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Resumen

Las distrofias musculares de origen genético son muy diversas y, tanto su diagndstico preciso como
su manejo, suponen un reto importante. En cuanto a este ultimo aspecto, no obstante el desarrollo en
proceso de nuevas estrategias a nivel molecular para su tratamiento, las herramientas con que se
cuenta para este propésito son limitadas, y pocas veces pueden influir de manera efectiva para evitar
el deterioro progresivo que muchos de estos pacientes experimentan. Ademas, las terapias de ultima
generacion no abarcan la gran diversidad de estas patologias y no se espera que estén disponibles a
corto plazo para la mayoria de los pacientes.
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El propésito del articulo es mostrar el papel de las poliaminas, actores ubicuos en el metabolismo in-
tracelular tal vez poco conocidos; como estan involucrados en los procesos fisioldgicos y patoldgicos,
y como también pudiesen estar involucrados en la fisiopatologia de las distrofias musculares. Su inhi-
Correspondencia: bicion controlada, mediante Difluorometilornitina (DFMO), pudiese constituir un mecanismo para en-
Dr. Enrique Austin- lentecer o eliminar el deterioro muscular de estos pacientes, al utilizarse como una herramienta
Ward. dentro del arsenal de las ya existentes.
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Abstract

Muscular dystrophies of genetic origin are very diverse and, both their precise diagnosis and their
management represent an important challenge. Regarding this last aspect, despite the development
in process of new strategies at the molecular level for its treatment, the tools available for this pur-
pose are limited, and can rarely influence effectively to avoid the progressive deterioration that
many of these patients experience. In addition, the latest-generation therapies do not cover the
great diversity of these pathologies and are not expected to be available in the short term for most
patients.
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. The purpose of the article is to show the role of polyamines, ubiquitous actors in intracellular meta-
este trabajo.

bolism, perhaps little known; how they are involved in physiological and pathological processes, and
how they could also be involved in the physiopathology of muscular dystrophies. Its controlled inhi-
bition, by difluoromethylilitin (DFMO), could be a mechanism to slow or eliminate the muscle deterio-
ration of these patients, by being used as a tool within the arsenal of those already existing.
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Las poliaminas (espermina, espermidina, putrescina, ca-
daverina) son moléculas endégenas cuyo precursor es la
ornitina. La ornitina es un metabolito de la arginina, el
cual es un aminoacido de suma importancia para la deto-
xificacion del ion amonio a través del ciclo de la urea [1].
Las poliaminas son policationes organicos con grupos
amino los cuales se encuentran protonados al maximo a
valores fisiologicos de pH.

En la sintesis de las poliaminas, la putrescina es la pri-
mera en formarse a partir de la L-ornitina por medio de la
ornitina decarboxilasa (ODC), la enzima limitante en este
proceso.

Las dos enzimas claves en el metabolismo de las polia-
minas son la ornitina decarboxilasa (ODC) y la S-adeno-
silmetionindecarboxilasa. La ODC tiene la vida media
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mas corta conocida entre las enzimas de los mamiferos
(10 minutos) y su actividad responde con rapidez a nu-
merosos estimulos, lo cual constituye un factor importan-
te en materia de regulacion. Incrementos de 10 a 200
veces en la actividad de la ODC siguen con rapidez a la
administraciéon de hormona de crecimiento, corticosteroi-
des, testosterona o factor epidérmico de crecimiento
cuando se estimulan células de mamifero en cultivo.

Aunque se ha asociado a las poliaminas principalmente
al crecimiento y diferenciacion celulares tanto en eucario-
tas como en procariotas [2-3], existen numerosas eviden-
cias de que participan en otros numerosos procesos
intracelulares. Por ejemplo, las poliaminas son capaces
de regular la actividad de varias enzimas. En ese contex-
to, Le Petit y cols. han demostrado la estimulacion por
parte de las poliaminas de la actividad de la triacilglicerol
lipasa (TAGL) en cerebros de rata [4], y Huang y cols. la
estimulacion de la glicogeno sintasa fosfatasa en el
musculo esquelético de rata [5], entre otras.

Debido a sus cargas positivas, las poliaminas pueden in-
teractuar con el ADN que es un polianion y modificar el
grado de condensacion del mismo, tal y como lo han evi-
denciado Smirnov y cols. [6]. Asi se ha observado la for-
macion de complejos con otro polianion como lo es el
ATP; segln Meksuriyen y cols. los complejos ATP-Mg?*-
espermina pueden jugar un rol importante en algunas
reacciones dependientes de ATP, al aumentar la actividad
de las enzimas que utilizan este ultimo [7]. Las poliami-
nas también intervienen en la organizacion del citoesque-
leto, ya que, como ha sido demostrado por Anderson y
cols [8] y por Grant y cols [9] respectivamente, estas pue-
den inducir el ensamblaje de moléculas de tubulina y de
actina.

Las poliaminas y la homeostasis del calcio intracelular
Otro de los procesos en los cuales se ha demostrado que
las poliaminas se encuentran involucradas, es en la ho-
meostasis del calcio intracelular, y evidencias de este rol
han sido presentadas en diversos trabajos. Por ejemplo,
en 1983, Koenig y cols. demostraron que las poliaminas
median procesos calcio-dependientes tales como endoci-
tosis, transporte de hexosas y de amino acidos, produci-
dos luego de la estimulacion con andrégenos y con
agentes beta adrenérgicos de la corteza renal de ratones
[10]. Cuando las células fueron estimuladas con testoste-
rona en dichos experimentos, hubo una respuesta de la
ODC tan temprana como a los 30s, lo cual provocé a su
vez un rapido ascenso en los niveles de poliaminas, se-
guida de la movilizacién temprana de flujos de calcio y el
transporte subsecuente de los metabolitos mencionados.
Esta respuesta fue bloqueada por la difluorometilornitina
(DFMO), un inhibidor especifico de la ODC [11]. Una res-
puesta similar tanto con estimulacion beta-adrenérgica
como androgénica fue observada en experimentos poste-
riores en miocitos cardiacos de rata [12].

Otras evidencias de que las poliaminas estan involucra-
das en la homeostasis del calcio intracelular provienen de
su rol en el proceso de captacion de calcio por parte de

las mitocondrias [13]. Estos organelos participan en la re-
gulacion de los niveles de calcio intracelular sirviendo co-
mo tampones que permiten mantener niveles adecuados
de calcio citosolico. Rustembeck y cols. y de Rottenberg
y cols. han demostrado que la espermina aumenta la
captacioén y la retencion de calcio por parte de las mito-
condrias [14-15].

Por otro lado, la regulacién de algunas enzimas vincula a
las polaminas con la homeostasis del calcio. La ornitina
decarboxilasa (ODC) es una enzima regulada por calcio,
y segun Ginty y Seidel, esta induccién es dependiente de
calmodulina [16].

Ademas, las poliaminas son capaces de modular el me-
tabolismo de los fosfatidil inositoles, los cuales estan in-
volucrados en la homeostasis del calcio a partir de los
reservorios de este ion sensibles a IP, [17]. Por ejemplo,
experimentos realizados por Bueb y cols. en mastocitos
peritoneales de rata demostraron que la administracion
de espermina a una concentracién de 10mM produce un
aumento por encima del 100% en los niveles de IP, y de
IP4, que es maxima a los 5s [18]. Ademas, la espermidi-
na es un inhibidor de la IP,-5-fosfatasa, enzima que es
capaz de remover la masa de IP3 [19].

Por otro lado, evidencias presentadas por Zarka y cols.,
han demostrado que las poliaminas (principalmente la
espermina) estimulan la union de la rianodina a su recep-
tor en el musculo esquelético [20].

Papel de las poliaminas en procesos patolégicos

Las poliaminas se encuentran involucradas en patologias
en las cuales ocurre un exceso de proliferacion, tal y co-
mo sucede en el cancer. En dichas enfermedades se ob-
serva un incremento de las mismas, tanto a nivel
intracelular como en los fluidos corporales [21].

Por otro lado, se ha descrito que los pacientes con Dis-
trofia Muscular de Duchenne tienen niveles de poliami-
nas intracelulares [22] y urinarios [23] que son elevados
si se comparan a dichos pacientes con sus homoélogos
sanos de la misma edad y sexo, aunque no hay datos
claros sobre estos valores en células musculares. Lo
mismo sucede en casos de miastenia gravis [24], una en-
fermedad neuromuscular en la cual ocurre debilidad y
atrofia muscular progresiva, debido a una denervacién
secundaria a una destruccion de los receptores nicotini-
cos de acetilcolina por mecanismos autoinmunes [25].

Las poliaminas y la Distrofia Muscular de Duchenne
(DMD)

Las distrofias musculares han sido definidas como un
grupo de desérdenes determinados genéticamente en los
cuales ocurre una degeneracion progresiva de los
musculos esqueléticos sin anomalias estructurales aso-
ciadas de los sistemas nerviosos central o periférico. Es-
tas han sido clasificadas en base a la distribucion clinica
y severidad de la debilidad muscular y el patron de he-
rencia. La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) es un
trastorno recesivo ligado el cromosoma X caracterizado
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por debilidad progresiva de los musculos esqueléticos,
con cambios patoldgicos asociados en el musculo, debi-
do a la deficiencia en la proteina distrofina (26). Los sin-
tomas de presentacion mas frecuentes son la marcha
anormal, las caidas frecuentes, dificultad para subir esca-
leras, inicio tardio de la ambulacion, hipotonia, dificultad
para gatear, marcha en la punta de los pies y fatiga exce-
siva [27].

El examen histopatolégico en estos pacientes revela ini-
cialmente variaciones en el tamano de la fibra muscular,
areas focales de degeneracion y de fibras en regenera-
cion; posteriormente se observa el predominio de la de-
generacion tisular con pérdida gradual de fibras y
reemplazo de las mismas por tejido conectivo y tejido adi-
poso. Esta degeneracion de las fibras involucra un proce-
so de necrosis [28].

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, se ha observado
que en las células de pacientes con DMD hay un exceso
de calcio intracelular, una disminucién en el contenido de
ATP [29] y estas células poseen caracteristicamente un
pH elevado [30].

Aunque pudiera haber varios mecanismos involucrados
en la degeneracion tisular de la DMD [31], se postula que
el proceso de necrosis estaria desencadenado por pro-
tedlisis excesiva y sefiales apoptéticas mediadas por un
exceso en el calcio intracelular y por una disminucion en
la produccion de ATP celular.

Se cree que la sobrecarga de calcio en pacientes con
DMD esta relacionada con la inestabilidad de la membra-
na celular debido a la falta de distrofina, una proteina es-
tructural del citoesqueleto, lo cual la hace fragil y
susceptible a disrupciones, permitiendo la entrada de cal-
cio extracelular. Otros datos ligan efectivamente al calcio
a la fisiopatologia de la enfermedad de Duchenne. Robert
y cols. trabajando en ratones mdx han determinado que
luego de la depolarizacion con potasio de los mismos,
hay un déficit en el manejo subcelular del calcio a nivel
mitocondrial, comparado con los controles [32]. Kuznet-
Sov y cols. a su vez demostraron que existe un deterioro
en la fosforilacion oxidativa mitocondrial en musculos es-
queléticos de ratones mdx y sugieren que este deterioro
podria estar relacionado con la sobrecarga de calcio a
este nivel [33].

Existen evidencias de que el exceso de calcio intracelular
produce un deterioro en la produccion de ATP en las cé-
lulas musculares, como lo que ocurre en la paradoja del
calcio (the calcium paradox) en el musculo cardiaco [34].
Esta paradoja consiste en que al producirse una deple-
cion subita en el flujo del calcio hacia un tejido, y una
subsecuente reposicion del mismo, ocurre un ingreso ex-
cesivo de este ion y se desencadena un dafo celular ma-
sivo. Trabajos de Touraki y Beis en tejidos de rana
sometidos a la paradoja del calcio, demostraron que al
medir el contenido de los fosfatos de alta energia luego
de la reperfusion en la que ocurre una entrada masiva de
calcio, hay una disminucion abrupta en el contenido celu-

lar de los mismos [35]. Asi mismo, Ziegelhoffer y cols.
han encontrado una prevencion parcial de la paradoja del
calcio (en especial en lo que respecta al contenido de
ATP) en corazones de rata aislados y perfundido utilizan-
do diltiazem, un bloqueados de los canales de liberacion
de calcio del reticulo sarcoplasmico [36].

Estos datos apoyan la relacién entre la disminucién en la
produccién de ATP y niveles elevados de calcio intracelu-
lar en la patogénesis de la necrosis celular tal y como pu-
diera ocurrir en las células distroficas. De hecho,
Bhattachayra y cols. en trabajos realizados en hamsters
distroficos han reportado una reversion en el deterioro de
la fosforilacién oxidativa y de la sobrecarga de calcio lue-
go de utilizar quelantes de este ion [37].

¢Podrian estar las poliaminas involucradas en estos
fendmenos de ingreso masivo de Ca** a la célula? Segun
nos dice Koenig y cols., las poliaminas podrian estar in-
volucradas en estos procesos, puesto que han descrito
su participacion en la paradoja del calcio en corazones
de rata [38]. Este grupo observé que la inhibicion de la
ODC previene el flujo excesivo de calcio intracelular y
sus consecuencias. Ademas, segun He y cols. la acu-
mulacién de poliaminas esta relacionada con una dismi-
nucion en el contenido de ATP en células de ratén FM3A
[39]. Sjoholm y cols. han reportado que la deplecion de
poliaminas en células de insulinoma producen un aumen-
to en la produccion de ATP [40].

Otro hallazgo particular en las lineas celulares distroficas
tanto en humanos como de ratén, lo constituye el hecho
de que los niveles basales de Inositol-3-fosfato (IP,)
estan aumentados entre dos y tres veces, comparados
con los controles normales y que en la linea celular
distrofica humana (RCDMD), los niveles de IP,; permane-
cen elevados luego de 200s luego de la depolarizacién
de estas células con potasio [41], a diferencia de lo que
ocurre en lineas celulares humanas y de ratén normales
en las cuales la depolarizacién con potasio induce un au-
mento temporo-dependiente en las concentraciones de
IP;, los cuales retornan a sus niveles basales después de
60s. Existen reservorios de calcio sensibles a IP; en las
células musculares [42].

¢ Esta el exceso de calcio intracelular (Ca** i) de las célu-
las distroficas asociado a estos aumentos en la masa de
IP,?Y por otro lado, ¢estan las poliaminas ligadas a este
aumento en la masa de IP; en las células musculares
normales y distréficas o interactian con los receptores de
IP, de manera que estan asociadas directa y/o indirecta-
mente con el aumento de las concentraciones de calcio
intracelular? Por las evidencias del efecto de las poliami-
nas sobre el aumento de la captacion y retencion del cal-
cio a nivel mitocondrial, las interacciones con receptor de
rianodina y relacion con el metabolismo del IP, y even-
tualmente con su receptor, asi como por otras evidencias
que hemos mencionado, estas podrian tener un efecto
sobre la homeostasis del calcio intracelular y/o sobre las
cascadas de transduccién de sefiales que regulan la ex-
presion génica en células musculares.
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Proyecciones de uso Clinico

Dadas estas consideraciones, la inhibicion parcial de las
poliaminas, conducente a la disminucién de sus niveles
intracelulares probablemente pueda utilizarse en el ma-
nejo de la DMD, asi como de otras distrofias musculares
que compartan un mismo mecanismo fisiopatoldgico (Ver
figura 1), asi como se utiliza su inhibicidon en el manejo de
otras patologias donde estas intervienen, pero en las
cuales su relacién es con los fenédmenos de sobre creci-
miento.

En cuanto a la DMD, el tratamiento mas comunmente uti-
lizado son los corticoides. Estos probablemente actuan
mediante varios mecanismos de accion, pero se conside-
ra que sus principales beneficios estan basados en su ca-
pacidad para disminuir la respuesta inmunoldgica contra
las células musculares que estan en proceso de sufrir ne-
crosis, permitiendo en cierto grado la conservacion de la
masa muscular [43].

Una serie de estrategias de ultima generacion incluyen
las terapias tales como el salto de exones (exon skipping)
[44], lectura mas alla de los codones de término (stop co-
don readthrough) [45] y la edicion gendmica (genome edi-
ting) [46] y las proyecciones de la terapia génica, por
medio del reemplazo del gen de la distrofina afectado por
uno normal, como lo demuestran diversos ensayos clini-
cos [47]. La inhibicién de las poliaminas podria intervenir
en la detencidon o en el enlentecimiento del proceso de
necrosis, no solo en las distrofinopatias, sino en otras
afecciones musculares en las cuales el mecanismo fisio-
patolégico sea similar e involucre otras proteinas de
membrana del musculo, como es el caso de las calpaino-
patias, disferlinopatias, sarcoglicanopatias entre ofras,
mediante el mejoramiento en la produccion de ATP y nor-
malizacion del pH intracelular, utilizando inhibidores es-
pecificos de la ODC tales como la difluorometilornitina
(DFMO). El uso de este inhibidor ha resultado ser efecti-
vo en el tratamiento de infecciones producidas por tripa-
nosomas africanos [48] y el tratamiento para la
eliminacion del exceso de vello facial en las mujeres [49].
Igualmente se encuentran en proceso numerosos estu-
dios clinicos para su uso en el tratamiento del cancer
[50], ya que se ha demostrado su eficacia por su efecto
inhibidor de la poliaminas, normalmente asociadas a
fendmenos de crecimiento. Su toxicidad es relativamente
baja y es un medicamento aprobado por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS).

Ademas es un medicamento de bajo costo, en compara-
cion con las nuevas terapias en desarrollo, que se prevé
demoraran todavia en estar disponibles para la mayoria de
los pacientes, y si se demuestra que tiene efectos positi-
vos puede ser un coadyuvante al tratamiento de las distro-
fias musculares en general, en conjunto con los este/
roides, para disminuir la rapidez de la progresion de la en-
fermedad, al mejorar los niveles de produccion de energia
y disminuir los efectos nocivos del exceso de calcio intra-
celular. No obstante, su uso con este propésito requerira
un proceso de investigacion riguroso, incluyendo estudios
en animales y ensayos clinicos en todas sus fases.

Ausencia de disfrofina en
la Membrana Plasmatica
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Figura 1. Esquema del posible mecanismo fisiopatoldgi-
co en células musculares distroficas. Un aumento en la
permeabilidad al calcio producida por una deficiencia de
distrofina aumentaria la producciéon de poliaminas las
cuales a su vez mediarian una retroalimentacion positi-
va para el aumento del Ca2* intracelular por varios me-
canismos y subsecuente disminucion de la produccion
de energia y produccion de sefiales apoptéticas.

CONCLUSION

Las poliaminas son moléculas ubicuas con multiples fun-
ciones que pueden ser consideradas como mediadores
en numerosas actividades celulares, moduladores en-
zimaticos y segundos mensajeros en la cascada de
transduccién de sefnales a nivel intracelular. Asi como in-
tervienen en numerosos procesos fisiolodgicos, es proba-
ble que sean parte de la fisiopatologia de muchas
afecciones frecuentes donde esta involucrado el creci-
miento celular, tales como el cancer, y de otras muchas
en que hay alteraciones en el metabolismo del calcio in-
tracelular, tal como ocurriria en las distrofias musculares.

Su control o inhibicion parcial, pudiese ejercer un efecto
modulador de la homeostasis del calcio que pudiese
constituir una herramienta para el manejo de las distro-
fias musculares, para retardar la progresion del deterioro
progresivo que se ve en estos pacientes. La difluorometi-
lornitina es utilizado como agente farmacoldgico para tra-
tar varias afecciones y se pudiese utilizar también en el
caso de las distrofias musculares. Esta hipétesis debe
ser sometida a la experimentacion clinica correspondien-
te segun exigen las normas.
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