fumores.

La plel trotada confiene dlgunas células alteradas de modo Ineversible, en
donde la aplicacién de un segundo agente (agente promotor) produce
numerosos fumores, tanto benignos como malignos. Este agente no puede
considerarse un carcinégeno. ya que su aplicacién pimaria no es efectiva. Este

agente es elemplificado por el 12-O-tefradecanaliforbol-13-acetato (TPA).
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La induccién de ODC (300 veces su concentiacion normal en 5 horas) por TPAY
su consecuente incremento en las concentiaciones de pulrescina y
espermidina, fue reportlada por O'Brien, et. al.(69).

Para determinar la relevancia de esto induccidn y del mecanismo de la
formaclén tumoral se han realizado estudios que Inciuyen la determinacion del
efecto sobre la induccldn de la enzima, el nivel de poliominas (como

productos) en el tejldo y la incidencla tumoral.

Las varlables utlizadas fueron: la estructura del agente carcinogénico, la dosls
del agente y el efecto de las sustancias modificadoras de la inducclén de 1o
enzima y de la incidencla fumoral, inhibldores de la sintesls de prostaglandinas,

refinoldes, pollaminas y DMFO.

La Inhibicién de CDC es dependiente de lo dosls de DMFO antes del
tfratamiento con TPA.

En todos los casos la elevacién de ODC vy de pollominas juegan un papel
esencial en la incidencla y promocion tumeral, La especiiicidad de 1a DMFO
pata inhiblr a la ODC y su hablidad para detener la promocidn fumotal, bajo
protocolos idénticos de Investigaclon, proporciona  evidenclas de las

importantes perspeciivas de este descubrimiento (69).
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INHIBICION DEL CRECIMIENTO TUMORAL

Marton (72) demostd que la DMFO inhibe el crecimiento de tumores L 1210 en
cultivos, posterormente y sigulendo esla observacion, Prakash, et.al,, demostrd
los efectos de este inhibidor en iafones Inoculados 1P con e mismo tipo de
célulos leucémicas (L 1210), los resultados obtenidos mostraron que una dosls

de 200 mg/kg cada 6 horas Inciementd la sobrevivencia de 7.6 a 9.3 dios.

Este tratamiento redujo la actividad de la DMFO en el bazo de los ratones
infectados en un 76 % y disminuyé las concentraciones de putrescina y

esperrmidina,

Subsecuentemente, se demostraren marcados efectos antlitumorales durante
la administtacion de DMFO al 3 % en el agua de consumo, en ratén con
sarcoma mamarnio muine EMT6. La fespuesta fue simiiar a la obtenida con
ciclofosfarmida (4 inyecciones sermandales de 100 mg/kg) y fue asoclada con la
Inhiblcién de ODC tumoral vy con la reduccién en los niveles de putiescina y
espermidina (67).

Pero, al administrar un inhibidor de la diomino-oxidasa y de la SAMDC: la 1.1*-
(metiletanodiideno-dinitrlo)-7-bis-(3-arminoguanidina), s& did una reversidn
completa de los efectos antiproliferativos de la DMFO y de las deficlencias
intracelulares de putrescina y espermidina. Lo cual implica una reducciéon en
los niveles de poliaminas como parte del efecto inhibitorio del tumor,
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En ofios estudios, se obluvieron efectos antitumorales substanciales confia
fumores mamarios en ratas tras la administracion de  7,12-dimetlibenza._-
antraceno (DMBA), en donde los fumores comenzaron a desaparecer después
de 50 a 60 dias de la administracidn y recurreron después de 105 dlas {67, 73).

El tralamiento iniciado 30 dias después del DMBA con DMFQ al 2 % en el agua
de consume, marcd lentamente la desaparicién de tumores y durante la
autopsia se observd que los fumores se redujeron casi la mitad del tamano

promedlo.

En estudios mds reclentes, se ha examinado la accidén anfiiumoral de la ODC
en combinacién con los agentes antitumorales establecidos. Se han realizado
estudios con DMFO en combinacién con adriamicina o vindescina en células
leucémicas L1210, en carcihoma mamario murino EMT6 y en hepatoma de
Morrls 7288C en ratas; tamblén se ha asoclado la DMFO con ciclofosfamida
para el tratamlento del carcinoma EMT6 y en cdncer mamailo inducide por

DMBA y en todos los casos se obsenvd un efecto de potenciacién (72, 67).

Tamblén el DMFO ha sido asociado al cisplatine, adiamicing, 1,3-bls-(2-cloro-
etil)-1-nitrosourea e interferén en roedores y humanos, donde ha potenclado el
efecto de estos farmacos. Y los efectos de inhiblclén de la DMFO han sido
compatibles con los efeclos de eslos farmacos en varias lineas cancerosas,

Incluyendo tumores salidos (73).

Como los efectos antitumorales de DMFO han sldo claramente obtenidos sin
mostrar signos de toxicidad, podemos conclulr que debido a la inhibicidn de la

blosintesls de poliominas, €l ratamiento con DMFO disminuye el crecimlento
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fumoral en forma efectiva v sin la toxiclkdad de otros farmacos antitumorales
67).

OPLAS)

$e han realzado miltiples estudios para determinar la relacién entre el nivel de
poliaminas y el cancer. particulammente para la utilzacidn de la concentracidn
de ODC como indicador de la ruta de crecimiento y de la malignidad de

clertos tipos de neoplasias humonas.

En 1971, Russell y Bremer, demostiaron una excrecion elevada de pollaminas
en pacientes con cdncer o con cistinuria, Peio se enfatizé el hecho de que este
Incremento no necesarlamente es caraclerfstico de un estado neopldsico, ya
que estos incrementos tamblén se han deteiminado en paclentes con
psoriasls, fibrosis quistica, lupus erfematoso sistémico y en algunas desviaciones

en el metabolismo

de aminodcidos, Infecciones, anemia pemiciosa y hemolitica, en clertos

estados fisloldégicos normales y patoldgicos y en olas enfermedades,

En determinaclones de los niveles de actividad de PBD en diferentes Hipos de
tejldos neopldsicos primarios en oncologia experimental se ho obsenvado
frecuenterente un incremento en la actividad de PBD y pilncipaimente en la
de ODC.



En investigociones con hepatomas de rata con diferente velocidad de
crecimiento y durante la carcinogénesls quimica en plel de ratén, se ha
demostrado el grado de aumento en las concentraciones de ODC, lo cual
podria considetarse un indicador bloquimico de ki octividad del crecimiento
neopidsico.

En estudios mds recientes se han presentado datos de las diferencias en ios
niveles de actividad de PBD en distintos tipos de tumores, el grado de
Incremento en la actividad de ODC se corelaclona de forma adecuada con
la ruta de crecimiento neopldsico, debldo a que en los epiteliomas es mds alto
que en carclnomas celulares escamosos y que en los epltellomas celulares
basales (fabla 10). '

También se ha obsenvado una driamdtica disminucidn en fa actividad de ODC
en leucociios de pacientes con leucemia mieloide crénica, después de una

ferapla exitosa (Tabla 10).

La proporcién del incremento en la actividad de ODC en SNC, relacionada con
tumores, es directamente proporcional a la malignidad de los mismos, lo cual
tamblén es valldo para los meninglomas en que las formas tiplcas tienen mdés
baja aclividad de ODC que Ias formas atipicas.
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Tabla 10:

Niveles de la actiidad de ODC en diferentss fipos de tumaes humanos. Los resufados se  encuenhan
exresados en vaores promedio mds menos el enor estdndar. La significancla esladistica estd evaluada
mediante ki prueba de  de Student. SNC = Sisterna Nenvioso Central, CML = lewemia Mieloide
Crénica; DNM = Detectable pero No Medibie.

TUMORES ACIVIDAD DECDC (pmol de COYmg de No. de
profeina/30 min.) po;:len'el
EPTELIOMAS CUTANECS 3.5=08 @
Epitetomas celuks basal 2737 [}
CaChoma CekY 8sComoso P < Q.001
TUMORES DEL SNC 12=029 4]
polor
Astractiomas diferenciados (grodo 1y 2) 45128 {8)
Astrocitornas dediferenciados (grodos 3 y 4; GMB) 303 = 493 . 8
P <0001
M a 420 = 9.49 3)
Meningioma fipico 612032 “
Meningioma atipk:o 147 =278 (4
P < 0.05
LEUCOGTIONS LEUCEVCOS (CM) 290 £ 0.13 @
$in rotormienio DNM “
Posterior o ia feropia

Por diimo cuando comparamos la conflablidad de las dsterminaciones del contenido

de pollaminas con as determinaciones de ios niveles de ODC como medios de

diagnéstico y prondstico en diferentes dreas de oncologia clinica, podemos realizar las

sigulentes observaciones (74):

q) La medicién de los niveles de poliaminas en fiuidos fislolégicos pueden utilizarse
para una evaluacion a corto piazo del curso especifico de ia terapla y para la
deteccidn de la remisién o reincidencia de ka enfermedad, pero es de poca o
nuia utiidad en la evaluacion del grado de malignidad del tumor, ain cuando
esté combinado con un ensayo de poliaminas en el fejido neopidsico.
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o] Los niveles de la actividad de ODC son los mejores indicadores del grado
de malignidad del tumor, pero no es de ulllidad en la evaluacién de la
eflcacia de la terapia, con la excepcién de teraplas hematolédgicos, en
las cuales los ensayos de los niveles de la erzZima en las células

tumorales son reproducibles.

Por lo cual podifa utiizaise la determinaclén del nivel de ©DC durante el
dagnéstico v la determinaclén del nivel de poliaminas en el curso de la
terapia,

QUIMIOTERAPIA

Como ya mencionamos, fa iniciacién del crecimiento celular en mamiferos es
acompanada por un Incremento en la oclividad de las enzimas que
blosintetizan pollominas y en la concentracién de éstas.

5l la blosintesls de poliominas es detenida, fambién se detlene el crecimlento
celular y bajo clertas circunstancias se produce la muete celular, Debldo a que
las células neopl@sicas tienen un crecimiento mds acelerado que ias células
nomales, las vias de blosintesls de poliaminas pueden ser blancos efectivos
para reduck el crecimiento de células neopldsicas y por lo tanto como un
medio de terapia del cancer (75).

Sjoerdesma, et.al., revisaron los posibles usos de la DMFO y 1os inhibldores de la
ODC como agentes quimioterapéuticos {76). La accién proliferativa de la
DMFO sugliefe que podiia ser efectiva para lograr una reduceldn en la

velocidad de crecimiento fumoral, lo cual se ha demostrado en varios modelos
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experimentales. Sin embaigo. la falta de efectos citotéxicos Implica que es

poco probable su eficacla clinica,

Esto tamblén Incluye su eficacia en canceres como caicinomas de células
pequenas de pumaén [4), células tumorales de rata 9L, mieloma murino (75), en
donde DMFO es citotdxica.

Sin embargo, es posible que ofros Inhibidores de la ODC mdés potentes,
pudleran ser mds activos en el tratamiento de neoplasias humanas, como (2R,

5R) MAP, que es md&s eficaz como agente antitumoral en modelos animales.

Tamblén se ha sugerdo que la combinacién de DMFO y MGBG podria
potenciar la actividad de MGBG, ya que con el primero se Incrementa el

consumo celular del segundo agente, pero el MGBG posee una gran toxicidad,

Ofias Investigaciones sugieren que la combinacién de agentes antineopldsicos
con Inhibidores de la blosintesls de pollaminas podiian tener efectos
quimloteropéuticos benéficos, ya que los primeros se unen al DNA.

Sin embargo, debe tenerse extremo cuidado en la eleccidn de los agentes,
aun cuando el pre-tratamiento con DMFO reduzco la sensibiidad a cleros
férmacos como el clsplatino por medio de la corelacién con una disminucion
en el nimero de entrecruzamientos con platino, Estos resultados enfatlzan que
la reduccldén de pollaminas podra originar camblos signlficativos en la
cromatina y en la estructura del DNA y otios efectos de estos camblos mds
complelos (4).
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A pesar de todo lo mencionado, es posible utlizar los Inhibidores de la
blosintesis de poliaminas por medio de la ODC para prevenir o retardar la rula
de crecimlento tumoral junfo con radiociones u ofos agenles
auimioterapéuticos.
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PSORIASIS

La psoriasis es una enfermedad cutdnea infloamatora crénica, pocas veces
aguda, recurente, no contagiosa, de causa desconocida que evoluciona en
brotes separados por peffodos de remisién total, Esta constituida por placas

erlfemoescamosas en diversas partes de la plel (77, 78).

La topagrafia de las regiones es variada y ios sitios de predileccién son las

sallentes dseas, la cara extensora de las extremidades, rodilias, cuero cabeliudo

y la regidn sacro-coxigea {77, 78).

Las leslones elementales son erterna y escamas, slempre se encuentran
combinadas y pueden observarse placas de diversos tamafios y forma,
aunque por o general, las placas estén bien delimitadas y son blancas, gruesas
de aspecto yesoso. Aunque hay ocasiones en que las escamas no son tan
abundantes y se descubre el edtema subyacente (78], El diagndstico
normaimente es senclic pero hay ocaslones en que fiene que recurise a la

histopatologia (79).

La duracién del cicio celular psoridtico no estd blen determinada pero se sabe
que se presentan células proliferalivas en Ias leslones, donde las pollarminas

estan nvolucradas.
Desde hace casl 20 ofios se reportaron niveles allos de espermiding v

espeiming en sangre de pacientes con psorlasls, qungue el nivel de estas
pollaminas en ias lestones era mds.boja que en los suletos de contiol.
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Esta discrepancia motivé la medicién de la concentracién de poliaminas y de

las actividades de las enzimas Involucradas en sy biosinlesls en paclentes con

psoriasis con grupos de contial,

También se determind el nivel de poliaminas en orina y $e encontraron los

sigulentes resultados:

a)

b)

c)

d)

)

Los niveles de pollaminas en pie! fueron mds altos en pacientes con
epldermis afectada que en la de paclentes con psorfasts con epldermis

sana.

Los nlveles de poliaminas fueron mds altos en epldermis afectada de

pacientes con psoriasis que en plel sana.

Los niveles de poliaminas fueron mds altos en orina de pacientes con

psorlasis que en el giupo de control.

La actividad de ODC es 6 veces mas alia en epidermis afectada que en

la no ofectada de paclentes con psoriasis o sanos,

A las 24 horas de una aplicaclén de diacetato de  difluocrasona
(Glucocorticolde) en las lesiones la actividad de la ODC se redujo

marcadamente,

Se sabe que fa _-MO es un inhibldor de ODC en fuentes no cutdneaqs que

inhibe la actividad de esta enzima en leslones de psoriasls. olos agentes
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también pedifan reductr los niveles de pollaminas en lesiones psoridticas sl se
pudiera lograr una absorcidn percutanea (66).

La potenclalidad terapéutica de la farmacologia de las poliaminas en la
psoriasls es evidente, Expermentos reallzados en sistemas celulares basicos han
mostrado que cuando se reducen los niveles de pollaminas en forma

marcada, la proliferacién celular es lenta.

Sin embargo, hacen falta estudios para deteminar o potenclalidad
terapéutica de los inhibidores de la blosintesis de poliamingas en el tratamiento
de la psoriasis, aunque se ha utlizado clinicamente DMFO en el tratamilento de
esta enfermedad (76).

Por ofra parte, se ha demostrado recientemente que los retinoldes orales han
sido eficaces en el tratamiento de la psoriasis, aungue actuan por medio de un
mecanismo desconocido. Sin embargo, se sabe que los fefinoldes inhiben
marcadamente la sintesls de pollaminas por un mecanismo parecido al de

una hermona esterolde, la cual bloquea la expresidn del gene de la ODC (66).
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INFECCIONES PARASITARIAS
IRIP, IASIS

El Jipanosoma brucel brucel es un protozoario del orden cinetopl@stida, el cual
se caiacteriza por la presencla de un cinetoplasto, una regién mitocondrial que

contiene DNA y que se locallza cerca de la base del flagelo.

El Lb.brucel causa tripancsomiasis bovina {Nagana) en el ganado y ofros
tipanosomas (LbJhodesiense, Lb.gamblense) causan la enfermedad del
suefio en el hombre. Estos pardsitos se transmiten por un vector que en este
caso es la mosca tse-tse (4, 79, 80). En mamiferos el habitat de estos pardsitos
esla sangre y linfa asl como en ofros tejidos dende se dividen por fisién binaria
{62),

Bacchl, et.al., Iniclaron estudios experimentales con DMFO en trpanosomiasls
(79, 70) que culminaron en el descubrimiento de un efecto curativo en ratones
Infectados. Estos Investigadores descubileron imporantes evidenclas de las
funclones importantes de las poliaminas en trdpanosomas y en el mecanismo
de accién de varles farmacos tripanéeidas {70).

Los ratones Infectados y tratados con DMFO fueron curades por completo,
mientras que los no tratados perecleron al 5o. dia de la infeceidn.

Los pardsitos desaparecieron de la sangre a los 5 dias del inicio del fratlamiento
y los frotis de sangre tomados a los 30 dias de la muere de los contioles fueron
negativos (79, 67, 70). Los resullados obtenidos dieron las sigulentes evidencias:
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a) Una respuesta dosis dependiente de DMFO en este modelo reclbiendo
dosis continuas, Indicd que los pardsitos desaparecen al §o. dia del

tratamiento, y se observéd la ausencia de los parasitos hasta el dia 30.

b) Evidencia farmacoldgica de que la accldn curativa de DMFO es debida
a la inhiblcidn especifica de EDC de tripanosomas y a una reduccién de
pollaminas en los par@sitos como el factor ciiico en la respuesta
blolégica (67). Lo cual se conflmé con la adminiskacion a animales
Infectados de esperming, espermidina o putrescina junto con DMFO a
los animales, ios cuales retuveron la infecclén sobreviviendo durante 10

a 14 dias md&s que los confroles y murieron eventualimente,

c) Los tripanosomas actlian por la via de un mecanisme de sintesis de
poliaminas y sus acclones son intensificadas por DMFO.,

Debldo a que el fralomiento con DMFO causa una freducclén gradual en la
parasitemia antes de la ausencia total del pardsito en sangre a los § dlas de
tratamiento. esto parece ser consistente con un mecanismo total de acclén
que Involucra la detenclén de la replicacion celular antes de la citotoxicidad

parasitaria (79).

La ODC de los tipanosomas no es mas sensible a la DMFO que la ODC
humana, DMFO penetia en los pardsitos por difusion pasiva, asl que no se da
un consumo selectivo de la enzima. La 1uta de sintesls de dcidos nucieicos sufre
un gran descenso en los tipanosomas fratados y fa reduccion de poliaminas
induce cambios morfolégicos de formas clargadas a formas cortas con

muitiples nuclecs y cinetoplastos.
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Estos camblos concuerdan con la idea de que [0s tipanosomos requleren de
pollaminas para la replicacidn celular normal, y en su ausencla, el sistema
inmune puede actuar contra os pardsitos ya que tienen una lenta replicacién

celdlar,

La naturaleza no téxica de la DMFO y el éxito de su adminlstracién oral sin
precedentes en la quimioterapla de lo tripanosomiasls, aumenta las
perspectivas para lo utiizaclén de este compuesto en algunas formas de

tripanocsomiasls en animales y en hurnanos (67).

Se ha sugerido otro posible sitic de acclén, ya que los ipanosomas contienen
una glutationa reductasa que requiere de un cofactor con espermidina para
llevar a cabo su aclividad. Este cofactor es llamado tipanotionina y se ha
purlficado del Insecto vector del tripanosoma Cithidia _fasglculata vy se ha
identificado como N1, NB~bls[L-_-qu1omll-L-hemlclsﬂnllgllcll) espermidina.

La sintesis de este cofactor podia bloquearse en las células en las que se
produce una reducclén de espeimidina. Sin embargo estudios posteriores
demostraron la poca facliblidad de este mecanismo en Elmera tenella, ya
que la tipanofiona no se encuentra en esla especle y su crecimiento es
fuertemente inhibido por DMFO (4),

Otra demostiacidén de los efectos de la ODC sobre las Infecciones por
tipanosomas en ratones se  efectud ufizando el Tipanosoma  brucel
thodeslense de animales y del hombre, utlizando una cepa 100 % letal para
ratones no inmunes dentro de los pimeros 6 dias de la infeccldn, cuando el

numero de tipancsomas alcanza 1,000/ml en sangre.
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Cuatro grupos de 5 ratones recibleron 1.000 tripanosomnas cada uno, y una
concentiacién del 2 %, 1 % y 0.5 % de DMFO en el agua de consumo a partir

de! dla de la Infeccldn, el cuarto grupo se fomd como control,

Los ratones control comenzaron a merir a partir delt cuarte dia, v se buscé la
presencla de pardsitos en la sangre resldual, Los demés anlmales debfan morir
a los pocos dias de que la Infeccion alcanza 106 tipanosomas/ml, pero se
comprobd que DMFO al 2 % brinda una accidn protectora (79),

Los resultados son simllares a los obtenidos con el Lb.brycel, con excepcién de
que laos curaclones fueron obtenidas con una concentacion del 1 %

administrada un dia después de la Infeccién y continuada durante 3 dias mds,

Las diferenclas entre los resultados de ambos expermentos pueden deberse a

une de los siguientes factores (79):
a) Los pardsitos pueden diferir en su sensiblidad a DMFO.

b) La cepa de Lb.thodasiense podila invadir rdpldaments los espacios de
tejdo, en donde los niveles de DMFO no dlcanzan concentraciones

terapéuticamente eficaces.

c) El sistema inmune del hudsped puede responder menos a una infecciéon

por Lb.hodesiense, ya que las cepas genédticas de alén difieren en
susceptibiidad. No obstante, esto significa claramente que en los

animales Infectados por cualquiera de las dos especles de
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iipancsomas, DMFO tlene un efeclo protector permanenie en

Infecclones rapldas fulminantes.
COCCIDIOSIS

Coccldla es un grupo de profozoarios pardsitos heterogéneos que causan
enfermedades llamadas coccidiosls en el eplielio intestinal de los vertebrados
(79. 67).

Un paréstto tiplco en las aves, el fimerla tenella, crece Infracelularmente en las
células eplteiiales del Caeco cecum como un trofozclto, que posteriormente
sufre una esquizogomia (forma de mitosls matliple), para formar un gran
nimero de merozoitos, 1os cuales son liberados para interacclonar con ofias
células, como por elemplo ia pared de saco de polio gque es muy dafiado. El

dafo se maniflesta por una hemorragla severa y una muerte posterior (79),

DMFQ tiene un efecto anticoccidial potente contra estas Infecciones (79, 80}
reduclendo las Infecclones cecales. En estas Infecciones los efectos
terapéuticos reversibles de DMFO pueden obsevarse atn con la administracion

concomitante de pollaminas que evitan el bloqueo enzimdtico (80).
MALARIA
Los pardsitos del género Plasmodium son los causantes de la malaria. El

Plasmodium falciparum, €s una de las pinclpales especies que causa esta
aguda enfermedad en el hombre y estd ampliamente distribuida en
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sudamérica, afilca y el sureste de asia, se fransmite por un vector que es la
hembra del mosquito Anopheles.

En el huésped, la malaria se multiplica rapidamente en los erifrocitos donde
metabollza la hemoglobina y ofros constiiuyentes de los erltrocltos. El pardsito
infracelular es un pequerio trofozolto que crece y se reproduce asexualimente
por esquizogonia; el ciclo de vida es similar al que sigue la eimeria Iniciaimente.

En 1981, Cain, etal., reportd los resultados de los estudios iniciales sobre los
efectos de DMFO en cepas de P.falciparum (70}, Cain reqlizd cultivos in vivo y
midié el desarrollo de los pardsitos desde el principlo de un ciclo esquizogdnico,

determiné que DMFO tiene un efecto significativo en la esquizogonia,

24 horas después de la administracion de DMFO, los trosfozoitos aparecieron
mas pequefios que en las cepas de conhiol, sometidas o bajas
concentraciones de DMFO. Esta diferencia se acentud a las 36 horas,
acompafiada por una reduccién en el nimero de esquizoltos en las células

tratadas con concentraciones mdas altas de DMFO (79).

Los pardsitos tratados fueron aparentemente detenidos en la etapa de
trofozolto, mostrando camblos en la esqulzogeonia, Esta tendencla fue continua
durante 48 horas, tiempo en el cual os cultivos de control mostraron tamblén
un incremento en los nimeros relativos de las etapas anulares tempranas. Esto
indica que una cantidad apreciable del pardsito Invade nuevos erltrocitos en

estas cepas (79).
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Concentraciones relativamente altas de DMFO (5.0 a 6.6 mM)parece blogquear
la habliidad de los par@sitos para dividirse mitdsliticamente en forma similar a los
efectos de DMFO en células de mamiferos, donde el decremento en los niveles
de poliaminas intracelulares causan un camblo en la sintesls de DNA (79, 70).
Para probar esto se examinaron os efectos de DMFO en la lncoyporccléh de

311-nipoxanting, un precursor de dcidos nucisicos enia especie en cuestion,

Una concentraciéon de 10 mM de DMFO inhibid fuertemente la Incorporacién
de hipoxantina en el materlal precipitable con acldo tilcloro-acético, pero no
antes de 9 horas, tlempo requerido para disminulr los niveles de putrescina vy

espeimidina (79).

140



EFECTOS ANTMIRALES

DMFO inhibe. como ya hemos visto, la actividad de la ODC, previnlendo la
proliferaclén celular en cepas despuds de que se han reducldo las pollaminas
enddgenas y el ciclo celular es detenido antes de la iniciaciéon de ia sintesis de
DNAydelfinal de la fase G1.

El efecto Inhibitorlo puede reveriise por la provisidén exdbgena de putrescing,
espermidina o esperming mostrando por tanto que hay un requerimiento
absoluto de poliaminas en la proliferacién celular, Los par@sitos infracelulares
son obligados, y durante su replicacién el genoma infeccloso modifica el
mefabolismo de la célula huésped para producl un &cido nucléico viral
especifico y profelnas.

Puesio que ias pollaminas son requeridas para ia sinfesls macromolecular
durante la mulliplicacién de células procarlontes y eucariontes, es razonable
proponer que estas bases alifdficas deberfan tamblén ser requerdas para fa
replicacion de los vius,

Las poliaminas han mostrado ser esenciales en la replicacién de diferentes virus
bacterlanos pero se conoce poco de ios requermientos similares en la

replicaclién de virus de animales,
La extrapolacién de sistemas procariontes a eucariontes es poco aconsejable,

en vista de la asoclacién aparentemente Unica de espermina con las células

animales.
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La replicacién de clertos virus animales en cultivos de células, se previene por
inhibidores de la blosintesls de pollaminas de células de animales Infectadas

por virus,

Esto es una desafortunada omisién, puesto que fales modelos podian
responder preguntas fundamentales de la naturaleza general concernlente a

las funciones bioldglcas de las poliaminas.

Mds especificamente el metabolismo alierado de las pollaminas . el cual es
consigulente a la Infeccién viial, podia ser pertinente en relaciéon a la
patogenicidad de las enfermedades virales. El efecto antiviial de los inhibldores
de las pollaminas demostrados *in vive' tamblén fomenta la posibllidad de su
uso en un contexto quimioterapéutico,

Aunque se ha demostrado un efecto antiviral de DMFO contra el virus vaccinia
y €l cltomegalovirus hurnano (CMV) en células diploides humanas (MRC-5) con
valores de ED50 de cerca de 5 mM en cada caso, la replicacién del virus de

herpes simple tipo 2 (HVS-2) no fue afectada por DMFO.,

Asl mismo, concentraciones iguales de la enzima no Inhiben la replicacién del
HVS-2 0 CMV murno en cultivos de células pimaras de  fibroblastos de
embilén de ratén (MEF).

El crecimiento de HVS-2 en células ZBHK-21, muestra que son afectadas por
DMFO, pero solamenie después de la exposiclon de los cultivos de células al
inhibldor después de la infeccidn. Al pretratamiento con DMFO, es una parte

Integral de la prueba de reproduccién de placa, en la cual no ha sido efectivo,
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Sin embargo, la propiedad antiviral del metilglicoxal (MGBG} contra HVS-2,
podida no solamente demostrarse en el régimen similar utiizado. Estas
aparentes discrepanclas. podidan resolverse por la observacion, que a
diferencia de los resultadios obtenidos en las célukas humanas, DMFO 10 mM no
inhlbe las replicacién del vius vaccinka en cultivos de MEPO, aunque se
manlifiesta algln efecto por altas concentiaciones del compuesto,

Esto es concebible, ya que DMFO no alcanza una concentracién intraceiular
en cietos sistemas celulares huésped para ejercer un efecto inhibitoric contra
la replicacion del HVS-2,

Los efectos anfivirales de DMFO podiian relacionarse al Incremento o expresién
continua de la actividad de la ODC en células infectadas con vaccinia o CMV.,
En contiaste, el HVS-2 no eslimula la aclividad de la enzima y entre otras
infecciones de HVS, la sintesls de poliaminas se inhibe,

£l fracaso de DMFO para inhibir la replicacién de HVS-2 en los sisternas celulares
utiizados suglere que no se requiere la blosintesis de pollaminas para la
replicaclion de este vinus.,
Un estudio reciente demuestia que el MGBG tiene un efecto antiviral mas
potente *in vivo* que ofros famacos utilzados clinicamente en el tratamlento
de CMV en humano (71).
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SISTEMA INMUNOLOGICO

CTIV, INFOCITOS B

Se ha demosttade (108) que la N, N-Diacetlputrescinag-(tetrametilen-bls-
acetamida) {IMBA) v su andlogo hexacaibonado, hexametilen-bls-acetamida
(HMBA), Inhiben la respuesta picliferativa de linfocitos B humancs a anti-y y
estimulan la cepa Cowan | formolinizada de Staphviococcus aureus (SAC).

En conhiaste, el factor de crecimlento de las células B estimulado para
proliferacién de células B humanas fue minimamente inhibldo por TMBA o
HMBA.

El efecto antiproliferativo de estos derivados de diaminas fue especifico para la
activacién antl-p (o SAC) de células B nomales, debido a la proliferacién de
células T humanas estimulada por PHA y las células B humanas transformadas
no fueron afectadas por la presencia de TMBA © HMBA,

Ei efecto inhibldor de las diaminas diacetiadas en anti (0 SAC) indujeron
activaclon de las células B que resultd ser dosis dependiente y persistid adn

después de remover los dervados de diaminas del medio de cultivo,

Estos estudios muestran que los derivados diacetilados de poliamlinas modulan
la activacién de células humanas B *in vitio" por abrogacion especifica de la
activacion de anti-y o SAC (108).

Se sabe que los dervados monoacetiados de las poliaminas son endégenos.

La monoacetiiputrescina se encuentia en la membrana de células plasmdéticas
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‘(169), v se ha demostrado que esto es un efecior positivo en e control por
retroalimentacién de la ODC (110, 111),

Por lo tanto, se sabe que clertos derivados acetiados de las poliaminas son
moduladores de clertas funciones celulares.

Debldo a que los derivados acetilados de poliaminas no han demostiado ser
enddgenocs, la significancia bloldgica del papel que desempefan en la
modulacion de la activacion de las células B *in vivo® falla ser deteminada.

Sin embargo, el descubrimiento de Inhibldores especificos de la octivacidén de
las células B serd muy imporante en el entendimlento de los complejos

procesos de Ia activacion, proliferacion y diferencliacion de las células B (108).

FARMACOLOGIA DE LAS POLIAMINAS

Existe poca Informaclén aceica de la actividod farmacoldgica de las

poliaminas.

La putiescina ha sido administrada a ratas por via intraperitoneal en dosis de
200-400 mg/kg de peso e Inyectada en cerebro por via venhicular (100
nmol/rata) con lo que se ha demostrado que ésta tiene un efecto analgésico
dosis dependlente. En estas circunstancias no se ha observado ninguna

foxicidad colateral (54).
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES
Y

PERSPECTIVAS EN LA UTILIZACION
DE POLIAMINAS



Se sabe claramente, que todas las células estimuladas para reproducirse,
muestran pequerios Incrementos en las enzimas biosintéticas y posteriormente

en los niveles de poliaminas.

Cuando se previene esa acumulacién, ya sea por medio de inhibidores de la
blosintesis de poliaminas © por medio de células mutadas que carecen de las
enzimas blosintéticas, se deterioran las funclones celulares, como ya o hemos
visto,

Sin embarge, el papel ciitico que desempefian las pollaminas en estas
funciones, todavia no se ha apreciado claramente. En parte se debe al hecho
de que se presentan muchas dificultades en el estudio de estas moléculas
debldo a su ambigliedad, su alla carga y ademds, a que sus comelaciones
funcionales especificas no son faciimente discemibles (81).

El alslamiento e identificacién de las enzZimas involuciadas en su blosintesis ha
progresado con gran éxito y ahora se conoce la extensa regulacion
Involucrada en la biosintesls de poliaminas.

Todos los genes de las enzimas claves han sido clonados y expresados en
Escherichia coll. La estiuctura cristalogrdfica de estas enzimas estard disponible
en un futuro cercano y las secuencios y eshucturas especificas de dcidos
nuclélcos correspondientes a las poliaminas en términcs de regulaclén han sido
Identificados (81).
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Todavia es un concepto Intigante'la posiblidad de que eslas secuencias sean
incorporadas a ofres rmaterlales genéticos para conferir una regulacién por
medio de sus producios bioldgicos (81). Sin embargo, conforme |0s
descubrimlentos se van acercando al entendimiento de la blologla molecular
de esias enzimas y de su extiaordinaria regulacién, nos debemos enfocar
nuevamente en el producto final de este mecanisme biosintético, las

poliaminas por s mismas, y a sus funciones celulares.

lL.as pollaminas son Unicas no solamente por su amplia regulacién, sino también
a que la carga en una pollamina estd distiibuida en el espacio, separada por
distanclas atémicas especlficas. contrastando con las cargas puntuales
provistas por magnesio, calcio, els; como otros cationes, sus funciones reales y

potenciales son numercsas.

Se han desciito adecuadamente sus interacciones con dcldos nucléicos,
proteinas, membranas y ofios organelos intracelulares, a pesar del hecho de
que la naturaleza exacta de estas Interacclones actuaimente estd slendo
dilucidada (81).

la hablidad de las poliaminas para inducir cambios conformacionales en
4cidos nucléicos, puede estar relaclonado a mecanismos de control genético.
El compuesto fisloldgico que es capaz de inducir transiclones B y Z en 4cidos
nucléicos es la esperming, un compuesto disponlible en células de mamiferos

en altas concentraciones (81).
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Parece ser que las poliaminas juegan un doble papel, establlizando estructuras
de membranas y tamblén faciltande realmente la formaclén de estructuras

especlficas.

En este frabalo se ha dado éntasls al incremento que presentan las pollaminas
en estados patoldgicos como el cancer, aunque famblén se han encontrado
niveles alios en ofras enfermedades que involucran proliteracién o muere
celular, condiciones inflamatorias e infecciones tanto virales como bacterianas.

Por esta razén, el uso del andlisis de poliaminas como un medio de diagndstico
puede llegar a ser de gran utilidad, pese a que ha sido ompllomente criticado

debido g la posibiidad de resultados falso-negatives,

Sin embargo, la medicidn de los niveles de pollaminas debe ser utllizado come
un examen preliminar, realizondo  andlisis Mas detallados a los paclentes que
muestren niveles elevados,

En el pasado, se obtenfan mds resultados falso-negativos que en la actualidad,
ya que las técnicas se han ido perfeccionando y lo seguirGn haclendo

conforme avance ka tecnologia.

Por ofra parte, los avances en la investigacion en la bloquimica de poliaminos
pedrfan proveer de un medio eficaz de conliol de enfermedades proliferativas,
donde los efectos adversos del fiatamiento podran reducirse en forma

considerable mejorando las condicicnes de vida de muchos pacientes,
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Las tunciones de las poliaminas estén siendo dirdgidas actualimente utilzando
técnicas de blologla molecuiar, Inhibidores especificos de la biosintesis de
poliaminas (disponibles actualmente para vitualmente todas las enzimas de la
uta blosintética), y mds recientemente con el uso de andlogos de poliarminas,

Estos andlogos pueden interactuar en sitios especificos en competencia con las
poliaminas nativas, pero pudieron haber allerado la funcién en dichos sitios (81},

Sin embargo, hay diversas dreas Importantes de la investigacién en la
bloquimica de pollaminas gue deben ser consideradas (81):

- Un gran impedimento metodolégico es la inhabliidad para discemir la
distibucién subcelular y la compartimentacion de las poliaminas, se han
redlizado estudios en este campo en células no-mamiferas (82), pero es

esenclal extender estos estudios a células de mamiferos.,

. Existen mecanismos de transporte celular especificos para la entrada y el
flujo de poliaminas. La funcién, regulacién y la posible utilzacién de este
mecanismo  para la  distibucion @ nivel celuar de agenles
quimioterapéuticos son un campo fuerte de la Investigacién actual. Estos
estudios serdn facilitados por la clonacién y expresidn de transportes de
proteinas y su comparacién con ofres fransportadores.

- Todavia no se ha aclarado si el andlisis de los productos oxdados del

metaboiismo de espermidina, que da un aumento en ka isoputreanina



hidrolizada eliminard estos resultados falso-negativos y serd un medio de

diagnéstico md&s confiable que la espermidina por si misma.

El uso de muiantes en el campo de estudio de las pollaminas ha sido
muy Importante, particularrnente con referencla a bactetias y levaduras,
y la extensién de estos estudios a células de mamiferos podrian ayudar a

canalizar muchas éreas de interés,

Debldo a la diversidad de funciones que flenen las pollaminas en el
desarrollo, crecimiento y envelecimiento de las plantas. El progreso en la
investigacion de estos compuestos serd de fundamental importancia en
el entendimlento de los procesos naturales que regulan la aclividad
celulary el desarolio.

Ademds, estas investigaciones pueden propoicionar medios adicionales
por los cuales el ciecimiento celulor pueda ser controlado
arificiaimente, por medio de inhibidores especificos en la biosintesls de
pollaminas (55).

La blosintesls de poliaminas responde a una gran varedad de sefales
Intracelulares, incluyendo a las generadas por factores de crecimiento,
hormonas, promotores lumorales y oncogenes, La blosintesls de
poliaminas es regulada a muchos niveles, y los mecanismos por los
cuales las rutas de transducclén de sefiales ejercen su influencla son

actualmente un drea de gran interés.
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Ademds, un papel bloldgico de las poliaminas *per se* puede influenclar
pascs moleculares especificos de rutas particulares de transduccion de
senales.

Se ha planteado una hipdtesis de que los productos de la oxidacién de
poliaminas pueden ser regulados (83), que aunque se bosa en la
necesidad de expansién y datos significantes, es una nocién interesante
que meftece consideracion,

Se tienen Iimporantes evidencias de las Interacciones entre las
pollaminas y 1os Geldos nucléicos, pero con cada descubrimiento surgen
nuevas dudas acerca del papel de las pollaminas en este campo. Por
elemplo: La forra en que es afectada la conformacion del DNA vy ios
procesos bloldgicos relacionados con las concentraciones Infracelulares
de poliaminas (93); Los efecios de las poliomings y de sus andlogos en
células vivientes y en secuencias de los Geidos nucléicos derivados de
estas células (93).

Asl mismo, los avances en la Investigacién de la bloquimica de
poliaminas ha dado lugar a nuevas dudas en dareas relacionadas.
Investigaciones de la cromatina v el nicleo pueden proveer intulciones
de cémo las polaminas afectan defalles estucturales de genes

especificos en formas naturales (93).

Ofros estudios de genes especificos pemmifird determinar s las
alteraciones producidas, aparentemente por poliaminas, en DNAsas y en
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cromatina estédn asocladas estruciuralmente con camblos en la

regulacion de la transcripeién o con la sintesls (94).

- Existe un interés significonte en estudlar las inferaeclones entre las
pollaminas vy los dcidos nuckéicos. Las pollominas regulan  las
conformaciones de los dcidos nucléicos *n vitro* vy podrifan fener un
papel similar "in vivo*, Sin" embargo, los progresos en este campo

dependen de interacclones productivas a nivel multidisciplinarlo (93).

El conocimiento obtenido en los Investigaciones de clencia bdsica de estos
compuestos se ha ampliado a resultados clinlcamente relevantes, El monitoreo
de polaminas en fluidos fisiolégicos y en células rojas se relaclona
bloiégicamente y puede revelar clinicamente la presencla de tumores y de
otros estados patoldgicos.

La observacion de gue los tumores, como entidades de 1dpldo crecimiento,
confienen altos niveles de poliaminas es la base de estudios de diagndstico. El
hecho de que la inhibicién de la blosintesis de pollaminas puede reduclr €l

crecimiento celular se ha enfocado a aplicaciones terapéuticas.

Para enfermedades parasiiarias y cdncer, los Inhibidores de la biosintesis de
poliaminas y los andlogos de poliaminas ha provisto nuevas heramlentas
terapéuticas prometedoias. La capacidad de Ir ibremente del laboratorio de
ciencia basica a la gplicacién clinlca y viceversa ha sido oo elemento

intigante en el campo de la investigacién en pollaminas.
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$e han utilizado técnicas de blologia molecular para desanoliar y enfender la
diferencia de sensibiidod de un inhibidor de o omiting descarboxiiasa,
diflucrometionina, entre tipanosomas y células de mamifeios (84). El
fipanosoma &5 extremadamente sensible a este inhibldor, mientras que fas
células de mamiferos son mucho menos sensibles. Un entendimiento en la
construccidn de la molécula de omitina descarboxiiasa da por lo menos parte

de la respuesia.

£l futuro de la Investigacldn en la bloquimica de poliaminas es brilante. La
fraduccion de datos del laboratorio de ciencla bdsica en la esfera clinlea no
solamente se ha logrado, sino también parece ser que va a ser ampliado en
forma extensa.

Muchos clentificos utlizan poliaminas libremente en sus protocolos
expefimentales con o sin conocimientos, ya sea para cristallzar deidos
nucléicos, realizar reacclones con endonucleasas o cuando utilizan sisternas
lisados de reticulocitos que son ricos en pollarminas. No obstante, ha llegado el
momenio de entender sus funclones.
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