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Resumen

En mamiferos las concentraciones de PAs en fluidos extracelulares reflejan los eventos
intracelulares que podrian ser utiles como indicadores inmediatos de éxito en terapias
contra enfermedades; que involucran el crecimiento celular alterado. El monitoreo diario de
los niveles de PAs en plasma y orina en muchos estados patolégicos podrian proveer un
marcador bioquimico no invasivo para la actividad de enfermedades existentes, de
respuesta a terapias o para demostrar la eficiencia de drogas. Las PAs juegan un papel
importante  en el crecimiento neoplasico y normal de las células. Las células en
proliferacion contienen cantidades incrementadas de PAs, sus concentraciones varian como
una funcion del ciclo celular, y estas moléculas son elementos vitales para la célula. En un
contexto clinico, respecto a la terapia se debe considerar el metabolismo de las PAs en toda
su extension, a nivel del organismo conipleto. y no solo en sus aspectos intracelulares. Por
otra parte la cromatografia por intercambio i6nico y la de alta resolucion (HPLC)
automatizadas, con derivatizacion pre y post columna con deteccién por fluorescencia o
electroquimica son frecuentemente utilizadas para la cuantificacién simultanea de
cantidades picomolares de PAs.. Los estudios que utilizan a ratones transgénicos que sobre
expresan las enzimas biosintéticas de PAs, apoyan un papel de las mismas en la
carcinogénesis. En el presente trabajo se confirma la utilidad de las PAs Pu, Spd y Spm, asi
como de su precursor Orn, donde por cromatografia de intercambio idnico se demuestran
variaciones en los niveles de PAs durante el desarrollo neoplasico en el modelo de linfoma
murino L3178Y in vivo. Los resultados obtenidos aqui permitiran aplicar estos hallazgos en

el seguimiento de esquemas de tratamiento para el cancer en este modelo.
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L. INTRODUCCION

Historia de las Poliaminas

Las poliaminas (PAs) son caracterizadas en 1930, incluyen a los componentes: putrescina
(Pu), cadaverina, espermina {Spm) y espermidina (Spd). Pu y cadaverina son las principales
diaminas y fueron descubiertas en bacterias. La Spd una triamina y la Spm una tetramina,
contienen aminas primarias (R5NH2) y secundarias (R1IR2NH). La Spd y la Spm son
derivadas de Pu.

La agmantina es un monoguanido derivado de Pu, que fue separado mediante hidrolisis de
tejido animal en 1910 por A. Kossel, quien propuso que era un producto de la
descarboxilacién de la arginina. Este es un intermediario frecuente en la conversion de
arginina a Pu. En 1887 Brieger aislé una base a partir de cultivos de Vibrio cholerae, cuya
composicién elemental corresponde 1,3 diaminopropano. La parte aminopropil fue
reconocido en 1920 como Spm y 1,3-diaminopropano, y fue caracterizada por Wrede v
Cols, en su identidad como una PA metabdlicamente activa se desprende del trabajo
nutricional de Herbst alrededor de 1950 y de estudios posteriores de aminas oxidasas. Dos
clases adicionales de PAs naturales fueron descubiertas recientemente, las aminas
terciarias (R3N) y las aminas cuaternarias (R4N+OH). Numerosas PAs naturales fueron
aisladas y se observd que contenian derivados de diaminopropano y diaminopentano. Se
encontré que dos PAs naturales contenian un atomo de carbono en exceso y fueron
nombrados homoespermidinas; una Spd simétrica, la bis(aminobutil) amina. se encuentra
en algunas plantas y bacterias, mientras que la homoespermidina asimétrica, la
aminopropil-cadaverina, es encontrada en células relativamente ricas en cadaverina v

carente de Pu. (Cohen, 1998).



Cuadro 1. Algunas poliaminas conocidas

NOMBRE

FORMULA QUIMICA

Agmatina

NH2C(NH)NH(CH2)4NH2

Aminobutilcanavalmina

NH2(CH2)4NH(CH2)3NH(CH2)aNH(CH2)aNH2

Aminopentilnorespermidina

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)sNH2

Aminopropilcadaverina

NH2(CH2)3NH(CH2)sNH2

Aminopropilcanavalmina

NH2(CH2)INH(CH2WNH(CH2)3NH(CH2)4NH2

Aminopropilhomoespermina

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)sNH2

Aminopropilhomoespermina

NH2(CH2)3NH(CH24NH(CH2)4NH(CH2)sNH2

Bis(aminobutil)norespermidina

NH2(CH2)4NH(CH2)iNH(CH2)3NH(CH2)4NH2

Bis(aminopropil)cadaverina

NH2(CH2)3NH(CH2)sNH(CH2)3NH2

Bis(aminopropil)homoespermidina

NH2(CH2)3NH(CH24NH(CH2)4NH(CH2)4NH2

Cadaverina

NH2(CH2)sNH2

Caldohexamina

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH2

Caldopéntamina

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH2

Diaminopropano

NH2(CH2)3NH2

Espermidina NH2(CH2)3NH(CH2NH2
Espermina NH2(CH2)3NH(CHNH(CH2)3NH2
Homocaldohexamina NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)4NH2

Homoespermidina

NH2(CH2)aNH(CH2)4NH:2

Homoespermina

NH2(CH2)aNH(CH)4NH(CH2)4NH2

Homopentamina

NH2(CH2)4NH(CH2WNH(CH2)3NH(CH2)4NH2

Homotermohexamina

NH2(CH2)3NH(CH2:NH(CH2)4NH(CH2)3NH(CH2)3NH2

N°-Aminobutithomoespermina

NH2(CH2)3N({(CH2¥NH2)(CH2)4NH(CH2)4NH2

Nb-l\‘letilagmatina

NH2C(NCH3)NH(CH2)}4NH2

Norespermidina

NH2(CH2)3NH(CH2):NH2

Norespermina

NH2(CH2)3NH(CH2):NH(CH2)3NH2

Putrescing

NH2(CH2)4NH2

Termoespermina

NH2(CH2)3NH(CH2):3:NH(CH2)4NH2

Termohexamina

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)sNH(CH2)ANH(CH2)3NH2

(Adaptado de Morgan 1998).




Tanto la Spm como la Spd estin implicédas en diversos procesos fisioldgicos que
comparten una relacion intima con la multiplicacién y crecimientos celulares. Son factores
de crecimiento de las células cultivadas de mamiferos y bacterias que intervienen en la
estabilizacion de células intactas, organelos subcelulares y membranas. Como resultado de
sus miltiples cargas positivas las PAs se unen con facilidad a los polianiones como el ADN
y el ARN y también han sido implicadas en procesos como la estimulacién de la biosintesis
del ADN y del ARN y la estabilizacién y el empaquetamiento del ADN en los
bacteriofagos. Las PAs también ejercen efectos diversos sobre la sintesis proteinica y
actiian como inhibidores de enzimas en las que se incluyen las proteinas cinasas (Hurta,
2000).




[l. ANTECEDENTES

Las poliaminas

Las PAs Pu, Spd y Spm se consideran como reguladores del desarrollo celular por su
efecto  sobre el crecimiento, la division y diferenciacién celular. Por su carcter
policatiénico pueden unirse a moléculas cargadas negativamente tales como &cidos
nucleicos. proteinas o fosfolipidos, alterando la expresién génica y la actividad de ciertas
enzimas. asi como variando la fluidez y la permeabilidad de las membranas biolégicas
(Gallardo, ef al 1996).

Los niveles de PAs celulares son regulados por multiples rutas metabdlicas como son: 1) la
sintesis de novo a partir de sus aminoécidos precursores, 2) los mecanismos de liberacion,
3) de incorporacion que adquieren las PAs de la dieta y de microorganismos intestinales,
4) asi como de pasos intermedios de degradacién y de interconversion (Kobayashi, 2003).
El papel de las PAs como facilitadoras del crecimiento celular, en numerosos estudios han
mostrado sus habilidades para proteger a las células de la apoptosis. Aun asi las PAs
también tienen una funcioén en la induccién de la muerte celular. La base de esta diversidad

de respuestas celulares todavia no es conocida (Thomas y Thomas, 2001).

Efectos de las poliaminas en las interacciones proteina-ADN

La interaccion de las PAs con el ADN fue de los primeros descubrimientos que sugerian la
estabilizacion de la doble cadena por estos policationes. Dicha interaccion es llevada a cabo
por uniones o enlaces entre las cargas negativas de los grupos fosfato y las positivas de los
grupos amino de las PAs (Cohen, 1998). Ademas de esta fuerza de neutralizacion, las PAs
interaccionan con las bases nitrogenadas de los dcidos nucleicos, almacenadas en los
surcos mayores y menores, y forman multiples interacciones dependiendo del ambiente
10nico.

La mavoria de las sefiales de las rutas de transduccion se interceptan con rutas biosintéticas
de PAs v la regulacion de sus niveles intracelular. La unién directa de las PAs al ADN y su
habilidad para modular las interacciones ADN-proteina son importantes en los mecanismos
de accion de estas moléculas en la proliferacion celular (Thomas ; Thomas, 2001).

En eucariotas, las PAs, las histonas y proteinas no histonas son importantes en la
organizacion estructural de la cromatina; ademds la condensacion del ADN inducido por
PAs es importante para las funciones celulares in vivo (Sauve. ef al. 1999 y Hougaard, ef al.

1987).



Ademais en estudios de inmunoﬂuorescencia,'utilizando un anticuerpo especifico anti-Spm
(SPM-2) se mostré upa alta tincion en los nicleos de células mitdticas, indicando la
acumulacién de Spm en los cromosomas de las células.

Otro fenomeno interesante asociado con las interacciones PAs-ADN es la habilidad de
ciertas secuencias de ADN para suffir transiciones conformacionales en la presencia de PAs
(Behe y Felsenfeld 1981 y Thomas y Messner, 1988). Las conformaciones de ADN-B y
ADN-Z tienen distintas caracteristicas ya que los grupos fosfato estdn mas expuestos en el
ADN-Z; hay 12 pares de bases por vuelta comparado con 10 pares de bases por vuelta en el
ADN-B; y el surco mayor del ADN est4 reemplazado por un canal poco profundo (Rich y
Wang, 1984 y Herbert y Rich,, 1999 ). El ADN-B con giro hacia la derecha puede ser
convertido en ADN-Z de giro hacia la izquierda en la presencia de una concentracion
umolar de PAs (Thomas, 1988 y Rich, 1984). La conformacion ADN-Z es inducido
principalmente por bloqueo de las secuencias alternas purina-pirimidina y se cree que juega
un papel en el control transcripcional (Rich y Wang, 1984). Estos cambios afectarian la
reactividad del ADN con las proteinas, carcingenos y otras moléculas que se unen a él.
Evidencia de cristalografia de rayos X muestran una uni6n estrecha de la Spm con el ADN
en la conformacion del ADN-Z (Egli, et al. 1991). La Spm se une alrededor del ADN tanto
por contactos i6nicos tanto con las cargas de fosfatos como por contactos hidrofébicos de
las bases (Egli, ef al. 1991). Estos modos diferentes de interacciones provocan la formacion
del ADN-Z a una concentracion menor que los cationes inorganicos como el Mg*". A
diferencia de las PAs, el Mg’+ es un punto de cargas y de contacto a través del cual las
moléculas que se pueden hidratar son intercambiadas constantemente con el solvente.

El desenrollamiento del ADN en sitios que van a ser transcritos, es otro mecanismo por el
cual las PAs podrian intervenir en la unidn de las proteinas (elementos de respuesta) que
reconocen a un gen regulador (Feuerstein, et al. 1986 y 1989). Las PAs promueven el
desenrollamiento del ADN neutralizando las cargas negativas en los grupos fosfato del
ADN, reduciendo el requerimiento de energia para el enrollamiento, facilitando el
desarrollo de las interacciones proteina-ADN. El enrollamiento del ADN, por si mismo es
la ruta principal para la regulacion transcripcional de la expresién génica. Ademas, la
versatilidad de las PAs en el desenrollamiento del ADN podria influir para facilitar la

transcripcion (Becker,et al. 1995).



Un blanco potencial para las PAs en la regulacién génica es el sitio en el que el factor de
transcripcién se une al ADN. El factor de transcripcion que se une al ADN y el
desenrollamiento del ADN son procesos relacionados, dado que muchas proteinas que se
unen al ADN ejercen su acci6n por su habilidad de desenrollar al ADN.

Estudios recientes de la transcripcion inducida por estrés en ADN circular muestran que la
rigidez y el enrollamiento del ADN inducidos por !a interaccién de las Pas, dentro de los
canales menores principales del. ADN no pudieron ser simulados por otros policationes:
polilisina, poliarginina o histonas (Thomas y Thomas, 2001).

Por otro lado, en las plantas se conoce de la importancia de estas moléculas que aunque son
ubicuas no parecen presentar sélo los efectos que se les atribuyen en mamiferos y
organismos inferiores, a continuacién referimos aquellos efectos ya establecidos en su

fisiologia. -

Efectos fisioldgicos de las poliaminas en los vegetales
I- Las PAs son esenciales para completar los ciclos de divisién celular.

2- Inhiben o retrasar los procesos metabdlicos asociados a la senescencia de los
tejidos. _

3- Incrementan su contenido en situaciones de estrés (deficiencias nutricionales, bajas
y altas temperaturas, salinidad) aunque no se sabe si las PAs dan origen a las
reacciones de tolerancia ¢ son una respuesta a consecuencia del estrés.

4- Tienen capacidad antioxidante y estabilizadora de las membranas.

5~ Diferenciacién de embriones en cultivo de tejidos.

6- Las PAs tienen efecto sobre la resistencia a virus y hongos en ciertas plantas.

7- Aumentan la conjugacién en la pared celular durante el envejecimiento celular.

8- Las PAs son intermediarios de numerosos alcaloides. (Azcon-Bieto, 2000).




Biosintesis y catabolismo de las poliaminas

La omitina decarboxilasa (ODC) inicia la sintesis de las PAs mediante la produccién de la
diamina Pu. En algunas plantas y bacterias la arginina descarboxilasa (ArDC) inicia una
ruta alternativa de dos pasos hacia la Pu. Posteriormente, un grupo aminopropil, derivado
de una metionina por la descarboxilacion de S-Adenosilmetionina, se adiciona a la Pu, para
formar Spd y un segundo grupo aminopropil se adiciona a la Spd para formar Spm por
medio de las Spd sintasa (SpdS) y Spm sintasa (SpmS), respectivamente. Este proceso
biosintético puede ser revertido por series de reacciones catabolicas a cargo de la Spd-Spm
acetilasa (SSAT), un paso que es de velocidad limitada para la conversién de Spm a Spd y
de Spd a Pu. La acetilacion es seguida por la accion de la PA oxidasa (PAO). Las tres
enzimas clave que controlan la velocidad de flujo a través de esta ruta, ODC, S-
Adenosilmetionia descarboxilasa (SamDC) y SSAT, estin sujetas a un control multi-nivel,
siendo la degradacién temprana especialmente prominente ya que dichas enzimas (ODC en
particular) presentan una vida media muy corta. En la célula la entrada y la salida de estas

moléculas afectan a la mezcla de PAs intracelulares.




Cuadro II. Biosintesis de poliaminas

Arginina

- Arginasa, .

J;ADC

" {plantasibacte

g

Agmantina -

_Putrescina *

HpN-CHo CH#CHECHNH,

‘ SpdSmtasa

Espermiding -
HaN-CHo-CHy-CHy-NH-CH;-GH,

Espermina
HN-CHz-CHy-CHy-HN-CH-C ~CHNH-CH;-CH -

(daptado de ature Reviews Molecular Cell Biology, 2001)



Podriamos considerar que la Pu, la Spd y 'Spm derivan de la L-omitina y la porcién
diaminopropano de la L-metionina por medio de la formacién de la S-adenosilmetionina.
La ornitina descarboxilasa y la SamDC son enzimas inducibles cuya vida media es corta.
En cambio, las espermidina y espermina sintetasa SpmS no son inducibles ni tampoco
“extraordinariamente” labiles.

De las enzimas biosintéticas de las PAs en los mamiferos, dos (ODC y SamDC) son de
interés respecto tanto a la reguiacién de su expresion génica como a su potencial para la
terapéutica quimica dirigida por enzimas. La vida media de la ODC (aproximadamente 10
minutos) es mas corta que la de cualquier otra enzima conocida de los mamiferos y su
actividad responde con rapidez y en forma sorprendente a numerosos estimulos.
Incrementos de 10 a 200 veces en la actividad de la ODC siguen inmediatamente a la
administracién de hormona del crecimiento a cultivos de células de mamiferos, también a
corticoesteroides, testosterona o factor del crecimiento epidérmico. Las PAs agregadas a los
cultivos celulares inducen la sintesis de una antienzima, llamada antizima (AZ), proteina
que se une a la ODC e inhibe su actividad.

La SamDC es la {inica enzima eucaridtica conocida que contiene piruvato ligado como un
cofactor esencial (las descarboxilasas normalmente contienen fosfato de piridoxal, que no
existe en la Sam-DC, tiene una vida media corta (1 a 2 horas) y responde a los promotores
del crecimiento celular de una manera cualitativamente analoga a la de la ODC. La
actividad de la S-adenosilmetionindescarboxilasa es inhibida por la S-adenosilmetionina

descaboxilada y activada por la Pu (Murray 1993).

Uso de Inhibidores

Las investigaciones que utilizan a los inhibidores biosintéticos de PAs indican que las
alteraciones de sus niveles celulares modulan el crecimiento celular normal asi como
tumoral.

La difluorometilornitina (DFMO), un inhibidor especifico y suicida de la ODC, se¢ utiliza
tanto para aislar a lineas celulares mutantes que producen a la ODC en exceso; como para
inhibir la duplicacion celular por medio de la terapia quimica dirigida a enzimas (Murray
1993). La DFMO es uno de los inhibidores mas eficientes de la ODC. Al ser
descarboxilada por ODC produce un intermediario electrofilico que reacciona con un
centro nucleofilico del sitio activo de la enzima para formar un enlace covalente. Esta
reaccion produce inactivacion irreversible de la enzima. Asi, la deficiencia de PAs afecta la

sintesis de ADN, ARN y proteinas. En ratones la DFMO tiene una accién supresora_del
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timo (glandula en donde ocurre la maduracion de los linfocitos T). Ocasionalmente puede
producir un decremento-en el nimero de leucocitos, eritrocitos y plaquetas. (Qu.et al. 2003;
Babbar y Gerner, 2003 y Ochoa, et al. 2001)
Estudios realizados recientemente han demostrado que la DFMO al ser administrada post-
radiacién o de forma oral da lugar a una reduccién celular significativa en pacientes con
.- glioblastoma; ademas de poderse usar como agente preventivo contra el neoplasias
reduciendo la proliferacién de cancer de piel hasta en un 75% ya que esta induce la
apoptdsis en células invasoras cancerosas (Fischer 2003; Levin 2000 y O’Shaughnessy
1999).

Se han adminis;rado dosis altas de DFMO a pacientes con cancer y al parecer no se tiene
gran efecto de toxicidad, pero atin asi, no es totalmente certero ya que en ensayos recientes
se presentaron casos de ototoxicidad donde las reacciones fueron una perdida del oido,
diarrea y leucopenia ( Fischer et al. 2003; Levin ef al. 2000 y O’ Shaughnessy et al. 1999),
De esta manera la DFMO demuestra ser una promesa en la prevencién en determinados
tipos de neoplasias (glioblastoma multiforme, cancer de piel, cancer de mama, géstrico e
-intestinales), asi como en el tratamiento contra estos (Russell ef al. 2000 y Takahashi ef al.
2000).

Catabolismo de las poliaminas

En tejides de mamiferos, la enzima poliamina oxidasa (PAQ) presente en los peroxisomas
hepiticos, oxida a la Spm y la convierte en Spd y a continuacién oxida a la Spd
convirtiendola en Pu. Ambas fracciones diaminopropdnicas son convertidas a f-
aminopropionaldehido. Después la Pu es oxidada parcialmente a radical NHs" y CO; por
mecanismos que todavia no se han dilucidado. Sin embargo las mayores porciones de Pu y
Spd son excretadas en la orina como conjugados, principalmente derivados acetilados
(Murray, 1993).

Homeostasis de las poliaminas ’
Existen diferentes mecanismos para mantener los niveles (’)ptinios de PAs dentro de la
célula, su estudio detallado permite percatarnos de la trascendencta de estés moléculas en
la homeostasis de la célula. Para incorporar PAs, la célula puede sintetizarlas o
introducirlas a través de transportadores especificos en la membrana celular. Para

deshacerse de las mismas, la célula cuenta con mecanismos de intercorversion, por
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degradacion de la ODC o bien por la excrecion de tas mismas PAs. En el caso de tejidos o
células neoplasicas el contenido de PAs se eleva considerablemente tanto en roedores como
humanos, lo que sugiere la activacion de vias de sefializacion que influyen en los procesos

que afectan al contenido de PAs intracelulares (Meyskens y Gerner, 1999).
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Figura 1. Biosintesis de poliaminas en célula de mamifero.

Los niveles intracelulares adecuados de PAs son necesarios para el crecimiento celular; la
replicacién, la transcripcion, las etapas de la traduccién oOptimas, y estabilizacion de
membranas en plantas, bacterias, hongos; de hecho, en todos los tipos de células
examinadas hasta ahora (Cohen, 1998). Como se menciond las PAs son un grupo de
componentes celulares importantes en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion
celular. Existen también evidencias que sugieren que las PAs juegan un papel en la muerte
celular programada o apoptosis (Thomas y Thomas, 2001). Es importante mencionar que la
disminucién de los niveles de PAs perturba el ciclo celular e induce apoptosis (Redman et
al., 1997).

Distribucién de las poliaminas
La distribucién de las PAs en el mundo bioldgico y su relacién con las consideraciones
practicas tienen que ver con el papel de estos compuestos. Por ejemplo, las aminas de
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~alimentos incluyendo los productos agricolas (por ejemplo, hojuelas de avena, cereales,

uvas v vino) se les ubica entre aquellos compuestos que posiblemente afectan el olor y el
sabor (Cohen, 1998).

Las PAs tienen una amplia distribucion en todo el organismo, pero la cantidad de estas
depende del 6rgano o tejido donde se encuentren. La absorcion esta dada por una difusion
pasiva en el tracto gastrointestinal por la ruta paracelular.

Estudios realizados en ratas muestran niveles mas altos de Spd que Spm en el higado. En
tal investigacion se encontré que también existe preferencia en la membrana celular hacia
la Spd mas que a la Spm; por ello las concentraciones de Spd son altas en la mayoria de los
tejidos. Para el caso de la Spm su mayor concentracién esta en el rifion ya que debido a
la alta competencia que existe con la Spd en el intestino, higado y otros drganos es
obligada a ser eliminada via renal. Los niveles de Pu son bajos en la mayoria de los tejidos
e incluso en el rifidn ya que esta es metabolizada activamente por una diamina oxidasa

presente en la sangre (Kobayashi, 2003).

Las poliaminas como biomarcadores

En mamiferos las concentraciones de PAs en fluidos extracelulares reflejan los eventos
intracelulares que podrian ser utiles como indicadores inmediatos de éxito en terapias
contra enfermedades; que involucran el crecimiento celular alterado. Las mas complejas
técnicas analiticas son requeridas para aislar, identificar y cuantificar a las PAs. La
mayoria de los métodos requieren un procedimiento de extraccidn para extraer los
derivados de aminoécidos que interfieren. EI monitoreo diario de los niveles de PAs en
plasma v orina en muchos estados patolégicos podrian proveer un marcador bioquimico no
invasivo para la actividad de enfermedades existentes, de respuesta a terapias o para
demostrar la eficiencia de drogas (Nishioka, 1996).

La determinacion de PAs -unidas a proteinas en plasma podria convertirse en una
herramienta (til para la diagnosis inicial de la presencia de un tumor y del seguimiento de
pacientes con cancer y/o bajo tratamiento. Logicamente el compartimiento de prof@inas
corresponderia a los aspectos cualitativos del cancer, y al contrario, el conjunto de PAs en
las células rojas sanguineas (CRS) es mas bien un reflejo de la proliferacion. El nivel de
PAs CRS es un indicador del estado de hiperplasia del tumor: regularmente los animales
con tumores implantados muestran un incremento del contenidn de PAs CRS; en estos
modelos animales el nivel de Spd CRS no solo esta relacionado con la progresion del tumor

sino también con el contenido de PAs del tejido en proliferacion.
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Las PAs circulantes se han repetidamente pi‘opuesto como “marcadores” de proliferacion
celular. Como es demostrado por la eliminacién de PAs en animales con tumores, las PAs
extracelulares participan en el estado de la proliferacion maligna; de hecho, juegan un papel
importante en el descontrol del crecimiento celular. Por lo tanto, las PAs circulantes tienen
caracteristicas similares a aquellas observadas para las PAs intracelulares; las células en
proliferacién contienen cantidades incrementadas de PAs, sus concentraciones varian como
una funcion del ciclo celular. Estas moléculas son elementos vitales para la célula. En un
contexto clinico, respecto a la terapia se debe considerar el metabolismo de las PAs en toda
su extension, a nivel del organismo completo, y no solo en sus aspectos intracelulares
(Nishioka, 1996).

Poliaminas y Cancer

El cancer representa una serie de enfermedades que afectan a un amplio rango de células y
tejidos (Klug, 1999) con complejos factores etiologicos, asi como multiples aspectos que
participan en su proliferacién y diversas complicaciones (Villason, 1995). Las mutaciones
que alteran el genoma o la expresion génica son un rasgo comun de todos los cénceres
(Klug, 1999). Asi pues, la carcinogénesis involucra errores sustanciales en la replicacion,
déficit en la reparacion del DNA vy alteraciones en la segregacion cromosomal (Loeb,
2001).

El desarrollo de un céncer ocurre en etapas, la primera o de “iniciacion”, se piensa que
involucra algin tipo de dafio genético a un cromosoma determinado. Este dafio puede ser
inducido por radiacién, agentes quimicos o por infeccion viral.

La segunda etapa es la “promocién"’, en la cual se compromete a la célula a ser cancerosa.
La tercer etapa es la “progresion”, aqui las células cancerosas se multiplican y desarrollan
cambios mutantes adicionales lo cual facilita la sobrevivencia de las células cancerosas y
tumores. Algunos de estos cambios pueden incrementar la invasividad (metastasis),
permitiendo el desarrollo tumoral y alcanzando tejidos distantes a aquel en el que se
originé, haciendo dificil la cirugia y atentando contra la vida del individuo (Cohen, 1998).
Las PAs juegan un papel importante en el crecimiento neoplasico y normal de las células.
La inhibicién de la sintesis de PAs con quimicos como la difluorometilornitina (DFMO)
por ejemplo conduce a una disminucién del crecimiento del tumor con poco o ningin
efecto toxico en los tejidos normales. Esto es debido al patron de crecimiento sin control,
incluso en tumores lo cual es diferente del crecimiento lento de una célula normal junto

con una desigualdad de necesidades de PAs. La relacion de la sintesis realizada por las PAs
13



durante el NPT (nutricién parenteral total) es mas compleja. Los primeros resultados
muestran que el incremento. de NPT durante el crecimiento del tumor depende de un

incremento en el contenido de arginina tanto como la presencia de PAs. Esto sugiere que la

- arginina es un aminoécido limitante para la sintesis de PAs u otros papeles de la arginina

aun estan bajo en investigacion. _

El requerimiento de PAs en el crecimiento celular es algo ya definido. Ha sido bien
establecido que el incremento de la sintesis de PAs estd asociado con un  crecimiento
rapido de tejidos en condiciones normales asi como humoral, tales como los tumores.
Ademas. el contenido de PAs en orina, plasma y/o eritrocitos (CRSs) es considerado como
un indicador de la proliferacién tumoral en pacientes con cancer. Aunque las
concentraciones de PAs tanto en plasma como en CRSs fueron altas en pacientes con
céncer, las concentraciones en CRS fueron mucho mayores que las del plasma (Nishioka,
1996).

Si la asociacién de un alto contenido de PAs en CRS con proliferacion celular tumoral
sugirié .que esto podria ser util como un marcador para detéctar los cambios en la
proliferacion celular tumoral durante la NPT (Quemener. 1994. Tomado de Nishioka).
Cuando las células estan estimuladas para la division celular se han demostrado
incrementos en niveles y actividad de las enzimas biosintéticas involucradas en la sintesis
de Pas. asi como elevaciones en los niveles de PAs. Cabe mencionar que las

concentraciones de PAs en fluidos extracelulares reflejan los eventos intracelulares y

.podrian ser ttiles como indicadores inmediatos de terapias en enfermedades relacionadas

con desordenes del ciclo celular incluyendo céncer; el cual involucra el crecimiento celular
alterado. El monitoreo diario de los niveles de PAs en plasma y orina en muchos estados
patolégicos podrian principalmente; proveer un marcador bioquimico no invasivo para el
desarrollo y seguimiento de enfermedades existentes, en respuesta a terapias o para
demostrar la eficiencia de drogas.

Las técnicas analiticas més complejas son utiles para aislar, identificar y cuantificar PAs.
La mayoria de los. métodos requieren un procedimiento de extracciéon para retirar los
derivados de aminodcidos que interfieren. La cromatografia liquida de intercambio i6nico y
la de alta resolucion (HPLC) automatizadas, con derivatizacion pre y post de la columna y
la deteccion por fluorescencia o electroquimica son frecuentemente utilizadas para la
cuantificacién simultanea de cantidades picomolares de PAs (Khuhawar, 2001). Los
estudios que utilizan a ratones transgénicos que sobre expresan las enzimas biosintéticas de

PAs. apovan un papel de las mismas en la carcinogénesis (Pegg, ef al. 2003).
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Cromatografia en columna
La cromatografia pude definirse como una herramienta para la separacién de los

componentes de una mezcla por medio de su distribucion entre dos fases que son
inmiscibles. La cromatografia actualmente se divide en tres grandes ramas; la gaseosa, la
liquida y la supercritica, que a su vez, se subdivide, dependiendo de la naturaleza de la fase
estacionaria y del mecanismo de separacién (Katime, 1998). -

La cromatografia en columna es una técnica que se emplea en el fraccionamiento de
sustancias. Consiste en la aplicacion de una muestra compleja de sustancias a una columna
o tubo de cristal en la que se ha situado una matriz sélida porosa o resina que est inmersa
en un solvente. A continuacion se bombea solvente a través de la columna. Las diferentes
sustancias se van retrasando de manera distinta seglin sus interacciones con la matriz, por
lo que pueden ser ya separadas diferencialmente a medida que son eluidas por el fondo de
la columna. Segin la matriz escogida, las sustancias se pueden separar de acuerdo a su
carga, hidrofobicidad, tamafio y capacidad de unirse a grupos quimicos particulares. De tal
forma, se han desarrollado distintas estrategias para lograr una separacion adecuada y el
siguiente cuadro relaciona a las caracteristicas fisico-quimicas ya mencionadas con el tipo

de cromatografia utilizada (Www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/cromatografia.htm)
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Los términos utilizados cominmente en cromatografia son los siguientes:

o matriz de la columna. Sustancia que esti bafiada de solvente y que se empaca en la

columna. También se denomina el lecho de la columna o fase solida.
« longitud de la columna. Longitud del dispositivo en el que se empaca la columna.

« volumen de la columna. Volumen total de gel o resina que se empaca en una

columna cromatografica.

¢ volumen muerto de la columna. Cantidad de solvente que tiene que atravesar la
columna para asegurar que se ha reemplazado completamente. Coincide con el
volumen de solvente que sale de la columna desde que se aplica la muestra hasta
que empieza a salir la primer sustancia o analito. En general, y dependiendo del tipo

de cromatografia puede ser de una a varias veces el volumen de la columna.

muestra
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solvente

mawiz .

tapdn
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e T
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Figura2. Esquema de proceso de separacion proteica en columna

(www.ub.es/ biocel/wbc/tecnicas/cromatograﬁ"c'l.htm)




Todos los tipos de cromatografia.en columna utilizan el principio de la cromatografia es la
aplicacion de una fuerza de separacion a las sustancias o analitos que se desplazan a lo
largo de una matriz sélida porosa. Este criterio de separacion se basa en alguna propiedad
que es diferentes entre Izis sustancias que se quieren separar y que se encuentran en
‘mezcladas en una muestra: peso molecular, carga eléctrica, afinidad de una de ellas por

alguna otra. etc. (http://www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/cromatografia.htm)

Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio iénico se realiza sobre matrices que tienen una carga neta
(positiva en el esquema). La carga de la matriz de la columna asi como la carga de las
sustancias dependera ‘del pH del solvente y de su fuerza ionica (proporcional a la
concentracion de iones). En condiciones ‘determinadas seran retenidas en la columna las
moléculas que tengan una carga complementaria a la de la matriz del gel (las moléculas
cargadas negativamente seran retenidas por una matriz cargada positivamente), siendo
eluidas las restantes. Para selectivamente eluir las moléculas retenidas o de interés se
puede variar la carga i6nica del solvente o su pH de forma que se alcance el punto
_isoeléctrico de la molécula de interés-o el de la matriz, neutralizando de este modo la
fuerza - . 'que retiene .a las moléculas en resina.

(http://\m\w.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/cromatograﬁa.htm)

La separaci6n en este tipo de cromatografia se basa en la competencia entre la fase movil y
la muestra-iénica por los centros activos de unzi resina intercambiadora de iones, que actia
como fase estacionaria. En este tipo la fase estacionaria esta cargada ionicamente y con una
carga contraria a la del soluto. Se puede variar la fuerza idnica o del pH de la fase mévil
con el fin de obtener mejores separaciones. Esta técnica se emplea casi exclusivamente con
muestras i6nicas o ionizables. En general, cuanto mayor sea la carga de la muestra, més
fuertemente serd atraida hacia la superficie iénica, lo que se traducira en un tiempo de
residencia mayor. Para controlar el tiempo de permanencia de la muestra en la columna se

suele utilizar tanto en pH de la fase mévil como su polaridad (Katime, 1998).
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Figura 3. Principio de la  cromatogratia  de  intercambio  idnico

(www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/cromatografia.htm)

La distribucion de las principales PAs: Pu, Spd y Spm se altera, al incrementarse su
concentracion en tejidos f;ue crecen rapidamente. Este fenomeno a provocado multiples
estudios en estados de salud y enfermedad. La medicion simultanea a nivel picomolar de
las PAs individuales en fluidos extracelulares o en los tejidos, es comln en trabajos
publicados actualmente (Weiss ef al, 2002). Las concentraciones elevadas de PAs en el
fluido extracelular son indicadores inmediatos de las terapias en padecimientos que
involucran el crecimiento celular y pérdida de los componentes celulares. El monitoreo
diario de los niveles de PAs en orina o plasma indica la existencia de la enfermedad si se
aplica una terapia (Jeevanandam y Petersen, 2001). Particularmente en el cancer,
monitorear la concentracion de PAs en orina, suero o lejidos afectados a tiempos regulares
de los pacientes podria tener significancia clinica en la prediccion terapéutica o indicadora
del transcurso del tumor. Ademas, en lo que respecta a las técnicas de separacion
cromatografiita, se sabe que la derivatizacion postcolumna presenta ventajas, sobre todo en

la sensibilidad con respecto a la derivatizacion precolumna (Khuhawar y Qureshi, 2001).
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I JUSTIFICACION ,

Las PAs son moléculas intracelulares importantes para la proliferacion de células normales
¥ cancerosas, por lo cual han sido muy estudiadas para el diagnostico y el seguimiento de
tumores antes y después del tratamiento. El uso de inhibidores de sus enzimas en trabajos
de quimio ‘prevencion requiere del seguimiento de los niveles de PAs en los diferentes
tejidos durante la evolucién del cancer. El linfoma murino L5178Y, el cual es un tumor
timico, que en 1958 se obtuvo en el laboratorio del Dr. Fisher de un ratén DBA/2. El
modelo de linfoma murino L5178Y es muy itil para estudiar a la respuesta inmune y a los
niveles de PAs. Sin embargo a la fecha se desconoce la concentracién de PAs en fluidos
corporales, células normales y cancerosas durante el desarrollo del tumor. Contar con esta
informacién basica permitiria, probar la actividad potencial de firmacos naturales y
sintéticos contra el desarrollo del céncer, utilizando a las PAs como bioindicadores del
precimiénto neoplasico en 6rganos, tejidos y fluidos.

El incremento de la informacién bésica en la disciplina de las PAs puede atraer a clinicos
considerarando a las PAs, sus metabolitos y antimetabolitos como objetivos de un

tratamiento efectivo.
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IV. HIPOTESIS
Los niveles altos de poliaminas putrescina, espermidina y espermina en ratones con
linfoma L5178Y en distintos tejidos, estirpes celulares, células cancerosas y fluidos

corporales son bioindicadores del desarrollo neoplasico.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la concentracion de poliaminas en células del sistema inmune, fluidos

corporales y células cancerosas de ratones con linfoma L5178Y.

Objetivos particulares

1. Determinar Ia concentracién de putrescina, espermidina y espermina a los 10, 17 y
24 dias de crecimiento tumoral en: 1) Células peritoneales, esplenocitos y
leucocitos circulantes, 2) Mesotelio peritoneal e higado y 3) Liquido de ascitis,

plasma y orina de ratones BALB/c inoculados con linfoma L5178Y.

o

Asociar los niveles de poliaminas y el crecimiento del tumor en este modelo.
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VI. METODOLOGI{A

Material biologico:

Grupos de Estudio

Se utilizaron grupos de S ratones singénicos BALB/c machos de 6 a 8 semanas de edad,
alojados por grupo dentro de jaulas de policarbonato. Los animales se mantuvieron en
habitaciones con temperatura controlada de 22 °C y ciclos alternos de iluminacion-
oscuridad de 12 h, alimentados con una dieta balanceéda especial para roedores y agua
purificada para consumo voluntario.

Se formaron grupos de 5 ratones para cada grupo: 1 de sanos y 3 con tumor. A ratones con
tumor se inocularon con 2 x 10* células L5178Y por via i.p. y se sacrificaron en grupos al

los dias 10, 17 y 24 de crecimiento tumoral.

Preparacion y obtencion de muestras bioldgicas

CELULAS:
Obtencion del contenido peritoneal

El sacrificio de todos los ratones se realizo en camara de éter, se lavé el peritoneo con 0.5
m! de solucion balanceada de Hanks (HBSS), la suspension celular se centrifugé a 2,500
rpm; el sobrenadante se retiro para la cuantificacion de poliaminas y el boton celular se
lavo dos veces con HBSS. Se obtuvieron 2x10° células y se absorbio el sobrenadante con
un apliacdor de algodén. Las células se resuspendieron en una solucién de écido
tricloroacético 3N-dcido clorhidrico 0.05% (ATA-HCI) y se lisaron mecanicamente, se
centrifugaron 10,000 rpm 20" y del sobrenadante se inyectaron 80 ul con 20 ul de solucién

del estandar interno (1,7 Diaminoheptano) para su analisis cromatografico.

Esplenocitos
A cada rat6n se le practicé esplenectomia. Se disgregaron las células del bazo en HBSS y

la suspension se centrifugd a 2,500 rpm por 5°, se obtuvieron 1x10° células y el
sobrenadante se absorbi6é con un aplicador de algodén, se lisaron las células en ATA-HCI
con homogeneizador, se centrifugaron a 10,000 rpm por 20° y s¢ almacenaron a ~80 °C.
Del sobrenadante se tomaron 80 pl para su analisis cromatografico con 20 ul de solucion
del estandar interno (1,7 Diaminoheptano). Los resultados se expresan como concentracion

en nmoles de PAs por 5x 10° células.
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Leucocitos circulantes

Media hora antes del sacrificio, se inyecté a los ratones una solucién de heparina por via
(sc) ¥ después del sacrificio se obtuvo la sangre por puncion cardiaca, se centrifugé a 2,500
pm por 5° para separar el plasma del paquete celular por gradiente de densidad por la
técnica de Boyiim. Se ajust6 las células a un millén en tubo ependorff. Se centrifugaron a
1,500 rpm por 5 y el sobrenadante se absorbié con un aplicador de algodén. Las células se
lisaron mecanicamente y se mezclaron con 100 pl de 1a solucién de ATA-HCL La
suspensidn se centrifugé a 10,000 rpm por 20" y del sobrenadante se tomo 80 pl que

corresponden a 5x10° células y se inyecto al equipo cromatografico.

TEJIDOS:

Mesotélio peritoneal

Fragmentos de tejido mesotelial del peritoneo, se ajustaron a Img de tejido/ul de ATA-
HCL. se lisaron las células con homogeneizador y se centrifugaron por 20" a 10,000 rpm y

se congelo el sobrenadante a —80 °C.

Por hepatectomia se obtuvo el'higado, se lavé con solucion balanceada de Hank y se corto
una porci6n del lobulo anterior de cada ratén. Se peso y diluyo con 4 pl dé ATA-HCI por
mg de tejido, se homogeneizo (con homogenizador) y se centrifugé a 10,000 rpm por 20,
el sobrenadante se congelo a -80 °C y se tomaron 80 l que se miezclaron con 20 pl del
estandar interno (1,7 Diaminoheptano) para su anélisis cromatografico. Los resultados se

expresan como concentracion en nmoles de PAs por mg de tejido.

FLUIDOS:

Liquido de Ascitis .

El lavado peritoneal se realizo sélo en aquellos grupos en que el contenido del peritoneo
era insuficiente (10 dias), en el resto de los grupos se obtuvo el liquido de ascitis después
de centrifugar a 2,500 rpm durante 5°. Se mezclo con una solucién de ATA-HCL, se
centrifugo a 10,000 rpm por 20" y se congelo a ~80 °C para inyectar 80 pl con 20 pl de
solucién del estdndar interno (1,7 Diaminoheptano) para su andlisis cromatografico. Los

resultados se expresan en nmoles de PAs por pl de liquido de ascitis.
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Plasma
Se obtuvo la sangre por puncién cardiaca, se centrifugé a 2,500 rpm y se acidificé con
ATA-HCI para centrifugarla a 10,000 rpm por 20°. Se obtuvo el sobrenadante para

'ultracongelarlo a —80 °C hasta ser sometido a analisis cromatografico.

Orina
Se coloco a los ratones de manera individual sobre cajas de petri de 15 cm de diametro, se
obtuvo la orina y se paso con pipeta pasteur a un tubo ependorff, se ajusto a 70 pl ATA-

HCL por cada 10 pl de orina, se centrifugd a 10,000 rpm, por 20"y se congel6 a —80 °C.

Parametros cromatogrificos _ _

Se utilizé un analizador automdtico con dos bombas de flujo continuo y controlado, con.
fluorometro (Shimatzu) y muestreador automatico con “bucle” de -100 pl de volumen
(Spectra Physics), en el cual se analizaron, por duplicado, todas las muestras biologicas.
Los amortiguadores se preparan con agua filtrada tipo III, bidestilada. Son llevados al pH
deseado con HCI concentrado o con una solucidn de hidréxido de litio 3M vy filtrada en

membrana MILLIPORE (0.45 pm). El etano] es afiadido después de la filtracion.

Cuadro IV. Ciclo programado al sistema cromatografico

Tiempo Amortiguador } Amortiguador Reacfivo
Linea (Minutos) I I derivatizante LiOH
(OPA¥)
00 10 ea gt & &
01 10 ea i P i
02 20 ea i pos &
03 50 [5] P e &
04 11 i £t Eid =
* o-phthalaldehydo




El reactivo de fluorescencia se prepara al disolver 800 mg de ortoftaldehido en 10ml de
etanol y 2 ml de mercaptoetanol. La mezcla se lleva a un litro de una solucién de acido
borico 0.2 My un pH de 10.4 con KOH y se le adiciona 3 ml de Brij al 30%.

En nuestras condiciones el primer amortiguador eltye los aminoacidos ornitina y arginina
El segundo amortiguador eluye, la putrescina, la espermidina, la espermina, asi como el

estandar interno el 1-7 diaminoheptano.

Niveles de Poliaminas

La separacién de las poliaminas se realizé segun la técnica descrita por Villanueva, 1987
con las modificaciones siguientes: Se modifico el pH de la segunda solucién de eluan
(solucién I1) a base de citratos (CsHsLi307 0.6 N + KCI 2 N) con 5.5% etanol y pH final de
6.1 se inyect6 durante 60, eluye la putrescina, espermidina y espermina; se lavo durante
11" con una solucién de LiOH 0.3 N para reutilizar la columna en un nuevo analisis. La
columna se réequilibré con el paso'de solucién I durante 10". Los resultados se expresan
por concentracion en nanomoles de poliaminas por mg de tejido o por pL de orina segiin

sea el caso.

Analisis Estadistico
Se utilizo la prueba de ANOVA de una via, para medir las diferencias estadisticas entre
grupos v el método de Student-Newman-Keuls, para determinar las diferencias entre las

medias de los distintos grupos.
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VIL. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo tiene como objetivo confirmar la utilidad de las PAs como
bioindicadores del desarrollo tumoral en el modelo murino LS178Y, el cual es muy
utilizado en estudios inmunolégicos; en particular para probar, in vivo, la actividad
antitumoral de sustancias de origen natural y sintético. Los resultados obtenidos en este

trabajo son presentados a manera de graficas en esta seccion.

Sobrevida
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w40
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Figura 4. Porcentaje de sobrevida de ratones inoculados con 2x10* células L5178Y por via
i.p.

27




A continuacién nosotros reportamos Unicamente fos resultados analiticos con significancia
estadistica en los niveles de PAs.

[nmol}/5x105 céluias

1.5 -

0.5 -

Niveles de Spd en células peritoneales

——

10D 170 24D

Figura 3. Niveles de espermidina en 5x10” células del peritoneo de ratones inoculados con
2x107 células L5178Y, durante la evolucion del tumor. El andlisis estadistico se realizé por
andlisis de varianza (ANOVA) de una via para diferencias entre grupos y la prueba de
Student-Newman-Keuls para comparacion de medias (p < 0.05). ‘
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Figura 6. Niveles de espermidina en 5x10" células del bazo de ratones inoculados con
2x10* células L5178Y, durante la evolucion del tumor. El analisis estadistico se realizo por
analisis de varianza (ANQOVA) de una via para diferencias entre grupos v la prueba de
Student-Newman-Keuls para comparacion de medias (p < 0.05).
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Niveles de Spd en Leucocitos circulantes
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Figura 7. Niveles de espermidina en 5x10* en leucocitos circulantes en ratones inoculados
con 2x10" células L5178Y, durante la evolucion del tumor. El andlisis estadistico se realizo
por andlisis de varianza (ANQVA) de una via para diferencias entre grupos y la prueba de
Student-Newman-Keuls para comparacion de medias (p < 0.05).
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} Niveles de Spm en mesotelio
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Figura 8. Niveles de espermina en ¢l mesotelio de ratones inoculados con 2x10 células
L5178Y, durante la evolucién del tumor. El andlisis estadistico. se realizd por analisis de
varianza (ANOVA) de una via para diferencias entre grupos y la prueba de Student-
Newman-Keuls para comparacion de medias (p < 0.05).
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Niveles de Ornitina en higado
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Figura 9. Niveles de ornitina en el higado de ratones inoculados con 2x10* células L5178Y,
durante la evolucion del tumor. El analisis estadistico se realizé por analisis de varianza
{ANOV A) de una via para diferencias entre grupos y la prueba de Student-Newman-Keuls
para comparacion de medias (p < 0.05).
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Figura 10. Niveles de putrescina en orina de ratones inoculados con 2x10* células L5178Y,
durante la evolucion del tumor. El analisis estadistico se realizé por andlisis de varianza
(ANQVA) de una via para diferencias entre grupos y la prueba de Student-Newman-Keuls
para comparacién de medias (p < 0.05). '



Porcentaje de sobrevida

Para probar la actividad antitumoral de sustancias necesitabamos una sobrevida mas larga
que sea mds parecida a la patologia, por lo cual se inocularon solamente 2x10° células del
linfoma.

El tiempo de sobrevida que se midi6 confirma resultados anteriores (comunicacion personal
de la Dra. Ana Maria Puebla), tomando en cuenta la curva de sobrevida consideramos
apropiado realizar los muestreos a los dias 10 donde los ratones parecen normales; 17
donde se aprecia un abdomen prominente y 24 donde el ratén enfermo muestra un
crecimiento considerable del abdomen.

Establecer el promedio de vida de los ratones inoculados con 2x10* células del linfoma
L3178Y por via intraperitoneal fue importante para fines de reproducibilidad, dado que
confirmamos un promedio de vida de 28 dias (£2.5) en este modelo (Puebla, 1998); por
otro lado fue importante para establecer el momento adecuado para la obtencion de las
muestras que van a ser analizadas por cromatografia. Asi se establecio muestrear a los 10,

17 v 24 del desarrollo del tumor (Figura 1).

Células peritoneales

En el peritoneo después de la inoculacion de células tumorales, se espera encontrar
distintas estirpes celulares en particular células del sistema inmune junto con células
tumorales. Por lo tanto los niveles de PAs detectados para las células peritoneales
corresponden al contenido global de estas moléculas. Fue posible medir a los niveles de
PAs en los ratones que presentaban .el tumor y crecimiento de la cavidad. Los resultados
sugieren que la espermidina es un buen biomarcador si se analiza al dia 10 de la evolucion
del L5178Y ya que sus niveles se incrementan en comparacién con los dias 17 y 24

(Figura 2).

Esplenocitos
El bazo es un 6rgano inmunolégico importante por lo cual resulta interesante, estudiar los
niveles de PAs en las células que lo conforman dada la lucha entre las células del sistema
inmune y las células del tumor que se ha inoculado, lo cual se puede reflejar en cambios de
los niveles de PAs. En los ratones con tumor, a pesar de que los esplenocitos mantienen sus

niveles basales de Spd a los dias 10 y 17, estos niveles se aumentan al dia 24. Sin embargo,
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la Spd en esplenacitos no es un buen biomarcador del crecimiento neoplasico dado que los

ratones estan en la fase terminal de la enfermedad (Figura 3).

Leucocitos circulantes

Estas células, que también son conocidas como células mononucleares, son fundamentales
para una buena respuesta inmune; en nuestras candiciones no fue posible detectar a la Spd
al dia 10. Sin embargo, existe una elevacion importante al dia 17 y un poco mas discreta al
dia 24. Al parecer al dia 10 la ausencia de Spd se asocia con una inhibicion en la
proliferacion de los leucocitos circulantes, lo que se asocia con el efecto inmunosupresor
ejercido por este linfoma (Ochoa, et al. 2002; Schemeda, er al. 2001; Orozco, et al. 1999;
Daneri, et al. 1995 y). Por otro lado si tomamos al presente modelo como un mecanismo
para injertar a las células tumorales esta bien establecido que la inﬁibicién de la sintesis de
PAs disminuye el rechazo al trasplante, lo que en nuestro caso parece ser inducido por el

tumor mismo, solo al dia 10 de nuestro modelo (Figura 4).

Mesotelio

Este falso epitelio (ya que es un tejido epitelial derivado del mesodermo y no del ectodermo
como sucede con todos epitelios) te)ido mesotelial es importante en este .modelo venla
. medicién de las moléculas de nuestro interés dado que es un tejido que se encuentra en
contacto directo con las células del linfoma. Es interesante por demas, que la Spm es la PA
mas representativa de la evolucion del tumor en este tejido dado que sus niveles aumentan

de manera considerable en los tres puntos de referencia tomados en este estudio (Figura 5).

Higado

Las PAs no parecen ser buenos biomarcadores del desarrollo neoplasico en este érgano. Sin
embargo, €l aminoacido secundario ornitina si permite monitosearlo con respecto a la
evolucién del linfoma L5178Y; a los dias 10 y 17 existe una disminucién importante de sus

niveles; por lo cual la omnitina es un bioindicador en este tejido (Figura 6).

Orina
Consideramos que esta es la muestra biolgica idonea para determinar a las PAs como

bioindicadores del desarrollo neoplasico dado que su obtencién representa una estrategia
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no invasiva. Es todavia mas interesante que con un método de extraccion tan sencillo como
el que aplicamos (acidificacién con TCA-HCI y centrifugacién) es posible utilizar a la
putrescina como biomarcador del desarrolio tumoral en el modelo de linfoma murino
L5178Y. El hecho de que los niveles de putrescina aumenten hasta 5 veces (dia 10) con
respecto a los niveles bdsales hace a la putrescina el mejor indicador de todos los

parametros considerados en el presente estudio (Figura 7).

Es importante mencionar que existieron muestras biolégicas a las que no fue posible
detectar PAs en nuestras condiciones analiticas tomando en cuenta el método de extraccién
y el nivel de deteccién. » _

Desde el punto de vista de los pardmetros estadisticos queremos sefialar que aqui se
encuentran registrados solo aquellos datos que son significativos cuando se someten al rigor

de las pruebas estadlstlcas mencionadas en material y métodos.
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VIIi. CONCLUSIONES

1. El tiempo de sobrevida de los ratones BALB/c inoculados con 2x10* células de
linfona L5178Y por via i.p. es de 28 dias+2.5.
2. Las concentraciones de PA son ttiles como biomarcadores del desarrollo neoplésico
en los tejidos de estudio y a los dias correspondientes se expresan en la siguiente

tabla:
____—._._ﬁ
Tejido/PA Ornitina Putrescina Espermidina Espermina
muestra

0.45+0.2 Basal
Orina 4.86+1.36 10
4.85+0.37 17
2.02+1.1 24

0.03+0.03 Basal
Esplenocitos 0.070.12 10
0.12+0.08 17
2.1440.82 24

No analizado Basal
Celulas 0.03+0.03 10
peritoneales 0.07+0.12 17
0.12+0.08 24

26.76£3.32 Basal
Higado 3.49+1.42 10
8.90+2.55 17
30.63+3.07 24

0.36+0.20 }Basal
Mesotelio 1.55£0.62 }10
1.22+0.17 {17
1.71+0.38 {24

La tabla no presenta los valores de aquellas muestras a las que no fue posible determinar los
niveles de PAs o que no se consideran ttiles como biomarcadores.

3. Se destaca que los niveles de PAs varian durante e} desarrollo del tumor. En higado

se observd que la ornitina, precursor de las PAs presenta un perfil de concentraciones

particular y en orina la Pu es la mas idonea como biomarcador del desarrollo

neoplasico.
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IX. PERSPECTIVAS

El presente trabajo contribuye de manera significativa en el deszrrollo de un proyecto de
investigacion, el cual pretende utilizar a las PAs como herramienta y complementaria a
estudios inmunoldgicos para determinar la cantidad antitumoral de varias sustancias de
origen natural o sintético.

La siguiente tabla destaca la utilidad de varias PAs (Pu, Spm y Spd) o su precursor (Orn)
como bioindicador del desarrollo del tumor, indicando la muestra considerable y el dia

apropiado de muestreo.

PA Muestra I Orina Peritoneales _ Mononucleares __ Esplenocitos Higado Mesotetio
Evolucion Tumorat (Dia) 10/17/24 10117124 10/171 24 10/17124 10/17/?4 10/17/ 24
(Ornitina
Putrescina oo . L.
Espermidina o o Do
Espermina

Obviamente la determinacion de PAs es la mas facil, recomendable y menos invasivo de

todos los anteriores.
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