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1.~ RESUMEN.

Interesante ha sido el desarrollo en los Ultimos anos
sobre el crecimiento de las poliaminas naturales;Putrescina,
Espermina y Espermidina. Su funcidn especifica permanece
obscura, pero su distribucidn ubicua, su alta concentracidn
en células y el aumento en sus concentraciones en tejidos
con crecimiento rdpido, ha estimulado la investigacion de

éstos compuestos.

Las vias biosintéticas para la Putrescina, Espermina y
Espermidina estdn bien establecidas. Estas vias fueron
primero estudiadas en procariotes, pero en general los pasos

biosintéticos se han encontrado en eucariotes.

Las enzimas que intervienen en los pasos especificos
han sido purificadas y caracterizadas. Dos de éstas enzimas
revisten particular interés; Ornitina descarboxilasa 'y

Adenosil metionina descarboxilasa.

Gran interads ha despertado el encontrar mutantes que
tienen defectos en los pasos biosintéticos de poliaminas en
Escherichia Coli, Saccharomyces Cerevisiae, Neurospora
Crassa y células de linfoma de ratdn; los estudios con estos
mutantes han demostrado que las poliaminas se requieren para

el crecimiento.



Una caracteristica fundamental de las poliaminas es su
cardcter polibdsico, 1o cual les brinda mayor afinidad por
constituyentes acidicos que los que exhiben el yodo, sodio,
potasio, o las monoaminas, éste cardcter polibdsico es mas
relevante en la Espermina por sus cuatro grupos positivos.
Es muy probable que la naturaleza polibdsica de las poliami-

nas sea importante en determinar su accidn fisioldgica.

Actualmente existe informacidn acerca de los efectos de
las poliaminas "in vitro" e "in vivo" en muchos sistemas,
incluyendo la biosintesis del DNA, RNA y proteinas. Los
datos claramente indican 1la naturaleza esencial de las

poliaminas en los mecanismos biosintéticos de las proteinas.

TS
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2.~ OBJETIVOS.

I.- Revisar la literatura en relacidn a la bioslntesis y
catabolismo de las poliaminas y su distribucidn en la

naturaleza.

II.-Examinar la influencia que las poliaminas pueden tener
en los mecanismos de autoduplicacidn, transcripeidn,
procesamiento del RNA y en la traduccion del mensaje
gendtico en relacidn con los mecanismos de crecimiento y

desarrollo.
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3.- INTRODUCCION.

En los 1ltimos anos 1la Biologia Molecutar ha ido
evolucionando hacia el desarrollo de lo gque es la base
quimica de la transmisidn hereditaria, de estructuraciones
caracteristicas y de la diferenciacidn celular, en lo cual
radica la mayor impeortancia de las investigaciones para el
esclarecimiento de 1la estructura, blosintesis y de las

funciones de los dcidos nucléicos y proteinas.

Los &dcidos nucléicos y las proteinas pertenecen al
grupn de sustancias naturales macromoleculares, y 6éstas
sustancias son de un significado extraordinario para las

propiedades estructurales todas de los seres vivos,

Ahora blen, sl  hablamos de sintesis de proteinas,
resulta sumamente importante senatar el papel que desempeﬁan
ciertas maléculas o compuestos 1llamadas poliaminas. La
funcidn bioldgica y bioquimica de las poliaminas naturales
Putrescina, Espermidina y Espermina ha sido especialmente
estudiada en relacidén a los organismos animales. Estos
compuestos .~ son universalmente distribuldos en: toda la

materia viva.

La biosintesis a partir de la ornitina y metionina es

controlada y tal vez fluctda de acuerdo con las necesidades

Y



metabdlicas de las c&lulas. Las poliaminas interactian
fuerte y especialmente con acidos nucléicos "in vitro". Tal
parece que en condiciones fisioldgicas wuna porcidn
sustancial de poliaminas en células es no covalente en
comparacidn a los dcidos nucldicos y a estructuras que

contengan dcidos nucléicos, como los ribosomas.

Las poliaminas son capaces de estimular sintesis de
proteinas y de dcidos ribonucléicos “in vitro". Existen
sistemas caracterizados por rapido crecimiento de poliaminas
y RNA acumulados en paralelo. Las evidencias que existen
acerca de que las poliaminas puedan tener un papel esencial
en sintesis de proteinas y/o sintesis de dcidos nucléicos
son fundamentadas en las observaciones de bacterias mutantes
por deficiencia en poliaminas, a pesar de que algunas

funciones especificas no han sido establecidas con certeza.

Algunas aplicaciones clinicas -de poliaminas relativas a

ta investigacidn del cadncer serdn discutidas brevemente.

potiad)



4.~ GENERALIDADES.

Durante los \ltimos veinte anos, el interds por las
poliaminas naturales Putrescina, Espermidina y Espermina se
ha incrementado debido a la participacidn que éstas tienen
en los procesos de duplicacidn, transcripcidn y traduccion

genética.

La funcidn especifica de las poliaminas no es clara,
pero su distribucidn ubicua, su alta concentracidn presente
en células de intestino grueso, en células cancerosas y
otras, ha estimulado ~la investigacidn sobre éstos

compuestos.

4.1 CARACTERISTICAS DE LAS POLIAMINAS.

Las = poliaminas son consideradas como estructuras de
cardcter orgdnico, - constituldas por cadenas hidrocarbonadas
variables y cuya caracteristica particular es la de poseer

mds de un grupo amino.

Estas - estructuras se encuentran en todas las bacterias
y en la mayoria de las celulas animales. Son factores de
ctecimienpo para algunos microorganismos y sirven . para

estabilizar las estructuras de las membranas de . las

hitsnag



bacterias, asi como las estructuras de los ribosomas de

algunos virus y del DNA de muchos organismos.

En los mamiferos, la Putrescina se produce por descar-
boxilacidon de la ornitina, bajo la accidn de la ornitina
descarboxilasa. Y en la Escherichia Coli, la Putrescina se

forma a partir de la Arginina.

En recientes publicaciones aparecen también poliaminas
como Poli-ASP; Poli-GLU; Poli-LIS; Poli-ARG; aunque no todas
ellas desempenan papel fisioldgico importantye [al menos
publicado); indicando que la Espermidina, Espermina y la

Putrescina son las mds estudiadas.

Las caracteristicas mds importantes de 1las poliaminas
durante la ddcada de los ochentas, han sido sue propiedades
polibdsicas, las cuales brindan una mayor afinidad por
moléculas dcidas que el mostrado por cationes inorgénicbs
como el Nal*, kl*, ca?*, wmg?*, o monoaminas; ésta éaracteris—
tica polibdsica es mayor en la Espermina, debido a sus 4

grupos positivos.



4.2. BIOSINTESIS DE POLIAMINAS.
4.2.1. Aminodcidos.

Son moléculas que constituyen el alfabeto de la estruc-
tura protéica y determinan muchas de las propledades

importantes de las proteinas.

La formula estructural de los £ -aminodcidos hallados

en las proteinas es la siguiente:

H

!
R -~ C — COOH
|

NH2

Para 1llegar a 1la obtencidn de las poliaminas es
necesario senalar que se debe partir de 3 aminodcidos que

son los siguientes:

a) L-ornitina.
b) L-arginina.

¢) L-metionina.

Estos aminodcidos presentan en comdn la’ caracteristica
de poseer un grupo carboxilo libre y un grupo amino libre,
no sustituido en el Adtomo de carbono alfa. Cada aminodcido

posec un grupo R caracteristico, dstos grupos. son "las



letras del alfabeto molecular de la estructura protéica".

El método mds significativo se funda en la polaridad de
los grupos R. Existen cuatro clases principales de amino-

acidos que son:

1) Grupos R no polares & hidrofobos.
2) Grupos R polares sin carga.
3) Grupos R con carga positiva.

4) Grupos R cargados negativamente.

Dentro de cada clase existen considerables variaciones

en el tamano, la forma y la polaridad de los grupos R.

Ademds de los 20 aminodcidos comines y de otros poco
frecuentes de las proteinas, se conocen unos 150 aminodcidos
mds que se encuentran en diferentes células y tejidos en
forma libre o combinada, pero nunca en las proteinas. La
mayor parte de ellos son derivados de los X ~aminodcidos
hallados en las proteinas,‘pero también se conocen /ﬁ ,7’, Yy

J ~aminodcidos.

Algunos aminoacidos no protéicos actdan como
precursores importantes o ‘intermediarios  en el metabolismo,
asi la /3-a1anina es el precursor de la vitamina ‘dcido
pantoténico. La citrulina y 1a ornitina son intermediarios

en la sintesis de la arginina,etc.

AgrET



Otros aminodcidos no protdicos actian como agentes
quimicos para la transmisidn de los impulsos nerviosos, como

sucede con el dcido ‘Y -amino butirico.

El conocimiento de las propiedades dcido-bdsicas de los
aminodcidos es extremadamente importante en la comprensidn vy

el anidlisis de las propiedades de las proteinas.

Los aminodcidos cristalizados poseen puntos de fusidn o
de descomposicidn relativamente altos; generalmente por
encima de los 200 ©c. Son mds solubles en agua, gque en

disolventes menos polares.

La conducta dcido-bdsica de los aminodcidos corrientes
puede formularse con la midxima sencillez utilizando 1los

términos de la Teoria de acidos y bases de Bronsted-Lowry.

Por ejemplo, el grupo guanidino de. la arginasa es
fuertemente bdsico, solamente pierden sus protones a valores

de pH muy elevados. A pH = 7 posee carga positiva neta.

Con  excepcidn de la glicocola, todos los aminodcidos
obtenidos a partir de la hidrdlisis de las proteinas, en
condiciones 1o suficientemente  suaves muestran  actividad
optica, es decir, pueden hacer girar el plano‘de‘ la luz

polararizada cuando se examinan en un polarimetro.

10
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La actividad Optica se encuentra en todos los
compuestos capaces de existir en dos formas cuyas
estructuras son como imdgenes especulares, no superponibles.
Esta condicidn la cumplen muchos compuestos que poseen un
dtomo de carbono asimétrico, es decir, uno que posea 4 susti-

tuyentes distintos.

A causa de la naturaleza tetrahédrica de los orbitales
Sp 3 del 4dtomo de carbono, los 4 grupos sustituyentes
distintos pueden ocupar 2 ordenaciones diferentes en el
espacio en torno al dtomo de carbono. Y en base a los
valores de sus rotaciones especificas que algunos
aminodcidos aislados a partir de las proteinas son

dextrorrotatorios (+), y otros son levorrotatorios (-),

cuando se observan a pH = 7.
4.3. PUTHRESCINA, ESPERMIDINA Y ESPERMINA.

Las vias biosintéticas para la Putrescina, Espermidina
y Espermina han sido establecidas como se puede observar a

continuacidn;

En mamiferos la putrescina se produce por descarboxila-
cidon de la ornitina, bajo la accién de la  ornitina

descarboxilasa.

Ornitina  =~-====3 -~ HyN CHp CHy CHy CHz NHp; + COj..

Putrescina.

11
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En Fscherichia Coli, la Putrescina se forpa a partir de

la arginina.

NH
: 1
Arginina  ----2E@inina____ ) HaN CNH (CHp)g NH + COp.
Descarboxilasa Agmatina
Agmatinacsa
Agmatina + Agua ..hgmasinasa 3 "2N(C“2)4 NHp + Urea.
Putrescina

La S-adenosil-metionina se descarboxila primero para

reaccionar después ccn la Putrescina formando Espermjdina.

S-adenosil-metionina -_§:§9929§§l:995i99£9§--;

descarboxilasa

CO45 + 5-(5'-adenosil)-3-metil-mercaptopropilamina

+ Putrescina
AMINO
PROPIL

TRANSFERASA

5'-metil-tiocadenosina +

Espermidina

12
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Y 1la Espermidina se convierte en Espermina por

repeticion de @stas dos tlltimas reacciones.

Estas vias fueron primero estudiadas en procariotes.
Pero en general, los mismos pasos biosintdticos se
encontraron en eucariotes. Las enzimas comprometidas en
estos pasos especificos fueron purificadas y caracterizadas
de distintas fuentes. Dos de @stas enzimas tienen un interés
particular, la ornitina descarboxilasa y la adenosilmetioni-

na descarboxilasa.

La ornitina descarboxilasa tiene una vida media en
celulas de mamiferos de aproximadamente diez minutos,
aumenta rdpida y dramaticamente a wuna gran variedad de

estimulos de crecimiento.

La adenosilmetionina descarboxilasa tambidn tiene una
vida media corta de aproximadamente una a dos horas, posee
el' interds adicional de gque - contiene piruvato ' unido
éo?alentemente como cofactor en lugar de fosfato de

piridoxal, usual para descarboxilasas.

La vida media corta de éstas dos enzimas reflejé la
importancia fisioldgica de las poliaminas, e ‘1nd1ca'la
necesidad de las .células para -una respuesta radpida en sus
niveles de poliaminas a una variedad de estimulos.lLa hltegré-

cidn de @stas vias biosintdticas se muestra en la Fig. [1].

13
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El mds importante y reciente descubrimiento en el drea
de las poliaminas, es la preparacion de un nilmero de
mutantes de Escherichia Coli, Sacaromices Cerevisiae, Neuros-
pora Crassa y células de linfoma de faté“[5g] ,que represen-
tan defectos en la via biosintética de las poliaminas asi
como en la biodisponibilidad de un mecanismo especifico o
irreversible, basado en 1la inhibicién de 1la ornitina

descarboxilasa [ difluormetil ornitina ]. Tanto los mutantes

como las células tratadas con difluormetil ormitina se usan .

para el estudio de los efectos de la deplecidn de las polia-

minas "in vivo",[BB]

Finalmente se han realizado experimentos con varios
tipos de c@lulas [59 y 88 ]sque han demostrado que las po;ia-
minas son neceszarias para el crecimiento, sin embargo, icual
es el papel fisioldgico de las poliaminas y el mecanismo de
accidn?; Son dos incdgnitas que constituyen un reto para la

investigacién.

Parece muy factible que la naturaleza polibdsfca de las
poliaminas  sea muy importante para determinar su accidn
fisioldgica en cualquier experimento, especialmente 'in

vitro",

Es muy dificil conocer si los efectos observados son de
importancia fisiblégica o son artefactos que resultan. de

interacciones no especificas de poliaminas-polidcidos.
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Se han discutido los efectos de las poliaminas "in
vivo® e "in vitro" sobre el DNA, RNA y biosintesis de
proteinas. Sin embargo, se puede anticipar que la disponibi-
1idad de una variedad de mutantes en diferentes tipos de
células y de inhibidores gque depletan a las células de
poliaminas conduzca a una marcada aceleracidn en el

conocimiento de las funciones de éstos compuestos.[73]

4.4. ENZIMAS DE LA VIA BIOSINTETICA.

4.4.1. ornitina descarboxilasa y Arginina descarboxilasa en

bacterias.

La Escherichia Coli tiene dos vias que conducen a la

formacion de la Putrescina:

a) Ornitina descarboxilasa, y

b] Arginina descarboxilasa-agmatina ureohidrolasa.

Se han descrito dos diferentes protelnas que realizan
la  descarboxilacidn;  una es una proteina constitutiva

biosintética, presente en todas las cepas; la segunda es una

enzima inducible degradativa presente solo en ciertas cepas.

y expresada bajo condiciones muy especiales de crecimiento
[es decir, por ejemplo en un medio con alto contenido en

ornitina- o arginina y un - pH dcido)}. Todas han . sido

R



purificadas hasta 1a hombgeneidad. Y son dependientes de

fosfato de piridoxal. La arginina descarboxilasa requiere de

Mg2* para una actividad dptima.

La ornitina descarboxilasa ha sido tambidn purificada
hasta homogeneidad de Lactobacillus casei. La agmatina ureo-
hidrolasa ha sido purificada de Escherichia Coli. La lisina
descarboxilasa, produce cadaverina [1’5-diamino pentano]. ¥
ha sido purificada a homogeneidad de Escherichia Coli
creciendo bajo condiciones inducidas; existe evidencia
preliminar para una lisina descarboxilasa inducible y una no
inducible. La formacidn de cadaverina se ha visto que

aumenta en cepas wmutantes gque carecen de ornitina

descarboxilasa.

4.4.2. Ornitina descarboxilasa en Sacaromices.

La ornitina descarboxilasa ha sido purificada de Sacaro-

mices cerevisiae y de Sacaromices ‘uvarum, y se vid que

consta de una subunidad con peso de 68,000 D, y de 73,000 D.
respectivamente, la enzima de Sacaromices cerevisiae fud
purificada ‘de un mutante spe 2, el cual es desrreprimido por
ornitina descarboxilasa. Sin embargo hay desacuerdo sobre si
estas preparaciones son homogéneas o solo tienen un 10% ée

p\ll‘ezan[s"]
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purificadas bhasta la hombgeneidad. Y son dependientes de
fosfato de piridoxal, La arginina descarboxilasa requiere de

Mg2+ para una actividad dptima.

La ornitina descarboxilasa ha sido también purificada
hasta homogeneidad de Lactobacillus casei. La agmatina ureo-
hidrolasa ha sido purificada de Escherichia Coli. La 1lisina
descarboxilasa, produce cadaverina>[1'5-diamino pentanol}. Y
ha sido purificada a homogeneidad de Escherichia Coli
creciendo bajo condiciones inducidas; existe evidencia
preliminar para una lisina descarboxilasa inducible y una no
inducible. La formacidn de cadaverina se ha visto que
aumenta en cepas mutantes gque carecen de. ornitina

descarboxilasa.

4.4.2. Ornitina descarboxilasa en Sacaromices.

La ornitina descarboxi;asa ha sido purificada de Sacaro-
mices cerevisiae y de Sacaromices wuvarum, -y Se vid que
consta de una subunidad con peso de 68,000 D. y de 73,000 D.
respectivamente, 1la enzima de Sacaromices‘éérevislae fud
purificada de un mutante spe 2, el cual es desrgeprlmido por
ornitina descarboxilasa. Sin embargo hay desacuerdé gobre si
estas prepagaéiones son homogéneas d solo tienen un‘lo%;de

pureza.'[ﬁ-nr
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Parece probable que la enzima purificada la represente
un producto de degradacidn; debido a que la inmunoprecipita-
cidn solo mostrd una forma con un peso molecular de 86,000
D. en estractos frescos de Sacaromices cerevisiae preparados
en presencia de un inhibidor proteolitico; la forma de 86 Kd
[Kilodalton] no ha sido adn purificada hasta homogeneidad.
La actividad especifica de las formas aisladas de 68 y 73 Kd
es mas baja que la actividad de ornitina descarboxilasa
aislada de otras fuentes, y tal vez esta actividad
especifica mds baja, esté relacionada a la degradacion

proteolitica durante el aislamiento.[67]

4.4.3. Ornitina descarboxilasa en Phisarum policephalum.

Se ha estudiado 1la ornitina descarboxilasa en
fragmentos de limo de Phisarum policephalhm, debido a que el
Phisarum policepalum tiene altas concentacﬁones de la enzima
en éomparacibn a los tejidos animales {0.01 % de la proteina
soluble]. Las células son facilmente cultivadas y mucho mds
fdciles de manejar que las células de mamiferos o de
tejidos, La enzima ha sido purificada por tres laboratorios;
pero las caracteristicas de estas tres preparaciones
purificadas son muy diferehtes, hasta ahora no hay explica-

cidn sobre estas diferencias.
(70}



Se encontraron dos formas; A y B de ornitina descarboxi-
lasa con afinidades diferentes por el fosfato de piridoxal
{Km 0.05 y 12.8] debido a el alto Km de la forma B se
explica que sea esencialmente inactiva a concentraciones
fisioldgicas de fosfato de piridoxal. Ambas formas presentan
igual peso molecular, pero diferente punto isoeléctrico. La
forma A puede ser convertida a la forma B por una enzima
modificadora dependiente de espermidina o espermina, la cual
ha sido parcialmente purificada de micoplasmodia. Las
diferencias quimicas entre la forma A y B no se conocen,
pero no se requiere de ATP para ésta conversidén. La

subunidad de ambas formas es de 52,000 D'[69]’

Recientemente, otro grupo no encontrd las dos formas de
ornitina descarboxildsa, pero detectd  una subunidad
diferente con peso molecular de 43,000 D. para la enzima

purificada[70].

Un tercer grupo ha purificado ornitina descarbox‘ilasa
de nucleolo de Phisarum policephallum; el cual tiené una
subunidad con peso molecular de 70,000 D La enzima
nucleolar representa un pequenc porcentaje de la ornitina
descarboxilasa total en la = cédlula y tiene una actividad
mucho mds baja. Sin embargo, &sta- enzima .biene un interés
exitante, debido a que durante la mayor parte de los pasos
de la purificacidn, la enzima del nucleolo estd ‘intimamente

asociada  con una proteina  cinasa, que es poliamina
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dependiente y puede fosforilar e inactiva a la ornitina

descarboxilasa[7o].

4.4.4. Ornitina descarboxilasa en tejidos de mamiferos.

La ornitina descarboxilasa en tejidos de mamiferos ha
interesado a muchos laboratorios, debido a su tasa de
recambio extraordinariamente alta, y a su respuesta rapida a
estimulos hormonales y de otra indole. La ornitina
descarboxilasa ha sido purificada hasta homogeneidad de
algunas fuentes de mamiferos, después de que la enzima ha
sido inducida por estimulos tales como andrdgenos o por
tioacetamida. Aunqué estos estimulos aumentan la cantidad de
enzima tisular muchas veces, 1la ornitina descarboxilasa
representa solo una fraccidn muy pequeia de la proteina
tisular total, y se requiere de una exhaustiva purificacidn.
Por ejemplo; después del tratamiento con tiocacetamida, 1la
ornitina descarboxilasa representa solamente el 0.0003 % de
la proteina en el higado de la rata y se requiere aumentar
unas 350,000 veces 1la purificacidn para obtener -una
preparacidn homogénea. La enzima es particularmente activa
en rindn de ratdn, despuds de 1la estimulacidn por andrégenoé
pero solo representa el 0.01 % de 1la protéina célular.
Recientemente, un mutante de c&lulas de linfoma de ratdn con
una alta cantidad de ornitina descarboxilasa [15 % de la

proteina celular}, ha sido seleccionada 1después del
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tratamiento con difluormetilornitina, pero hasta ahora dsta

enzima no ha sido purificada(ZII.

Se han producide anticuerpos policlonales y
monocclonales contra ornitina descarboxilasa en mamiferos.

Estos anticuerpos se han usado:

a} Para wedir el recambio en la produccidn de la proteina
ornitina descarboxilasa "in vivo".
b) Para determinar la localizacidn celular de la enzima

por inmunofluoresencia.

o) Para obtener mRNA para ornitina descarboxilasa en

experimentos de clonacién.[47]

A pesar de que la ornitina descarboxilasa ha sido
descrita en el nlcleo de las células de mamifaros, la mayor
parte de la enzima se encuentra en el ‘citoplasma. Esta
conclusidn se basa en estudios de inmunofluorésencia, asi

como - de autoradiografia después del tratamiento de las

_cdlulas con difluormetilornitina radiactivo; un inhibidor

especifico irreversible  de la enzima. Sin embargo, estos
estudios . fueron hechos despuds de que ~la  enzima fué
inducidéx recientemente se ha descrito que cuando no hay
induceidn de las células, la ornitina descarboxilasa se

encuentra por igual en el ndcleo y en el citoplasma.tlo]
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4.4.5. Biosintesis de la putrescina en plantas.

Los primeros trabajos pareclan indicar que en plantas
la putrescina era derivada de arginina y que la ornitina
descarboxilasa no estaba presente en cantidades
significativas, Sin embargo, recientemente a ornitina
descarboxilasa ha sido encontrada en plantas con crecimiento
rdpido y ha sido purificada de las semillas de cebada en
germinacidn tanto de citoplasma como del nicleo en donde se
encuentra fuertemente ligada a la cromatina. A la 1luz de
estos estudios, estda en duda si la putrescina presente se

deriva primeramente de la ornitina o de la arginina[al.

La biosintesis de la putrescina ha sido “estudiada
detalladamente en Lathirus sativus y es muy diferente de 1la

via descrita en animales, levaduras y bacteriasgqg).

Involucra los siguientes pasos:

1,
Arginina descarboxilasa: Arginina ----9 . Agmatina + c0y.
. .
Agmatina iminohidrolasa: - Agmatina + Hy0
-------- 3 N-carbamoil putrescina

+ NH3
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3.~
Putrescina carbamoil transferasa: N-carbamoll putrescina

+ P12 putrescina + carbamoil Fosfato

q,-
Ornitina carbamoil transferasa: Carbamoilfosfato
+ ornjtina — citrulina
+ Pi

El primer paso se lleva a cabo por la arginina descarbo-
xilasa, una enzima que estd ampliamente distribuida en
plantas y ha sido purificada homogeneamente de Lathirus
sativus. Los pasos dos, tres y cuatro [ciclo de agmatina] se
verifican por una enzima multifuncional que  ha sido
purificada a homogeneidad. El papel intermediario de la
carbamoil putrescina en la formacidn de putrescina en
plantas ya habia sido descrito, pensandose que la putrescina
se formaba por hidrdlisis. Una carbamoil transferasa de
putrescina similar, ha sido purificada de . Streptococcus

faecalis[43]-
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4.4.6. S-adenosilmetionina descarboxilasa.

El aminopropil de espermina y espermidina es derivado
de adenosilmetionina descarboxilasa, el cual se formd por la
accion de ‘la adenosilmetionina descarboxilasa, Esta enzima
ha sido altamente purificada de Escherichia coli,
Ssacaromices cerevisiae, rindn de ratdn, higado de rata y de
carnero, misculo de rata, linfocitos de bovino y glandulas

mamarias de ratbn[zol.

Las enzimas de Escherichia coli, Sacaromices cerevisiae
y de higado tienen piruvato unido covalentemente, el cual se
requiere para su actividad, el fosfato de piridoxal no estd
comprometido, se encuentra una molécula de piruvoil por

subunidad de enzlmalzo].

La enzima de Escherichia coli, tiene un peso molecular
de ciento ocho mil D, (108,000 D,] con seis [6] subunidades.
La enzima de la levadura tiene un peso molecular de 88,000
D. con dos subunidades. Para las enzimas de higado se'han
descrito dos valores: uno de 68,000 D. con chatrb, y otro de

155,000 D, también con cuatro subunidadesll].

La presencia del piruvoil unido covalentemente se
requiere para la actividad de la enzima; 'y se deséribib
primero para histidina descarboxilasa de Lathirus sativus y

para reductasa prolina de Clostridium stricklandii. Se ha
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encontrado también en otras dos enzimas bacterianas
[Fosfatidil serina descarbhoxilasa y aspartico
descarboxilasa] pero en ninguna de las enzimas de eucariotes

excepto para adenosilmetionina descarboxilasa[4].

Los mecanismos de la formacidn de piruvoil en
adenosilmetionina descarboxilasa se desconocen. No se ha
descrito aln una proenzima de adenosilmetionina descarboxi-
lasa, aunque por la analogia con el trabajo de Snell y sus
colaboradores sobre el contenido de descarboxilasa de
histidina que contiene piruvoil de Lactobacillus caseii, tal
proenzima es de esperarse. En su trabajo el precursor fué
geparado por serindlisis de la unidn serina-serina para

producir una enzima activa con un grupo piruvoil Einal[sl.

El contenido de piruvato de la adenosilmetionina
descarboxilasa es inhibido por NaBH4 y NaCNBH3, este Qdltimo
inhibe solo en presencia de sustrato., Después ' de 1la
reduccidn del NaCNBH 3 ; la enzima contiene productos
enlazados covalentemente, indicando que una base de Schiff
se ha formado durante la reaccidn. La fa‘lta de reduccidn por
NaCNBH 3 en ausencia de un sustrato, indica que el grupo
piruvoil no es una base tipo Schiff Qnida a lisina,  al
contrario de las enzimas que contienen fosfato de piridoxal.
Estos resultados estdn de acuerdo con el efecto de NaBH4 Yy
NaCNBH 3 - sobre histiadina descarboxilasa de Lactobacillus

caseil descrito por Snell (5]
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Aunque tanto las enzimas de procariotes y eucariotes
son semejantes o similares en contener piruvato enlazado
covalentemente, difieren en el metal requerido. Las enzimas
de la Escherichia coli reguieren un catidn divalente tal
como el Mgz+ Yy na sbn estimulados por putrescina. Se
requiere un solo sitio de unidn para el metal por subunidad
de la enzima. En cambio, 1las enzimas de eucariotes son
evidentemente estimuladas por la putrescina y no requieren

de Mg2+ [1)-

En comin con las descarboxilasas dependientes de
fosfato de piridoxal la reaccidn de adenosilmetionina descar-
boxilasa procede con retencidn de la configuracion estérica

del sustratoyggj.

4.4.7. Espermidina Sintetasa [ putrescina aminopropiltrans-
ferasa ] y Espermina Sintetasa [ eapetmidina amino-

propiltransferasa }.

La espermidina sintetasa fud primerc purificada de
Escherichia coli y mostrd seguir la sintesis de espermidina
y metiltioadenosina a partir de putrescina. y

adenosilmetionina descarboxilada. La Escherichia coli no

‘ contiene espermina, ni tampoco estd presente  la espermina

sintetasa. Sin embargo, la espermidina - sintetasa puede

seguir la sintesis de espermina a partir de eébermidina y de
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3 aminopropil-l'S-diaminocadaverina de 1la cadaverina "in

vitro"[30].

A pesar de gque la espermidina sintetasa y la espermina
sintetasa no han sido purificadas de levaduras, las
evidencias gendticas indican que las dos enzimas estan
comprometidas en la sintesis de espermidina y espermina.
Ambas enzimas han sido separadas y purificadas a homogenei-
dad de fuentes de mamiferos. Se ha descrito una purificacion

parcial de espermidina sintetasa en plantas[-M].

4.5. INHIBIDORES DE LA BIOSINTESIS DE PROTEINAS.
4.5.1. Inhibidores de la ornitina descarboxilasa.
4.5.1.1. Difluormetilornitina.

Un desarrollo importante _en 1la investigacidn de
poliaminas ha sido 1la sintesis y 1la disporiii:ilidad del
difluormetilornitina, un - potente inhibidor de 1la ornitina
descarboxilasa, mediante un ' mecanismo conocido como
"guicida’, E1 difluormetilornitina actda especificamente

sobre ‘ornitina descarboxilasa y esencialmente no tiene

accidn sobre ninguna otra enzima. Consecuentemente se  ha

usado para inhibir la biosintesis de putrescina en diversas

células "in vitro" e "in vivo“, para estudios de los efectos
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de la deprivacidn de poliaminas sobre el crecimiento y
funcidn de varias células cuando no se dispone"dé"mutantes
deficientes de poliaminas. Después de la administracion de
difluormetilornitina, los niveles de putrescina vy
espermidina, pero no usualmente para la espermina, Dbajan
rapidamente, especialmente en células de divisidn rdpida hay
una dramdtica inhibicidn en el crecimiento y la divisiodn.
Estos efectos son evitables o reversibles con la adicidon de

putrescina[24] .

bebido a que el difluormetilornitina inhibe fuertemente
la divisidn celular, ha habido un interés considerable en el
uso tefapéutico potencial de este compuesto. Estudios en
animales mostraron efectividad sobre la inhibicidn del
crecimiento de tumores, sobre interrupcidn del embarazo y en
el tratamiento de infecciones por protozoarios. La tokicidad
"in vivo" del difluormetilornitina es muy baja, sin embargo,
se ha descrito trombocitopenias, leucopenia y anémia

reversible“g],
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4.5.1.2. Uso del difluormetilornitina en la quimioterdpia

del cancer.

En estudios clinicos, pacientes con varios tipos de
tumores han sido tratados con difluormetilornitina mis
metilglioxal bis [ guanil hidrazona ] un potente inhibidor
de la adenosilmetionina descarboxilasa, o con estos
compuestos en asosiacidn con otros agentes quimioterdpicos.
A pesar de lo prometedor de los estudios en células, en
animales y en cultivos celulares, el estado presente en
estos tratamientos para tumores humanos es, en general,
decepcionante. Aunque frecuentemente hay notable inhibicidn
inicial del crecimiento del tumor, generalmente no hay
mejoramiento en la esperanza de vida. Estos resultados
desafortunados pueden reflejar -el tiempo ~critico del
tratamiento en experimentos clinicos contra estudios en
animales. En experimentos con animales 1os agentes
terapduticos se administran usualmerte poco despuds de 1la
inoculacidn del tumor, mientras el tratamiento en humanos se

dd tardiamente en el curso de 1la enfermedad[g7]-

4.5.1.3. Tratamiento de infecciones parasitarias con difluor-

metilornitina.
El difluormetilornitina es . efectivo en el tratamiento
de  coccidiosis [Eimeria tenella) en pollos. En malaria‘ de

roedores = [Plasmodium berghei), no hay efecto sobre las
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formas eritrociticas pero hay una considerable proteccion
contra la infeccidon por esporozoitos. El difluormetilorniti-
na es muy efectivo en el tratamiento de infecciones agudas
de tripanosomiasis de roedores del Africa, y promete tener

aplicaciones clinicas en el ser humano[40].

4.5.1.4. Efectos del difluormetilornitina en el desarrollo

embrionario.

El difluormetilornitina es muy efectivo como abortivo
si se administra en el agua para beber del quinto a el
octavo dia de gestaciodn en ratones, o inyectado intraperito-
nealmente del cuarto al septimo dia de embarazo en ratas. El
difluormetilornitina ha mostrado bloquear también el
desarrollo embrionario de pollos en gastrulacidn, pero no
tiene efectos contra gestaciones en conejos. No se han

descrito estudios clinicos en humanos[72].

4.5.1.5. Marcado isotdpico easpecifico de ornitina descarboxi-

lasa con difluormetilornitina.

El marcado con difluormetilornitina ha mostrado ser
particularmente 0til en estudios enzimdticos debido a que se
une covalentemente en forma especifica a la ornitina

degcarboxilasa. Se ha usado para marcar a la .ornitina
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descarboxilasa aln en estractos crudos, para cuantificar la
cantidad de ornitina descarboxilasa presente, es decir, el
nimero de moles presentes activos. Sin embargo, es necesario
que la enzima esté activa, ya que el inhibidor es
dependiente de @&ste mecanismo. La enzima marcada puede
usarse como ayuda en la purificacidn o actuar como un

reactivo para radioinmunoanélisis[50].

La ornitina descarboxilasa se ha wrarcado "in vivo" y

para su localizacidn celular en el tibulo renal.

4.5.1.6. Resistencia a medicamentos.

El difluormetilornitina y el inhibidor reversible, 1la
-metilornitina, Than sido usados efectivamente para
seleccionar células mutantes de mamiferos resistentes a

medicamentos que sobreproducen ornitina descarboxilasa[ﬁll.

4.5.1.7, Otros inhibidores de la biosintesis de putrescina.

Se  han sintetizado otros inhibidores de ornitina
descarboxilasa 1nc1uyéndo el mdnofluormetilornitina,
monofluorputrescina y una variedad de derivados acetilénicos
y vinilicos de ornitina y putrescina,‘ el mds activo es el

J—metilacetilénico putrescina, el oK -metilornitina y elet -
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hidrazinoornitina los cuales se han usado en estudios

anteriores como inhibidores, pero con menos efectividad.

{11]

Aunque el difluormetilornitina inhibe 1la ornitina
descarboxilasa de una extensa variedad de células, no inhibe
la enzima derivada de Escherichia coli, ni 1la ornitina
dascarboxilasa de otras bacterias como Pseudomonas. Por el
contrario el monofluormetilornitina y el monofluormetil-
putrescina son efectivos contra la enzima de Escherichia

coli asi como de otras fuentes,

El difluormetilarginina ha sido sintetizado y es
efectivo para inhibir la arginina descarboxilasa de

bacterias.

4,5.2. Inhibidores de S-adenosilmetionina descarboxilasa.

El metilglioxal . bis{guanilhidrazona] [MGBG] -continud
siendo muy usado para la inhibicidn de la adenosilmetionina
descarboxilasa y concecuertemente de la biosintesis de 1la
espermidina,  tanto "in vivo" como "in vitro". Sin embargo,

existen algunas limitaciones en su utilidad, debido a que:

a) Es un inhibidor reversible.

b) No es absdlutamente especlifico y‘ademés inhibe algunas

otras enzimas como la diamino oxidasa, y
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c) Tiene toxicidad importante.

Una serie de andlogos han sido también sintetizados y
estudiados, uno de los cuales es un inhibidor irreversible
[(1,1'[metiletanediylidina)dinitrilo)-bis{3-aminoguanidina)].
El Ultimo compuesto, sin embargc, no mostrd una potencia
inhibidora mayor “in vivo” que el MGBG y a menudo la

inhibicidn es irreversible[ 23]*

El MGBG se ha usado para la terdpia de neopldsias, pero
su uso clinico es 1limitado debido a su toixicidad.
Recientemente el diflucrmetilorpitina se ha usado para
potenciar el efecto del MGBG. Los bajos niveles
intracelulares de poliaminas que resultan del tratamiento
con difluormetilornitina aumentan grandemente la
incorporacidn del MGBG; tanto el MGBG y 1l1as poliaminas usan
el mismo sistema de incorporacidn, el cual es inducido por

los niveles bajos de poliaminas[—,g]. 4

La adenosilmetionina descarboxilada - es un poterte
inhibidor de la adencsilmetionina descarboxilasa. Algunos
compuestos sintéticos que tienen una estructura similar a la

adenosilmetionina o a la adenosilmetionina descarboxilada,

son también inhibidores, ‘pero 1los efectos - son menos

importantes.
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4.5.3. Inhibidores de la espermidina sintetasa y espermina

sintetasa.

La ciclohexilamina, diciclohexilamina y un andlogc de
transicidn, S-adenosil-~1'8-diamino-3-tiococtano, son fuertes
inhibidores de 1la espermidina sintetasa de mamiferos; sin
embargo, estos compuestos tienen vpocc efecto sokbre la
espermina sintetasa. No se han descrito inhibidores
especifices para espermina sintetasa, sin emtargo, la 5'~
metiltioadenosina, 5'-metiltiotubercidina, y el dcido
aur}ntricarhoxilico, inbiben tanto a la espermidina
sintetasa como a 1la espermina sintetasa. Las aminopropil-
trarsferasas bacterianas son inhibidas pcr S-adenosil-~1'8-
diamino-3-tiocctano y por diciclohexilamina. La espermidina
sintetasa también exhibe alguna inhibicidn del sustrato por
S-adenosilmetionina descarboxilada, lo ctal complica los

ectudios cindticos de ésta enzima[asj.
4.6. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE PROTEINAS.
4.6.1. Recambio rdpido de ornitina descarboxilasa.

La caracteristica mds notable de la ornitina descarboxi-
lasa es su recambio rdpido en tejidos de mamiferos y sus
cambios rdpidos que ocurren en sus niveles después de  su

exposicidn a una variedad de efectores positivos y negativos
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"in vivo".

La tasa de recambio de la ornitina descarboxilasa en
mamiferos es muchoe mds rdpida que el de cualquier otra
enzima en mamiferos; la vida media es de diez a treinta
minutos. Aunque la mayor parte de datos se obtuvieron
midiendo 1la actividad enzimitica después de inhibir 1a
sintesis protéica con ciclohexamida, experimentos recientes
han mostrado que hay un recambio comparable en la cantidad
de proteina-enzima. En estos experimentos la pérdida de 1la
proteina-enzima se midid por la pérdida de material
inmunorreactivo y por desaparicidn de la proteina que habla
sido marcada con difluormetilornitina radiocactivo., Ya que
los datos son consistentes con una degradacidn proteolitica
de ornitina descarboxilasa, es interesante que las proteinas
con puntos isoeléctricos acidicos se degradan mig
rdpidamente “in vivo"; 1la ornitina descarboxilasa tiene el
punto isoeléctrico aclidico mds alto de las proteinas

estudiadas asi como el mas corto tiempo de vida |nedia[26].

Un gran nimero de estimulos causa una elevacidn rdpida

de diez a doscientas veces el nivel de ornitina descarboxi-

lasa; tanto "in vivo" como en cultivos de células de

mamiferos, Algunos de los estimulos mds efectivos son .

hepatectomia, hormonas como la de crecimiento, corticosteroi-

des y testosterona, factores de crecimiento como el factor

de crecimiento epidérmico, cambios en el contenido idnico
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del medio, activacidn de linfocitos, transformacidn de
células cultivadas, adicidn de suero fresco para mantener a
las células latentes y el tratamiento con promotores

tumorales como los ésteres forbc‘)licos[73].

Un ejemplo de los efectos observados lo constituye el
estudio sobre el aumento de los niveles de ornitina
descarboxilasa en higado de ratdn despues de la
administracidn de testosterona. La cantidad de ornitina
descarboxilasa aumentan unas horas después de la inyeccidn
de testosterona; despuds de cinco dias de tratamiento el
incremento en la actividad de la enzima es de 600 veces mis
en la corteza renal. El efecto no se notd con ratones que
presentaron el sindrome de feminizacidn testicular, es
decir, el efecto no se observa si no hay receptores
funcionales de andrdgenos. Estos efectos concuerdan con el
hallazgo de que en rinones de ratones machos no tratados,
tienen niveles ‘doce veces mds altos a los niveles = de
ornitina descarboxilasa que las hembras no tratadas. Es
importante hacer notar que este no es el Unico efecto de la
testosterona sobre el riﬁén;vlos andrdgenos también  causan
hipertrdfia renal, aumento en la sintesis de protelnaél
aumento en la actividad de 1la B - glucuronidasa, alcohol
deshidrogenasa y algunas otras enzimas; estos cambios, sin
embargo, son menos rdpidos que aquellos que se notan coh la

v ornitina descarboxilasa[ZII.
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El aumento en la actividad de la ornitina descarboxila-
sa en respuesta al tratamiento con andrdgenos, asi como la
elevacidn que se nota despuds de otros estimulos, es el
resultado de un aumento de 1la proteina-enzima mds que una
modificacidn post-transcripcional, activacidn, o inhibicidn
de la enzima; los cambios en la proteina ornitina
descarboxilasa en estos experimentos fueron medidos por
métodos inmunoguimicos y marcado con difluormetilornitina
radfactiva. El nivel en 1la cantidad de ornitina
descarboxilasa es el resultado de un aumento en la
estabilidad de la enzima; es decir, la vida media aumenta de
cuatro a diez veces y de una mayor sintesis de la enzima en
el mRNA para la ornitina descarboxilasa después del

tratamiento con andrégenostd.}].

El rdpido recambio de la ornitina descarboxilasa puede
tener una razdn fisioldgica 1importante por su respuesta
rapida a wuna variedad de estimulos. Berlin vy Schmike
claramente indicaron que si hay un aumento general en la
sintesis protéica, el nivel de una enzima en particular
aumenta mucho mds rdpidamente que si la enzima tiene una
tasa de recambio rdpido., Es obvio que una enzima con una
velocidad muy rdpida de sintesis y una tasa de degradacidn
alta, es decir, un alto recambio, responderd rapidamente a
la inhibicidn de la degradacidn probéica> 0 a la estimulacidn
de la sintesis de proteinas. Por lo que no es sorprendente

que una amplia variedad de estimulos cause un rdapido aumento
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en los niveles de ornitina descarboxilasa. Hasta ahora no
hay una razdn para establecer definitivamente que 1los
efectos observados representan un efecto especifico sobre la
ornitina descarboxilasa; 1o mids probable es que los cambios
en la ornitina descarboxilasa reflejen mds dramdticamente
los efectos de 1los estimulos de crecimiento sobre 1la

biosintesis de proteinas en general{q3]-

Al contrario de la enzima de los tejidos de mamiferos,
la ornitina descarboxilasa en la levadura tiene una vida
media mds larga y no hay evidencias para un recambio de 1la
enzima en el crecimiento logaritmico de la Escherichia coli.
El mecanismo de control de estas enzimas no ha sido
estudiado en detalle, pero se ha descrito en bacterias un
posible papel del AMP ciclico y nucledtidos de guanina como
GTP y ppGpp, y antienzimas sobre la regulacidén de ornitina

descarboxilasa[3].

4._6.2. Contrel de la ornitina descarboxilasa por antienzimas.

Un huevo tipo de - control negativo de la -ornitina
descarboxilasa puede ser dado por un‘a,o mds. proteinas
inhibidoras, que son inducidas por la administracidn de 1'3-
diaminopropano, putrescina, espermina, espermidina o por 1la
adicidn de ellos a células de cultivo bacterianos. = Estas

proteinas han sido llamadas antienzimas de la ornitina
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descarboxilasa. Las antienéimas tienen una alta afinidad por
la enzima e inhiben a la enzima por una unidn no covalente.
Esta interaccidn proteina-proteina es reversible por altas
cantidades de sales, y la enzima activa puede ser recuperada

por tratamientos con elevadas cantidades de sales.

Aunque este tipo de control por interaccidon proteina-
proteina no es comdn en otros sistemas bioquimicos, existe
informacidn para tal inhibicidn como la interaccidn de
tripsina y el inhibidor de tripsina de soya, Yy de 1la
interaccidn de subunidades cataliticas regulatorias. Las
antienzimas han sido descritas de varias fuentes incluyendo
Escherichia céli, cultivos de células de mamiferos y varios
tejidos animales despuds de la administracion de aminas "in

ViVO"[J].

Dos pequenas proteinas bdsicas y una proteina acidica
con actividad de antienzima, han slido purificadas hasta
homogeneidad de Escherichia coli. Se ha descrito una
purificacidn parcial de antienzima de higado de rata. Por
otro lado, una “proteina activadora" o "anti-enzima" ha sido
purificada de Escherichia coli y de higado de rata. Esta
"anti-enzima" es capaz de aumentar la actividad de la
ornitina descarboxilasa “in vitro" en una mezcla que
contenga ornitina descarboxilasa y antienzima. La “anti-
. enzima" ~produce alteraciones no conocidas en 1la ornitina

descarboxilasa, pero debido a su alta afinidad por 1la
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antienzima puede liberar a la ornitina descarboxilasa activa
de su forma compleja inactiva. En algunos estractos, la
cantidad de ornitina descarboxilasa activa depende no solo
de la cantidad de la enzima, sino de 1la cantidad de
antienzima, la cual inhibe a la enzima y de 1la cantidad de
la "anti-antienzima", la cual se une a la antienzima

liberando a la ornitina descarboxilasa activa[73'3].

El papel "in vivo" de estas interacciones es incierto.
Por ejemplo, la remocidn de la inhibicidn de la antienzima
no explica el aumento en la actividad de 1la ornitina
descarboxilasa después del tratamiento con andrdgenos, ya
que hay un aumento en la cantidad de proteina-enzima medida

inmunoldgicamente.

4.6.3. control de la ornitina descarboxilasa pcr modificacidn

post-traduccidn.

4.6.3.1. Pérdida de la actividad después de crecimiento en

aminas.

En experimentos con . Sacaromices vcerevisiae, la
actividad ‘de ' la. ornitina descarboxilasa se pierde casi:
completamente‘ después de cuatro horés de crecimiento en ‘un
medio que contiene -espermina 'y espermidina. La proteina-

enzima sin embargo, no disminuye cuando se prueba por inmuno-
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precipitacidn y su peso moiecular no cambia. Esto indica que
alguna modificacidn post-traduccidn aln no conocida ocurre,
lo cual evita la actividad enzimidtica sin ninguna
degradacidn de la proteina. No existe evidencia para una
antienzima o para una unidn covalente de aminas a la

proteina—enzima[48],

En  Phisarum policephalum una modificacidn post-
traduccidn parece ser importante en la disminucidn de 1la
actividad de la ornitina descarboxilasa, observada después
de un crecimiento medio que contiene aminas. La forma A de
la ornitina descarboxilasa, la cual tiene un Km bajo para el
fosfato de piridoxal, es convertida a la forma B con un Km
alto, por una proteina modificadora que es inducida por

crecimiento de los organismos en presencia de aminas[73].

4.6.3.2. Baja de la actividad por fosforilacidn "in vitro".

Una proteina-cinasa [21,000D.] copurifica con ornitina
descarboxilasa de Phisarum nucleoli .[71,000 D.}. Esta
proteina-cinasa muestra una fosforilacidn  especifica
dependiente de poliamina para 1la ornigina descarbo#llasa.
Aunque 'se han hecho especulacfones interesantes sobre la
importancia fisioldgica de la fosforilacidn de la ornitina

descarboxilasa. Este papel "in vivo" es incierto(31].
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4.6.3.3. pdrdida de la acividad por transamidacion "in

vitro©.

otra modificacidn post-traduccidon que puede inactivar a
la ornitina descarboxilasa, es la accidn de la transglutami-
nasa para formar una unidn covalente entre las aminas y la
ornitina descarboxilasa. Aunque esta reaccion ha sido
descrita "in vitro" para la ornitina descarboxilasa de
higado de carnero, su importancia "in vivo" se desconoce.
Algunas correlaciones se han hecho entre los cambios en los
niveles de transglutaminasa y los cambjos en la ornitina
descarboxilasa “"in vivo", pero una directa interaccidn no se
ha demostrado "in vivo". La ausencia de incorporacidn de
aminas durante la inactivacidn de la ornitina descarboxilasa
en Sacaromices cerevisiae o Phisarum policephalum después de
crecimiento en cultivos con suplementos de poliaminas,
mostrd que la transamidacidn no explica la pérdida observada

de la ornitina descarboxilasa en estos experimentos(ggj.

4.6.4. Amplificacidn génica.

Como se discutid anteriormente,‘una 1inea celular de
linfoma mutante se selecciond debido a su marcada sobrepro-
duccidn de ornitina° descarboxilasa. La célula mutante es
tetrapldide y dos de sus cuatro crc;mosomas XIV contienen

grandes regiones que se tinen homogéneamente, un hallazgo
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que evidencia la presencia de regiones de amplificacidn
génica. En acuerdo con estas observaciones hay un aumento en

la cantidad de mRNA correspodiente(zz].

4.6.5. Regulacidn de adenosilmetionina descarboxilasa.

La actividad de la adenosilmetionina descarboxilasa en
mamiferos aumenta por muchos de los estimulos que causan un
aumento en la ornitina descarboxilasa, pero las respuestas
no son tan grandes o rapidas. La adenosilmetionina
descarboxilasa tiene una vida media corta cuando se ensaya
ya sea por pérdida de 1la actividad o como proteina
inmunoreactiva [cerca de una hora en tejidos de mamiferos vy
no tan corta como la ornitina descarboxilasal. Los niveles
de la adenosilmetionina descarboxilasa en mamiferos aumenta
notablemente después de la administracidn de metilglioxal
bis{guanilhidrazonal}, ya sea en. animales o en cultivos
celulares. En presencia de este inhibidor la vida media de
1a enzima = se aumenta parcialmente, por Baja en su

degradacion[73].

Los niveles de adenosilmetionina descarboxilasa

disminuyen si se anade espermidina al medio de cultive, y

aumentan sl los niveles de espermidina son disminuidos, tal

como sucede despuds de la adicidn de metilglioxial bis

[guanilhidrazonal o difluormetilornitina. El mecanismo de
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este control por espermidina no es claro, algunos autores
sugieren un control transcripcional, y otros un control post-

traduccidn.

La adenosilmetionina descarboxilasa en mamiferos es
notablemente activada por 1la putrescina y es inhibida por
adenosilmetionina descarboxilasa. Se ha mostrado que 1la
adenosilmetionina descarboxilasa se acumula en c@lulas, si

la biosintesis de la putrescina se inhibe{zz].

4.6.6. Papel de la arginasa.

En  la mayoria de los tejidos eucariotes, excepto
plantas la putrescina se pudo formar unicamente de ornitina;
por lo tanto, el control en 1a formacidn de ornitina es mds
importante en la regulacién de los niveles de putrescina. En
células de mamiferos, por ejemplo, la ornitina solamente

puede ser farmada por 1a acclidn de 1la arginasa sobre

arginina exbgena. La importancia de la arginasa se demostrd

claramente por requerimientos de poliaminag en mutantes de
células de ovario de hamsters chinos, 'y de ~Ne§rospora
crassa, en la cual el defecto no estd en la ornitina

descarboxilasa sino en arginasa.

Algunos de los efectos del suero en cultivos celulares

para estimulacidn de crecimiento, pueden ser dados o debidos
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al contenido de arginina y arginasa. No obstante, un estudio
de una variedad de 1lineas celulares no mostraron una
correlacidn directa entre 1los niveles de arginasa y 1a

habilidad a crecer en un medio libre de suero.

Algunos trabajos han indicado, la importancia potencial
de la arginasa en la regulacidn de la cantidad disponible de
ornitina descarboxilasa para la biosintesis de putrescina,
comp se ha ido demostrando en cultives de células
epiteliales de mamiferos: el mismo estimulo que aumenta los

niveles de ornitina descarboxilasa, aumenta los niveles de

arginasa[M] .

4.7. MUTANTES EN LA VIA BIOSINTETICA.

Un logro importante en el Area de las poliaminas ha
sido la seleccidn de mutantes en células, tanto en
procariotes como en eucariotes, ya sea por sus defectos de
enzimas en los pasos biosintét@cos 0 por so_breproduccién de
estas enzimas. Los mutantes que no plerden las  enzimas
biosintdticas . son de gran valor para el estudio de los
efectos bioqulmicos vy fisioldgicos de . deprivacidn
intracelular de poliaminas.. Los mutantes que sobreproducen
dichas enzimas,  facilitan las . investigaclones sobre 1la

estructura de las proteinas y su regulacion fisioldgica.
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4.7.1. Escherichia coli,

Las mutaciones de punto se encontraron primero en los
genes de la ornitina descarboxilasa [spe ], arginina
descarboxilasa [spe A], agmatina ureohirolasa [spe B],
adenosilmetionina descarboxilasa [spe D). Posteriormente las

mutaciones por delecidn se obtuvieron en estos genes.

El mapeo génico en Escherichia coli para estos genes es
como sigue: 63.4 [spe C], 62.8 [spe A), 62.7 [spe B] y 2.7
min para (spe D) sobre el mapa genético de Escherichia coli

(17,89].

El gen para adenosilmetionina transferasa [met K], esta
entre los mapas spe B y spe C. Mutaciones de punto también
se han obtenido en el gen que codifica para  1lisina
descarboxilasa [cad A a 92 min); y en el gen que regula esta
enzima [cad R a 46 min). Esta Qitima mutacidn puede ser la
misma que Lys P [ resistencia de Liosinal. No se han
descrito mutaciones en el gen que codifica vpéra puirescina
aminopropil transferasa, su posicién. en- el mapa - se

dESCOHOCE[ 84 ] .

Las cepas que contienen cinco mutaciones [spe A, spe. B, -

spe C, cad A) no tienen aminas cuando crecen en. un medio
minimo, pero pueden crecer indefinidamente a un tercio de su

tasa de crecimiento cuando al .medio  se - le agregan
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poliaminas. Las cepas deficientes en la biosintesis de
poliaminas han sido wutilizadas para estudios sobre los
efectos fisioldgicos de deprivacidn de poliaminas "in vivo".
[84]

Algunos mutantes con un requerimiento absoluto de
poliaminas para el crecimiento, se ha c¢btenido para trans-
duccidn de ciertos alelos rps 1 [str A] en cepas portadoras
de las mutaciones antes senaladas. Uno de estos mutantes
mostrd un absoluto requerimiento de poliaminas, solo si 1la
temperatura para crecimiento se elevd a 42°%¢ [ es decir, un
requerimiento de poliaminas dependiente de la temperatural.
Debido a que la mutacidn rps 1 estd en la proteina ribosomal
125, los cambios ‘en la estructura ribosomal o conformacional
son . los supuestos responsables para el desarrollo de un

requerimiento absoluto de poliaminas[eal,

Después de un largo periodo de deprivacidn de
poliaminas unos cuantos mutantes supresores fueron
seleccionados, los cuales pueden = crecer lentamente en

ausencia de aminas.
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4.7.2. Sacaromices serevisiae.
4.7.2.1. Mutaciones de la ornitina descarboxilasa.

Se han obtenido de Sacaromices cerevisiae para cada uno

de los pasos en la biosintesis de poliaminas.

Debido a gque Sacaromices cerevisiae solo produce
putrescina a partir de ornitina [es decir, no tiene arginina
descarboxilasa), las cepas que no tienen ornitina descarboxi-
lasa, no pueden sintetizar putrescina y concecuentemente no
producen espermidina o espermina. Sin la adicidn de
poliaminas, dos de estas cepas no mostraron crecimiento Yy

otras mostraron un crecimiento marcadamente 1ento[74]-

Los diez mutantes aislados en el laboratorio de Tabor,
parecen estar en el mismo gen [ spe 10 ], y los mutantes son

recesivos; la localizacidn cromosdmica no se conoce.
4.7.2.2. Mutaciones de 1a adenosilmetionina descarboxilasa.
Se han aislado cepas = con mutaciones en el gen que

codifica para adenosilmetionina ‘descarbo'xi].asa [ spe 2 ].

Debido a que ‘estos mutantes son incapaces de producir

adenosilmetionina descarboxilasa, - carecen de espermina y

espermidina; los mutantes de ~ spe ‘2. tienen . cantidades
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aumentadas de ornitina descarboxilasa y putrescina. Las
mutaciones spe 2 son recesivas y el mapa estd cercano al

locus de arg 1 en el cromosoma XV[36].

4.7.2.3. Mutaciones de putrescina, amincpropiltransferasa y

egpermidina aminopropiltransferasa.

Se ha encontrado que los mutantes tienen la necesidad
de putrescina aminopropiltransferasa [spe 3] y espermidina
aminopropiltransferasa spe 4 (el gen estructural]l y spe 40
(un gen regulador]; los mutantes spe 4 y spe 40 se aislaron
en subcultivos de cultivos de una cepa spe 10
desnaturalizada mediante la incubacidn prolongada en medio
libre de amina. Los mutantes spe 10 y spe 40 crecleron a una
tasa casi de tipo silvestre y tuvieron niveles casi normales

de ornitina descarboxilasa y putrescina[74].

Los mutantes spe 10 y spe 4 tienen poca ornitina

descarboxilasa o putrescina detectable pero han recobrado la

habilidad de crecer a un sexto de la tasa de tipo sllvestre.

Aunque -la localizacidn cromosdmica exacta se desconoce,
ell mapa de las mutaciones de spe. 40, o es el mismo, o estd
muy cercano a spe 10. El gen estructural "spe 4 no estd
ligado a spe 40 [requlador) y su posicidn cromosdmica no se

conoce. El spe 40 es una mutacidn dominante, el spe 4 es
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recesiva. La habilidad de los mutantes spe 4 y spe 40 para
para desviar las mutaciones spe 10, indican un complicado,
pero aln desconocido sistema de regulacidn para la ornitina

descarboxilasa en 1evaduras[74].

Se han descrito mutantes de Sacaromices cerevisiae que
sobreproducen ornitina descarboxilasa, al parecer por
derrepresidn, pero estas cepas no han sido estudiadas en

detalle[74].

4.7.3. Neurospora crassa y Aspergillus nidulans.

Se han descrito mutantes dgque <carecen de ‘grnitina
descarboxilasa en Neurospora crassa. Estas cepas carecen de
putrescina, y no crecen a menos que se les anada putrescina,
espermina 'y espermidina. La deficiencia. de putrescina
también ocurre en un mutante que no puede sintetizar
ornitina, por ejemplo un mutante de arginaéa en el cual la
biosintesis de 1la ornitina .esta reprimida- por arginina

agregada[qzl.
Los mutantes que requieren putrescina han - sido

obtenidos en Aspergillus nidulans, . pero los defectos

enzimdticos no han sido estudiados.
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4.7.4. Otros microorganismos.

En trabajos recientes, se ha visto que la putrescina
estimula el crecimiento de algunos microorganismos,
incluyendo el Lactobacillis caseii, Pasteurella tularensis,
Neisseria perflava y Haemophilus parainfluenzae. Sin embargo
no se conoce en la mayoria de los casos, sl los efectos son
dados para reemplazar la deficiencia de poliaminas como
resultado de mutaciones en la via biosintética, o a una

inestabilidad de membranas por poliaminas[n}.

4.7.5. Células de mamiferos.

Por una técnica “suicida" con [3H] ornitina, se han
obtenido mutantes en cultivo de células de ovario de
Hamsters chinos que carecen de ornitina descarboxilasa, 'y es
por ello que la putrescina no es sintetizada, éstas células
no pueden crecer a menos que se anada putrescina al medio

[81].

Se han descrito mutantes de c&lulas de mamiferos que
requieren de - putrescina para crecer, pero no tienen un
defecto en ornitina descarboxilasa. Estas células carecen ‘de
arginasa, debido a que ia ornitina  solo puede ser
sintetizada en @&stas células unicamente por arginina, las

células desarrollan una deficiencia de aminas 'y no pueden
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crecer a menos que el medio contenga ornitina exdgena. Se
han obtenido mutantes que sobreproducen ornitina descarboxi-
lasa despuds de crecer en presencia de inhibidores de 1a
ornitina descarboxilasa como A -metilornitina o la
difluormetilornitina. En una de estas cepas la ornitina

descarboxilasa representa el 15% de la proteina total[m]-

4.7.6. Clonacidn de genes de la via biogintdtica.

Los genes de Escherichia coli para spe A, spe B, spe C,
spe D, y cad A, han sido clonados en pldsmidos; las células
transformadas con esos pldsmidos sobreproducen las enzimas
respectivas. Sé han descrito genes de mamiferos clonados

para ornitina descarboxilasa en 'plésmidqs de Escherichia

COIi[6;47]"
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4.8, FUNCIONES DE LAS POLIAMINAS.
4.8.1. Requerimientos en crecimientao y desarrollo.

Las poliaminas se requieren para el crecimiento dptimo
celular, para la mayoria de las ciélulas este requerimiento
es absoluto. Otros eatudios [principaimente con cglulas de
mamiferos) han mostrado que las células de crecimiento
rapido tienen niveles mads altos de ornitina descarboxilasa vy
poliaminas que las células de crecimiento lento y latentes.

Cuando las células son estimuladas, los niveles de ornitina
descarboxilasa y poliaminas, generalmente se elevan antes de

que aumente el contenido de DNA, RNA y/o proteinas{21 30,63,
1

59,88,35].

Sin embargo, aunque resulta evidente que las poliaminas
se requieren para un crecimiento dptimo, es muy dificil
evaluar cuales sistemas bloquimicos especificds son
directamente = afectados por la presencia o ausencia de

pollaminas{lﬁl.

Ademds, debido a que muchos procesos se' afectan por
estimulacidn o inhibicidn del crecimiento; una relacidn
© causal directa entre poliaminas y algunos otros  sistemas
bioquimicos especificos es dificil de evaluar., Por ejemplo,
1a inhibicidn de crecimiento celular [por cualquier otra

razdn), necesariamente da como resultado una disminucidn en
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el DNA, RNA, y en la sintesis de proteinas, pudiendo existir
muchos pasos entre el efecto primario de las poliaminas y 1la
sintesis de estas macromoléculas, Los experimentos sobre los
efectos de la deprivacidn de poliaminas son particularmente
dificiles de interpretar, debido a que la deprivacidn de
poliaminas no ocurre rapidamente, es decir, mientras que el
"pool" androgeno se agota, muchos cambios pueden ocurrir,
Objeciones similares se aplican a experimentos disenados
para ensayar los postulados de gue el crecimiento astimulado
directamente, induce un aumento en la ornitina descarboxi-
lasa y que este aumento sea directamente responsable de 1la
iniciacidon de la sintesis de DNA, RNA y crecimiento,

probablemente via un incremento en poliaminas{n].

Por otra parte, se . sabe que en Ffibroblastos las
poiiaminas actldan como réguladores de 1la tfaduccién del mRNA
que codifica para S-adenosilmetionina descarboxilasa. Esta
traduccidn estd controlada por sefiales mitogénicas - en
tinfocitos T ‘indicandose que este control lo ejecutan las
poliaminas durant;e la etapa de iniciacidn de ese proceso

(88].

También se reporta que la espermidina y espermina en
concentraciones submilimolares estimulan A la  tasa de
incorporacion - de aminodcidos ' a proteinas en células de

diversos sistemas[ 28"
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siendo marcados estos efectos en la iniciacidn vy
elongacidn de la sintesis de globinas. Un exceso de las
poliaminas referente a una disminucidn de incorporacidn de
aminodcidos durante la sintesis de protelnas, con la
caracteristica de no ser uniformes los efectos, por lo que
se reportan efectos diversos durante 1la sintesis de

proteinas de las poliaminas[zw.

El EF-3 es un factor de elongacidn de translacion
especifico en levaduras y honges; la regién carboxitermal
del mismo es la responsable de la interaccidn con ribosomas;
inhibidores de esta interaccidn son polliaminodcidos

acldicos, poly-L-ASP y poly—L—GLU[%].

También se ha detectado que una poliamina poco
frecuente [cuaternaria) TETRAKIS [3-amino propil amonio]

inhibe la sintesis de fenilalanll-tRNA[aﬂ-

Existen mayores complicaciones ~al tratar de explicar
los experimentos en -relacidn a la importancia de las
poliaminas en la diferenciacidn. Las poliavminas estan
claramente comprometidasy en algunos sistemas .en forma
similar al efecto de las hormonas sobre ‘la producciodn dg

caseina y lactoalblmina, en trasplantés de tejido mamario,

pero - en otros sistemas los efectos de las poliaminas en

diferenciacidn parece ser  secundaria a sus efectos sobre

proliferacién[sglﬁn, ‘
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Varios estudios han postulado un papel directo del AMP-
ciclico en los efectos de '1nhibicit‘3n del crecimiento por
deprivacidn de poliaminas, o un papel intermedio de las
poliaminas en la accidn del AMP-ciclico. Sin embargo, se
tienen evidencias en contra del papel del AMP-ciclico en
cultivos de células de linfoma de ratén[‘3],

Sin embargo, se sabe recientemente que el AMP-ciclico
como mensajero secundario intracelular [el cual se produce
como respuesta a la interaccidn de wuna molécula mensajero
sobre un recepto protéico}, puede actuar al igual que el

ca*?

+ IP 3y DG. Y que estos compuestos activan fosfocinasas
como: AMPc-cinasa, protein-cinasa C y protein-cinasa I1 [CAM-
cinasa II]. La actividad de estas enzimas es afectada por

poliaminas, fundamentalmente inhibiendose.

Por otra parte, otras enzimas del grupo de las cinasas
que no son activadas por los nucledtidos ciclicos o cat?

son estimuladas por poliaminas[lﬁ].

Un sistema particularmente interesante es la estimula-
cidon de 1la difgrenciacibn por diaminas ‘diacetiladas [espe-~
cialmente diacetilamino hexano], pero no hay informacidn
sobre el mecanismo de esta reaccidn, o de su relacidn, o si

es una funcidn normal de las poliaminas.
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4,8.2. Interaccidon de las poliaminas con DNA.

4.8.2.1, Estudios "in vivo" sobre la interaccidn de

poliaminas y DNA.

Los niveles de ornitina descarboxilasa y de aminas han
sido medidos en diferentes fases del c¢iclo celular en
células sincronizadas. Los niveles son mds altos en el final
de la fase G, se sugiere que estos cambios sean necesarios
para la preparacidn de la célula en su sintesis de DNA. En
otros estudios con células de mamiferos, las poliaminas han

mostrado afectar el inicio de la sintesis de DNA[35'78]-

En estudios con mutantes de Escherichia coli deficiente
en poliaminas, las poliaminas han mostrado afectar la
velocidad del proceso de duplicacidén del DNA mds que 1la
iniciacidn de la sintesis de este. Estos resultados
indicarian un efecto independiente de 1la tasa baja de
crecimiento, ya que los cambios en 1la veloéidad de este
usualmente afectan la iniciacidn de la traduccidn mds que el

proceso de la dUplicaciéntsg 62,88]"
’ ’
En células de cancer mamario, se ‘ha encontrado un

incremento en la biosintesis de poliaminas, asi como una

resistencia a la terdpia con firmacos que las 1nhiben[59].
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Otros estudios "in viveo" se refieren a la presencia de
poliaminas en el DNA de bacteridfagos y wvirus. Tanto el
bacteridfago T y el virus herpes contienen pollaminas en una
forma no intercambiable en el virus maduro. Ademds, es
importante que los wutantes de Escherichia coli que no
pueden sintetizar poliaminas, produzcan cantidades normales
del fago; estos fagos no contienern aminas, indicando que es
posible que algin otro catidn es capaz de sustituir a las
poliaminas. Por otro lado, el bacteridfago no puede ser
formado en mutantes que requieren poliaminas, ya sea después
de la induccidn Lisogénica o despuds de la infeccidn. La
razdn para este defecto en la produccidn de , y en ausencia
de poliaminas no es clara, el defecto no resulta de un
requerimiento de aminas para integracidn o escieidn, aungue
estudios “in vitro* han mostrade una estimuiaciim de estas

reacciones por las aminas[zl.

La duda sobrie si las poliaminas estdn localizadas en el
ndcleo  "in vivo", permanece. Esta cuestidn es dificil de
ccntestar debmo a que  después de la lisis, ocurre una
rédistrib_uqién de  las poliaminas en 1a§ células, y la

distribucidn observada, no - necesariamente refleja Cla

distribucidr "in vivo". Algunos intentos se han hecho para'

averiguar tal distribucidn- mediante ' procedimientos de
aislamiento rapido. Sin embargo, con estos pfocedimiéntos es
muy  difieil seguir la redistribucidr - de lés poliaminas
durante el aislamiento de las componentes celulares,. no se

$
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puede asegurar la localizacidn intracelular de las

poliaminas[s—,].

Se encontrd un enlace covalente de la putrescina al DNA
en el bacteridfago ¢w-14 de Pseudomona. En este fago una
pirimidina hipermodificadora, «f-putrescinil timina, estd
unida covalentemente al hidroximetil vracilo, -a nivel de

polinucledtido.

4.8.2.2. Estudios "in vitro" sobre la interaccidn de

poliaminas y DNA.

Se demostrd la interaccidn de poliaminas y DNA, por la
habilidad de la espermina y espermidina para precipitar DNA,
ya que protegen al DNA de la desnaturalizacidn por calor o
por agitacidn, asl mismo por estudios de difraccidn de rayos
X en complejos. poliamina-DNA. Los efectos estabilizado;es
fueron atribuidos a 1a neutralizacidn de ‘las  cargas
negativas sobre los grupos fosf#to, con el consiguiente
aumento en la baja de varias. K fuerzas de atracci:Bn_. Se
sugiere que, "in vivo", en preéencia de poliaminas, "el DNA
no puede estar en solucidn, sino debe estar en algin tipo de
complejos precipitados. Estos estudios han sido ambliados Y

cuantificados y mostraron ser consistentes con las teorias

de contracorriente idnica de Manning. La condensacidn ocurre

mds bien repentinarﬁenbe cuando casi el 90% de las cargas
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negativas han sido neutralizadas. Apoyando el concepto de
que las aminas actdan por un efecto de cortracorriente
idnica, mds que por cualquier especificidad directa de la
cadena carbdn-nitrdgeno, se desprende del hallazgo de un
efecto similar con cationes trivalentes inorgdnicos como el
co+3 [NH4}g ¥ que no estdn estructuralmente relaciorados con

espermidina o espermina[gz] .

Se ha sugerido que en soluciones diluidas de DNA, las
poliaminas interactdan con moléculas individuales de DNA mis
gue por dos puentes o con mds moleéculas. Estudios recientes
han definido y confirmado esta sugerencia, usando técnicas
ccmo dicroisme lineal y dispersidén de 1luz. Cuando las
soluciones diluidas de DNA se tratan con espermina o
espermidina bajo condiciones controladas de fuerza lidnica,
ocurre una condensacién coordinada, resultado de 1la
compactacidon de moléculas individuales de DNA, mds que por

una agregacldn gruesa. En el microscdplo  electrdnico se

observan bastones, esferas, collarines y algunos agregados

intramoleculares mas complicados dependiendo  de 1las

concentraciones 'de . DNA y poliaminas, asi como ~de los

procedimientos usados para la preparacidn de los especimenes

para el microscdpio electronico.. El exdmen de nucleasa. de
micrococcus mostrd que el DNA compactado tiene una organiza-
cidn definida con ligamentos presentes de nvcleasa-sensible

solo a intervalos definidos. Algunos estudios han sefalado

la similitud entre 1la aparienc{a de¢ estas estructuras de.
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poliamina-DNA en el microscédpio electrdnico, con las que sa
han obtenido ccn materiales naturales como los virus. Una
indicacidn de la pcsible relevancia fisioldgica de estas
interacciones poliamina~DNA, es que la concentracion de
espermidina o CO 3 {NH 4]y necesario para precipitar el DNA,
son similares a aqguellas que se necesitan para 1la formacidn
de 1la cadepna de DNA superhelicoidal por girasa. Se ha
sugerido que la compactacidn de DNA por cationes
polivalentes se requiere para algunas reacciones enzimdticas

asl como para el empaquetado de DNA en cabezas de fago[45,92]

Hay un aumento en la conversidn de DNA-B a DNA-Z en
presencia de una concentracidn baja en poliaminas; efectos
.similares pueden obtenerse de cualquier manera con cationes
divalentes a mds altas concentraciones o con C0+3{N!{4]6 . Se
ha realizadc considerable trabajo con técnicas de rayos X y
dicroismo circular scbre el efecto de las poliaminas en la
interconversidn de las formas A y B; sin  embargo, los

resultados difieren de las condiciones experimentales.

La  interaccidn entre dcidos nucldices y pollaminas,
también se ha  estudiado midiendo las consta_ntes‘ de

protonacidn y marcado de !3c-wMRr ¥ 23Na-NMF .
Se ha descrito que las poliaminas estimulan o inhiben
varias enzimas con la slntesis o el metabolismo del DNA, Sin

embarga} ‘ninguno  provee pruebas definitivas de que los
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efectos observadcs tambi®n ocurran "in vive". La evaluacion
de la mayor parte de estos experimentos es dificil debido a
que la espermidina o espermina pueden reaccionar con el
sustrato o con el producto, asi como con la enzima misma;
frecuentemente las poliamipnas pavecen estar presentes en
concentraciones suficientes para precipitar el sustrato o el
producto. En algunos casos, cuando se usaron las
preparaciones incompletamente purificadas de la enzima, una
posterior purificacidn mostrd que el efecto de las
poliaminas es secundario a la inhibicidn por las poliaminas
de enzimas contaminantes como ATPasas o nucleasas. Hay
algunos ejemplos de 1los efectos de las poliarinas sobre
enzimas purificadas, pero 1os mismos efectos usualmente se

oktienen con concentraciones mids altas de Mg2+ o Ca2+[7].

4.8.3. Interaccidn de poliaminas con RNA.
4.8.3.1, Poliaminas y sintesis de RNA.

Niveles intracelulares de poliaminas vy de orﬁitina
descarboxilasa se aumentan marcadamente -cuando se estimula
la sintesis de RNA. Un ejemplo dramdtico es la estimulaciodn
clen veces mayor de la ornitina descarboxilasa en rifdn
despuds de qﬁe son administrados andrbgehos a - machos
castrados . o a ratones hembras.: Este efecto es

particularmente notable debido -a gque despuds ‘de 1la
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estimulacion de andrdgenos, los niveles de RNA aumentan
dramdticamente, mientras solo hay un pequenc aumento en el

contenido de DNA,

Estos y otros resultadcs han llevado a especulaciones
considerables sobre el papel de las pcliaminas en 1la
sintesis y metabolismo de RNA. Por ejemplo, un estudio
rostrd una dable estimulacidn de la sintesis del RNA
ribosomal, cuando la ornitina descarboxilasa se inyectd en
occitos de Kenopus; lo cual realzd la sugerencia de que la
ornitina descarboxilasa es la proteina que reghla el inicilo
de la sintesis de RNA. En otros estudios la ornitina
descarhboxilasa nucleolar se purificd de Phisarum
policephalunm y se presentaron evidencias en el sertido de
que despuds de la fosforilacidn esta proteina es la misma
fosfoproteina 'que estimula la transcripcién de 1los geneg
ribosomales. Sin embargo, todavia, no es posible atribuir
unz relacidn causal directa entre el aumento de la ornitina
descarboxilasa [y poliaminas] y el aumento en la sintesis de
RNA. Es muy probable que ambos aumentos sean respuestas
separadas a un estimulo primariotla,zgj.

La espermidina o espermina se requieren paré el
mantenimiento y duplicacidn de la dotle-helice de plésmido's
de Sacaromices cerevisiae que ccdifica para una toxina letal

es decir, estos plidsmidos no tienen las mutaclones spe2 Y

10

spe ¢+ a menos que se anada. espermidina o espermina al
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medio. Sin embargo, debido a ¢ue muchos de 1los pasos
comprometidos en la biosintesis de estos pliasmidos letales,
no es posible atribuir este efecto de deprivacion de

espermidina a ningln paso sintético especifico.

Se han encontrado poliaminas en el virus del mosaico
del nabo amarillo, en el virus de encefalomiocarditis y en
el Dbacteridfago R-17; estd presente en el virus de la
poliamina TYMV [principalmente espermidina) en una forma no

intercambiable[-,S].

4.8.3.2. RNA de transferencia.

Existe especial interés en la unidn de las poliaminas
al tRNA y en la supuesta participacion de la espermidina en
la reaccidn de aminoacilacion. Bn particular, algunos
estudios muestran que las pollaminas pueden unirse a sitios
especificos sobre la “molécula de tRNA. De hecho la
preparacidn de cristales de tRNA en rayos X de alta

resolucidn’ se  facilita enormemente en presencia de

espermina[{“'.’e]. '

Existen estudios sobre 1a unidn de poliaminas al tRNA
en solucidn, pero hay desacuerdo sobre la estereoquimica de
la unidn, y si hay o no coordinacidn en la unidn. Estudios

mds recientes concluyeron que hay dos clases de sitios de
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unidn de la espermidina sébre el tRNA con fuerzas idnicas
bajas, es decir, sitios de unidn fuertes y débiles. Los
idnes Na* y K* inhiben 1la unidn de la espermidina, formando
una atmosfera de contracorriente alrededor de las
macromoléculas cargadas negativamente. Los autores enfatizan
la importancia de correcciones para el efecto Donnan en
medidas de equilibrio en didlisis, concluyendo que sus datos
parecen Indicar una unidn electrostatica, sin evidencia para

una unidn covalente coordinada o cambios en el tRNA,

La proporcidn de protones intercambiables en el GtRNA a
temperaturas diferentes mostraron que  las estructuras
secundarias y terclarias son estabilizadas por espermidina o
Mg2* , se ha intentado definir las partes especificas de 1la
molécula del tRNA que estdn comprometidas. En un estudio, la
espermidina mostrd estabilizar la conformacidn del rizo del
anticoddn tRNA TTE de la levadura, dando por resultado un
aumento en el nimero de -sitlos de unidn fuerte para

cationes[513.

La espermidina juega un papel importante -en -el
procesamiento del . tRNA, aumentando la extencidn .y el sitio
preciso de la escisidn de las secuencias intermedias del
precursor -de los tRNA ~por una endonucleasa‘ asociadé a

membranas de levadura.
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4.8.4. poliaminas y bioasintesis de proteinas.

Diversos estudios han aparecido sobre la estimulacidn
de la biosintesis de proteinas por poliaminas "in vitre", y
un ndmero menor sobre los efectos de las poliaminas “in
vivo". Los estudios "in vitre"™ se han relacionado con el
efecto de las poliaminas sobre la produccidn global de la
sintesis de proteinas, sobre la fidelidad de 1la traduccidn,
y sobre pasos especificos como la sintesis de aminoacil-tRNA
unidn del aminocacil-~-tRNA y 1la iniciacidn y elongacidn de la
cadena polipeptidica. En la mayoria de los estudios, pero no
en todos, 1los efectos no son especificos y pueden ser
reproducidos por cantidades mayores de cationes divalentes

(28,59,62,87].

En la mayoria de los reportes sobre la efectividad de
la espermidina o espermina sobre la sintesis de proteinas
“in vitro", las poliaminas han side adicionadas a otros
componentes -para preparar una mezcla que dé una fidelidad y
actividad -~ dptima., Generalmente la relacidn para las
‘concentraciones de cationés divalentes no han sido definidas
asi mismo, el mecanismo de 1a estimulacidn no ha sido
explicado., . 8in embafgo, en algunos. casos el efecto  ha
mostrado -consistir en ‘uno de 1los pasos especificos en 1la
biosintesis de proteinas, como 1la integridad de 1los

ribosomas o la unidn del aminoacil-tRNA a log  ribosomas.
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4.8.4.1. Estimulacidn de 1la biosintesis de polipéptidos

"in vitro".

Como se revisd anteriormente, en presencia de concentra-

2)', las poliaminas estimulan marcada-

ciones subdptimas de Mg
mente la actividad de algunos sistemas de sintesis de
proteinas "in vitro”. El efecto estimulatorio no se observd
generalmente en presencia de concentraciones Optimas de M§+

sin embargo, en algunos casos las poliaminas causan alguna

estimulacidn, aldn en presencia optima de Mg2+[33 59,65)
1 ’

4.8.4.2. Efectos de las poliaminas sobre la disociacidn del

ribosoma y estabilidad de las subunidades.

Es bien conocido que las poliaminas, asi como el Ma*
se enlazan al ribosoma y facilitan la asociacidn de las
subunidades del ribosoma. Los ribosomas deficientes en
poliaminas de Escherichia «coll, son menos activos en un
‘sistema de biosintesis de protelnas que los ribosomas
normales, ain en presencia dptima de Mg2+, el defecto parece
estar- en’ la subunidad ribosomal 30s. Los ribosomas
defectuosos muestran disminucidn en .la metilacidn de 1la
subunidad 16S del RNA y en 1la cantivdad de proteina 51

asociada con la subunidad rvibosomal 30S.

67



Fn otros trabajos, la subunidad ribosomal 30S de
Bacillus subtilis mostrd ser inestable en ausencia de
espermidina; estas subunidades son catalizadas ya sea por el
Mg2+ o por la espermidina; y los efectos estabilizantes se
piensa sean el resultado de la inhibicidén de la degradacion
en la subunidad 16S del RNA ribosomal. La putrescina y la
hidroxiputrescina [pero no la espermidinal estabilizan
ribosomas de una especie de Pseudomonas en un sistema de
sintesis "in vitro", pero el sitio especifico afectado no se

ha determinado[SZ].

4.8.4.3. Efectos de las poliaminas sobre la fidelidad de la
traduccidn y sobre la terminacidn de la cadena “in

vitro".

Las poliaminas aunentan la fidelidad de la traduccidn
manteniendo la concentracién de Mgz+ y la - temperatura = de
incubacidn mds. bajas; las poliaminas con alta concentracion
de Mgz+o a 37 °c; no tiene efecto o baja 1la fidelidad de 1la
traduccién. Similarménte, la espermidina proteje de una
lectura equivocada cuando se anade estreptomicina o estracto
de Escherichia coli. Las poliaminas son parte -de la mezcla
Optima de incubaclbn que se recomienda. para los sistemas de

traduccidn de proteinas "in vitro", a fin de aumentar .la

extensidn y 1la fidelidad de la traduccidn.
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Los pasos especificos responsables para este aumento en
la fidelidad no son claros. Las poliaminas han mostrado
mejorar la discriminacidén durante el enlace inicial del
aminoacil-tRNA al ribosoma, asl como en los subsecuentes
pasos de correccidn de lectura. Sin embargo, en algunos
sistemas, por ejemplo Escherichia coli, las altas concentra-
ciones de espermidina, asi como altas concentraciones de

2+ disminuyen la habilidad del ribosoma para rechazar un

My
complejo terciario no conocido, o un tRNA no conocido, dando

como resultado una baja en la fidelidad.

Una posible participaciéon de las poliaminas en 1la
terminacidon de la cadena se deduce, por la menor longitud
del polipéptido sintetizado "in vitro" en ausencia de
aminas; sin embargo, en estos experimentos los efectos
indirectos de las poliaminas como inhibicibn‘del rompimiento
del mRNA, no se excluyeron. Mds evidencias definitivas sobre
el efecto de las poliaminas en la terminacidn de la cadena,
viene de otros experimentos, los cuales mostraron que las
poliaminas se réquieren para la lectura de codones de
terminacidn de 1la biosintesis "in vitro" de hemoglobina y de
proteinas asociadas con el bacteridfago QB y con el virus

del mosaico del nabo amarillo[37].
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4.8.4.4. Efectos de las poliaminas sobre la fidelidad de la
traduccidn y sobre terminscidn de la cadena “in

vivo".

La disponibilidad de mutantes de Escherichia coli
carentes en aminas han permitido el estudio de los efectos
de deprivacidn de poliaminas "in vivo"; los resultados han
mostrado claramente que las poliaminas afectan 1la

biosintesis de proteinas "in vivo".

Los mutantes deficientes de Escherichia coli crecen a
una tasa baja. En Escherichia coli mutadas hacen traduccion
en condiciones deficientes de poliaminas 1los organismos se
vuelven completamente dependientes de estas para su
crecimiento. Ya que la mutacidn resulta de una proteina
defectuosa de la subunidad ribosomal 125, la mejor
explicacidn para este efecto es que la . conformacion o
estabilidad del complejo ribosomal sintetizador de proteinas
estd adversamente afectado por una proteina ribosomal 12§
anormal, especialmente si no estdn presentes las poliaminas.
Este defecto puede ser reversible, cuando menos éq parte con

la adicidn de poliaminas,

La importancia de las poliaminas para la traduccidn "in
vivo" se ha mostrado mds directamente por experimentos que
han - demostrado que cepas con deplecidn en poliaminas de

Escherichia coli, no pueden servir como huéspedes ‘para
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ciertos mutantes dmbar de fagos T4 y T7 , Si no se ahaden
poliaminas al medio, lo mismo ocurre si el huésped contiene
una mutacidn supresora. La acumulacidn de un fragmento
terminal Aambar puede demostrarse despuds de la infeccidn de
un huésped deficiente en poliaminas. De estos hallazgos,
parece muy probable, que ante una deficiencia de poliaminas
hay una conformacidn alterada del complejo sintetizador de
proteinas del amino-tRNA ribosomal, y que este complejo
modificado tlene reducida su habilidad para utilizar el

supresor aminoacil-tRNA para leer el coddn de alto[82183]~

4.8.4.,5. Efectos de las poliaminas sobre la iniciacion

y elongacidn de la cadena de polipéptido "in vivo".

Los resultados en esta Adrea no son claros, algunos
experimentos indican un efecto de las poliaminas sobre
iniciacidon de la cadena, mientras que otros indican que
ellas afectan la elongacidn de la- cadena, o amhos. Un
reciente e interesante desarrollo es el haber encontrado que
la hipusina, un derivado de 1la espermidina ' se une
especificamente al factor de iniciacidn en los eucariotes;

elF-4D [(34]°

Poli-L-Asp ha sido comprobado . su efecto como inhibidor

de EF-3 [factor de elongacidnl(gg]-

7
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4.8.4.6. Efectos de las pollaminas sobre las aminoacil-tRNA

sintetasas.

Estudios recientes hanr mostrado que, si  bien 1la
espermidina activa a algunas de las aminoacil-tRNA

sintetasas, ccn otras ni las estimula, ni lasg inhibe[53,87].

4.8.5. EFECTOS DE LAS POLIAMINAS SOBRE PROTEIN-CINASAS.,

Algunas protein-cinasas independientes de AMP-ciclico
se estimulan por poliaminas, pero el grado de estimulacidn
varia marcadamente con diferentes preparaciones. Una de
estas cinasas ha sido purificada a partir de nicleos de
hepatocito de rata, y posee las caracteristicas de una
protein-cinasa NII; es independiente de AMP-ciclico y es
marcadamente inhibida por heparina. Con esta preparacion el
requerimiento para espermidina o espermina estd cerca de una
absoluta dependencia sobre el sustrato usado, siendo mayor
con caseina y RNA polimerasa I; por otro lado, con posvitina
las aminas inhiben. El efecto estimulatorio de 1las
‘poliaminas, se piensa sea dado por la proteina sustrato que
se use, y que resulte de un incremento en lé accesibilidad
-de los grupos treonina, los cuales son. los sustratos
preferidos para la fosforilacidn .estimulada por aminas.
purante la purificacidn, la cinasa estd intimamente asociada

con la RNA polimerasa I. En otros estudioa con preparaciones
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de higado de rata y prdétata ventral, hexaminas cobaltadas
pudieron reemplazar a la poliamina en 1la actividad
estimulante de cinasa, indicando que 1la neutralizacidn de
cargas es mds importante para &sta accidn, que la estructura

especifica de la amina.

Otra protein-cinasa independiente de AMP-ciclico
activada por poliaminas, 'se purificd de nucleolos de
Phisarum policephalum y estaba intimamente asociada durante
su purificacidn con ornitina descarboxilasa nucleolar. La
ornitina descarboxilasa es particularmente un sustrato para
esta cinasa, y se inactiva despuds de la fosforilacidon "in
vitro"., La actividad de esta cinasa fud casi completamente

dependiente sobre la espermidina adicionada[32l39].

El aislamiento de estas protein-cinasas del nlcleo,
intimamente asociadas durante la purificacidn, ya sea con
RNA polimerasa. . I o con -ornitina descarboxilasa, y su
habilidad para fosforilar estas proteinas han guiado a
interesantes especulaciones acerca del papel que tienen en
la regulacidn del gen ribosomal y sintesis de ﬁNA. Tal papel

para poliaminas habla sido postulado previamente[32'39],
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4.9. METABOLISMO DE LAS POLIAMINAS.

4.9.1. Conversidn de espermidina y espermina a putrescina en
animales [ "eciclo de 1la putrescina” }: acetil-

transferasa de espermidina y oxidasa de poliaminas.

Se ha propuesto un ciclo de la putrescina para células

de animales, de acuerdo con las siguientes reacciones:

a) Sintesis de espermidina y espermina por espermidi-

na sintetasa y por espermina sintetasa.

b) Acetilacidn de espermidina y espermina a derivados

N1~acetil.

c) Oxidacidn de aminas N -acetiladas o putrescina o
espermidinas monoacetilpropionaldehido por oxidasa

de poliamina.

La evidencia para tal ciclo de la putrescina es

- indirecto pero convincente:

1.- La administracidn °~ parenteral de espermina a animales

resulta en un aumento en el contenido de espermidina del
higado, 'y 'en 'la excrecidn de espermidina en la orina;
igualmente la administracidn de espermidina resulta de un

aumento de 105 niveles: de putrescina en el hlgado.
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Mediciones de la actividad especifica de la putrescina vy
espermidina despuds de la administracidn de putrescina o
metionina radiocactiva son consistentes con la

interconversidn de espermidina, espermina y putrescina.

También se conocen otros procesos biemsintdticos en los
cuales las poliaminas son modificadas estructuralmente y que
se han postulado esas nuevas moleéculas wmodificadas como

agentes potenciales antitumorales.

2.~ El contenido de citosol en el higado contiene una acetil-
CoA activa: poliamina Nl—ace\:iltransferasa. Esta Nl—acebil-
transferasa es inducida ripidamente después del tratamiento
can tioacetamida o  con tetracloruro de carbono; el
tratamiento con estos agentes tambidn resulta en aumento en
la cantidad de Nl—acetilespermidina en higado 'y orina.
Simultaneamente hay un aumento en el - contenido de

espermidina del higado.

\ :
3,- La N -acetilespermidina es particularmente un buen

sustrato para oxidasa de poliamina. Aunque estos hallazgos

encontrados demuestran la existencia de estas vias,  su
importancia cuantitativa bajo condiciones normales

fisioldgicas no se ha determinado adn.
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4.9.1.1. Acetilacién de poliaminas en tejidos animales.

La acetilputrescina estd presente en tejidos de
animales normales en cantidades pequenas y se ha involucrado
en la conversidn de putrescina a dcido-aminobutirico en el
cerebro. Por otro lade, no se encontrd acetilespermidina o
acetilespermina en los tejidos de animales, con excepcidn de
epididimo. Se encontraron en orina cantidades significativas

de Nl y N8~monoacetilespermidina.

Aungue el papel fisioldgice de esas poliaminas
acetiladas no es muy claro, dos N-acetiltransferasas se han
descrito en higado para estas aminas. La mds activa es una

Nl

-acetiltransferasa citopldsmica; la cual como se indicd
previamente, es inducida por agentes hepatotdxicos camo
tetracloruro de carbono. Aln despuds de induccidn, esta
enzima se presenta en muy pocas cantidades, y una
purificacidn de unas 112,000 veces se requirid para obtener
una purificacidén hasta homogéneidad. La N-acetiltransferasa
tiene un alto grado de especificidad por la. posicidn N1 ge
la espermidina y espermina. Es inactiva con histonas como
sustrato 'y esencialmente inactiva hacia putrescina. La
enzima tiene un rdpido recambio ‘con una tasa solo
ligeramente mayor que la de ornitina descarboxilasa; este
recambio rdpido apoya fuertemente la postulacidn de que esta

enzima tiene una funcidn fisioldgica importanterqy -
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Una acetiltransferasa.que acetila poliaminas también se
ha purificade de nlcleos de higada, pero sus caracteristicas
son muy diferentes de 1la enzima citosdlica. La enzima
nuclear es 3,000 veces menos activa que 1a enzima
citosdlica y en contraste a la segunda, cataliza 1la
acetilacion de histonas y putrescina, asi comeo espermidina y

1 Y Nade

espermina. La acetilacidn ocurre sobre la posicidn N
t1a espermidina, Esta enzima es probablemente la misma que la
N-acetiltransferasa de histonas; se han descrito dos formas,

No es muy claro si las poliaminas son un sustrato

fisioldgico para esta enzima "in vivo".

En los anos 80's se inicid 11a especulacidn de los
efectos que tienen las poliaminas acetiladas o la
acetilacidn de estas meoldculas sobre cdlulas cancerosas

{33},

4.9.1.2. Acetilacidn de poliaminas en bacterias.

Pequenas cantidades de poliaminas . acetiladas se
encuentran en Escherichia coli que son recogidas en la fase
logaritmica de crecihiento en medio minimo. Sin embargo,
grandes cantidades de poliaminas acetiladas se.encuenbran‘si
hay exceso de putrescina o espermidina en laé células,

derivadas ya sea de fuentes exdgenas o enddgenas.
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Una observacidn inexplicable es la acuwnulacidn de
monoacetilespermidina y en menor grado de
monoacetilputrescina ain cuando la Escherichia coli crece en

un medio minimo, si el cultivo es puesto a 4-6 °

C. Reciente-
mente se ha descrito la actividad de una espermidina N -
acetiltransferasa en efectos de Escherichia coli, pero esta
enzima no ha sido purificada. Esta enzima es notablemente

activa a 4 %¢; esto puede explicar la acumulacidon de espermi-

dina acetilada a hajas temperaturas[eol.

4.9.1.3, Sintesis de N1~acebi1espermidina.
Se ha descrito una sintesis no ambigua de Nl -
acetilespermidina, por procedimientos sintdticos para varios

derivados acetilados[73].

4.9.1.4. Oxidasa de poliamina.

La conversidn de Nl~acet11espermina o) N1~aceti1espermi-
dina a espermidina o putrescina se 1lleva a cabo por 1la
oxidasa de poliamina. Esta enzima ha sido purificéda hasta
homogeneidad en higado de rata. Los dinucledtidos de Adenin
flavina parecen ser un cofactor; el benzaldehido tiene un

efecto estimulador ain no explicédo sobre la enzima,
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Los mejores sustratos para oxidasa de poliamina [bajo

%

Km y alta Vmax] son Nl—acetilespermidlna, Nl-acetilespermina
y Ni- le-diacetilespermina; la espermina y espermidina son
sustratos mucho mds pobres. La NG -acetilespermidina y N -
acetilputrescina no son sustratos. La oxidasa de poliamina
oxidadas dan su sustrato en un grupo amino secundario, con
la formacidn de putrescina [de espermidina o N-acetilespermi-
dina] o espermidina {de espermina o Nl -acetilesperminal; el

otro producto ‘es aminopropionaldehido de su derivado acetil.

Esta reaccidén, en la cual la- oxidacidn esta en
nitrdgeno secundario, es muy similar al descrito para
oxidasa de espermidina de Pseudomonas y de hojuelas de avena
y para una deshidrogenasa de espermidina gque 'se ha
purificado de Serratia, sin embargo oxidan a la espermidina
en el lado contrario de la amina secundaria, es decir, con
la formacidn de 1-3 diaminopropano y Al -pirrolina. Al
contrario de las enzimas de higado y de la planta de avena,

la enzima de Serratia no reacciona directamente con .oxigeno

molecular, y conti‘ene tanto HEM como' FAD [9,91]"
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4.9.2. Otras oxidasas de amina.

Las poliaminas y sus derivados acetilados son también
oxidados en los grupos amino terminal por varias oxidasas de
amina, alsladas de diferentes fuentes; cada una de estas
enzimas parecen tener diferentes sustratos e inhibidores
especificos., Una enzima purificada de suero humano de
embarazadas mostrd oxidar la espermidina, Nl—acetilespermi~
dina, Na-acetilespermidina, y espermina, asi como histamina
y diaminas, difiriendo en la especificidad de la oxidasa de

amina del plasma de carnero[gp).

La oxidacion del grupo amino terminal de espermidina y

espermina ocurre "in vivo". Despuds de la administracidn

intraperitoneal de espermidina a ratones, el higado contiene

carboxietilputrescina [putreanina); despuds de la administra-
cidn de espermina, se encontrd carboxietilespermidina. Estos
componentes se forman presumiblemente por una .oxidacidn
posterior al aldehido formado por oxidacidn  de  1la
éspermidina, por una enzima similar a *la oxidasa de
espermina purificada del suero de carnaro. La carboxietil-

putrescina [putreanina) es de particular interds por su alta

concentracidn en el cerebro. Despuds de la administracidn de

espexrmidina, tejidos y orina también contienen una N -[3-
aminopropil]-pirrolidina-2, ‘el cual puede ser hidrolizado a
isoputreanina [N —carboxibropildiaminopropano]; El derivado

acetilado de este compuesto se encuentra tambidn despuds de
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la administracidn de Nl—acebilespermidina. La excrecion de
urinaria tanto de putreanina y de un derivado de 1la
isoputreanina es marcadamente disminuida por la
administracidn de aminoguanidina, un inhibidor de las

enzimas similares a la oxidasa de amina[49 77)"
[

4.9.3. Formacidn de hipusina.

Cuando 10s linfocitos humanos se tratan con un mitdgeno
y crecen en presencia de putrescina o espermidina marcadas,
un pequeﬁo porcentaje del marcado es especificamente
incorporado en una proteina simple que recientemente ha
mostrado ser el factor de iniciacidn para eucariotes eIF-4D.
Después de la hidrdlisis el componente radioactivo fué
identificado como hipusina NB—[4—amino-2—hidroxibutilllisina
un compuesto que ha sidb descrito previamente como un amino-
dcido libre en cerebro de bovino. Un mol de hipusina se

encontrd por mol de eIF-4D. La molécula 4-am1n§-2-hidroxi-

butil se derivd de espermidina por una modificacidn post-

traduccidn del eIF-4D en dos pPasos[3q,3g]!

Péptido-unido‘ a lisina + espermidina ---3 péptido-unido

a deoxipusina.

Pdptido-unido a  lisina + espermidina. ---> pdptido-unido

a hipusina.

81

~pagren



El papel fisioldgico de la hipusina es aln descanocido,
sin embargoa, su  aumento en concentracidn durante el
crecimiento celular y su presencia en una proteina que es
factor de inicilacidn, sugiere que pude ser importante en la

regulacidn de reacciones de la biosintesis protdica.

4.9.4. Otras vias metabolicas.
4.9.4.1. Transglutaminasa.

Una variedad de aminas primarias, incluyendo diaminas,
espermidina y espermina, son sustratos para transglutaminasa
de cerdos de guinea y pueden formar ligaduras cruzadas entre
cadenas peptidicas. Se ha sugerido que las poliaminas pueden
ser sustratos de transglutaminasa "in vivo", debido a que
nlcleos y nucleolos aislados de higado de vaca contienen
putrescina = dcido-precipitable, espermidina y conjugado de

espermina.

La - putrescina, espermidina  y espermina . se han
encontrado unidas covalentemente a polipéptidos en una forma
dcido-precipitables en liquido amnidtico humano, sangre 'y

orina. La naturaleza de su uniodn no. se ha establecido.
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4.9.4.2. 7 ~glutamil ciclotransferasa.

Se han descrito varios derivados y -glutamil de
putrescina, espermidina y espermina. Una enzima <y -glutamil
[amino ciclotransferasa), que cataliza 1la conversidn de
estos a aminas libres y 5-oxo-L-prolina se ha purificado del

rindn de conejo.

4.10. Otros derivados y andlogosg de las poliaminas.

En la mayoria de los tejidos y microorganismos, las
principales poliaminas presentes son putrescina, espermidina
y espermina y sus derivados. Pequenas cantidades de
cadaverina se encuentran a veces, especialmente en células
deficientes de poliaminas. En algunos materiales bioldgicos,
sin embargo, otros andlogos son encontrados; estos incluyen
1,3-diaminopropanc, norespermidina, sym-homoespermidina,
termina, termoespermina, caldopentamina y homocaldopentamina

asi como canavalmina[27].

Otros derivados de poliaminas se han descrito, estos:

incluyeh derivados de glutationil -espermidina, Y -glutamil~

putrescina, hidroxiputrescina, varias edeinas, guanjdoesper-

midina, agrobactina, parabactina, bleomicina, cumaroilagmati-
na y espergualina. Muchos derivadcs pocc usuales de aminas,

incluyendo  aminas metiladas .y alcaloides que  contienen
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aminas, se han encortrado en plantas.
4.10.1. Estudios fisicoquimicos.

Hay numerosos estudios sobre las constantes de disocia-
cidn para las poliaminas, ampliando los primeros estudios
con una variedad de técnicas incluyendo titulacidn potencio-
métrica con15 N~NMR y13 C-NMR. Los valores de pK son: 11.50,
10.95, 9.79, y 8.90 para espermina y 11.56, 10.80, y 5.25

para espermidina [obtenido por titulacion de pll][”‘
5.0 POLIAMINAS Y CANCER.

La asociacidén de altos niveles de ornitina descarboxi-
lasa y poliaminas con rdpido crecimiento ha conducido a
muchos - estudios sobre la relacidn de las aminas con el

cidncer.

Estos estudios se han concentrado sobre el aumento del
contenido de poliaminas de células cancerosas, el aumento en
la excreciéon de poliaminas en orina y terapia con

inhibidores de 1a biosintesis de poliaminas, como el

difluormetilornitina o metilglioxal bis [guanilhidrazonal.

Particular énfasis se ha puesto sobre el uso de estos
cambios de poliaminas en orina para el diagndstico de
neopldsias, o para seguir los efectos de la quimioterapia en

cdncer (13, 25,58,59)"
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IX.-

6.~ CONCLUSIONES.

La bisqueda de informacidn documental con respecto a
poliaminas, nos permite describirlas como el grupo de
compuestos organicos con mds de un grupoe funcional
amino [cargado positivamente], y de las cuales las mds
importantes son : putrescina, espermidina y espermina;
encontrandose en microorganismos y células vegetales y

animales, con un papel bioldgico fundamental.

Se sabe que el DNA de las células se asocia a 1las
poliaminas, tomando en cuenta las cargas peositivas de
las aminas en solucidn, por lo que se "acomplejan",
avento denominado condensacidn coordinada observable al
microscdpio electrdonico [como estructuras de  forma

variable, esferas, bastones, etc. J.

Esta asociacidn repercute en reducir la capacidad de
dupllicarse el DNA., Sin embargo, por otra . parte, se
establece la posibilidad de que las poliaminas actiden
incrementando la transcripcidn y traduccidn genética;
por lo que la biosintesis de RNA y proteinas ée ve

incrementada bajo su influencia.

Se ha establecido que el papel de las poliaminas con
respecto a los mecanismos - de la expresidn gendtica,
jmpliica una -intervencidn como moduladores de estos
procesos. '
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